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RESUMEN

Esta tesis doctoral recoge una serie de investigaciones llevadas a cabo en el ambito de la
contaminacién marinapormicroplasticosenaguasy cetdceosdela Macaronesia,comprendiendo
el estudio de la abundancia y distribucién de estas particulas tanto en las aguas marinas

superficiales como en el contenido estomacal de cetaceos varados de esta misma regién.

Se realizaron varios ensayos metodolégicos dirigidos la optimizacion del muestreo de
microplasticos desde embarcaciones de oportunidad, lo que culminé en el registro en la Oficina
Espafiolade Patentesy Marcas de un Dispositivo para el muestreo: [MuMi]. Se efectud un estudio
comparativo de este innovador muestreador con la red Manta, el sistema mas ampliamente

utilizado para este fin hasta la fecha.

En el caso de los cetdceos, se presenta un protocolo interdisciplinar para la extraccion
de estas particulas del tracto gastrointestinal, estudiando asi la ingesta de microplasticos en
animales varados. Complementariamente, se analizaron una serie de contaminantes organicos

persistentes en tejidos musculares de los mismos individuos.

En dltimo lugar, seapuntan algunas consideraciones ateneren cuenta parala optimizacion
en la lectura e interpretacion de la huella quimica de los microplasticos analizados mediante

microespectroscopia Raman, una cuestion sobre la que profundizar en futuros estudios.

Entre las conclusiones y las perspectivas futuras se destaca la necesidad e idoneidad de
armonizar los métodos para incrementar las posibilidades de monitorizacién de estas particulas
en el medio marino, poniendo de relieve la importancia de las herramientas de transferencia y

cultura cientifica en la resolucion del problema.
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ABSTRACT

This doctoral thesis includes a series of investigations carried out in the field of marine
pollution by microplastics in the waters of Macaronesia, including the study of the abundance
and distribution of these particles both in surface marine waters and in the stomach contents of

stranded cetaceans in this same region.

To this end, a series of methodological tests were carried out to optimise the sampling of
microplastics from vessels of opportunity, culminating in the registration at the Spanish Patent
and Trademark Office of a sampling device called MuMi, on which a comparative investigation
was carried out with respect to the Manta net, the most widely used system for this purpose to

date.

In the case of cetaceans, an interdisciplinary protocol for the extraction of these particles
from the gastrointestinal tract is presented, the ingestion of microplastics in stranded cetaceans
in the Macaronesian Region is studied and a series of persistent organic pollutants in the tissues

of the same individuals are analyzed.

Finally, some questions to be taken into account for the optimisation of the reading of the
chemical fingerprint of these particles analysed by Raman microspectroscopy are pointed out, a

question to be studied in depth in future studies.

Final conclusions and future perspectives include the suitability of harmonising methods
to increase the possibilities of comparison between different regions of the world and different
monitoring programmes, and highlight the importance of tackling an environmental problem
such as this one with an integrated approach, understanding its human dimension and making

use of the tools of scientific outreach and culture in solving the problem.
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El porqué de esta tesis de microplasticosy
su estructura.
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1.1 Introduccion al marco teorico

Al tiempo que se comenzaba esta tesis
doctoral, el estudio de los microplasticos
se trataba de manera englobaba en un
conjunto mas amplio denominado basuras
marinas. Hoy en dia, sin embargo, han
pasadodeserlafraccion microscopicade este
conjunto a ser considerados, por si solos, una
problematica ambiental global, contando
conentidad masquesuficiente como paraser
investigados especificamente por programas
mundiales como el Programa Mundial del
Medio Ambiente de La Organizacién de
las Naciones Unidas (PNUMA) (PNUMA,
2021).

Prueba de esto es que los documentos
marco de hace aproximadamente una
década, como el Informe del Panel Asesor
Cientifico-Técnico del Area de Medio
Ambiente Clobal del Programa de la ONU
citado anteriormente, en 2011 tan sélo citaba
la palabra microplasticos en dos ocasiones
(STAP 2011). ST es cierto, no obstante, que en
las dos es para advertir de la acumulacién de

estas particulas en distintos habitats, sefalar
las dificultades de muestreo y analisis dado
su microscépico tamano e reconocer que
existen importantes cuestiones a investigar
en cuanto a su emisién, transporte, destino,
y efectos fisico-quimicos.

La evolucion de esta problematica
ambiental y la cantidad de estudios
realizados y publicados desde los primeros
hallazgos a finales de los afios 60 hasta hoy
en dia se aborda en el segundo capitulo de esta
tesis. Noobstante,cabe mencionaruna tltima
referencia a este tema y es precisamente
una cita de Leticia Carvalho, jefa de la
Subdivision de Aguas Marinas y Dulces del
PNUMA quien recientemente afirmaba que
“El impacto de los productos quimicos peligrosos
y de los microplasticos en la fisiologia de los seres
humanos y de los organismos marinos es todavia
incipiente y debe ser priorizado y acelerado en esta
Década de las Ciencias del Mar para el Desarrollo
Sostenible” (“Inside the Clean Seas campaign
against microplastics,” 2022).

Imagen 1.1 Fotografia tomada en Noviembre del 2021 en la arena de la Playa de Las Canteras (Las Palmas de
Gran Canaria) tras una tormenta que dejé la costa repleta de microplasticos. © Tania Montoto Martinez.
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1.2 Las lagunas de conocimiento

Donde incidir con el trabajo de investigacion

La necesidad de abordar el estudio
de los microplasticos desde la comunidad
cientifica, y las posibilidades de aportar
conocimiento en este campo eran evidentes.
En la revision realizada por Galganit et al.
(2013) sobre el abordaje de las basuras
marinas en el marco de la Directiva Marco
sobre las Estrategias Marinas (DMEM)
(Directiva 2008/56/CE) se identifican una
serie de necesidades de investigacion para
la implementacion del Descriptor 10, sobre
Basuras Marinas. Entre ellas, se destaca
como prioridad el desarrollo de métodos
de monitorizacién y protocolos para el
muestreo en los distintos compartimentos
marinos.

A su vez, era latente la rapidez en la
evolucion y publicacion de los trabajos,
representando un factor critico a la hora de
plantear la necesidad de armonizacion de
los métodos de muestreo, identificacion
y andlisis de las particulas encontradas

(Rochman et al., 2017). Cada vez habfa mas
datos, pero la proliferacion de éstos no se
daba de la mano a ningln procedimiento
comun, dificultando enormemente la
comparacion entre los distintos estudios
(Barboza y Giménez, 2015; Connors et al,,
2017).

Asi pues, uno de los objetivos en la
elaboracién de los trabajos de investigacién
que se comprenden en esta tesis doctoral
fue el de trabajar, siempre que los hubiera,
de acuerdo a los estandares vigentes,
proporcionando  los datos  siguiendo
las  recomendaciones internacionales
para la monitorizacion (CESAMP 2019),
y contribuyendo, en la medida de lo
posible, a los programas gubernamentales
establecidos para ello, como es el caso de
la DMEM y sus Programas de Seguimiento
para el alcance del Buen Estado Ambiental
(BEA).

Imagen 1.2 Una mano tomando una bolsa de plastico de la superficie del mar en La Playa de Las Canteras.

Fecha: Noviembre/2016. © Tania Montoto Martinez.
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Por otro lado, las basuras marinas son
dificilmente estudiadas en el océano abierto,
siendo la mayoria de los estudios realizados
enlasaguasysedimentos costeros (Barbozay
Giménez, 2017; Monteiro et al., 2018), donde
se acumulan mayoritariamente, y sobre
todo, de manera mucho mas accesible para
su muestreo. Asi pues, una de las lagunas
de conocimiento que se pretendia abordar
era precisamente la falta de datos sobre
microplasticos en el océano abierto. Para
ello, se ha adoptado un enfoque dirigido a
incrementar las posibilidades de muestreo
enaguasoceanicas mediante unsistemade
muestreo que fuera oportunista y sencillo
de utilizar, de manera que las ventajas para
su utilizacion permitieran saltar la barrera de
la falta de informacion sobre estas particulas
en aguas oceanicas.

Se han realizado varias campanas de
monitorizacién en barcos de oportunidad
gue han conducido al disefio de distintos
prototiposparaelmuestreodemicroplasticos,
culminando con el registro de un dispositivo
de Muestreo de Microplasticos (MuMi) como
Modelo de Utilidad ante la Oficina Espanola
de Patentes y Marcas (OEPM), testando su
eficiencia en comparacion con el sistema de
muestreo mas ampliamente utilizado hasta
el momento en aguas marinas superficiales.
Todo esto se concentra en los tres capitulos
que comprende la Parte | de esta tesis.

En tercer lugar, de entre los distintos
compartimentos  ambientales 'y las
especies afectadas por la contaminacion
por microplasticos, se ha puesto el foco de
atencion en un conjunto poco accesible:
estudiandose la ingesta de estas pequenas
particulas por algunos de los animales mas
grandes del mar, los cetaceos. Se identificd

la posibilidad de trabajar con los cetaceos
varados como una importante oportunidad
para optimizar la obtencién de informacién
sobre la contaminaciéon por microplasticos
en estos animales, que ademas son
considerados importantes centinelas de la
contaminaciéon marina (Bossart, 2011). Asi,
en el capitulo 6, se incluyen los resultados
de investigacion relativos a un protocolo de
actuaciony se recogen los primeros datos de
ingestademicroplasticosyelestablecimiento
de las concentraciones de contaminantes
organicos persistentes (COPs) en tejidos de
cetdceos de la Macaronesia.

Por ltimo, en un &mbito mds analitico,
se identificd la necesidad de mejorar la
precision de las técnicas de caracterizacion
de los microplasticos basadas en la
identificacion visual. Al igual que los
métodos de muestreo de microplasticos son
muy diversos, las técnicas de identificacion
de los polimeros que los componen
son también muy variadas, contando
cada una con sus particulares ventajas e
inconvenientes (Kappler et al., 2016). Asi,
en el capitulo 7 se recogen, mediante la
exposicion de tres casos ilustrativos fruto de
la experiencia con las muestras trabajadas en
los capitulos precedentes, serecogenalgunas
consideraciones para la optimizacion
de la identificacion de microplasticos
mediante espectroscopia micro-Raman,
una de las técnicas espectroscopicas con mas
resolucion para el estudio de los plasticos
mas pequenos.

Finalmente, en el capitulo 8 se incluyen
lasconclusionesy perspectivas futurasen este
campo de investigacion que sigue an hoy en
dia manteniendo su popularidad.
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1.3 Objetivos y esquema de la tesis.

Oportunidades de contribucion al conocimiento cientifico.

Surgido de la preocupaciéon por las
profundas implicaciones que representa
la contaminacién por microplasticos a
nivel global, el objetivo principal de esta
tesis doctoral es la optimizacion de las
técnicas de muestreo de microplasticos en
areas marinas, de manera que se facilite
el establecimiento del estatus real de las
distribuciones de microplasticos y favorezca
la implementacion de la Directiva Marco
Estrategia Marina (DMEM), en particular
al Descriptor 10 sobre Basuras Marinas,
contribuyendo al reto de incrementar el
namero y la calidad de las observaciones,
a la vez que se fomenta la ciencia
ciudadana.

Para lograr este objetivo, se
estructurd el trabajo a largo plazo en tres
subobjetivos:

1) Realizar una extensa revisidon
bibliografica sobre las metodologias de
muestreo, extraccion y determinacién
de microplasticos en el medio marino,
concretamente, en las aguas superficiales,
y con especial atencién al océano abierto,
como una zona infraexplorada respecto a
las aguas costeras, pero también en el caso
concreto del estudio de la ingesta de estas
particulas en cetaceos.

2) Mejorar la monitorizaciéon de
microplasticos en: 1) aguas ocednicas y
costeras, mediante la validacion de disenos
y ensayos de prototipos muestreadores de
microplasticos que pudieran ser utilizados
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para la consecucion de los muestreos de
seguimiento para el andlisis del Buen Estado
Ambiental segln la Directiva Estrategia
Marco Marina; 2) cetadceos, contribuyendo
al establecimiento de un protocolo comun
e interdisciplinar que permitiera evaluar la
ingesta de microplasticos en estos animales,
reconocidos centinelas de la contaminacién
marina.

3) Contribuir al establecimiento
de las caracteristicas de las distribuciones
de microplasticos en el medio marino, su
alcance y variabilidad, en un escenario
ambiental en el que es imperativo fomentar
la relacion entre ciencia y sociedad, a través
de colaboraciones, ciencia ciudadana, y la
efectiva transferencia de la innovacién y la
produccién cientifica.

Esta investigacion se estructura, tras el
presente capitulo introductorio (Capitulo 1),
y un capitulo de revisién del estado del arte
(Capitulo 2), en las siguientes partes:

Primera parte: Comprende el
estudio de los métodos de muestreo
empleados para la monitorizacién de los
microplasticos en los océanos, los ensayos
metodolégicos para la optimizacién del
muestreo desde embarcaciones con sistema
de circulacién de agua en continuo (Capitulo
3), la presentacion de un muestreador de
microplasticos disenado y registrado como
Modelo de Utilidad (MuMi) (Capitulo 4) y
una investigacion comparativa sobre su
operabilidad en barcosde oportunidad como
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respuesta a las necesidades en este ambito
(Capitulo5).

Segunda parte: Aborda el estudio de
microplasticos en el contenido estomacal de
cetaceos varados, presentando un protocolo
que ha sido convenientemente validado y
registrado como oportunidad para conocer
la incidencia de estas particulas en estos
mamiferos marinos, y analizando al mismo
tiempo la presencia de contaminantes
organicos persistentes caracteristicos
de los aditivos plasticos en una serie de
ejemplares varados en la zona de estudio

(Capitulo 6).

Tercera parte: Apunta algunas
cuestiones de relevancia para el estudio
de la huella quimica de los microplasticos
de los muestreos precedentes, analizando
la influencia de la matriz (agua marina Vs
contenido estomacal), el coloroeltamafode
laparticula,asicomosugradodedegradacion
(Capitulo 7), poniendo de relevancia la
idoneidad de trabajar con bibliotecas de
espectros de referencia adecuadas, incluso
propias.

Finalmente, en el Capitulo 8 se recogen
las conclusiones finales y las perspectivas
futuras.
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1.4 Otras cuestiones importantes del encuadre

Ademas de la necesidad de enmarcar
el trabajo en un contexto vigente atendiendo
a las lagunas de conocimiento en el areay
aportarle un caracter innovador, existieron
otras cuestiones clave en el encuadre de la
tesis doctoral.

Asi pues, en el planteamiento
del trabajo experimental se adopté un
enfoque orientado al desarrollo de
distintos protocolos o productos que
allanaran el camino con el objetivo de
solucionar el problema. En este sentido, a
la hora de investigar sobre la abundancia de
microplasticos en superficie y los métodos
para ello, no bastd con recabar datos nuevos
en una zona, sino que el trabajo se dio por
culminado una vez se logro disenar y testar
un dispositivo de muestreo de microplasticos
eficiente que sirviera para reportar datos
a los instrumentos de gestion en vigor
(Partel).

La conversacion entre la ciencia
fundamental y la aplicada acompanaron
en todo su proceso a este trabajo de
investigacion, en el que fructificaron
aportes desde empresas del sector
nautico y recreativo, fomentando a su vez
la transferencia de conocimiento y su
aplicacion en sectores que comparten el
medioconestecampodeestudio,comosonlas
embarcaciones de turismo de avistamiento
de cetaceos y turismo cientifico, con las
que se realizaron ensayos de navegacion
con los distintos modelos precursores del
muestreador de microplasticos.
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El reto interdisciplinar, fusionando los
conocimientos de las Facultades de Ciencias
del Mar y Veterinaria de la Universidad de
Las Palmas de GCran Canaria (ULPGC) fue
también un objetivo claro que se materializa
enla Partell, con el trabajo colaborativo para
la creacién de un protocolo de muestreo de
microplasticos en cetaceos varados.

Por ultimo, en la Parte Il se aborda
la necesidad de trascender, respondiendo
a una serie de cuestiones sobre el anélisis
mediante espectroscopia en aras de la
optimizacién de laidentificacion de la huella
gquimica de las particulas. y de enriquecer
el analisis de los datos de microplasticos
reportados.

Con todo, esta tesis recoge una serie de
estudios llevados a cabo en una ventana de
seis afios de formacion como investigadora
marina. Uno de los propdsitos vertebradores
de este trabajo en todo este tiempo ha sido el
demanteneractivadalarelevanciacientificay
social eimpulsarlaaccién desde los distintos
ambitos de gestion, dirigiendo el esfuerzo
investigador a atajar las limitaciones y
la falta de armonizacion en el estudio
de la contaminacién por micropldsticos,
favoreciendo la monitorizacion en un
escenario de dedicacion exponencial por
parte de la comunidad cientifica y ante una
prevision nada halagiiena desde la mirada
ambiental.
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2

Microplasticos: un problema ambiental
de procedencia terrestre desembocando
en un planeta inmensamente marino.
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Resumen

Este capitulo comienza con una revision histérica de las basuras marinas, conjunto de
residuos compuesto principalmente por plasticos, que con el paso del tiempo y sujetos a las
distintas condiciones ambientales terminan convirtiéndose en el objeto de estudio de esta
tesis doctoral: la optimizacion de las técnicas de muestreo de los microplasticos.

Estudiados en infinitos ambitos y desde distintas perspectivas, la presente revision
cientifica sitla el estado del arte y las lagunas de conocimiento para las mejoras en los
procedimientos metodolégicos para la determinacion de:

1) Los microplasticos en aguas superficiales marinas.

2) Laingesta de microplasticos en cetaceos.
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2.1 Las basuras marinas haciendo historia

Una de las primeras menciones a las
hoy en dia I[lamadas basuras marinas se hizo
en lanovelade]ulio Verne“20.000 leguas de
viaje submarino” (1869). En ella se describe
la acumulacién en el Mar de los Sargazos de
“cuerpos flotantes de todo origen, amontonados
en medio de las hierbas oscuras, troncos de
drboles [...], numerosos restos de naufragios, de
quillas y carenas, tablones desgajados, ... ."

Un siglo después, Carpentery Smitth
(1972) demostraronla presenciade pequenas
particulas de plastico precisamente también
en la superficie del Mar de los Sargazos,
reportando una concentracion aproximada
de 3500 piezas/km? y haciendo ya alusion
al previsible incremento de estas particulas
en los océanos como consecuencia de
la creciente producciéon de plasticos y el
establecimiento del habito de consumo de
usary tirar (Imagen 2.1).

A raiz de estas primeras citas de
microplasticos, Rothstein (1973) amplié
la informacién atestiguando la presencia
de particulas similares a las halladas por
Carpenter y Smith en un paino boreal en
Terranova, en una investigaciéon que habia
sidollevadaacaboen1962.Enella, mostraba
su preocupacién al indicar que “esta forma
de contaminacion y sus consecuencias estan
probablemente mas extendidas, tanto temporal
como geograficamente, de lo que sugieren los
datos de Carpentery Smith”.

Seis anos después, en 1968, se daria
registro a la primera tortuga con plastico
conocida, y asi esta referencia, junto con
algunas otras (Mrosovsky et al., 2009),

fueron completando lo que hoy en dia
podemos decir que fueron los primeros
signos de alerta sobre el grave problema
ambiental de las basuras marinas.

Asi pues, las basuras marinas
comenzaron a investigarse por autores
independientemente en distintas areas
ocednicas durante los afios 70 y principio
de los 80, y los resultados se pusieron por
primera vez en conjunto en la Conferencia
Internacional sobre el destino e impacto de las
basuras marinas celebrada de Hawai en
1984 (NOAA, 1985). Los estudios vertidos
en ella dirigian las principales evidencias
de la problematica ambiental de las
basuras marinas hacia dos impactos: (1)
el enredamiento, por el que los bucles y
aberturas de diversos tipos de residuos
interfieren con losapéndices de losanimales
y/o los atrapan; y (2) la ingestion, por la que
se ingieren intencionada o accidentalmente
elementosdedesechoqueentraneneltracto
digestivo. Ensuconjunto, la puestaencomun
de los conocimientos en la conferencia
demostré que estas interacciones estaban
mucho mas extendidas y eran mas comunes
de lo que se pensaba, y que ambos tipos
de impacto podian causar lesiones y la
muerte de animales individuales de muchas
especies diferentes. Consecuentemente,
pronto después, comenzaron a desarrollarse
estudios detallados sobre el tema,
incluyendo revisiones sobre el estado
del arte en cuanto a los efectos sobre las
distintas formas bioldgicas (Laist, 1987) o
el planteamiento de enfoques juridicos de
accion internacional (Lentz, 1987). A partir
de entonces, los estudios sobre las basuras
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marinascomenzaronapublicarsede manera
continuada, taly como se vio reflejado, entre
otras, en el ritmo de publicacién de articulos
sobre esta tematica en la popular revista
Marine Pollution Bulletin (Borja and Elliott,
2019).

Tras una extensa recopilacion de
referencias por aquel entonces, Laist (1997)
publicéel primertrabajoderevisionenelque
se recoge informacién sobre la naturaleza
y el alcance de esta recientemente descrita
interaccionentrelasbasurasmarinasylavida

marina. En él, se incluye una lista de todas
las especies sabidas por entonces habian
sufrido dafos o bien por enredo o ingestidn,
revisando los factores, y describiendo los
efectos. Esta lista, comprendia un registro
total de 267 especies que habian sufrido
danos por enredo con y/o ingestién de
basuras marinas. Hoy en dia, esta lista se
ha visto incrementada no sélo en nimero,
sino en cuanto a su variedad y naturaleza,
abarcando los ambitos social, econémico
y de seguridad publica, ademas del plano
ambiental (PNUMA, 2021) (Tabla 2.1).

Imagen 2.1 Portada (izquierda) y pagina (derecha) de la revista Science del 17 de Noviembre de 1972, en la que
Carpentery Smith publicaron un articulo que representa la primera evidencia de la presencia de microplasticos
en los océanos, en concreto en el Mar de los Sargazos.
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Tabla2.1: Listado de la repercusion de los impactos de las basuras marinas en distintos ambitos, mas alla del
ambiental. Adaptacién del contenido del Informe conjunto de la UNEP y la Comision Intergubernamental

Oceanografica (Cheshireetal., 20009).

En respuesta al desafio global que las
basuras marinas comenzaban a suponer,
el Programa de Mares Regionales del
Programa para el Medio Ambiente de las
Naciones Unidas (PNUMA) y el Programa
de Accién Mundial se embarcaron en 2003
en el desarrollo de una Iniciativa Mundial
sobre Basuras Marinas (Cheshire et al., 2009).
En ella, se definieron las basuras marinas
englobando “cualquier sélido persistente de
origen no natural (manufacturado) que haya
sido desechado, depositado o abandonado en
ambientes marinos y/o costeros”. De acuerdo

con esta organizacion, y no sin dificultad,
se estimo6 que en el océano entraban cada
ano entre 6.4 y 8 millones de toneladas de
basuras marinas (Jambeck et al., 2015; Jeftic
etal., 2009).

Desde entonces, numerosas
publicacionesrespaldaronlaconstataciéonde
las basuras marinas como unaamenaza para
los ecosistemas, tanto de agua dulce como
marinos (Bouwman et al., 2016; Deudero
and Alomar, 2015; Gall and Thompson, 2015;
Poeta et al., 2016; Poeta and Romiti, 2015).
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Asimismo, se corroboro6 que estos materiales
estaban ampliamente distribuidos por
los océanos, en aguas abiertas y en zonas
costeras (Andrades et al., 2016; Barnes et
al., 2009; Cozar et al., 2014; Galgani et al.,
2015; Pham et al., 2014). Ademas, también
se detectaron enormes concentraciones
de plasticos en los principales giros
subtropicales de los hemisferios norte y sur
de los océanos Atlantico y Pacifico, asi como
en el océano Indico (Barnes, 2004; Eriksen et
al., 2014; Leichter, 2011).

En definitiva, las basuras marinas
se convirtieron en un desafio global
intersectorial que no reconocia fronteras
geograficas ni politicas, donde sus impactos
tanto ecolégicos como socioeconémicos
suponen una grave amenaza también para
los medios de vida humanos afectando
a habitats, especies y ecosistemas; a la
salud humana y la seguridad; y a sectores
econdmicos tales como la pesca, el turismo
y la navegacion (GESAMP, 2015; Jeftic et al.,
2009; STAP, 2011; Thompson et al., 2009;
PNUMA, 2016), convirtiéndose en uno de
los mayores problemas de contaminacion a
nivel mundial de la época actual (Veigaetal.,
2016).

211 Fuentes de entrada de las
basuras marinas al medio marino

Existen muchos factores y actividades
que contribuyenalaacumulaciénde basuras
marinas, incluidos la pesca, la navegacion,
el turismo y las actividades recreativas,
asi como las malas practicas de gestion de
residuos (Galgani et al., 2010; Hartley et al.,
2015). Enla Figura 2.1. se recogen algunas de
las principales fuentes, si bien hay que tener
en cuenta que éstas han ido cambiando
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con el paso de los anos y los avances en las
investigaciones sobre el tema (Ryan et al,,
2009).

De acuerdo con Andrades et al.
(2016), los primeros trabajos acerca de la
composicion y distribucién de las basuras
en el medio marino indicaban los pellets de
plasticocomounodeloselementosflotantes
mas abundantes en los mares, que a su vez
eran peligrosamente ingeridos por la fauna
marina (Carpenter et al., 1972; Carpenter
and Smith, 1972; Kartar et al., 1973; Morris
and Hamilton, 1974). Mas tarde, mediante
el estudio de los contenidos estomacales
de aves marinas, como las pardelas, como
vector para determinar la composiciéon de
las basuras marinas, Vlietstray Parga (2002)
desvelaron que en dos décadas (desde los
70 hasta finales del los 90) el tipo de basura
ingerida por estos animales (principalmente
plastico en todos los casos), habia cambiado
de los tipicos pellets usados por la industria
a utensilios de plastico y fragmentos de
objetos mas grandes, de uso doméstico. De
hecho, de acuerdo con Ryan et al. (2009), los
barcos de pasajeros y las labores de pesca
habian sido la principal via de entrada de
basura marina al medio durante la mitad
del pasado siglo, que posteriormente
habria descendido gracias al control de
estos vertidos a partir de la Convencion para
Prevencion de la Contaminacion generada
por Buques, MARPOL (Anexo V) en 1988
(Ryan, 2015). Sin embargo, a pesar de la
disminucién, que no erradicacién, de la
entradade basuras marinasdesdelos barcos,
adiade hoy el problema ambiental continda
vigente, siendo actualmente indiscutible y
mayoritaria la importancia de las entradas
al medio marino desde fuentes terrestres
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(Andrady, 2011a; Galgani et al., 2015), con
puntos calientes en zonas industrializadas
o de mayor densidad de poblacién (Derraik,
2002).

Los vertidos desde tierra se producen
debido a mudltiples factores, estando esta
entrada muy influenciada por el régimen de
lluviasy la proximidad alasdesembocaduras
de los rios, entre otras, asi como
estrechamente relacionada con la densidad
de poblacién y la presencia de industrias,
vertederos, y todo tipo de concentracién de
actividades antropogénicas (Simul Bhuyan
et al., 2021). Se ha constatado, por ejemplo,
que las cantidades de basuras marinas en
algunas de las playas pueden aumentar un
40%enverano,debidoal elevadonimerode

FUENTES DE ENTRADA DE
MICRO Y MACROPLASTICOS.

Las fuentes de plasticos en los océanos son muchas
y variadas, siendo las principales entradas las 1,5M

terrestres, con puntos calientes en zonas 1950 2016
industrializadas o de mayor densidad de poblacion.

300M

MILLONES DE TONELADAS

8 MILLONES DE TONELADAS AL ANO

Al ano se vierten mas de 8 millones toneladas de basuras al oceano,
el equivalente del peso de 320.000 camiones a maxima carga. Del
total de las basuras marinas que llegan a los océanos, alrdedor de un
90% son plasticos.

des y variados.

A =,

“ ¥ g E

PRODUCCION DE PLASTICO
33.300M

2050
En los dltimos 30 afios, la produccion de plas-
tico se ha incrementado en un 620%. Ademas
han cambiado las fuentes, mientras que en
los afios 70 eran mayoritariamente pellets, en
los 90 empezaron a ser utensilios mas gran-

(0

turistas (Galgani et al., 2015). Curiosamente,
se da la paradoja de que las zonas turisticas
ven mermada su popularidad debido a su
contaminacién, que a su vez es producida
por la propia actividad turistica en el lugar,
como es el caso de algunas playas de Bali
(Sutejaetal., 2021).

Dentrodelasentradasdesdetierra,alo
largo de la linea de costa cada vez cobra mas
importancia la llegada a la mar de basura
a través de rios, desde grandes corrientes
a pequefnos cursos de agua, estimandose
que hasta el 80% de los residuos sélidos
encontrados en algunas playas provendrian
de los rios cercanos (Christina Araljo
and Costa, 2007; Rech et al., 2014). Son
numerosos los estudios que hace afios

VACACIONES Y PLASTICO

LA BASURA CUESTA CARA

0%

INVIERNO VERANO

Las fiestas veraniegas y el abarrotamiento
de las playas genera un aumento del plasti-
co arrojado en las costas, llegando a incre-
mentarse un 40% los residuos plasticos du-
rante el verano.

vyind -

El coste asociado a impactos en el medio
marino por el uso de plasticos es de
aproximadamente de 8M de dolares al
afio. De ellos, los sectores de
alimentacion, bebidas y el sector minorista
son responsables de 2/3 de estos costes.

5% seRecicta

TURISMO
AGRICULTURA
CONSTRUCCION

0 DE LAS BASURAS
MARINAS SON DESECHOS
u DE LA PESCA COMERCIAL

Fig.2.1:

ENVASES

de los residuos
marinos son de
origen terrestre

FRAGMENTOS
MICROESFERAS
PELLETS

de los residuos
marinos vienen
de los propios
océanos

Infografia elaborada por Vanessa Ortiz para el Informe "Basuras Marinas, plasticos y microplasticos: origenes,

impactos y consecuencias de una amenaza global", editado por Ecologistas en Accién en 2017.
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sugirieron la importancia de estos cursos
como fuente de contaminacién de basuras
en los mares (Claessens et al., 2011; Cole
et al., 2011; Galgani et al., 2000; “RIMMEL
(Riverine and Marine floating macro litter
Monitoring and Modelling of Environmental
Loading),” n.d.; Williams and Simmons,
1997). Una reciente estimacion cifie a 1000 el
nimero de rios responsables del 80% de las
entradas de plastico al océano procedentes
de estas fuentes de agua dulce (Meijer et
al., 2021). También en forma de modelos, la
estimacion de residuos plasticos que entran
desde los rios resulta abrumadora: entre
1,15 y 2,41 millones de toneladas anuales,
seglin un estudio de Lebreton et al. (2017),
que localiza el 67% de los efluentes mas
importantes (n=20) en Asia.

Sin embargo, los lugares de la
geografia que no presentan rios no estan
exentos de basuras marinas, ejemplo que se
materializa, entre otros, en el Archipiélago
Canario (Baztan et al., 2014; Herrera et al.,
2018, 2017), zona de estudio de esta tesis,
pero también en numerosos ejemplos de
islas remotas como las del Archipiélago
Fernando de Noronha (Crillo and Mello,
2021) y la Isla de Trinidad (Andrades et al.,
2018), en el Atlantico Sur, o las vecinas islas
del Archipiélago de Azores (Pieper et al.,,
2019, 2019). Asi pues, la presencia de basuras
marinas en zonas costeras remotas, e incluso
en zonas alejadas de zonas de produccion,
evidencian precisamente la influencia de la
dinamica marina sobre la distribucion de
las mismas, moviéndose y acumulandose a
lo largo y ancho de todo el planeta. En este
sentido, se han identificado varios factores
como el viento, las mareas y las corrientes
oceanicas como agentes que contribuyen a
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ladispersionde plasticos despuéssu entrada
al medio marino (Aliani and Molcard, 2003;
Critchell and Lambrechts, 2016; Maximenko
etal., 2012).

Las entradas de basuras marinas desde
los propios océanos, si bien representan
un porcentaje menor que las entradas
desde tierra, estan también ligadas a la
actividad humana, fundamentalmente a
través del transporte de mercancias y la
pesca industrial. Mencién especial merece
la pesca fantasma: el abandono o pérdida
de aparejos (redes, lineas, boyas, etc.) que
viajan a la deriva en los océanos atrapando
accidentalmente numerosos organismos y
danando habitats bentdnicos (Cood et al.,
2010; Pawson, 2003). Segin el PNUMA, cada
afno se pierden en los océanos unas 640.000
toneladas de aparejos, que corresponden a
un10%de las basuras marinas (“Abandoned,
lost or otherwise discarded fishing gear,
n.d.).

2.1.2 La ubicuidad de un
problema ambiental global

La ubicuidad de las basuras marinas,
y la contaminacién asociada por plasticos
y microplasticos es, lamentablemente, una
cuestion argumentada y respaldada por
una gran cantidad de estudios (Duis and
Coors, 2016; GESAMP, 2015; Thompson,
2015). Este tipo de contaminacién, ha sido
reportada en todo el mundo (Barnes et
al., 2009; Cozar et al., 2014), y en todos los
entornos ambientales desde los polos hasta
el ecuador. Si bien en los inicios las basuras
de mayor tamano al principio se detectaron
principalmente en costa (Cabrielides et al.,
1991; Galganietal.,2000),enlos dltimosanos
las investigaciones sobre basuras marinas
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flotantes en mar abierto (Suaria and Aliani,
2014),asicomo lasdepositadas en los fondos
han crecido exponencialmente. De hecho, se
han encontrado grandes concentraciones de
basuras en cafiones submarinos (Pham et
al.,2014) oincluso bajo el hielo, en el Mar de
Barentsy en el estrecho de Fram, en el Artico
(Bergmann et al., 2017, 2016; Bergmann and
Klages, 2012).

La cantidad de estudios realizados y
publicados sobre esta tematica no ha dejado
de aumentar desde los primeros hallazgos
a finales de los anos 60, sin embargo, la
falta de estandarizacion limita gravemente
la posibilidad de realizar estimaciones
cuantitativas intercomparables
geograficamente o incluso temporalmente.
A su vez, con respecto a la cobertura
geografica, el hemisferio sur y las areas
remotas estan particularmente poco
estudiadasy, a pesar de que los océanos son
los compartimentos donde se acumula la
mayor parte del plastico (Barnesetal., 2009;
Ryan et al., 2009), son relativamente pocos
los estudios que se centran especificamente
en el medio ambiente marino respecto a
los desarrollados en las costas debido a las
dificultades inherentes del muestreo de
aguas oceanicas.

2.1.3 Las basuras marinas como
descriptor del Buen Estado
Ambiental

El aumento de las basuras marinas en
losocéanosylaexposiciénaellasllevanahora
décadas sefialando la necesidad de tomar
serias medidas al respecto, y numerosos
programas, comités, convenciones y
reglamentos a nivel mundial han prestado
atencion a esta problematica.

A nivel europeo se han dado algunos
pasos para la identificacién, cuantificacion
y para la propuesta de medidas para paliar
este problema. La directiva mas importante
en vigor actualmente para la proteccién
del medio marino es la Directiva Marco
de Estrategia Marina (DMEM) (Directiva
2008/56/CE), la cual establece un marco para
que cada Estado Miembro ponga en marcha
acciones para alcanzar el Buen Estado
Ambiental (BEA) en el medio marino.

La DMEM define 11 Descriptores,
que representan conjuntamente el estado
y funcionamiento del medio marino
(Borja et al., 2010). El Descriptor 10 esta
exclusivamente dedicado a las basuras
marinas, dando idea de la relevancia
del problema. Este descriptor se centra
en las cantidades, tendencias, fuentes y
composicion de estos objetos, como método
para determinar su efecto sobre el medio
ambiente marino, en referencia tanto a
dafnos ecolégicos como a econémicos y/o
sociales.

Basandose en una evaluaciéon de lo
que podria definirse como BEA, la Comisién
Europea identifica cuatro indicadores
diferentes para el Descriptor10:

1. Laevoluciéndelacantidad de basura
arrastrada porlasolasy/o depositada
en las costas;

2. Las tendencias en la cantidad de
basura en la columna de agua;

3. Las tendencias en la cantidad,
distribucién y, cuando sea posible, la
composicion de microparticulas;
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4. lLas tendencias en la cantidad
y composicion de los desechos
ingeridos por los animales marinos
(Comision Europea, 2010).

Ademas, bajo el paraguas de la
DMEM, se establecié un Subgrupo Técnico
sobre Basura Marina (TSGML) para evaluar
a los Estados miembros y apoyarlos en su
implementacion. Entrelasrecomendaciones
de este grupo, se destacan como tareas
a seguir la necesidad de armonizar los
datos y la demanda de mas estudios para
allanar el camino a una mejor evaluacién

de la abundancia y distribucién de estos
contaminantes en aguas oceanicas.

Muchos expertos y expertas en el
campo estan de acuerdo en que, aunque
los impactos de este empeoramiento del
problema pueden ser dificiles de estudiar,
existe evidencia suficiente de que un
nimero cada vez mayor de especies se
ven afectadas por la basura marina con
multiples consecuencias (Egbeocha et al,,
2018; Guzzetti et al., 2018; Werner et al,,
2016).

2.2 Plasticos: principal componente de las basuras marinas

Por definicién, las basuras marinas
incluyen distintos materiales tales como
vidrio, papel, cartén, metal, tela, residuos
relacionados con la pesca, municiones,
madera, filtros de cigarrillos, residuos
sanitarios provenientes de aguas residuales,
cuerdas, juguetes, etc. Sin embargo cada
vez son mas los estudios que le otorgan al
plastico un porcentaje predominante, por
encima del 80% de la composicién de las
basuras marinas.

De acuerdo con investigaciones
realizados en distintas zonas del mundo,
los plasticos representan la mayor parte de
las basuras marinas. Algunos ejemplos de
estos porcentajes mayoritarios son el 68%
del total de la basura encontrada en playas
de California (Rosevelt et al., 2013), un 77%
en playas de Taiwan (Liuetal., 2013), un 86%
en Chile (Thiel etal., 2013),y un 91% en el sur
del Mar Negro (Topcu et al., 2013).
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Deudero y Alomar (2015), realizaron
una revision de la influencia de las basuras
marinas sobre la biodiversidad en el Mar
Mediterraneo, encontrando un notable
incremento de la presencia de plasticos en
el porcentaje total de las basuras marinas
registradas con el paso de los anos. Asi, los
primeros informes sobre basuras marinas
flotantes en la zona reportaron un 65%
de desechos marinos de plastico en 1979,
pasando este valor a abarcar hasta un
83% en 1997 (Fig. 2.2). Por otro lado, los
primeros estudios sobre el plastico del
fondo marino se llevaron a cabo en 1993,
reportando también una predominancia
(77%) de articulos de plastico. En el mismo
estudio, las autoras advierten que, si bien
los organismos marinos se han adaptado
a las fluctuaciones de las condiciones
ambientales (temperatura, pH, salinidad,
CO2, carbonatos, etc) y sus mecanismos
fisiolégicos han evolucionado para hacer
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Fig.2.2: Adaptacion de figura de Deudero y Alomar (2015) en la que se muestran los datos por aquel entonces
disponibles de elementos de plastico (%) hallados en zonas marinas del fondo (en negro) y de superficie (en gris)
a partir de una revision de los estudios realizados en el Mar Mediterraneo.

frente a los cambios que se producen a
través del tiempo geolégico, en el caso de
los plasticos los ritmos no juegan a favor
del desarrollo evolutivo de las especies. Se
trata de sustancias nuevas, duraderas en la
naturaleza, que s6lo han estado presentes
durante menos de 100 afnos, por lo que
aln no se han producido las respuestas de
adaptacion de los organismos, poniendo
por tanto las diferentes formas de vida en
peligro.

2.21 Algunos datos sobre la
produccion de plastico

En 1907, el belga ganador del Premio
Nobel en Quimica Leo Hendrick Baekeland
(1863-1944) cred la primera sustancia de
plastico sintética, la baquelita. No fue hasta
medio siglo después, en los anos cincuenta,
que estas fibras sintéticas comenzaron
a producirse masivamente (Derraik,
2002), y desde entonces la produccién de

plastico, material versatil por excelencia,
ha ido creciendo exponencialmente, con un
incremento aproximado de un 5% anual
hasta 2009, tendencia mantenida a lo largo
de los veinte anos anteriores (Andrady
and Neal, 2009). Ya entonces se preveia
un aumento en la produccién de plastico
considerable, que una década después se
materializ6 en los 369 millones de toneladas
producidos en el afo 2019 (Plastics Europe,
2021).

»

Bajoel paraguasdelapalabra“plastico
se engloban un grupo de componentes
artificialesodefibrassintéticasdediversidad
de tamanos, texturas y colores: desde
textiles como los forros polares de poliéster,
hasta material quirtrgico, pasando por todo
tipo de piezas para aparatos electrénicos
e industriales, material agricola, enseres
y, por descontado, envases. Hoy en dia
es dificil encontrar un producto que no
contenga plastico y se ha estimado que
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Porcentajes del consumo de pléstico por tipo de polimero (2002-2014)

Envases de plastico 44.6%

Otros pldsticos

as botellas de PET pottles son de los
productos de pldstico de un solo uso mas extendidos
[ iENn 2018 se vendieron 486 billones!

LDPE PET HDPE
14% 10% 9%

Fuente: UNEP (2021)

PP PS PVC \PU Other
8% % 1% 02 01%

Fig.2.3: Adaptaciondelrecursodela UNEP (2021): Drowning in Plastics Marine Litter and Plastic Waste Vital Graphics,
en la que se muestran los porcentajes del consumo de plastico por tipo de polimeto, destancando el peso de los
envases destinados a un sélo uso como las bolsas o botellas de plastico.

el 50% de los productos plasticos que se
fabrican estan destinados a ser de un solo
uso (Hopewell et al., 2009), confirmando
a su vez que el envasado de bienes de
consumo es el principal responsable de
los residuos de plastico, sin desestimar la
importancia de los plasticos del sector de la
construccion ode laelectrénicaylaindustria
automovilistica, que representan entre el 20
y el 15% de la demanda europea de plastico
respectivamente (Plastics Europe, 2022)
(Fig.2.3).

En 2016 el PNUMA hacia una prevision
para la produccion mundial de plastico que,
de mantenerse la tendencia de produccion
y demanda de aquel entonces, alcanzaria
los 2.000 millones de toneladas en 2050
(PNUMA, 2016). Afortunadamente, como
se aprecia en la Figura 2.4, las cifras no
han seguido creciendo exponencialmente,
registrandose incluso una bajada de la
produccion mundial en el 2019 debido
a la pandemia del coronavirus Covid-19
(“Coronavirus disease (COVID-19) — World
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Health  Organization,” n.d.; Plastics
Europe, 2022). No obstante, el aumento
de la produccién esta ligado al constante
crecimiento de la demanday, a pesar de las
extraordinarias circunstancias, se mantuvo
en los 49 millones de toneladas en Europa
en 2021, representando un 14% de la
produccién global.

La combinacion de estas cifras con la
elevada durabilidad del material y los bajos
porcentajesdereciclajeoreaprovechamiento
del mismo han dado como resultado una
acumulaciéon de desechos de plastico por
todo el planeta, incluso en lugares muy
alejados de los nicleos de origen (Barnes
et al., 2010; Bergmann and Klages, 2012).En
concreto, en 2020 se produjeron en Europa
55 millones de toneladas de plastico, de las
cuales se lograron recuperar 29.5 para el
ciclo post-consumo. De éstas, 10 millones
de toneladas fueron recicladas, un 18%
de la producciéon (Plastics Europe, 2021).
Sin embargo, ain son muy elevadas las
cifras de las derivaciones a vertedero (12.4
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No se incluyen las fibras de PET, PA y poliacrilicas.

Fuente: Plastics Europe Market Research Group (PEMRG) and Conversio Market & Strategy GmbH.
Datos estimados - Figura adaptada de Plastics Europe (2021).

Fig.2.4: Evolucion de la produccion de plasticos en el mundo y en Europa, en la que se aprecia una sutil
disminucién de la produccion global en el 2019 debido a la pandemia del coronavirus Covid-19. Figura adaptada

de Plastics Europe (2022).

millones de toneladas) y la incineracién o
aprovechamiento energético (6.9 millones
de toneladas). Completando la imagen
del flujo post-consumo de los plasticos, las
entradas de plasticos a los océanos rondan
entre 9-14 o 19-23 millones de toneladas
seglin distintas estimaciones recogidas en el
altimo informe del PNUMA(2021).

2.2.2 Tipos de plastico y procesos
de degradacion

Llos  plasticos son  polimeros
procedentes del petréleo combinados con
otras sustancias, diferentes aditivos, que
son los que le confieren las propiedades
deseadas en cuanto a su textura,
resistencia a la temperatura, maleabilidad,
estabilidad, brillo, etc. (Rochman, 2015). Las
diferentes combinaciones posibles de estos

compuestos y aditivos dan lugar a multitud
de variaciones posibles y, en definitiva,
multitud de tipos de plastico. Los nombres
completos de los materiales de plastico
convencionales son complejos debido
precisamente a su formulacién quimica, de
forma que es usual referirlos con acronimos.
Los polimeros mas usadosy mas abundantes
son el polietileno de alta densidad,
polietileno de baja densidad, policloruro
de vinilo, poliestireno, polipropileno y
polietileno tereftalato (HDPE, LDPE, PVC,
PS, PP y PET, respectivamente, seglin sus
siglas en inglés), constituyendo entre ellos
el 90% de la produccion de plastico a escala
global (Andrady and Neal, 2009) (Fig. 2.5).

Ademas de la composicion, a
menudo se clasifican también los tipos
de plastico en funcién de la degradacion
que experimentan. En ese sentido,
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Fig.2.5: Seis de los polimeros de plastico mas extendidos y algunos de los productos mas caracteristicos propios
del material. Adaptacion del recurso de la UNEP (2021): Drowning in Plastics Marine Litter and Plastic Waste Vital

Graphics.

podemos encontrar plasticos clasificados
como convencionales, oxo-degradables y
bioplasticos. A menudo, la composicién
basica de los tres tipos es la misma, si bien
a los [lamados oxo- o biodegradables se les
afaden otros compuestos que aceleran la
degradacién o grasas vegetales que lo que
hacen es reducir el tiempo de permanencia
en el medio (Derraik, 2002; O'Brine and
Thompson, 2010; Thompson et al., 2004)

A menudo, la degradacién de estos
plasticos biodegradables estd sujeta a
una serie de condiciones que no se dan
en el medio marino (GESAMP, 2015). Por
esta razon, tanto unos como los otros
pueden ser una fuente de entrada de
macro y microplasticos al medio ambiente,
especialmente cuando no son desechados
correctamente y son expuestos a las
condiciones bioldgicas, quimicas y fisicas
que los deterioran y fragmentan (Arthur
et al., 2009). Para mas detalle, los plasticos
bio-derivados representan ademas otro tipo
de problematicas socio-ambientales como
puede ser la competicion por el suelo fértil
destinado a la produccién de bioplasticos en
vez de alimentos (Sekiguchietal., 2011).
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En Gltima instancia, la velocidad de la
degradacion de los plasticos depende a su
vez de los factores a los que se expongan,
y por ende al compartimento ambiental
en el que se encuentren. Factores como la
radiacion ultravioleta (UV), la temperatura
o el tipo de polimero empleado, actiian
de forma imperturbable en el proceso de
degradacion de estos materiales (Ali et al.,
2021; Andrady et al., 2003). En concreto, el
frio, los bajos niveles de oxigeno, menos
disponibilidad de luz y menor cantidad
de organismos vivos son cuatro factores
determinantes que influyen en los
procesos de degradacién negativamente,
siendo especialmente importantes en los
ambientes marinos, donde no juegan a su
favor (Booth et al., 2017), especialmente en
los fondos oceanicos, donde los niveles de
oxigeno y la temperatura son menores y en
ausencia de radiacién solar, los procesos de
degradaciéon son extremadamente lentos
(GESAMP 2015).

Las playas, dadas las condiciones
que relinen para que se den procesos de
degradacion fisica, como la incidencia de
rayos ultravioleta y mayor temperatura
y disponibilidad de oxigeno que en el
mar, son entornos mas favorables para la
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degradacion de los plasticos (Barnes et al.,
2009; Corcoran et al., 2009), aunque, aun
asi, menos que tierra adentro. Ya en 1987,
Gregory (1987) demostré que el porcentaje
de pellets degradados aumentaba a medida
que nos alejamos de la orilla, por estar éstos
masexpuestosalaradiacion UV queaquellos
mas cercanos al contacto con el agua. No
obstante, en los anos 70, el mismo autor,
junto con otros, habia llegado a afirmar
que los plasticos desaparecian totalmente
mediante procesos de fotodegradacion
y oxidacién (Cundell, 1974; Scott, 1972),
asumiendo que estos materiales se
desintegraban por completo, reduciéndose
a un polvo que se absorbia rapidamente en
el ambiente (Cregory, 1983)

Mas adelante, como bien conocemos
hoy dia, se probaria que lo que estaba
ocurriendo era una degradacion a particulas
y fibras microscépicas (Thompson et al.,
2004), que los plasticos pierden resistencia
y se fragmentan en particulas sin sufrir
necesariamente una alteracion de su
composiciénquimica. Esdecir,queel plastico
degradado sigue siendo eminentemente

plastico, si bien mas pequeno. Es mas, el
descubrimiento de las islas de plastico que
se estaban formando en los giros oceanicos
(Law et al., 2010; Moore et al., 2001)
demostraba que estas particulas seguian
presentes en el medio marino.

En definitiva, y a pesar de que los
plasticos existen desde hace poco mas de
un siglo, se trata, hoy en dia, de una de las
amenazas mas persistentes en el medio
ambiente marino (Hopewell et al., 2009).
A medida que pasa el tiempo, dada la
lentitud de los procesos de degradacion y
sumado este hecho al incesante ritmo de
produccién, hace que incluso se llegara a
afirmar que todo el plastico producido, salvo
aquel que ha sido incinerado, permanece
hoy en dia en el medio ambiente sin
haberse mineralizado (Thompson, 2015).
Afortunadamente, las investigaciones en
el campo del aprovechamiento, reciclaje y
biodegradacion de este material también
estan en auge desde entonces. No obstante,
estos hechos hacen inevitable que se le
dedique una especial atencién a estas
pequenas particulas, los microplasticos.

2.3 Una atencion especial a los microplasticos

Los microplasticos son pequenas
particulas de plastico, citados por primera
vez a principio de los anos 70 en la literatura
cientifica (Carpenter and Smith, 1972). A
pesar de que hay evidencias de su presencia
en estdbmagos de aves desde los anos 60
(Rothstein, 1973), no fue hasta unos anos
después que este nombre comenzé a
emplearse (Ryan and Moloney, 1990), y no
fue hasta décadas mas tarde que alcanzaron

mayorrelevanciagraciasalasinvestigaciones
de Thompson et al. (2004). Desde entonces,
tanto la investigacion sobre estas particulas
como su concentracién en el medio marino
no ha cesado de crecer, y existen citas de
presencia de microplasticos en todo tipo de
ambientes, incluso los considerados como
mas virgenes o alejados de las fuentes de
produccion de estos materiales comoel hielo
del Artico (Bergmann et al., 2017; Obbard et
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al.,2014), desde los ecosistemas mas oscuros
de las profundidades oceanicas (Jamieson et
al.,2019; Pengetal.,2020; Phametal., 2014;
Van Cauwenberghe et al., 2013; Woodall et
al., 2014), hasta lo mas remoto de algunos
lagos de montana (Allen et al., 2019; Free et
al.,2014), pasando por muchos otros lugares,
incluso inesperados, como el propio aire
que respiramos (Dris et al., 2016; Gasperi et
al., 2018). La lista es interminable, y prueba
de ello son las infinitas publicaciones
reportando la presencia de estas particulas a
lo largoy ancho del globo.

Se puede afirmar, ademas, que
estas microparticulas han entrado en
la cadena trofica marina (Farrell and
Nelson, 2013; Setdld et al., 2014) y, segln
Andrady y Neal (2009), en una publicacién
firmada precisamente en colaboracion
con PlasticsEurope, una de las principales

asociaciones comerciales del plastico a nivel
europeo, la concentracion de microplasticos
enelmediomarino continuaraaumentando,
[levando a una acumulaciéon gradual y
significativa en el litoral y medio ambiente
marino.

De manera genérica,los microplasticos
comprenden todas aquellas particulas de
plastico con un tamano inferior a 5 mm
(Arthur et al., 2009; GESAMP, 2015); si bien
hay autores que aplican la misma norma
a particulas <2mm, de <1 mm, o incluso
de <500 um (Cole et al., 2011). Andrady
(2011b) apunté la necesidad de emplear
tres términos diferentes para tres rangos
de tamafno por debajo de los 5 mm en
funcion de las distintas caracteristicas
fisicas y los impactos biologicos que éstos
ocasionan: mesoplasticos (500 pm—5 mm),

Fig.2.6: Figura del articulo de Da Costa et al. (2016), en el que se recogen y comparan los distintos rangos de
tamanos y las definiciones de las particulas de pastico segln las propuestas de diferentes autores (Rocha-
Santos y Duarte 2015, Hartmann et al. 2015, Browne et al. 2007, Ryan et al. 2009, EUCommision 2011, Claessens

etal.2013, Desforges et al. 2014).
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microplasticos (50-500 um) y nanoplasticos
(<50 um). A medida que las investigaciones
sobre los impactos de los diferentes rangos
de tamanos de estas particulas se siguieron
sucediendo, las clasificaciones se fueron
adaptando, taly comoya reflejaban da Costa
etal. (2016) (Fig. 2.6).

2.3.1 Microplasticos primarios 'y
secundarios

Se denominan microplasticos
primarios  aquellos que ya son
manufacturados  con un  tamafno
microscopico (Cole et al., 2011; Zitko and
Hanlon, 1991). Entre ellos, destacan las
microesferas (<500 um) contenidas en
distintos productos como cosméticos, o
las mezclas utilizadas para el arenado o
granallado (Cregory,1996; Zitko and Hanlon,
1991) y los microplasticos empleados como
vectores de medicamentos (Patel et al,
2009), asi como los empleados para la
impresiénen3Ddeformamasreciente. Estas
microparticulas suponen un grave problema
ambiental al incorporarse tras suuso a la red
de alcantarillado, sorteando los sistemas de
saneamiento y desembocando en los mares
yocéanos. Porotro lado, los pellets, particulas
de plastico de 2-5 mm, precursores de
materiales plasticos de mayor tamafo,
representan por si mismos una importante
entrada de plastico en los océanos debido
a derrames accidentales en el transporte
o manipulaciéon (Cregory, 1978). Suelen
estar compuestos predominantemente
por polimeros como el polietileno y el
polipropileno (Endo et al., 2005; Ogata etal.,
2009) y, aunque su concentracion suele ser
mayor en zonas cercanas a areas urbanas e
industriales, como es el caso de las rieras de

pellets en Tarragona (Cood Karma Projects
[@goodkarma_org], 2022), también se
encuentran importantes acumulaciones
en numerosas playas del Pacifico e islas
remotas como Fijio playas de Nueva Zelanda
(Gregory, 1999), cuyo origen esta vinculado
al transporte maritimo (Sewwandi et al.,
2022).

En definitiva, estos pellets conforman
una parte importante de las basuras marinas
que llegan a costa, como hace mas de una
década ya se constataba en las playas de
Carolina del Norte (Viehman et al., 2011) y
numerosas playas y llanuras intermareales
de Brasil (Costa et al., 2011), asi como aqui
mismo en las Islas Canarias (Baztan et al.,
2014; Herrera et al., 2018).

Por otro lado, los microplasticos
secundarios son aquellos productos de
plastico de mayor tamafo que, una vez
manufacturados, bien en la superficie del
mar, en las playas o en otros ambientes,
estan expuestos a condiciones externas
como la radiacion solar (UV), entre otras,
que causaran la degradacion de los mismos
(Andrady, 2011a), tal y como se explicaba
mas en detalle en el apartado anterior. Esta
degradacion, que puede ser de muchos tipos
en funcién de la causa que la genere, lleva
asociada la decoloracién de los plasticos,
el desarrollo de erosiones varias en su
superficiey un aumento de su fragilidad.

Las primeras fases de degradacion
de los plasticos se han estudiado con mas
detalle (Andrady, 2011a; Wang et al., 2016),
sin embargo, para conocer lo que ocurre
en sucesivas etapas, ain quedan factores
pendientes de estudio como los efectos de
otras variables como la presion hidrostatica
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(para el caso de los plasticos en los fondos
marinos), o la temperatura, niveles de
oxigeno y salinidad. En cualquier caso,
la fragmentaciéon de plasticos de mayor
tamanfo constituye una fuente adicional de
entrada de microplasticos, y nanoplasticos,
al medio (Eerkes-Medrano et al., 2015),
bien tenga lugar antes de ser desechados
en el medio ambiente (Browne et al., 2011),
como es el caso de la fragmentacion de
las fibras sintéticas al lavar la ropa, o bien
la que ocurre una vez estos plasticos de
mayor tamafo ya forman parte del medio

ambiente y son degradados por diferentes
procesos quimicos, bioldgicos y fisicos (Tosin
et al., 2012). Segln un estudio de Browne
et al. (2011), en un solo lavado de prendas
sintéticas se pueden liberar mas de 1900
fibras de microplasticos, que llegarian a los
océanos a través de los efluentes de aguas
residuales. Hoy en dia, ya son numerosas las
publicaciones documentando la presencia
y estudiando las vias de eliminacién de
estas fibras sintéticas en las plantas de
tratamiento (Murphy et al., 2016; §aravanja
etal.,2022; Simonetal., nd.).

2.4 Microplasticos en aguas superficiales oceanicas

2.4.1 Distribucion general

Conocer la cantidad de microplasticos
flotando en las superficies oceanicas es una
cuestion dificil de abordar, pero ha habido
algunos intentos y estimaciones. Un estudio
de Cozar et al. (2014) valor6 que existen
entre 7.000 y 35.000 toneladas de plastico
flotando en los océanos. Otro estudio del
mismo afo afirma que la estimaciéon de
5 trilllones de piezas de plastico suman
ademas en total mas de 250.000 toneladas
(Eriksen et al., 2014). A menor escala, la
mayor parte de las masas de agua han sido
estudiadas de manera mas local, siendo mas
deficitarias en cuanto a estudios las regiones
polares,y el Océano Indico (Lusher, 2015).

Una vez entran en el medio ambiente
marino, los microplasticos persisten en
él, estando su distribucion ligada a las
interacciones de estos materiales con las
condiciones oceanograficas y ambientales
(Eriksen et al., 2013). Entre estas se
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encuentran las corrientes oceanicas, el
transporte generado por el viento y los
procesos de mezcla vertical y horizontal
derivados del mismo (Kukulka et al,
2012), o la formacién de capas de biofilm
(Oberbeckmann et al., 2015; Tu et al., 2020).
Por otro lado, las caracteristicas fisicas y
quimicas propias debidas a la composicién
del propio material afectan también a
la distribucion de estas particulas en el
medio acuatico (Murray and Cowie, 2011).
De esta forma, los plasticos compuestos
por polimeros mas ligeros permaneceran
en la columna de agua o en las aguas
superficiales, mientras que los plasticos de
mayor densidad, o aquellos colonizados por
organismos marinos, se hunden hacia los
fondos marinos (Engler, 2012).

La fragmentacion y el estado de
degradacién de las particulas son factores
que también influyen en su distribucion.
Por esta razon, es Util y necesario conocer las
fuentes de entrada de los plasticos al océano
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y la temporalidad, de manera que se pueda
estimar el grado de su degradacién segln el
tiempo que lleven en el sistema. De la misma
forma, es también interesante conocer las
concentraciones de plastico en las playas,
pues los articulos mas grandes, mediante
su degradacién, suponen una entrada de
microplasticos al sistema oceanico.

Tal y como ha sido demostrado por
numerosos estudios de modelado, una vez
los microplasticos entran en la circulacién
oceanica, tenderan a acumularse en las
regiones propias de los giros oceanicos y
las zonas de convergencia (Law et al., 2010;
Sebille et al., 2012). Estos giros se dan en
todos los océanos del planeta, de forma que
la acumulacion de microplasticos se da a
escala global y ha sido bien documentada
a lo largo de las dltimas cuatro décadas.
En consecuencia, pueden encontrarse
suspendidos en la columna de agua (Lattin
et al., 2004), en aguas superficiales (Cozar
etal.,2014), estuarios (Sadri and Thompson,
2014), rios (van Wijnen et al., 2019), ademas
de en playas y sedimentos profundos, tal
y como se menciond anteriormente y se
desarrolla con un poco mas de detalle en los
apartados a continuacion.

2.4.2 Distribucion en las distintas
cuencas oceanicas

En 2014 se publicé el primer estudio
comparativo de la distribuciéon de plastico
flotante de todos los tamafios entre las
distintas cuencas oceanicas. Este estudio,
publicado por Eriksen et al. (2014),
comprende los datos de 1751 estaciones
de muestreo, recorridas en un total de 24

expediciones realizadas entre los anos
2007 y 2013 en los giros ocednicos (Pacifico
Norte y Sur, Atlantico Norte y Sur, Indico),
el Mar Mediterraneo, el Golfo de Bengala
y las aguas costeras de Australia. En todas
ellas se encontraron macro o microplasticos,
con una tendencia mayor en zonas de
convergencia, pero con porcentajes de
abundancia similares entre el hemisferio
norte y en el sur, donde tanto la produccién
de plastico, como su consumo o la densidad
de poblacién es menor.

Los estudios sobre la distribucién
de plasticos en el Océano Pacifico son
abundantes, y en especial sobre la
acumulacion mas famosa de todas, la
[lamada “Gran Isla de Basura” que contiene
el Giro Central del Pacifico Norte (CCPN)
(Greenly et al., 2021; Kaiser et al., 1996). Los
resultados indican que la concentracién de
microplasticos en el GCPN incrementa a un
ritmo de un orden de magnitud cada veinte
afos (Goldstein et al., 2012). En el Pacifico
Sur, los estudios se centran principalmente
también en torno al giro oceanico, donde se
ha registrado un incremento de particulas
a medida que nos adentramos en el mismo
(Eriksen et al., 2014). Los sistemas costeros
de esta cuenca también se ven afectados,
influenciados ademas por los patrones
de afloramiento de nutrientes profundos
(Doyle et al., 2011a) y las condiciones
meteoroldgicas locales (Lattin et al., 2004;
Moore et al., 2001). Al igual que en el resto
del planeta, los microplasticos son mas
abundantes en zonas costeras proximas a
nucleos urbanos, desde dénde se incorporan
alascorrientes oceanicas (Reisseretal., 2013;
Ryan, 2013).
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De maneraanalogaal casodelacuenca
anterior, en el Océano Atlantico la “sopa de
plastico” mas caracteristica es la del Mar de
los Sargazos, conocida, como advertiamos
al comienzo de este capitulo, desde hace ya
mas de medio siglo. En esta cuenca son mas
las investigaciones con un mayor caracter de
monitorizaciénalargo plazo (Lusher, 2015),y
son ademas numerosos los puntos calientes
de acumulaciéon de macro y microplasticos
vinculados a zonas mas antropizadas
(Barnes et al., 2009), asi como las zonas de
menor energia hidrodindmica como los
puertos de Bélgica (Claessens et al., 2011)
,y alli donde los fondos oceanicos son mas
llanos (Calganietal.,2000).

Las basuras marinas son también
una problematica tangible en el Mar
Mediterraneo, donde incluso los niveles
de concentracion de particulas reportados
son, a juicio de los autores, comparables a
los de las grandes zonas de acumulacion de
los giros ocednicos (Collignon et al., 2012;
Cozaretal., 2015). De manerasimilar al resto
de los casos citados, la distribucion de estas
particulas esta claramente influenciada
por las corrientes oceanicas, los vientos
predominantes, y las zonas de soco, siendo
por ello un ejemplo de acumulacién
de microplasticos la laguna de Venecia
(Vianello et al., 2013).

Ladistribuciényabundanciadebasuras
de plastico en el Océano Indico comenzé a
estudiarse a partir de los datos obtenidos
del “International Pellet Watch” (Ogata et
al., 2009; Takada, 2006), pero con escasa
informacion acerca del resto de fragmentos,
tanto macro como microplasticos. A dia de
hoy ya son también numerosos los estudios
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sobre microplasticos también en esta zona
(Vaid et al., 2021), destacando aquellos
relacionados con eventos que incrementan
los flujos de este tipo de contaminacion,
como las inundaciones o los monzones
(Bakaraki Turan et al., 2021). Sin duda, se
trata de una cuenca de enorme interés para
el estudio, dado que, ademas de ser India
un enorme consumidor de plastico a nivel
mundial, también alberga en su territorio
numerosos vertederos a cielo abierto que
provocan contaminacién directa tanto por
flujos incontrolados de material, a menudo
importados de otros paises, como por
contaminacién de las aguas superficiales
(Veerasingam et al., 2020) .

En Los Polos, a raiz de las
investigaciones sobre el calentamiento
global y el deshielo, se han registrado
evidencias de la presencia de microplasticos
en testigos de hielo de regiones remotas
en el Océano Artico (Obbard et al., 2014),
en superficie (Reisser et al., 2013) y en las
profundidades (Taylor et al., 2016). También
en la Antartida, los primeros registros
fueron exclusivos de macroplasticos a la
deriva (Barnes et al., 2010), sin embargo ya
hay citas también de microplasticos tanto
en las aguas superficiales (Cincinelli et al.,
2017; Waller et al., 2017) como en el hielo
(Kelly et al., 2020). Incluso llama la atencién
un estudio de modelado que sugiere la
formacion de una sexta isla de plastico en el
Mar de Barents (Sebille et al., 2012).

Tras este breve pero a suvez abundado
recorrido por las aguas superficiales del
planeta, parece indudable que no existe
superficie en el medio marino que se libre
hoy en dia de la presencia de estas pequenas
particulas.
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2.4.3 Lagunas de conocimiento

La ubicuidad de las basuras marinas
-y en concreto de los plasticos (macro
y microplasticos)- en los diferentes
compartimentos acuaticos es bien conocida
y esta documentada profusamente (Moreira
et al., 2016; Thompson, 2015). Tal y como se
acaba de recoger en el apartado anterior,
hoy en dia se han encontrado plasticos en
casi todos los habitats acuaticos del planeta,
desde el océano abierto, rios, mares, aguas
superficiales y también en la columna de
agua e incluso los sedimentos, tanto playas
como profundos (Lusher, 2015).

Conocer la distribucion y
cuantificacion de los microplasticos,
dado su tamafio en comparaciéon con los
mares, es complejo y presenta numerosos
inconvenientes (Cole et al., 2011). Por un
lado, existen multiples formas de entrada
de estas particulas a los océanos que, al no
estar datadas, imposibilitan el calculo del
tiempo de degradacion de las mismas (Ryan
et al., 2009). Ademas, la combinacion de
las corrientes y las variaciones estacionales
en los océanos hace que sea aln mas
dificil abordar una distribucion temporal
y espacial para estas diminutas particulas
(Doyle et al., 2011b). Todo ello, junto con
las dificultades anadidas de muestreo y
extraccion de estos microplasticos, asi como
la variedad de técnicas empleadas para su
cuantificacion hasta el momento, hace que
conocer la abundancia de estos materiales
y su distribuciéon resulte una tarea muy
compleja, cuestion vertebradora que motiva

la primera parte de esta tesis doctoral. Los
resultados de los estudios proporcionan
datos que a menudo no se pueden comparar
entreellos,deformaqueesincuestionablela
necesidaddeestandarizaciéndelos métodos
de muestreo y las técnicas de extraccién y
cuantificacion de microplasticos (Hidalgo-
Ruz et al., 2012; Van Cauwenberghe et al,,
2015).

A su vez, la monitorizacién de
esta contaminacién contempla un reto
adicional en cuanto a las necesidades de
recogida de muestras suficientes a nivel
tanto espacial como temporal, asi como la
disponibilidad de medios (embarcaciones)
y recursos humanos. En este sentido, la
ciencia ciudadana es una herramienta que,
aprovechando el interés del publico por el
impacto del plastico en el medio ambiente
marino (“Attitudes of Europeans towards
the environment - Publications Office of the
EU” n.d.), involucra la sociedad para que,
en colaboracién con equipos cientificos,
proporcione muestras fiables y datos
precisos, con beneficios tanto para la ciencia,
como para la sociedad en general (Zettler et
al., 2017). Todo ello precisa igualmente de la
garantia y estandarizacién de los métodos y
el control de calidad para que las muestras
y los datos puedan ser comparados y
utilizados legitimamente en investigaciones
revisadas por pares.

Asi pues, la combinacion de estas
lagunas de conocimiento fue el origen del
trabajo que se desarrolla en los capitulos 3,
4y s5de la presente tesis.
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2.5 Microplasticos afectando distintas

formas de vida marina

2.5.1 Affecciones a la biota

Las afecciones de las basuras marinas,
y en particular de los macroplasticos, a
los organismos y ecosistemas marinos se
asocian generalmente a animales muertos,
debilitados o varados por consecuencias
relacionadas con enmallamientos vy
atrapamientos, sofocacién, o ingestion
de estos materiales no biodegradables
(Baulch and Perry, 2014; Gregory, 2009;
Laist, 1997). Ademas de estas formas, que
fueron las primeras en ser investigadas y
que se encuentran hoy dia ampliamente
documentadas, se han explorado también
una multitudy diversidad de efectos de estos
elementos de plastico en el medio marino.

Sin entrar en mucho detalle, a
continuacion se nombran  algunos
ejemplos de otro tipo de impacto
generado por las basuras marinas, y
en concreto los microplasticos, que
aparecen de forma global en los distintos
ecosistemas, afectando por tanto también
indirectamente a las multiples formas de
vida. Asi pues, podemos senalar cémo los
fragmentos de plastico pueden hacer de
“transportadores” o “ascensores” de otras
especies, desplazandolas horizontalmente
o verticalmente en la columna de agua y
haciéndolas llegar a nuevos ecosistemas
(Kiesslingetal., 2015), y/o facilitando nuevos
habitats paraespecies donde de otramanera
no se desarrollarian.
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A lo anterior habria que anadir que
algunos estudios han mostrado evidencias
de la posibilidad de formacién de biofilms
de bacterias (como Escherichia coli) y la
persistencia de patégenos potencialmente
dafinos (tales como ciertas cepas de Vibrio
spp.) sobre residuos de plastico (Keswani
et al, 2016; McCormick et al., 2014;
Zettler et al., 2013). Dada la capacidad
de los microorganismos para persistir
en los plasticos presentes en las playas,
aumentandose asi la diseminacion de
microbios potencialmente patégenos en las
zonas costeras, este tema requiere también
atencion y estudios mas profundos y
detallados, ya que las playas y los ambientes
costeros forman partedelaszonasecolégicas
y socioeconémicas mas importantes a nivel
mundial (Harley et al., 2006; Verlis et al.,
2013).

Entre los posiblesimpactos enel medio
marino que pueden generar los plasticos, sin
duda los mas documentados hoy dia estan
relacionados con la ingestién de macro y
microplasticos, habiendo experimentado
un crecimiento exponencial desde el ano
2009, seglin un extenso articulo de revisién
sobre mas de 400 estudios independientes
(Gouin, 2020).

2.5.2 Ingesta de microplasticos

Un amplio espectro de organismos
marinos, incluidos corales, invertebrados
como moluscos y crustaceos, peces, aves,
tortugas e incluso cetaceos, pueden ingerir
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microplasticos, o bien incorporarlos
mediante la ingesta de presas (Lusher, 2015;
Tourinho et al., 2010; Wootton et al., 2021;
Wright et al., 2013). Esto puede conllevar
trastornos en la alimentacién y la digestion,
asi como en la reproduccion, entre otros
efectos como, por ejemplo, bloquear los
apéndices utilizados para obtener comida
u ocluir el paso por el tracto intestinal de
algunos organismos, asi como limitar la
ingesta de comida y por tanto reducir la
cantidad de energia disponible (Cole et
al., 2013, 2011; Tourinho et al., 2010; Watts
et al., 2017), al igual que ocurre con los
macroplasticos en otros organismos como
focas, aves y tortugas. Sin embargo, hay
otros animales, como los poliquetos, que
pueden eliminar materiales indeseados
como los microplasticos sin sufrir danos
asociados (Andrady, 2011b; Thompson,
2006), aunque en todas las especies,
dependiendo del tamano, estos elementos
pueden sufrir translocacién al sistema
circulatorio u otros 6rganos. En algunos
casos, los mecanismos de alimentacion
de los organismos no les permiten
discriminar entre presas y microplasticos
y los ingieren indistintamente, o bien los
ingieren intencionadamente al confundirlos
con presas (Lusher, 2015; Moore, 2008;
Moore et al., 2001), por ejemplo, en el caso
del plancton. Las rutas de exposicion e
incorporacion de microplasticos, ademas,
no tienen por qué ceirse sélo a la ingesta
propiamente dicha, sino que, en algunos
casos, como en el de los cangrejos, estos
también pueden incorporarse a través de
las branquias hacia el sistema circulatorio
(Watts etal., 2017).

De entre la larga lista de animales
estudiados, los mamiferos marinos son
importantes indicadores de la salud de
los ecosistemas marinos, particularmente
en relacién con la contaminacién. Dada
su larga esperanza de vida, su tendencia a
alimentarse en niveles tréficoselevadosy sus
reservas de grasa Unicas que pueden servir
como depositos de toxinas antropogénicas,
estos  animales  son  considerados
importantes centinelas de la contaminacion
marina (Bossart, 2011).

En el Capitulo 6 se recoge una revision
especifica de los registros de interaccion de
estos mamiferos marinos con la ingesta de
microplasticos.

2.5.3 Interaccion e incorporacion
de contaminantes quimicos

Ademas de los efectos nombrados
anteriormente, estd asumido de manera
general que los microplasticos pueden
actuar como vectores para el transporte de
compuestos quimicos, bien sean:

a) compuestos y contaminantes
organicos persistentes (COPs) directamente
relacionados a la fabricacién de plasticos
para proporcionarles ciertas propiedades
(aditivos), como los ftalatos que los hacen
mas maleables, el Bisfenol A, los retardantes
dellama, los antimicrobianos,yaquellos que
evitan los dafios oxidativos (nonilfenoles),

b) metales pesados y contaminantes
organicos hidréfobos (COHs) que se
adsorben en ellos, como cobre, zinc, plomo,
bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarburos
aromaticos  policiclicos  (PAHs), etc
(Anderson et al., 2016; Andrady, 2011b;
Ashton et al., 2010; Brennecke et al., 2016;
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Browne et al., 2013, 2007; Gouin et al., 2011;
Rochman, 2015; Teuten et al., 2009)

Se ha comprobado que estos aditivos,
metales pesados y COPs se concentran en
polimeros de plastico como PVC, polietileno
opoliestireno,yse hanencontrado particulas
en el océano que contienen cantidades
considerables de estos compuestos
quimicos, siendo por tanto una fuente
potencial para el medioambiente y la biota
(Koelmans, 2015; Koelmans et al., 2016).
Estos aditivos y COPs pueden interferir con
procesos biolégicos importantes, y pueden
tener efectos como disruptores endocrinos,
produciendo efectos en la movilidad, la
reproducciony el desarrollo, en los sistemas
neurolégicos e inmunoldgicos, o bien tener
efectos carcinogénicos (Barnes et al., 2009;
Lithneretal., 2011, 2009).

Debido a la presencia de estos
compuestos en las particulas de
microplasticos, algunos estudios han
propuesto incluso utilizar la bioacumulacién
en 6rganos diana de aditivos de plasticos,
exclusivos de estos, como trazadores de la
ingesta de microplasticos por organismos
marinos, como en el caso de la acumulacion
de ftalatos las ballenas, concretamente en el
rorcual coman (Baini et al., 2017; Fossi et al.,
2012).

Sin embargo, el hecho de que los
plasticos puedan actuar como vectores de
contaminantes y representen un peligro
real en este sentido, depende de varios
factores. De acuerdo con Koelmans (2015),
el principal es si el aporte de contaminantes
por parte de los microplasticos y, por tanto,
laincorporacién de ellos alos organismos, es
de una magnitud relevante en comparacion
con la incorporaciéon de contaminantes por
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otras vias de exposicién, como la comida, el
agua y el sedimento. El segundo es si para
ciertos contaminantes, sobre todo en el caso
de organismos que han sufrido procesos
de bioacumulaciéon y/o biomagnificacion,
la concentracién que esta presente en los
tejidos del organismo es mayor que la que
tienen los microplasticos, en cuyo caso los
microplasticos no actuarian como vectores
de incorporacion de ese compuesto en
concretosino que actuarian como sumideros
(Koelmans et al., 2013). El tercer factor es si
la degradacion de los microplasticos puede
conllevar que sus propiedades de adsorcion/
absorcion y transporte de contaminantes
varien, y por tanto vaya cambiando su
capacidad paraactuarcomo vector (Andrady,
2011b; Koelmans, 2015).

Otro factor adicional a tener en cuenta
es el tiempo que estos microplasticos estén
dentro del tracto gastrointestinal, que
dependera de sus caracteristicas y de las del
organismo, lo que posibilitara un mayor o
menor intercambio de compuestos quimicos
entre los tejidos del organismo marino
y los microplasticos. En caso de residir
dentro del organismo el tiempo suficiente,
diversos autores han especulado si esto
podria conllevar una mayor exposicion a
aditivos caracteristicos de los plasticos y
otros contaminantes organicos, que sin
la presencia de estos microplasticos no se
darfa o seria menor (Hammer et al., 2012;
Koelmans, 2015; Rochman, 2015; Teuten
et al., 2009, 2007), o bien que, en algunos
casos, al ser la concentraciéon de ciertos
contaminantes  bioacumulables mayor
en los tejidos del organismo que en los
microplasticos (debido a la incorporacion a
travésdeladieta,etc.),estosactienretirando
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parte de estos contaminantes (Besseling et
al., 2013; Chua et al., 2014; Couin et al., 2011;
Koelmans etal., 2013).

Es importante tener en cuenta,
ademas de todo lo anterior, ciertos factores
que pueden influir en la biodisponibilidad
de los contaminantes presentes en los
microplasticos, como por ejemplo el rol de
los procesos fisiolégicos, como la presencia
de encimas o de surfactantes gastricos, y
las diferentes condiciones fisiol6gicas de
temperatura y pH que se dan dentro de los
distintos tractos digestivos en funcién del
tipo de organismo (Bakiretal., 2016).

2.6 Lagunas de conocimiento

En definitiva, en el campo del riesgo y
el peligro que implican los microplasticos y
los compuestos quimicos asociados queda
mucho por investigar, como por ejemplo
como diversos factores pueden afectar en
menor o mayor medida a la incorporaciéon
de algunos de estos contaminantes por los
organismos marinos, siendo mucho mas
relevantes como vectores de transmisidn
en el caso de algunos compuestos que
en otros y pudiendo trasladar los nuevos
conocimientos a la evaluaciéon del impacto
ecotoxicoldgico para su gestion.

Como en el caso de la distribucion de
los microplasticos en las aguas superficiales
del planeta, se puede decir que existen
evidenciasdelaingesta de microplasticos en
una interminable lista de especies marinas.
Esta lista viene representada en forma
de una infinidad de estudios reportando
distintas cantidades, tamanos, formas y
tipos de microplasticos ingeridos, asi como
diversasformasalahoraderecoger,procesar,
analizar y clasificar los resultados. Asi
pues, nos encontramos hoy en dia ante una
heterogeneidad que provoca importantes
problemas a la hora de intentar evaluar
las tendencias temporales y espaciales.
Consecuentemente, y tal y como se ha
expresado en algunos trabajos de revision
especificos sobre esta precisa tematica,
una vez mas, se necesita urgentemente
el desarrollo y la aplicacién de métodos
estandarizados (Couin, 2020; Wesch et al.,
2016; Zantis et al., 2021).

Elegir los cetaceos como objeto de
estudio en este trabajo viene dado por
distintos factores, entre ellos considerar sus
singulares caracteristicas y aprovechar la
oportunidad de abordar la investigacién con
un enfoque multidisciplinar en el marco del
Proyecto MARCET (MAC/1.1b/149), proyecto
de cooperacién del Programa Operativo de
Cooperacion Territorial Madeira-Acores-
Canarias (POMAC) 2014-2020 en el que se
plante6 una investigacion enfocada a dar
solucién a una brecha de conocimiento.

Con esta premisa como fundamento
del trabajo, lo primero que se realiz6 en
esta tercera parte de la tesis fue desarrollar,
validar y registrar un protocolo para la
determinacion de microplasticos en
cetaceos varados y realizar un caso de
estudio poniéndolo en practica en la region
de la Macaronesia (Capitulo 6).
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A su vez, es imperativo avanzar hacia
estudios mas dirigidos a la respuesta por
parte de los organismos y el estudio de los
efectos y riesgos especificos que conllevan.
Especificamente, es de suma importancia
el campo de los Contaminantes Organicos
Persistentes, en el que alin se encuentran
en el aire demasiadas incégnitas como para
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poder comprenderlo y evaluarlo en toda
su magnitud, haciendo esencial que en los
préximos anos se avance rapidamente en
el conocimiento de estos efectos. Asi pues,
en el mismo capitulo se incluye también
un estudio sobre la relacion de una serie
de COPs caracteristicos de los derivados
plasticos.
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3

El sistema de circulacion de agua marina
en los barcos: una oportunidad para

las necesidades de monitorizacion de
microplasticos.
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Resumen

Los métodos de muestreo a gran escala para la monitorizacion de microplasticos en
aguas oceanicas continta siendo un desafio en oceanografia. Se requiere una gran cantidad
de muestras para comprender la distribucién, la abundancia y el destino de los microplasticos
en el medio ambiente. A pesar de mas de una década de estudio generalizado, actualmente no
existe una serie temporal establecida de mediciones de microplasticos y desde la comunidad
cientifica alin no se ha conseguido establecer un conjunto armonizado de procedimientos
que permitan la recopilaciéon de datos de distribucion y abundancia de microplasticos por
las distintas plataformas posibles sin perder por ello la capacidad de trabajar los resultados
conjuntamente.

En este capitulo se presenta una técnica de muestreo eficaz mediante la conexién de un
ingenio de muestreo especificamente disenado para ser acoplado al sistema de bombeo de
agua marina que incorporan, a partir de ciertas dimensiones, las embarcaciones. A nuestro
modo de ver, se trata de una oportunidad para atender a las necesidades de monitorizacion
oceanica relacionadas con la abundancia y distribucion de estas particulas.

El método es rentable, muy versatil y preciso, y puede muestrear particulas de hasta
50 um desde diversas plataformas de oportunidad, lo que contribuye a un area de estudio
emergente y, en particular, ayuda a aumentar el reporte de datos y, por lo tanto, contribuye
a la implementacién de la Directiva Marco sobre la Estrategia Marina (DMEM). El muestreo
se realizé durante tres campafnas oceanograficas consecutivas en el Atlantico centro-oriental
durante un afo, muestreando aguas subsuperficiales (en torno a los 4 m de profundidad)
durante la navegacién y en las estaciones costeras y oceanicas. Se encontraron microplasticos
en todas las estaciones y transectos muestreados. Las fibras (64.42%) predominaron sobre
los fragmentos (35.58%), estando los valores de concentracién dentro de los rangos de datos
reportados para otras areas del Atlantico.
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3.1 Introduccion

3.1.1 Los microplasticos: dificultades de muestreo

El estudio de los microplasticos pelagicos es un campo que comenzd a estudiarse
timidamente en 2009, comenzando la escalada exponencial de estudios pocos afios después,
hastalaactualidad (Borjaand Elliott, 2019; Monteiro etal., 2018). El muestreo de microplasticos
en el agua generalmente requiere la obtencién y filtrado de grandes volimenes, existiendo
una gran variedad de redes de arrastre con distintos disenos y tamanos de malla y aberturas
variables que se utilizan cominmente para el rastreo en aguas superficiales (Loder and Cerdts,
2015; Maietal., 2018; Stock et al., 2019).

ElgrupodetrabajodelaDirectivaMarco Estrategia Marina (DMEM) (Directiva2008/56/CE)
sobre el Buen Estado Ambiental (BEA) recomienda el arrastre de redes de este tipo como una
herramienta para la investigacion de microplasticos en las aguas superficiales (Hanke et al.,
2013). Sin embargo, los controles de validacion y recuperacion de particulas con estos sistemas
no se han llevado a cabo concienzudamente, lo cual puede dar lugar a estimaciones erréneas.
Ademas, el mencionado grupodetrabajoyotrosestudios hanidentificado algunas desventajas,
como la dificultad de calcular el volumen muestreado debido a la turbulencia del agua y su
ineficiencia para recolectar microplasticos mas pequenos debido a la limitaciéon del tamafo
de la malla (Setdld et al., 2016). A su vez, la ventana de operacién de este tipo de redes para
el muestreo esta restringida a condiciones de mar relativamente tranquilas y una velocidad
maxima de remolque de aproximadamente 3 nudos (Frias et al., 2019). Se ha demostrado que
la turbulencia debida al viento (Kukulka et al., 2012) y otros factores como el hundimiento
debido a la colonizacion de la superficie de las particulas por materia organica, o las distintas
morfologias y tamanos de las propias particulas que pueden influir sobre la movilidad de las
mismas en la columna de agua (Chubarenko, 2017). En definitiva, existen evidencias de que
los reportes de microplasticos en aguas superficiales subestiman la abundancia total de estas
particulas (Kukulka etal., 2012).

El muestreo de microplasticos de aguas superficiales se puede realizar de varias maneras
(Mai etal., 2018; Miller et al., 2017; Rocha-Santos and Duarte, 2015). Algunos de estos métodos
alternativos al sistema de arrastre de redes de plancton o manta se basan en el muestreo de
grandes volimenes de agua mediante el bombeo, o de voliimenes mas reducidos con cubos
o botellas Niskin (Barrows, 2017). Aunque se han empleado menos ampliamente, se trata de
métodos que cuentan con sus propias ventajas, pudiéndose emplear mas facilmente en alta
mar aln en condiciones adversas. Uno de los primeros trabajos de esta tesis doctoral consisti6
precisamente en realizar una comparacion entre las muestras de agua obtenidas a través de las
botellas de la roseta y del sistema de filtracion de agua en continuo de un buque oceanografico
(Montoto Martinez et al., 2018) (Anexo 3.1). Este estudio demostré el potencial de los sistemas
de circulacién de los buques como método eficiente para el muestreo de microplasticos en
barcos de oportunidad, una cuestién sobre la que se contiud investigando, y que se presenta en
este capitulo.
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3.1.2 Una propuesta de optimizacion del muestreo de microplasticos

La propuesta descrita en este capitulo, presentada como una oportunidad para las
necesidades de monitorizacién de microplasticos, se basa en la toma de agua del sistema
de circulaciéon de agua marina que poseen determinados buques, entre ellos, los barcos de
investigacion oceanografica. Esta entrada de agua ha sido utilizada para este propésito en
algunos estudios previamente (Cincinelli et al., 2017; Desforges et al., 2014; Enders et al., 2015;
Kanhai et al., 2017; Lusher et al., 2014). En el Anexo 3.2 se presenta una tabla comparativa de
estos métodos, que sirvieron de precedente en el planteamiento del presente estudio.

Asi, el método que se desarrolla en este capitulo permite el muestreo desde barcos
y distintas plataformas de oportunidad, entendidas éstas como aquellas que no estan
necesariamente destinadas a la investigacion marina, si bien pueden servir de soporte a ésta
dadasuactividad en el medio. Enlalinea de las conclusiones de la 6.2 Conferencia Internacional
sobre Basuras Marinas (UNEP & NOAA, 2018), en la que se puso sobre la mesa la necesidad
de abordar el problema global de las basuras marinas mediante soluciones colaborativas, el
objetivo principal de este estudio es demostrar las oportunidades de un ingenio de filtracién
de microplasticos y una metodologia basada en el sistema de circulacién de agua marina de los
barcos. Esteabordaje ha sido fomentado porexpertos/as con el fin de facilitar la monitorizacién
de los microplasticos y los reportes en aguas marinas costeras y ocednicas (Piha Henna et al.,
2011; Zobkov et al., 2019) y se ha desarrollado teniendo en cuenta los informes emitidos por el
Grupo de Trabajo de Basuras Marinas de la Directiva Marco Estrategia Marina. Paralelamente,
ademas de servir para testar esta metodologia, se reportan los primeros datos de abundancia
y distribucién de microplasticos en aguas oceanicas subsuperficiales de un area geoestratégica
en laregién Macaronésica.
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3.2 Material y métodos

3.2.1 Zona de muestreo

Todas las muestras se recogieron durante tres campafnas oceanograficas organizadas por
la Plataforma Ocedanica de Canarias (PLOCAN) a la Estacion Europea de Series Temporales
Oceanicas de Canarias (ESTOC; 29°10'N, 15°30'W), que tuvieron lugar durante los dias 24-26 de
marzo de 2018 (ESTOC 1803), 6-8 de diciembre de 2018 (ESTOC 1812) y 21-25 de febrero de 2019
(ESTOC 1902). En las tres ocasiones la campana se realizé a bordo del Buque de Investigacion
Oceanografica (BIO) Angeles Alvarifio del Instituto Espafiol de Oceanografia (IEQ), recogiendo
muestras tanto en la ubicacién en ESTOC como en el Banco de Ensayos, una zona en aguas
costerasde GranCanaria,que forma partedelasdelimitacionesde PLOCAN paralainvestigacion
marina (Fig.3.1.)

Fig.3.1: Mapa de los puntos de muestreo repetidos en los tres cruceros de investigacion. (i) estaciones oceanicas
correspondientes a la estacion ESTOC, (ii) estaciones costeras correspondientes a tres estaciones en el Banco de
Ensayos de PLOCAN, a 2 millas nauticas de la costa de Gran Canaria, y (iii) muestras de navegacion recogidas
durante el transito hacia y desde ESTOC al puerto de origen, una distancia de aproximadamente 60 millas
nauticas por transecto. Esta figura fue generada con el software gratuito y de cédigo abierto QGIS .Mapa base:
EMODNET Bathymetry WMS1.3.0
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3.2.2 Métodos de muestreo

En base a las necesidades en el campo del muestreo de microplasticos identificadas en
varias revisiones de literatura (Barrows, 2017; Mai et al., 2018; Miller et al., 2017; Rocha-Santos
and Duarte, 2015) y a una serie de ensayos precedentes con muestreadores de microplasticos
disenados para su operacion acoplada al sistema de bombeo y circulacién de agua marina en
buques de investigaciéon oceanograficos, el Grupo de Investigacion en Tecnologias, Gestion y
Biogeoquimica Ambiental (TGBA) de La Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC)
disend y construyé un ingenio de filtraciéon para el muestreo de microplasticos que fuera
capaz de aportar valor en las lagunas de conocimiento y los objetivos clave extraidos de estos
antecedentes, entre los que destacan:

1) Ayudar a aumentar el nimero de observaciones y mediciones validas para
contribuir a las necesidades de monitorizacion de la Directiva Marco Estrategia Marina
(DMEM), en particular al Descriptor 10 (Basuras marinas).

2) Permitir un aumento en el conocimiento sobre microplasticos de menor
tamano, a través de la retencién de particulas de hasta 50 um.

3) Minimizar el riesgo de contaminacion y facilitar la operacién en plataformas
de oportunidad, a través de un disefio versatil, asequible y encapsulado.

De esta forma, el ingenio de filtracion (Fig. 3.2) consta de cuatro tamices
apilados (=100 mm) con mallas de 300, 200,100y 50 um. El diseno incluye ademas una tapa
para evitar la contaminacién atmosférica y un medidor de flujo, para asegurar un volumen
muestreado igual en los diferentes ensayos realizados y permitir la comparacién de resultados
con otros estudios. Se realizaron varias pruebas a bordo de otros barcos de investigacién y de
oportunidad (Imagenes 3.3y 3.4), como embarcaciones de recreo (De Murillo, 2022a, 2022b),
antes de seleccionar esta configuracién para el ingenio.

En efecto, el disefio final es una modificaciéon de
los métodos de Lusher et al. (2014) y Enders et al. (2015),
aplicandose algunos cambios con el fin de aumentar la
informacién de distribucién de tamafos proporcionada
y poder adaptar el ingenio a diferentes circunstancias y
condiciones de muestreo. En la seleccion de los materiales
de construccién del ingenio se traté de emplear piezas
estandar (Imagen 3.1), primando que se pudieran adquirir
en cualquier ferreteria a precios asequibles, de manera que
se favoreciera la replicabilidad, siendo el caudalimetro la
pieza mas complicada de encontrar. El resultado final es un
artefacto que puede ser montadoy dispuesto sin necesidad

: . o Imagen 3.1 Piezas empleadas
de personal ni equipo especializado a bordo. para la construccién del ingenio de
filtracion.
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A) Modos de operacion de muestreo

Tal y como se muestra en la Fig. 3.1, durante las campafas se realizaron muestreos
diferenciando dos modos de operacién: (i) modo estacionario; puesto en practica tanto en
estaciones costeras (en el Banco de Ensayos de PLOCAN) como en estaciones ocednicas (en
ESTOC) y (ii) modo navegacién. Ambas ubicaciones, el Banco de Ensayos y ESTOC forman parte
de las facilidades de PLOCAN para la investigacion oceanica.

Fig.3.2: Esquemadelingenio de muestreo, conectado
al sistema de bombeo de agua marina del BIO
Angeles Alvarifio mediante una toma de manguera
de 34” en el laboratorio hdimedo. Esta figura muestra
imagenes reales del artefacto de muestreo utilizado
en este estudio, con los tamices apilados que contiene
mostrados a la derecha de laimagen.

» Muestreos estaticos

Imagen 3.2 Disposicién del sistema para el lavado
de los tamices entre muestras sucesivas. Uno a uno, los
tamices se colocaronsobre unembudo que canalizaba,
mediante la aplicacién de agua filtrada ultrapura a
presion, todo el contenido retenido en lamalla de cada
tamiz hacia el bote de muestreo correspondiente.

Utilizando el ingenio de muestreo de microplasticos descrito anteriormente, y utilizando
la bomba de circulaciéon de agua marina de la embarcacion, que toma el agua a unos 4 metros
de profundidad, se tomaron muestras de agua de mar en las diferentes estaciones. El tiempo
total de muestreo en cada estacion fue de alrededor de 35 + 11 minutos, tiempo durante el
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cual se muestreé un volumen de 251 + 20 L a una velocidad de flujo promedio de 7 L/min. Las
diferencias en los volimenes muestreados se corrigen expresando los resultados en términos
de namero de particulas por metro cibico. Después de la adquisicion de cada muestra, se
desconecté el artefacto de filtracion de microplasticosy se lavé cada malla pasando el contenido
a un recipiente con tapa de rosca etiquetado con agua filtrada ultrapura (Imagen 3.2).

» Muestreos en nhavegacion

También se realizaron muestreos durante la navegacion desde el puerto de origen (Puerto
de Las Palmas; 28°7'N, 15°24'W) a la estacién oceadnica ESTOC y viceversa, en dos campanas
oceanograficas. Se muestrearon un total de 10472 L en los cuatro transectos separados, con un
volumen de muestreo medio de 2377 + 895 L a un caudal medio de 5 L/min. Se siguié el mismo
procedimiento que con las muestras estacionarias después de cada transecto, desconectando
el artefacto de filtraciény lavando cada malla en un recipiente etiquetado con tapa de rosca con
agua filtrada ultrapura.

Imagen 3.3 Fotografiatomadaduranteunacampana
oceanografica a bordo del BIO Angeles Alvarifio en
2017 en la que se realizaron ensayos con distintas
configuraciones de tamanos de malla y volimenes
de muestreo para determinar los parametros éptimos
a tener en cuenta para el posterior estudio llevado
a cabo en el mismo buque, que se describe en este
capitulo.
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3.2.3 Procedimientos para la prevencion de la contaminacion

El artefacto de filtracion y todas las mallas del filtro se limpiaron minuciosamente con
agua filtrada ultrapura antes de cada uso. Al finalizar el muestreo, los tamices se retiraron
cuidadosamenteytodaslas particulasretenidasenlasmallassevertieron cuidadosamenteensu
correspondiente frasco, previamente etiquetado. Se aplicé un cédigo de vestimenta de material
no plastico, superficies de trabajo limpias y antebrazos lavados para evitar la contaminacion.
Para evaluar las posibles fuentes de contaminacién ambiente durante la preparacion de la
muestra y durante el enjuague y la filtracién al vacio, se colocaron placas de Petri abiertas con
papel de filtro limpio en las proximidades directas del area de trabajo, lo que proporcion6 un
control de la posible contaminacién atmosférica durante el trabajo. Estos filtros de control se
examinaron de acuerdo con el mismo protocolo que los filtros de agua de mar.

Se hademostrado que las mejoras en las medidas preventivas, segtin lo recomendado por
Norény Naustvol (2010), reducen considerablemente la contaminacién atmosférica en cuanto
a la posible introduccién de particulas en las muestras que estan siendo objeto de estudio. Las
medidas comunes para prevenir la contaminacién durante el procesamiento en el laboratorio
incluyen (i) usar ropa de algodén mientras se manipulan las muestras, (ii) limpiar todos los
recipientes con agua filtrada antes de sureutilizacion, (iii) realizar controles en blanco filtrando
agua ultrapura, (iv) cubrir los tamices y otros equipos para prevenir la deposicién de particulas
que estén presentes en el aire y (v) colocar una placa Petri limpia con un papel de filtro junto
al area de manipulacién para registrar, si la hubiera, dicha contaminaciéon procedente del
ambiente (Cincinelli et al., 2017; Lusheretal., 2014).

3.2.4 Andlisis de laboratorio

Una vez concluida la salida al mar, en los laboratorios de las instalaciones en tierra, en la
Facultad de Ciencias del Mar de la ULPGC, las muestras de agua tomadas se transfirieron a un
vaso de precipitados de vidrio, enjuagandose a fondo tres veces con agua filtrada ultrapura. El
contenido del vaso de precipitados se filtr6 al vacio utilizando un filtro de microfibra de vidrio
Whatman de 0,7 um (GF/F, ¢ = 47 mm). Cada filtro se colocé en una placa de Petri y se secd
durantelanocheantesdelainspeccionvisual, que serealizd bajo un microscopio estereoscépico
(Nikon SMZ1000, 8-80X). Las particulas mas pequenas y cualquier particula cuyos origenes no
estaban claros se observaron mas minuciosamente bajo un microscopio metalografico con un
aumento de hasta 400X (NIKON LV100POL). Las particulas que no fueron identificadas con
claridad como de origen plastico no se tuvieron en cuenta en el conteo final para el andlisis. Las
imagenes y las dimensiones de las particulas identificadas se registraron con una camara DS-
Fi2 utilizando el software NIS-Elements.

Aligualqueenlos pasos previosen el barco,cada muestrase procesé siguiendo cuidadosas
medidas de prevenciéon de contaminacién y se mantuvo tapada cuando no se manipulaba.
También se colocaron placas de Petri abiertas con papeles de filtro limpios junto al area de
examen, lo que proporciond un segundo control de la posible contaminacién del aire.
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Los microplasticos se identificaron siguiendo las pautas de Lusher et al. (2014),
basandose en caracteristicas como su color y forma, y en el caso de las fibras, su espesor y
flexion tridimensional. Teniendo en cuenta el posible sesgo en la identificacién manual de
microplasticos, solo se consideraron para el analisis las particulas que se identificaron como
plasticosconunaltonivel deconfianza, habiendo realizado previamente unanalisisde unaserie
de particulas recabadas con el mismo métodoy en condiciones similares con un espectroscopio
microRaman, alcanzando la tasa de confirmacién de la identificacion de microplasticos el 95%.

La hoja de datos de clasificacién comprendia diferentes categorias: fibras, fragmentos,
peliculas, granulosyespumas; sinembargo,sélose hallaron particulasenlasdos primeras, porlo
quelosresultados estan clasificados seglin estos dos grupos: fibrasy fragmentos. Los resultados
se dan como nimero de particulas por unidad de volumen para facilitar la comparacién entre
ubicaciones o repeticiones, asi como entre diferentes usuarios/as y repositorios de datos
institucionales (Hanke et al., 2013). La estadistica descriptiva se realiz6 utilizando el software
libre R, en su version 3.5.3 (R Core Team, 2019).

Para verificar la reproducibilidad, se tomaron tres muestras consecutivas en la estacion
oceanica ESTOC, las cuales se analizaron siguiendo el mismo procedimiento que el resto de
las muestras de este estudio. Este protocolo esta publicado y disponible para su consulta y
descarga en el repositorio plblico protocols.io (Montoto-Martinez and Gelado-Caballero, 2020).
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3.3 Resultados

3.3.1 Resultados generales

En este estudio se muestre6 un volumen total de 13997 L, comprendiendo los 3525 L de
las muestras estacionarias de las tres campanas oceanograficas y los 10472 L de los cuatro
transectos de navegacion. Se encontraron microplasticos en todas las muestras tomadas en
todas las estaciones y durante todos los transectos, identificandose un total de 163 particulas
(5 mm—50 pum): 105 fibras (64.42 %) y 58 fragmentos (35.58 %). La concentracion de particulas
oscilé entre 0y 46.15 particulas/m?, con un valor medio y desviacién estandar de 9.92+11.22
particulas/m? (mediana: 5.5; IC 95%: 4.73-15.10), correspondiente a 14.46+13.23 fibras/m? y
5.37+ 6.35 fragmentos/m? (Tabla 3.1).

En cuanto al experimento de reproducibilidad, se filtraron 240 L, obteniendo una media
de 2.7+1.2 particulas por réplica. En muchos de los filtros observados, las fibras se encontraban
enredadas entre si formando ovillos (Imagen 3.52). En cuanto a los fragmentos, su apariencia
tipica, de bordes irregularesy color brillante, se puede apreciar en la Imagen 3.5b).

En relacién a los blancos de procedimiento, no se encontraron microplasticos en los
controles de contaminacién atmosférica llevados a cabo durante la manipulacién de las
muestras, tanto en la embarcacién como en el laboratorio en tierra. Asi, esto respalda el hecho
de que noseintrodujeron microplasticos en las muestras fruto de la contaminacién atmosférica
mientras se operaba el ingenio de filtracion o durante su procesamiento.

a) b)

Imagen 3.5 Serie de dos fotografias que ilustran el aspecto tipico de los microplasticos hallados en el presente
estudio. a) Un ovillo de fibras, estructura enredada encontrada con frecuencia en las muestras; b) Un fragmento
de plastico rojo, que muestra caracteristicas visuales identificativas de los microplasticos, como son los bordes
irregularesy el color brillante.
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3.3.2 Comparativa entre muestreo estacionario Vs en navegacion

De las 163 particulas identificadas, 82 se obtuvieron en muestras durante los transectos
en navegacion y 81 en las estaciones. A pesar de que el nimero de particulas es casi igual, es
transcendental tener en cuenta que el volumen muestreado fue muy superior en el caso de las
muestras en navegacion (10472 L), frente al volumen total de las muestras estacionarias (3495 L).
Si prestamos atencion exclusivamente a los datos de fragmentos, observamos como las
concentraciones de este tipo de particula no difiere mucho entre las muestras de navegaciény
lasestacionarias (Tabla3.2). Sinembargo,enel casodelasfibras, éstas fueronaproximadamente
tres veces mas abundantes en las muestras estacionarias que en las de navegacion, tal y como
serepresentaen la Fig.3.3a.

Tabla3.2: Nimero de microplasticos por metro clibico de agua muestreado hallados en el los muestreos, en
funcién del modo de obtencién (en navegacion o en estacion), y de éstas tltimas, ocednicas o costeras.

Analizando mas en detalle las muestras estacionarias podemos observar, ademas, otra
diferencia clara: los fragmentos no muestran diferencias significativas entre las dos clases de
estacion, con concentraciones medias de 7.06+9.26 particulas/m?® en estaciones oceanicas
frente a 5.69 +6.29 particulas/m? en los sitios costeros. En el caso de las fibras, se aprecia
un claro aumento de las fibras muestreadas en las estaciones costeras (Fig. 3.3b). Por otro
lado, la distribucion de la tipologia de particula en los microplasticos recabados durante las
navegaciones indican una mayor similitud entre fragmentos y fibras (Tabla 3.2).
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Fig.3.3: Distribucion de tamanos de las particulas microplasticas encontradas. a) Distribucién de tamanos de
las particulas microplasticas encontradas, separadas por tipo de muestra; b) Rango de tamano mas pequefio
separado en fracciones de 0.05a 0,10 mm; 0.10 2 0.20 mm; 0.20 a 0.30 mm Yy 0.30 a1.00 mm, correspondientes
a los tamafios de malla empleados.

Fig.3.4: Distribucion de colores de las particulas microplasticas
encontradas. El negro, el azul y el rojo representan los colores
predominantes (>80%) en los tres tipos de muestras.
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3.3.3 Distribucion de colores y tamanos

Negro,azulyrojofueronlostrescolores predominantes (>80%) del total de microplasticos
muestreados, ya fuera en navegacién o estacion, en aguas costeras u oceanicas (Fig. 3.4). Las
particulas blancas o incoloras fueron las siguientes en abundancia, seguidas de las verdes y
amarillas en el caso de las muestras costeras y de navegacién.Las particulas en la fraccién de
tamano de 1a 3 mm fueron las mas abundantes en las muestras estacionarias, y la fraccién de
100 a 200 um fue la mas abundante en el caso de las particulas recogidas en las muestras en
navegacion. Sélo se encontraron particulas de un tamano superiora los 5 mm en las estaciones
(Fig. 3.A), siendo todas ellas fibras (Fig. 3.4B). En las imagenes a continuaciéon se muestran
algunas particulas encontradas en este estudio (Imagenes 3.6 a 3.9).

Relacion de imagenes, por orden, de izquierda a derecha y de arriba abajo:
Imagen 3.6 Fragmento verde fotografiado a 60 aumentos.

Imagen 3.7 Fibras, fotografiadasa 20 aumentos.
Imagen 3.8 Fibras, fotografiadas a 20 aumentos.

Imagen 3.9 Fibraroja, fotografiada a 80 aumentos.
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3.4 Discusion

3.4.1 El sistema de circulacion de agua marina de los barcos: una
oportunidad para mejorar la monitorizacion de microplasticos

El arrastre de las redes de plancton, o similares, es la base del método de muestreo
de microplasticos mas cominmente empleado para el caso de las aguas superficiales y
subsuperficiales. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes: la posibilidad de desplegar
esta infraestructura estd muy condicionada por el estado de la mar, presenta una importante
imprecisidénencuantoalvolumenmuestreadoynoesadecuadaparael estudiode microplasticos
mas pequenosdebidoalalimitacion del tamano de malla. Frente a estas desventajas, el sistema
de bombeo y circulacién de agua marina de los buques de investigacién ha demostrado ser
un método alternativo para el muestreo de microplasticos en algunos estudios hasta la fecha.
En la Tabla 3.1 se pueden consultar algunos de estos estudios precedentes. En otros casos se
han utilizado las botellas niskin de la roseta, y en otros, algln tipo de sistema de bombeo de
agua subsuperficial a bordo dispuesto ex profeso para el muestreo de microplasticos (Lusher et
al., 2014). Sin embargo, en principio, los grandes voliimenes de agua que requiere el muestreo
de microplasticos para estudiar su abundancia, hace que las redes de arrastre hayan sido los
métodos mas ampliamente utilizados en la Gltima década (Frias et al., 2019).

El uso de un sistema de bombeo para circular agua marina abordo y muestrear el
volumen deseado no es una idea nueva: ya en 1975 Wilson y Harrison (1975) describieron una
instrumentacion basada en este sistema, para muestrear mientras el barco esta navegando
con el objetivo de mejorar las oportunidades de monitorizacién de las aguas superficiales.
Posteriormente, en el campo especifico de los microplasticos, esta técnica ha demostrado ser
también eficaz, validandose en varios estudios hasta la fecha, permitiendo el muestreo en
continuoysininterferir con laactividad regular de laembarcacién enla que se opera (Desforges
etal.,2014; Endersetal.,2015; Kanhaietal.,2017; Setdla etal.,2016). Ademas, una de las virtudes
de este método es que tiene el potencial de emplearse en operaciones de monitorizacion de
microplasticos desde una gama mas amplia de plataformas de oportunidad. Prueba de su
versatilidad es que, con las necesarias adaptaciones, incluso se puede utilizar para el muestreo
de la capa mas superficial desde embarcaciones mas pequefas (Song et al., 2014).

En este capitulo, se ha presentado el diseno de un ingenio de muestreo de microplasticos
que, apoyado en el sistema de bombeo y circulacion de agua marina de los barcos, ha sido
puesto a prueba como una oportunidad sin explotar para las necesidades de monitorizacién
de microplasticos en aguas costeras y oceanicas. Se considera que este enfoque tiene varias
ventajas practicas en cuanto a su operacion y uso generalizado, tales como:

(i) Rentable y asequible: el ingenio de muestreo de microplasticos construido y puesto a
prueba en este estudio se fabricé con piezas estandar, econémicas y faciles de obtener. Para su
montaje o instalacion no se requieren ni herramientas ni infraestructuras especificas. Si bien
las redes de arrastre para el muestreo de microplasticos son cada vez mas asequibles, ha de
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tenerse en cuenta que a su vez requieren de cierta infraestructura y personal cualificado para
las maniobras de despliegue y recuperacion.

(ii) Oportunidad: puede emplearse para reportar datos aprovechando las campanas
oceanograficas sin generar interferencias o incompatibilidades con las actividades del Plan
Cientifico de Campana o con las actividades rutinarias del buque en cuestién. Asi, en este
sentido de artefacto oportunista, sin requerir limitaciones en la velocidad de crucero, se rebaja
el coste de la monitorizacién, pues la hora de trabajo de un buque de investigacion es un costo
considerable a tener en cuenta en la prevision de las acciones de monitorizacion.

(iii) Versatilidad: puede adaptarse a diferentes requisitos de muestreo, tales como
diferentes profundidades o distintas plataformas, incluidas las embarcaciones de recreo o de
pesca, entre otras. Ademas, se pueden acoplar filtros adicionales al pasar por areas con mas
particulas para evitar obstrucciones, y se puede escalar al caudal deseado aumentando el
diametro de la superficie de muestreo ensi.

(iv) Precision: en el sistema de muestreo se incluye un medidor de flujo a la entrada del
artefacto, de manera que la informacién obtenida sobre la abundancia de microplasticos es
concreta y comparable con la de otros estudios, o con eventos de monitorizacién anteriores.
Actualmente, uno de los principales inconvenientes de las redes de arrastre para el muestreo
de microplasticos es la dificultad de calcular el volumen muestreado, incluso en los disenos
provistosde caudalimetro (Lenzand Labrenz,2018).En consecuencia,seintroducenimportantes
errores al convertir la cantidad de particulas recogidas a concentracién de microplasticos por
volumen de agua (Setdld et al., 2016).

(v) Rango de tamano: este ingenio es adecuado para el muestreo de microplasticos
pequenos -tanto fibras como fragmentos de hasta 50 pm-, un area de estudio emergente
debido al mayor riesgo ecolégico que representan estas particulas mas pequenas, y el mas
importante para futuras investigaciones seglin algunas autoras (Enders et al., 2015; Mai et al.,
2018) e informes (SAPEA, 2019; PNUMA, 2016). En el caso de las redes, la fraccion de tamano
a menudo se limita a 330 0 200 um debido a la tensiéon del agua, hecho que se cree que
subestima las concentraciones totales de microplasticos en uno a cuatro 6rdenes de magnitud
en comparacion con las muestras que se filtran a través de tamafnos de malla mucho mas
pequenos (por ejemplo, <100 um) (Covernton et al., 2019).

Todas estas caracteristicas dan como resultado un aumento considerable en la ventana
de oportunidad de muestreo, lo que combinado con la versatilidad de las posibles plataformas
desde las que se puede operar el ingenio, hacen que este sistema sea una oportunidad real para
mejorar la monitorizacion de microplasticos en aguas costeras y ocednicas. Como herramienta
de interés para este propdsito, serviria para mejorar la capacidad de muestreo en el medio
ambiente marino poco explorado, como se recomienda en el informe del Subgrupo Técnico
de la DMEM sobre Basuras Marinas titulado “Recomendaciones técnicas para la implementacion de
los requisitos de la DMEM” (Piha Henna et al., 2011), donde se recomiendan mas investigaciones,
como el desarrollo de muestreadores automaticos para cuantificar los microplasticos en el
agua.
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3.4.2 Evolucion y rendimiento del ingenio de muestreo de
microplasticos

El diseno del ingenio de muestreo de microplasticos utilizado en este trabajo se ha
mejorado progresivamente en funcién de los resultados de varios ensayos de prueba de
rendimiento en los que se probaron diferentes materiales, tamanos de malla y dimensiones
hasta lograr la combinacién mas adecuada. A modo de ejemplo, el prototipo original se
construy6 con canalones de lluvia de PVC estandar, de 75 mm de diametro, y constaba de una
sola malla de 200 um que en ocasiones se obstruia ocasionando pequenas fugas de agua.

Eldisenofinaldelingeniode filtracién, taly como se puede observarenlaFig.3.2, permitié
el estudio de la concentraciéon de microplasticos en volimenes de hasta 4000 L sin soportar
obstrucciones en transectos de hasta 60 millas nauticas, que es precisamente la distancia
recorrida en los ensayos desde el puerto de origen a la estacién ocednica ESTOC, y viceversa. Asi
pues, el disefio final logré ser el adecuado tanto para la monitorizacién en continuo durante la
navegacion, como para los muestreos en estacion, en ambos casos sin interferir en la actividad
rutinaria de la embarcacion o las acciones previstas en el Plan de Campana.

En este trabajo se han puesto de manifiesto, ademas, algunas ventajas adicionales fruto
de la incorporacién de algunas piezas claves en su diseno tales como el conector a la toma de
agua, que mantiene el ingenio firme en el circuito, o la tapa, que hacen que el artefacto pueda
trabajar autbnomamente y sin sufrir riesgo de contaminacién, permitiendo a la persona
encargada de su supervision realizar otras actividades de investigacion complementarias
mientras el ingenio esta en funcionamiento.

3.4.3 Comparativa de las distribuciones de microplasticos

Como concluyen Monteiro et al. (2018) en su articulo sobre la contaminacién por
microplasticos en las islas del Océano Atlantico, existe la necesidad de que la comunidad
cientifica se centre en las islas ocednicas remotas, ya que estas regiones son importantes en
términos de la contaminacién por plasticos como un problema ambiental global. Las Islas
Canarias, reconocidas como una Region Ultraperiférica (RUP) por la Unién Europea, estan
ubicadas en la zona centro-oriental del Océano Atlantico, a 62 millas nauticas al oeste de
Marruecos en el punto mas cercano,y son conocidas porsualta biodiversidad marinay terrestre.
Los estudios de microplasticos en la zona se han realizado en playas (Alvarez-Hernandez et al.,
2019; Baztan et al., 2014; Herrera et al., 2018; Villanova-Solano et al., 2022) y en biota, como
algunas especies de peces (Herrera et al., 2019; Sanchez-Almeida et al., 2022) e invertebrados
(Sevillano-Gonzalez et al., 2022; Tejedor-Junco et al., 2021). Sin embargo, con respecto a las
muestras de agua de mar, éstey otro llevado a cabo por Herrera et al. (2020) fueron los primeros
estudios sobre microplasticos pelagicos que se realizaron en la Regién Macaronésica.

Aunque el objetivo de la investigacion desarrollada en este capitulo se centra en la
validacion del método de muestreo ensi,y a pesar de que la falta de estandarizacion a la hora
de la toma de muestras y la monitorizacién de microplasticos en muestras oceanicas es uno
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de los principales impedimentos para la comparacién de los resultados (Gago et al., 2016), se
incluyen a continuacién algunos datos mostrando ciertas analogias y diferencias en relacién
a una cuidadosa seleccion de estudios previos realizados en condiciones similares (Tabla 3.1)
y teniendo en cuenta los factores que pueden influir en las diferencias existentes con otras
metodologias.

A) Concentraciones observadas

Las concentraciones totales de microplasticos para las aguas subsuperficiales del océano
enlaregionobtenidasen esteestudio (14.46+13.23 fibras/m?3y 5.37+6.35 fragmentos/m?) son mas
altasquelaspublicadas paraotrasareasdel Atlantico,incluidaslasareas costeras. Laabundancia
de microplasticos a lo largo del transecto norte/sur en el Océano Atlantico realizado por Kanhai
etal. (2017) oscil6 entre 0y 8.5 particulas/m?, mostrando los valores mas altos frente a la costa
de Namibia (8.5 particulas/m?) y frente a la costa oeste de Marruecos (6 a 6.5 particulas/m?).
Estas cantidades fueron muestreadas durante la navegacién, recuperando el agua de mar
a11 mde profundidad con el sistema de bombeo en navegacion. En las muestras de navegacion
se observo un valor medio de 4.81+3.88 particulas/m?, que se encuentra dentro del rango de los
datos obtenidos en nuestro estudio, si bien las diferencias podrian atribuirse a la disparidad en
la profundidad de muestreo (11 frente a 4 m) y los tamanos de malla que se utilizaron (50 um
frente a 250 pm).

Nuestros resultados se pueden comparar mas facilmente con investigaciones que
utilizan el sistema de bombeo y circulacién de agua marina de los barcos a profundidades de
muestreo similares, en diferentes areas geograficas. Este es el caso del trabajo realizado por
Lusher et al. (2014) en el Atlantico nororiental y Cincinelli et al. (2017) en la Antartida, quienes
obtuvieron concentraciones medias de 2.46+2.43 y 0.17+0.34 particulas/m?respectivamente. A
primeravista, nuestros resultados parecen mucho mas altos que éstos. Sin embargo, para que la
comparacion sea apta es necesario considerar tnicamente las particulas de mas de 200 pm en
lugar de la fraccion completa, y tener en cuenta Gnicamente las muestras tomadas durante la
navegacion. De estamanera, la concentracién reportada descenderiaa 2.03+2.09 particulas/m?,
un rango mucho mas similar al indicado por las autoras anteriores.

Hasta la fecha, el estudio realizado por Enders et al. (2015) es el mas comparable con
este trabajo, ya que el tamafo de malla mas pequeno empleado fue de 10 um, cambiando a
50 Um en regiones con alto contenido de material en suspensién para evitar obstrucciones.
En su estudio, también se encontraron microplasticos en todas las estaciones muestreadas,
con un rango de 13 a 501 particulas/m?. Otra de las conclusiones extraidas de este trabajo fue
que los microplasticos aumentaron de manera sostenida en nimero a medida que decrecia el
tamano, aplicindose esto tanto a las fibras como a los fragmentos. Esta observacién también se
refleja en nuestro estudio, en el que el 55% de las fibras son inferiores a1 mm, frente al 64% de
fibras inferiores a 900 um medido por Enders et al. (2015). Recientemente, Ruiz-Ortegén et al.
(2022) realizaron un muestreo utilizando la toma de agua marina de un buque de investigacién
y filtrando con una malla de 45 pm oscilando el tamano de sus particulas entre 45y 193 pm
(media: 67 pm). Dada la fragmentacion de los objetos de plastico mas grandes ya presentes
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en el medio marino, se espera que esta fraccion de items mas pequefos siga en aumento auln
incluso si se cesara la introduccién de plasticos en el medio ambiente (Werner et al., 2016).
Como se expres6 anteriormente, la posibilidad de muestrear microplasticos de tamafios mas
pequenos es una ventaja del ingenio de muestreo método empleado en este estudio, el cual es
menos discriminatorio que otras técnicas que no pueden alcanzar tan facilmente las fracciones
por debajo de las 300 pm.

B) Distribucion de colores

Ladistribucion delos colores de las particulas obtenida en este estudio es muy consistente
con los trabajos anteriores (Tabla 3.1), donde el azul, el negro y el rojo figuran entre los colores
predominantes. El azul y el negro también se encuentran entre los colores predominantes
citados por varios autores en articulos sobre la ingestion de pescado (Bellas et al., 2016; Murphy
et al., 2017; Steer et al., 2017), incluida la publicacién de Herrera et al. (2019), de peces en
aguas canarias, o las fibras ingeridas mayoritariamente por los erizos diadema estudiados por
Sevillano-Gonzélez et al. (2022) también en Canarias. Segtn un estudio de Lenz et al. (2015)
el azul es el color que diferenciamos mas facilmente, seguido del verde y el rojo, de manera
que esta predominancia podria también venir dada por la facilidad de identificacién visual por
parte de la persona observadora en el estudio.

C) Diferencias entre aguas costeras y oceanicas

La basura marina suele ser mas abundante en las zonas costeras poco profundas (<40 m
de profundidad) (Browne et al., 2010), con la excepcién de algunas zonas de acumulacién en
mar abierto (Katsanevakis, 2008). Estas observaciones son consistentes con este estudio,
donde la concentracién de particulas muestreadas en el Banco de Ensayos (aguas costeras y
poco profundas) es significativamente mayor que la concentracién obtenida en muestras
oceanicas: 13.54+14.30 particulas/m?, frente a 8.50+8.49 particulas/m?3. Esta diferencia también
fue advertida por Cincinelli et al. (2017), quienes tomaron muestras en el Mar de Ross, cerca
de la costa y en aguas mas alejadas, vinculando en su discusién la mayor concentracién de
microplasticos en aguas costeras con la influencia de la estacion cientifica Mario Zuchelli y el
efluente de la planta de tratamiento de aguas residuales. De manera similar, en nuestro caso, el
Banco de Ensayos se encuentra a 2 millas nauticas de la costa, justo frente a la desembocadura
de un barranco, y en el trayecto de una corriente marina procedente de las inmediaciones de
la ciudad mas grande de la isla, siendo todos ellos factores que pueden contribuir a una mayor
abundancia de microplasticos.

D) Diferencias entre las muestras en navegacion y las estacionarias

Existe cierta desemejanza al comparar las muestras tomadas en navegacion
(4.8143.88 particulas/m?) frente a las tomadas en modo estacionario (8.50+8.49 particulas/m?
para estaciones ocednicas y 13.54+14.30 particulas/m? para estaciones costeras) que ha de ser
abordadadenuevoprestandoatenciénaltipodeparticula.Asi,ladiferencianoparecesignificativa
parael caso particularde los fragmentos,siendo precisorealizarunainvestigaciondirigidaaeste
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factor para poder corroborar si la hidrodinamica derivada en el movimiento del barco podria
influir en una mayor captacion de fibras por parte del sistema de circulacién de agua marina
de la embarcacion. Este factor no se tiene en cuenta en los estudios de Lusher et al. (2014) y
Kanhai et al. (2017) que combinaron muestras recolectadas bajo un rango de velocidades del
barco de 0 a 10 nudos. De esta manera, nuestros resultados parecen indicar que podria haber
una subestimacién de la concentracién de fibras durante la navegacién, pudiendo tratarse de
un error atribuido al sistema de captacion durante las condiciones de navegacion.
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3.5 Conclusiones

El uso del ingenio de muestreo de microplasticos acoplado al sistema de bombeo y
circulacién de agua marina de los barcos muestra un gran potencial como una forma de
aumentar el esfuerzo de monitorizacién de la contaminacion por microplasticos, obteniendo
informacién sobre la abundanciay distribucién de estas particulas de una manera comparable
a otros estudios y proporcionando, al mismo tiempo, otras ventajas adicionales: (i) el artefacto
de muestreo esta totalmente fabricado con materiales estandar, siendo rentable y asequible,
y no requiere de personal cualificado para su montaje, ni equipos de asistencia para su puesta
en marcha y remolque, al ser de pequena envergadura y facil operacion; (ii) puede emplearse
para reportar datos aprovechando campafas oceanograficas y otras plataformas en el mar
sin interferir en sus actividades rutinarias o previstas; (iii) es altamente versatil; (iv) preciso y
comparable; y (v) es adecuado para muestrear microplasticos (tanto fibras como fragmentos)
en un espectro de tamano que abarca fracciones mas pequefias de las muestreadas con otros
métodos (hasta 50 pm en este ensayo en particular).

A diferencia de la mayoria de los estudios publicados hasta la fecha que reportan
registros (nicos en el tiempo, este trabajo representa el primer esfuerzo de monitorizacion
de microplasticos en el area al repetir el mismo procedimiento durante tres campanas
oceanograficas consecutivas en la misma zona geografica. Se encontraron microplasticos en
todas las estaciones y transectos muestreados. Predominaron las fibras (64.42%) frente a los
fragmentos (35.58%), estando la concentracion hallada dentro de los rangos reportados en
otras areas del Atlantico.

Es conveniente continuar profundizando en investigaciones de este tipo para comprender
como pueden afectar factores como la velocidad de navegacién y la profundidad de muestreo
a este método de muestreo. Asimismo, todavia se requiere un mayor nimero de estudios de
monitorizacion de este tipo de manera que se pueda aumentar la cobertura espacial y temporal
de los reportes de contaminacién por microplasticos y asi identificar la posible influencia de
los factores ambientales en las concentraciones y tendencias tanto en Canarias como en otras
regiones marinas.
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4

MuMi: un Muestreador de Microplasticos
disenado para su uso por embarcaciones
de oportunidad registrado como Modelo

de Utilidad
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Resumen

En este capitulo se describe la invencion de un muestreador de microplasticos, MuMi,
con los detalles y las reivindicaciones que le otorgan su condicién como Modelo de Utilidad
202100078 segln la Resolucion de Concesion de la Oficina Espanola de Patentes y Marcas
(OEPM) del 21/09/2021 en la que se concede la solicitud, la cual puede consultarse en el Boletin
Oficial de la Propiedad Industrial (BOPI) de fecha 27/09/2021,y a través del servicio de Consulta
de Expedientes OEPM (CEO) de la web de la OEPM (www.oepm.es).

El disefio de este muestreador de microplasticos vino motivado por la necesidad de
ampliar las posibilidades de observacion oceanica y monitorizacién de la contaminacién por
microplasticos y favorecida por las ocasiones de su puesta en practica en colaboracién con
distintas plataformas de oportunidad, como lo son las embarcaciones de turismo cientifico,
observacion de cetaceos, asi como las de particularesy proyectos del sector del ocio y recreacion
nautica.
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4.1 Antecedentes de la invencion

Son conocidos en el estado de la
técnica diversos dispositivos y sistemas
de filtracién disefiados para la separacion
de las particulas de plastico inferiores a
5 mm presentes en la superficie marina. No
obstante, la mayoria de éstos estan basados
enelarrastre deredesde Neuston o Plancton
(Barrows, 2017; Mai et al., 2018; Prata et al.,
2019).

Estos sistemas, cuyo funcionamiento
se basa en el arrastre mediante el remolque
de la propia embarcacién, mantienen
una flotabilidad positiva con la ayuda de
accesorios de flotacién. Asi, la boca de
entrada se mantiene en la pelicula superior
de la superficie marina, realizando un
efecto de filtrado, reteniendo en una malla
las particulas de plastico no deseadas en
el medio. Generalmente, la luz de malla
ronda las 300 pm, aunque actualmente
se comercializan  distintos  disenos
personalizados, pudiendo elegir la luz de
malla y el tamano de las aberturas (Eriksen
etal.,2018).

A pesar de estar ampliamente
extendidos, dichos dispositivos no estan
exentos de inconvenientes. La aplicacion
de los mismos para el muestreo de
microplasticos en la superficie del medio
marino conlleva una serie de limitaciones
técnicas que implican desventajas. Entre

ellas, tal y como se explicaba en el Capitulo
anterior, lainexactitud a la horade calcularel
volumenmuestreadodebidoalaturbulencia
del agua y su ineficiencia para recuperar
microplasticos inferiores a 300 pm debido
a la limitacion del tamano de la malla.
Ademas, la ventana de operacién de estos
sistemas estd restringida a condiciones
de mar relativamente tranquilas, con un
limite maximo de velocidad de remolque
de 3 nudos. Si bien existen algunos modelos
de utilidad ya registrados cuyo objeto es la
eliminaciéon de microparticulas de plastico,
como el Modelo de Utilidad U201931368,
que comprende una cdmara de evaporacién
con una salida de evaporado conectada a
una estacion de filtrado principal con filtros
electrostaticos, no se ha encontrado no
obstante, ningin documento ni antecedente
que se aproxime al objeto de la presente
invencién,queesel deobtenerundispositivo
de muestreo de microplasticos parael medio
acuatico mediante su remolque aplicado
a un rango mas amplio de embarcaciones,
simplificando la técnica y adaptando el
diseno a las condiciones hidrodinamicas
del medio. Idealmente ha de ser un modelo
sencillo que no requiera de personal
cualificado para su montaje, ni equipos
de asistencia para su puesta en marcha y
remolque, de pequefa envergadura y facil
operacion.
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4.2 Descripcion de la invencion

La invencién descrita en este capitulo
se refiere a un dispositivo que permite el
muestreo de microplasticos de hasta 50 pm
de tamano, presentes en medio acuatico,
bien sea marino, o dulce, solventando una
serie de inconvenientes que presentan los
métodos actuales para llevar a cabo esta
tarea, basados principalmente, como ya se
ha mencionado, en el sistema de colecta
mediante el remolque de una red de
plancton.

El procedimiento para la recogida
de estas particulas mediante el uso de este
dispositivo estd basado en el remolque
del mismo por una embarcacién de
pequefa envergadura, como pueden
ser embarcaciones de recreo, de pesca
recreativa, de turismo nautico, etc.

La instalacion del dispositivo no
requiere ninguna especificacién técnica
compleja, pudiendo ser utilizado por un
amplio rango de plataformas de muestreo.
En general, el dispositivo posee una serie de
especificaciones técnicas, que se describiran
mas detalladamente a continuacién, y
que resultan de especial interés para su
aplicacién en embarcaciones pequenas, con
menos tecnologia o personal a bordo, como
pueden serlas embarcaciones derecreoolas
lanchas de pesca artesanal, entre otras.

Todas estas caracteristicas dan como
resultado un aumento considerable en
la ventana de oportunidad de muestreo,
que multiplicada por la versatilidad de
las posibles plataformas desde las cuales
se puede operar el dispositivo, conduce
a una oportunidad real para mejorar la
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monitorizacion de microplasticos en aguas
ocednicas.

Mas en particular, el dispositivo de
muestreo de microplasticos para un medio
acuatico comprende medios de traccién
configurados para remolcar el dispositivo
a través del medio acuatico, al menos una
primera abertura para la entrada de un
caudal de agua de dicho medio acuatico, y
medios de filtrado de dicho caudal de agua.
Dichaconfiguracién permiteteneruncontrol
del caudal de agua que entra a través de
dicha primera abertura, estableciendo una
medida precisa de las muestras recogidas
de microplasticos a través de los medios de
filtrado por unidad de volumen de agua,
derivando a partir de ello la concentracién
de microplasticos en el medio acuatico.

Como se ha mencionado, el dispositivo
puede  emplearse  para  muestrear
microplasticos aprovechando las campanas
oceanograficas sin interferir en sus
actividades regulares de la embarcacion, o
sin necesidad de limitar la velocidad, y por
lo tanto influir en el costo del monitoreo. De
la misma forma, ofrece la posibilidad de ser
utilizado desde embarcaciones de pequena
envergadura, sin necesidad de tener un
barco con grla para remolcar el dispositivo
de tomas de muestras, ni de tripulacién
para su operaciéon, como pueden ser las
embarcaciones de recreo, lanchas de pesca
artesanal, etc.

Mas concretamente, la primera
abertura va situada en una pieza de
cabecera del dispositivo, segin el sentido
de navegacion por el medio acuatico, de
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manera que el caudal deaguaentrade modo
natural al interior del dispositivo, a medida
que éste avanza por el medio acuatico, al
ser arrastrado por la embarcaciéon que lo
transporta. Ventajosamente, la abertura
presenta una morfologia que facilita la
conduccién del agua hacia el interior del
dispositivo, donde se ubican unos medios
de filtrado. Preferiblemente la pieza de
cabecera es de forma redondeada para
facilitar la hidrodinamica del dispositivo.

Complementariamente, los medios
de traccién son al menos un agujero situado
en la pieza de cabecera del dispositivo, al
cual se conecta un cabo que sera el lazo de
remolque para la pequena embarcacion.

Segln otro aspecto de la invencion, el
dispositivo de muestreo de microplasticos
comprendemediosdeorientaciondelmismo
para una navegacion estable a través del
medio acuatico. De este modo el dispositivo
semantienede modo constanteenelsentido
de avance de la embarcacion, posibilitando
la continuidad en el sentido de entrada y
salida del caudal de agua, minimizando el
riesgo de que los microplasticos captados
vuelvan asalir por la primera abertura, como
consecuencia de turbulencias en el flujo
de agua. Especificamente, los medios de
orientacion son al menos una aleta, diseno
ampliamente contrastado en el medio
acuatico que posibilita la estabilidad en la
navegacion.

Opcionalmente, los medios de
orientacion estan situados en una pieza final
del dispositivo, permitiendo mantenerlo
con las condiciones de flotabilidad e
hidrodinamismo mas beneficiosas posible,
dado que el agua, ya filtrada, puede
regresar al mar sin causar turbulencias que

desestabilicen el dispositivo. Asi, la pieza
final comprende una segunda abertura
para la salida del caudal de agua que entra
por la primera abertura. De este modo el
caudal de agua pasa a través del dispositivo
de modo limpio, y con minima generacién
de turbulencias, no representando apenas
resistencia al avance por el medio acuatico.
Preferentemente la segunda abertura se
encuentra situada en el extremo opuesto
del dispositivo, incidiendo en los efectos
mencionados.

Segln otro aspecto de la invencion, el
dispositivo de muestreo de microplasticos
comprende medios de medida del caudal
de agua que entran por la primera abertura,
de modo que es posible establecer la
cantidad de microplasticos por unidad de
volumen de agua, permitiendo asi reportar
concentraciones de estas particulas.

Ventajosamente, los medios de
medida son un caudalimetro electrénico, el
cual esta preferentemente conectado a un
cable de datos, configurado para conectarse
a una pantalla a bordo de una embarcacion
que remolca el dispositivo, lo cual permite
visualizar el volumen de agua filtrado
directamente desde la embarcacién y en
todo momento.

Asi,y por medio de la medida del flujo
en la entrada del dispositivo se hace posible
recuperar informaciéon sobre la abundancia
y distribucién de microplasticos de manera
comparable a otros estudios anteriores
y posteriores, superando uno de los
principales inconvenientes de las técnicas
de arrastre de red que es que el volumen
muestreado es dificil de calcular, incluso en
los disefos provistos de un medidor de flujo,
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conllevando una inexactitud en la medida
al tratar convertir la cantidad de particulas
recolectadas en concentraciones por
volumen de agua. Precisamente, este tema
se investiga con mas detalle en el siguiente
Capitulo. Los medios de medida, o en otras
palabras, caudalimetro, van situados en una
primera pieza intermedia, tras una pieza de
cabecera, aportando un mayor equilibrio en
la navegacion del dispositivo de muestreo,
evitando un excesivo cabeceo en su arrastre.

Precisar que la pieza intermedia es una
pieza anular configurada especialmente

Entrada de agua

Salida de agua

para alojar el caudalimetro. Asi, tras la
entrada,todoelvolumendeaguaquevaaser
muestreada pasa por dicho caudalimetro. Al
tratarse de un aparato electrénico, a montar
dentro de un aparato que cumplird su
funcién sumergido, esta pieza o seccién del
dispositivo se encuentra de modo preferente
totalmente sellada, con solamente un
orificio necesario para la salida del cable del
caudalimetro hacia la embarcacion.

Segln una realizacién preferente de
la invencion, los medios de filtrado van
situados en al menos una segunda pieza
intermedia, de modo que el filtrado de los

(I) CABEZALDEENTRADA

(1) PIEZA ANULAR
(CAUDALIMETRO)

(1) CUERPO DE FILTROS

(IV) COLA DE DESAGUE
(CON ALETAS)

Fig.4.1: Dispositivo de muestreo de microplasticos, constituido de acuerdo con la invencién descrita en este

capitulo.
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microplasticos se efectta tras la entraday la
medida del caudal de agua.

Mas en particular, el dispositivo de
muestreo de microplasticos comprende una
pluralidad de segundas piezas intermedias
con varios medios de filtrado. De este
modo se pueden montar filtros adicionales
al pasar por areas con mas material
particulado de cara a evitar obstrucciones.
Dichos medios de filtrado puede ser
escalables al caudal deseado adaptando el
diametro. [dealmente, los medios de filtrado
mantienen el mismo diametro que el resto
deldispositivo,manteniendo las condiciones
positivas de hidrodinamismo. Asi se llega
a un diseno compacto, hidrodinamico y
manejable, permite ademas intercambiar
los filtros facilmente tras su uso, lo cual
permite realizar muestreos sucesivos sin
tocar tierra, dado que el dispositivo ofrece la
posibilidad de realizar varios muestreos en
una misma travesia, ya que cuenta con un
set de filtros intercambiables. Esto posibilita
un filtrado mas o menos fino, mediante
la incorporacién de distintas unidades
de filtros intercambiables de diferentes
tamanos, tanto de su didametro como de los
orificios de paso de los medios de filtrado.

En una realizacion preferida de la
invencion, los medios de filtrado de la
segunda pieza intermedia comprenden
una pared transversal a la direccién de paso
del caudal de agua, dicha pared transversal
comprendiendo una pluralidad de orificios,
através de los cuales se canaliza el caudal de
agua para su filtrado.

Adicionalmente, los medios de
filtrado comprenden una malla de filtro,
la cual, preferentemente, es extraible y

reemplazable, habilitando un filtrado y una
deteccién mas fina de microplasticos.

En cuanto al rango de tamano, cabe
mencionar que los medios de filtrado son
adecuados para muestras de microplasticos,
tanto fibras como fragmentos de hasta
50 um, siendo ésta un area emergente de
estudio y muy importante para futuras
investigaciones debido al mayor riesgo
ecolégico que representan estas particulas
mas pequenas.

En el caso de las redes de arrastre,
la fraccion de tamano a menudo se limita
a 330 6 200 um debido a la tension del
agua, hecho que se cree que subestima las
concentraciones totales de microplasticos
en uno a cuatro 6rdenes de magnitud en
comparacion con las muestras que se filtran
a través de mallas mucho mas pequefas
(por ejemplo, menores de 100 um).

Sefalar por otro lado que, una vez
alcanzado el volumen de muestreo deseado,
se recupera el dispositivo tirando del cabo,
se endulza, y se procede a la retirada de
los filtros para su almacenaje y posterior
analisis. Si en la misma jornada se desea
hacer un segundo muestreo, se pueden
montar filtros nuevos y volver a lanzar el
dispositivo.

Cabe precisar que la malla de filtro va
situada en un alojamiento de la segunda
pieza intermedia, y apoyada sobre la pared
transversal, de modo que se mantiene en
una posicion estable, aun pasando a su
través un caudal de agua con un cierto grado
de turbulencias.
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ESQUEMA DE COLOCACION Y FUNCIONAMIENTO DEL MuMI, MUESTREADOR DE MICROPLASTICOS.

(1) Embarcacion.

(2) Cabo de arrastre.

(3) Cable de datos: conexién del caudalimetro entre
el dispositivo y la embarcacién.

(4) Pantalla a bordo para el control del flujo.

() Cabezal de entrada.

(1) Pieza anular intermedia: alojamiento del caudalimetro.
(I11) Filtros acoplados (distinta luz de malla).

(IV) Pieza de desagiie con medios de orientacion (aletas).

Fig.4.2: Diagrama de operacion del Muestreador de Microplasticos (MuM:i).

Segln otro aspecto de la invencion, al
menos una de la pieza de cabecera, primera
pieza intermedia, segunda pieza intermedia
y pieza final, presenta una seccién anular,
representando una forma natural para el
paso del caudal de agua, ofreciendo una
menor resistencia a su paso.

En una realizacion preferida de la
invencién, al menos dos del grupo de la
piezade cabecera, primera piezaintermedia,
segunda pieza intermedia y pieza final,
comprenden una rosca, de manera que
posibilita el irensambladas entre si de modo
roscado.

Mas especificamente, la primera
pieza intermedia y/o al menos una segunda
pieza intermedia comprenden una rosca
en su superficie interior y otra rosca en su
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superficie exterior de modo que se hace
posible el enroscarse varias entre si de ser
necesario.

Opcionalmente, las distintas
piezas que conforman el dispositivo van
ensambladas entre si de modo roscado,
ofreciendo una mayor facilidad de montaje,
y de reemplazo de cada una de las distintas
piezas, de modo separado.

Sefalar por otro lado, que el material
queconformaeldispositivoesbiodegradable,
siendo preferentemente PLA, un poliéster
polilactico biodegradable derivado del maiz.
Asi, aumenta la coherencia del diseno, pues
suuso final serd el de estudiar laabundancia
de microplasticos dado el grave problema
ambiental que estos suponen, sin estar a su
vez fabricado con ellos. Mencionarasimismo
que el material PLA, permite la impresion
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3D, consiguiendo un dispositivo rentable y
asequible, de bajo costo econémico.

En la Figura. 4.1 se muestra, a titulo
de ejemplo no limitativo, un dispositivo de

muestreo de microplasticos, constituido de
acuerdo con la invencion, que se describe
con mas detalle a continuacion.

4.3 Descripcion de una realizacion preferente

Seglin se puede observar en la
Figura 4.2, el dispositivo de muestreo de
microplasticos (MuMi) es arrastrado en un
medio acuatico por una embarcacion (1)
mediante unos medios de traccion (2). El
tipo de embarcacion varia en funciéon de la
oportunidad de muestreo que se presente,
siendo esta adaptabilidad una de las
ventajas del MuMi, que puede ser empleado
en distintas circunstancias y navegaciones
de oportunidad en plataformas de distintas
envergaduras y destinadas a distintas
actividades, desde el ocio de una canoa a
la actividad profesional de un pesquero
artesanal. Por las fuerzas de la propia
navegacion, en el dispositivo entra un caudal
de agua que, en funcién de los niveles de
contaminaciéon de la zona, tendra mayores
o menores niveles de microplasticos. Un
cable de datos (3) conecta el dispositivo de
muestreo con una pantalla (4) presente en
la embarcacion (1) de modo que se pueden
ir viendo los diversos valores del caudal de
agua y valorar el volumen de agua filtrado
en tiempo real. Esta caracteristica permite
controlar con precision en qué momento se
ha de detener el muestreo, si éste se disena
teniendo en cuenta un volumen de agua a
filtrar determinado. Una vez alcanzado el
volumen deseado, se retira el dispositivo del
agua, obteniendo del nimero de particulas

retenidas la concentracién de particulas en
la zona muestreada de manera precisa.

Segln se puede observar en la Figura
4.1, el dispositivo de muestreo comprende
ensuesquema una pieza de cabecera (I),una
pieza anular intermedia donde va alojado
el caudalimetro (ll), varios filtros apilados
mediante un engarce con roscas (Ill) y una
pieza final (1V), la cual incluye unos medios
de orientacién que en particular pueden ser
al menos una aleta, si bien el disefio de la
figura presentados, otorgandoasiunamayor
estabilidad. Se puede apreciar, ademas, la
forma aerodinamica del dispositivo para
una adecuada navegaciéon por un medio
acuatico.

En la Figura 4.3, se puede observar
con detalle cada una de estas piezas en las
distintas vistas, lateral, planta y alzado, asi
como el montaje completo a mayor tamafo
apreciar mejor los detalles que permiten
al MuM:i desarrollar su total funcionalidad
para el muestreo de microplasticos al
ser remolcado por una embarcacién de
oportunidad.

Cabe destacar que los portafiltros
ubicadosenelcuerpodefiltradocomprenden
una pared transversal a la direccién de paso
del caudal de agua con una pluralidad de
orificios, los cuales presentan una forma de
hexagonos, distribuidos en panal, o circulos.
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Fig.4.3: Relacidn de vistas del dispositivo de muestreo de microplasticos MuMi.

Sobre esta disposicién, se configuran las
mallas de filtro de los tamanos de luz de
malla deseados, que serdn preferentemente
de nylony han sido probados con resultados
satisfactorios hasta un tamafo de 50 pm.

Por Gltimo sefalar que el material que
conforma el dispositivo es biodegradable,
manteniendo asi un disefio coherente con el
fin para el que se crea.
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Si bien los detalles, las formas, las
dimensiones y demds elementos accesorios,
asi como los componentes empleados
en la implementacién del dispositivo de
muestreo de microplasticos, pueden ser
convenientemente sustituidos por otros
que sean técnicamente equivalentes, y no se
aparten de la esencialidad de la invencion ni
del ambito definido por las reivindicaciones



- CapPiTULO 4 -

que se incluyen a continuacion de la
siguiente lista, se ha descrito hasta este
punto el diseno de MuMi que ha sido

4.4 Reivindicaciones

registrado satisfactoriamente como Modelo
de Utilidad y testado en varias campanas de
muestreo de diferente indole.

Las reivindicaciones de una patente
o un modelo de utilidad definen el objeto
para el que se solicita la proteccion. Tal y
como indica la Oficina Espaiola de Patentes y
Marcas (OEPM), deben ser claras y concisas y
han de fundarse en la descripcidn, que sirve
para interpretar estas reivindicaciones. Una
reivindicacién puede referirse a un producto,
un procedimiento o una utilizacién.

A continuacién se enumeran las
reivindicaciones con las que se ha concedido
al Muestreador de Microplasticos (MuMi)
la proteccion como Modelo de Utilidad,
conteniendo la esencia de la invencién.

1. Dispositivode muestreode microplasticos
(MuMi) para un medio
caracterizado porque comprende medios

acuatico

de tracciéon configurados para remolcar
el dispositivo a través del medio acuatico,
al menos una primera abertura para la
entrada de un caudal de agua de dicho
medio acuatico, y medios de filtrado de
dicho caudal de agua.

2. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin la reivindicacién 1, caracterizado
por que la primera abertura va situada
en una pieza de cabecera del dispositivo,
seglin el sentido de navegacién por el
medio acuatico.

3. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin la reivindicacién 2, caracterizado

por que los medios de traccion son al
menos un agujero situado en la pieza de
cabecera del dispositivo.

4. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que
comprende medios de orientacion del
dispositivo para una navegacién estable a
través del medio acuatico.

5. Dispositivode muestreode microplasticos
segln la reivindicacién 4, caracterizado
por que los medios de orientacién son al
menos una aleta

6. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones 4
a 5, caracterizado por que los medios de
orientacion estan situados en una pieza
final del dispositivo.

7. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que la pieza
final comprende una segunda abertura
para la salida del caudal de agua que
entra por la primera abertura.

8. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que
comprende medios de medida del caudal
de agua que entran por la primera
abertura.

9. Dispositivode muestreode microplasticos
seglin la reivindicacién 8, caracterizado

104



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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por que los medios de medida son un
caudalimetro electrénico.

Dispositivode muestreo de microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
8 a 9, caracterizado por que los medios
de medida van situados en una primera
pieza intermedia.

Dispositivode muestreo de microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que los
medios de filtrado van situados en al
menos una segunda pieza intermedia.

Dispositivode muestreo de microplasticos
segln la reivindicacién 11, caracterizado
por que comprende una pluralidad de
segundas piezas intermedias con una
pluralidad de medios de filtrado.

Dispositivode muestreo de microplasticos
seglin cualquiera de las reivindicaciones
11 a 12, caracterizado por que los medios
de filtrado de la segunda pieza intermedia
comprenden una pared transversal a la
direccién de paso del caudal de agua,
dicha pared transversal comprendiendo
una pluralidad de orificios.

Dispositivode muestreo de microplasticos
segln la reivindicacién 13, caracterizado
por que los filtrado
comprenden una malla de filtro.

medios de

Dispositivode muestreo de microplasticos
segln la reivindicacién 14, caracterizado
por que la malla de filtro va situada en
un alojamiento de la segunda pieza
intermedia, y apoyada sobre la pared
transversal.

Dispositivode muestreo de microplasticos
seglin las reivindicaciones 2y 6 y 10 y
11, caracterizado por que al menos una
de la pieza de cabecera, primera pieza
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17.

18.

19.

20.

intermedia, segunda pieza intermedia y
pieza final, presenta una seccién anular.
Dispositivo de muestreo de microplasticos
segln la reivindicacién 16, caracterizado
porque al menos dos del grupo de la pieza
de cabecera, primera pieza intermedia,
segunda pieza intermedia y pieza final,
comprenden una rosca.

Dispositivo de muestreo de microplasticos
segln la reivindicacién 17, caracterizado
por que la primera pieza intermediay/o la
al menos una segunda pieza intermedia
comprenden una rosca en su superficie
interior y otra rosca en su superficie
exterior.

Dispositivo de muestreo de microplasticos
segln cualquiera de las reivindicaciones
16 a18, caracterizado por que las distintas
piezas que conforman el dispositivo van
ensambladas entre si de modo roscado.

Dispositivo de muestreo de microplasticos
segln cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, caracterizado por que el
material que conforma el dispositivo es
biodegradable.
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5

Estudio comparativo de métodos para

el muestreo de microplasticos en aguas
marinas superficiales: la red Mantay el
Muestreador de Microplasticos (MuMi).
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Resumen

El uso de la red Manta se ha generalizado como uno de los sistemas de muestreo de
microplasticos en el medio marino, si bien presenta algunos inconvenientes. Este estudio
compara este método con el uso de un innovador muestreador de microplasticos, denominado
MuMi, protegido como Modelo de Utilidad (202100078), y descrito en el Capitulo 4.

Los hallazgos muestran resultados muy diferentes para varios factores como el volumen
filtrado, el nimero y el tipo de particulas y ponen de manifiesto la gran variabilidad que
puede existir en los resultados de los distintos estudios a nivel mundial debido a la falta de
armonizacion entre los métodos y a los diferentes parametros como el tamano de la malla de
muestreo, la representatividad o la reproducibilidad de los volimenes de muestreo.

El muestreador MuMi representa un sistema de monitorizacién de microplasticos muy
ventajoso en términos de facilidad de operacién, menor coste, capacidad de obtener muestras
de particulas de menor tamafno y mayor precision, todo ello manteniendo la representatividad
de las muestras recogidas. El control sobre el volumen filtrado es una cuestién a mejorar en
los muestreos con redes Manta, mientras que en el MuMi el control sobre la profundidad de
muestreo podria mejorarse.
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5.1 Introduccion

Uno de los problemas a los que se enfrenta la humanidad en la actualidad es la excesiva
cantidad de plastico que acaba en el océano cada ano: al menos 14 millones de toneladas segtn
un reciente informe (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos
Naturales (UICN), 2021). Una vez en el medio marino, el plastico se desplaza y se acumula
en funcién de factores fisicos oceanograficos y biolégicos, por lo que hay indicios de basura
marina en todos los mares y océanos, desde las aguas superficiales hasta los sedimentos de
las profundidades (van Sebille et al., 2020). La persistencia de los plasticos en la naturaleza
puede acarrear graves riesgos para los seres humanos y la fauna silvestre, lo que se traduce en
cambios en los ecosistemas, en la exposicidn a sustancias quimicas, que estan presentes en la
composicion de estos plasticos o que han sido adsorbidas en ellos en el medio marino, y en
efectos letales y subletales debidos al enredo con elementos de plastico por parte de la fauna
marina o a suingestion (Rochman, 2015).

El seguimiento de los microplasticos en los diferentes compartimentos ambientales
es clave para conocer el estado y el comportamiento de estas particulas sintéticas en el
medio ambiente y asi poder adoptar las consiguientes medidas de gestién en funcién de su
distribucién y abundancia (Lusher et al., 2021). Los métodos de muestreo elegidos deben
ajustarse a los objetivos del programa de seguimiento deseado, asi como seguir las directrices
recomendadas o métodos que hayan sido previamente armonizados (Martin et al., 2022). Una
cuestion igualmente importante destacada por Lusher et al. (2021) es que estos métodos no
pueden ser estaticos, sino que deben ser lo suficientemente flexibles como para incorporar
mejoras a medida que se desarrollen.

Bajo estas premisas, se han redactado directrices para la armonizacién de los reportes de
microplasticosconelfinde,sinrecomendarun métodosobreotro, garantizarque se proporcione
un conjunto de informacién basica, como el tamafo de la malla y su apertura, para que los
resultados puedan ser lo mas comparables posible (Cheshirey Adler,2009; Calganietal., 2013).
En un esfuerzo por armonizar las metodologias y mejorar la comparabilidad de los programas
de seguimiento nacionales e internacionales, el Grupo de Expertos en Aspectos Cientificos de
la Proteccion del Medio Marino (GESAMP, 2019) proporciond una serie de recomendaciones
sobre los métodos para desarrollar las mejores estrategias de seguimiento en funcién de los
objetivos que se persigan en los cuatro compartimentos ambientales principales (es decir, |a
linea de costa, la superficie del mar/columna de agua, el fondo marinoy la biota).

Dentro de éstos, los océanos son especialmente dificiles de monitorizar, ya que son
zonas de enorme superficie y volumen, en constante movimiento y afectadas por numerosos
procesos fisicos, quimicos y biolégicos (Chester y Jickells, 2012; Kvale et al., 2020). Ademas, si
la intencidn con el programa de seguimiento es detectar pequenos cambios en la abundancia,
o tendencias mas precisas, el muestreo debera ser correspondientemente mas exhaustivo,
requiriendo un mayor niimero de muestras. En este sentido, el muestreo oportunista, en el que
la monitorizacién de los microplasticos se integra en un programa de investigacion existente, se
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presenta como un formato viable y rentable (CESAMP, 2019; Lusher et al., 2021). Estas razones
hacen que la optimizacién del muestreo de microplasticos en el medio marino sea atin hoy en
dia un reto en desarrollo, para el que se han probado numerosos métodos (Sonmezetal., 2022)
y donde los esfuerzos hacia la armonizacién y estandarizacién para comparar los resultados
siguen siendo vigentes (Michida et al., 2019).

Hace ya una década, Hidalgo-Ruz et al. (2012) publicaron una revisién de los diferentes
métodos de muestreo de microplasticos en el medio ambiente, donde para el caso concreto de
las muestras acuaticas, se identificaron 33 estudios en los que se utilizaron hasta 5 tamanos de
malla diferentes y varias profundidades. En la misma linea, Barrows (2017) revisé los diferentes
métodos existentes para el muestreo de microplasticos en entornos acuaticos, diferenciando
entre los que recogen volimenes especificos de agua que se filtran a posteriori (como las
muestras tomadas con pequenos recipientes por la borda o de botellas Niskin) o los estudios
de muestreo de redes mas extendidos. Su conclusién fue que la mejor opcién para lograr una
comprension mas completa de la distribuciéon y abundancia de microplasticos en un entorno
determinado seria una combinacion de métodos. Como antecedentes propios en este campo,
se han llevado a cabo varias pruebas de seguimiento de microplasticos en aguas superficiales
marinas tanto desde buques de investigacién como desde embarcaciones mas pequenas y
recreativas,y probando tanto sistemas de bombeo continuo de agua como métodos de recogida
mediante el uso de las botellas niskin de la roseta (Montoto-Martinez et al., 2018).

Entre la diversidad de métodos de muestreo, las redes Manta ha sido la opcidon
predominante para el muestreo de aguas superficiales (CESAMP, 2019; Mai et al., 2018). Este
método ha sido favorecido para el muestreo de microplasticos por parte de diferentes actores
interesados, desencadenando campanas de monitorizacion llevadas a cabo por instituciones
publicas, privadas y también organizaciones medioambientales. Sin embargo, a pesar de
su popularidad, presenta algunas desventajas que podrian estar falseando la abundancia
de microplasticos, como la inexactitud en el calculo del volumen muestreado debido a la
turbulencia del agua, o suineficiencia en la recuperacion de microplasticos menores de 300 pm
debidoalalimitaciondeltamanodelamalla (Eriksenetal., 2018; CESAMP 2019; Maietal., 2018;
Montoto-Martinez et al., 2020). Como sefialaron Martin et al. (2022), el muestreo con redes de
arrastre es poco practico cuando hay una gran biomasa o condiciones meteorolédgicas adversas.
Ademasdeesto,atribuible en partealalimitacion delaaperturadelared, las cantidades totales
de microplasticos flotantes pueden estar subestimadas por un factor de1.04 a30.0 (Kooi et al.,
2016).

El objetivo de este estudio fue el de comparar el método de muestreo mas utilizado y
aceptado a nivel mundial, aunque con sus inconvenientes, la red Manta, con el innovador
dispositivo de muestreo de microplasticos presentado en el capitulo anterior y denominado
MuMi, que fue disefado y fabricado especificamente para superar algunos de estos
inconvenientes y ha sido registrado como Modelo de Utilidad (Montoto-Martinez et al,,
2021). Asi pues, se pretende dilucidar las ventajas e inconvenientes de uno y otro con el fin de
perfeccionar su aplicabilidad.
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5.2 Material y Métodos

5.2.1 Zona de muestreo

La zona de estudio se sitia en el sur de Tenerife, isla del archipiélago canario (Espana). La
franja costera frente a la que se realizaron los transectos esta fuertemente antropizada e
influenciada por laindustria del turismo de sol y playa, con un gran nimero de infraestructuras
hoteleras y de abastecimiento y gestién del agua que dan lugar a un gran censo de vertidos al
mar (Gobierno de Canarias - Consejeria de Transicion Ecolégica, Lucha contra el Cambio
Climatico y la Planificacion Territorial, 2017). Ademas, la franja marina adyacente esta
catalogada como Zona Especial de Conservaciéon ZEC ES7020017 Franja marina de Teno-Rasca
(Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino, 2011), especialmente por la presencia
decetaceos,conpresenciadeespeciesresidentescomo calderones (Globichephala macrorhynchus)
y delfines mulares (Tursiops truncatus) (Fig. 5.1). Vinculado a este hecho, en esta misma zona se
desarrollan numerosas empresas de avistamiento de cetaceos y otras actividades recreativas,
por lo que consideramos que es un lugar que requiere y se beneficiara de un seguimiento en
cuanto a la calidad ambiental de sus aguas, incluyendo la contaminacién por microplasticos.

Fig.5.1: a) Mapa de localizacion del area de muestreo, en el sur de Tenerife, Islas Canarias (Espafia). Cada una
de las lineas (I-VI) representa un transecto de una milla. b) Las franjas de color en el mar delimitan las Zonas
de Especial Conservacion. En concreto, el muestreo se realizé en la franja marina ZEC ES7020017 Teno-Rasca.
Mapa base: IDECanarias Ortofotos Satélite SENTINEL-2 Super Resolution.
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5.2.2 Estrategia de muestreo

Las muestras se recogieron durante una campana a bordo del catamaran Marhaba el
17 de junio de 2020. La navegacion se inici6 a la salida del puerto de Los Gigantes y se realiz6
en direccidn sureste, navegando a una milla de la costa, recorriendo gran parte del litoral mas
antropizado de la isla. Las condiciones del mar fueron 6ptimas durante el dia, realizdndose
todos los lances con luz diurna y con condiciones de la escala de Beaufortentre oy 2.

Se realizaron un total de seis transectos de una milla (medidos por coordenadas GPS) a
unavelocidad de unos tres nudos, manteniendo el rumbo paralelo ala costa. En cada uno de los
transectos, los dos métodos de muestreo a comparar, la red de arrastre Manta y el dispositivo
MuMi, se lanzaron desde la popa del barco (Fig. 5.2). Permanecieron el mismo tiempo en el
agua, aproximadamente 20 minutos, barriendo simultdneamente la superficie del mar.

Fig.5.2: Vista de la disposicion de muestreo de ambos sistemas ensayados: la red Manta y el muestreador
MuMi. a) Tabla comparativa de las principales caracteristicas de muestreo. b) Esquema detallado de las partes
del muestreador MuMi, registrado como Modelo de Utilidad (20211000078). Ver Capitulo 4 para mas detalle.

5.2.3 Red Manta

La red de Manta utilizada en este estudio se mont6 con medios propios, utilizando un
marco de aluminio con una boca rectangular de 60 cm de ancho y 25 cm de alto y una red de
nylon con una malla de 200 pm, que se fij6 al marco. En el extremo de la red se colocé un copo
desmontable con una malla de 200 um mediante abrazaderas. Esta pieza se fabricé con tubos
de polipropileno gris de 3 mm de espesor, con una longitud de 23 cmy un diametro de 11 cm.
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Una vez posicionado en el punto de inicio del transecto, se lanzé la red Manta desde la
popa del barco y se inicié la navegacion. Una vez alcanzada la milla ndutica (NM), se tir6 de los
cabos pararecuperar la estructura a bordo, donde se enjuagé la red con chorros de agua de mar,
para que todo el material atrapado en la longitud de la red pasara por el copo (Imagen 5.1). Una
vez limpia lared, se desprendio el extremo del tubo y se vacié el contenido en botes de plastico
para su posterior filtrado, digestion y analisis en los laboratorios de tierra (Imagen 5.2). Toda la
red y el copo se limpiaron a fondo con agua de mar antes de volver a salir para un nuevo
transecto. El volumen de agua muestreado por la red Manta se calculé segln las estimaciones
de Karlsson etal. (2020).

Imagen 5.1 Lavado de la red Manta aplicando agua  Imagen 5.2 Traspasodel material recogidoenelcopo
de mar a presion desde el exterior de la red, con el fin  a botes de rosca para su posterior filtrado, digestién y
de recoger todo el material filtrado en el copo. analisis en el laboratorio en tierra.

5.2.4 Muestreador de microplasticos: MuMi

El muestreador MuMi, tal y como se describe en detalle en el capitulo anterior, es un
dispositivo que permite el muestreo de microplasticos presentes en entornos acuaticos. Una
de sus principales ventajas en cuanto al disefio del muestreo es que permite el uso de filtros
Unicos para cada muestreo, intercambiandolos facilmente entre transectos. Esta fabricado en
Acido Polilactico (PLA) mediante impresién 3Dy cuenta con un caudalimetro incorporado que,
mediante el cable de conexién y una pantalla a bordo, permite conocery visualizar el volumen
de agua filtrada directamente desde el recipiente, lo cual es otra caracteristica muy valiosa.

Como se puede ver en detalle en la Figura 5.2b, el MuMi tiene un cabezal de entrada
hidrodinamico redondeado y una abertura cuya morfologia facilita la conduccién del agua
hacia el interior del dispositivo, donde se encuentran los filtros. Tras la entrada, todo el volumen
de agua a muestrear pasa por un anillo anular que alberga el caudalimetro. A continuacion, el
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flujo de agua pasa por el conjunto de filtros, que para el presente estudio se configuré con tres
filtros de 5 mm, 200 pmy 50 um. Finalmente, para mantener el dispositivo con las condiciones
deflotabilidad e hidrodindmica mas beneficiosas posibles, la cola del dispositivo se ha disefiado
con las aletas que se muestran en la figura, de forma que el agua, ya filtrada, vuelve al marsin
provocar turbulencias que puedan desestabilizarla.

El funcionamiento del muestreador MuMi se basa en un sistema de arrastre similar y
paraleloaldelared Manta,aunque massencillo porsus menoresdimensionesy conladiferencia
de que, para disponer de informacién de caudal en tiempo real, se conecta a una toma de 12v
que alimenta el caudalimetro. Una vez transcurrida la milla de transecto, se recupera el
dispositivoMuMitirandodel cabo.Acontinuacién,seretiraranlosfiltrosparasualmacenamiento
(en bolsas zip) y posterior analisis en las dependencias del laboratorio en tierra. Antes de iniciar
el siguiente transecto, se coloca un nuevo juego de filtros.

Imagen 5.3 Dispositivo MuMi una vez retirado del Imagen 5.4 Finalizado el transecto, los filtros se
agua. Los filtros, 5 mm, 200 pm y 50 um, en amarillo, desenroscan y almacenan en bolsas zip, y se dispone
estan integrados en el cuerpo del muestreador. un nuevo juego para el siguiente lance.

5.2.5 Analisis en el laboratorio

Todas las muestras se trataron segln el mismo procedimiento, independientemente de
si las muestras habian sido tomadas con la red Manta o con el dispositivo MuMi. El material
retenido se digirié en una solucién de hidréxido de potasio (KOH) al 10% para eliminar la
materia organica, tal y como recomiendan Thiele et al. (2019). Una vez degradado el material,
el contenido se pasé por filtros de microfibra de vidrio Whatman® (Grado GF/F, 47 mm), se sec
durante una noche (24h) a 60°Cy se inspeccion6 bajo un estereomicroscopio (Leica S9i). Snto
Se anot6 el nimero, el tamano, el colory la forma de las particulas, sacando fotos de todos los
microplasticos identificados.
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5.2.6 Controles de contaminacion

En todo momento se aplicaron medidas comunes para limitar el riesgo de contaminacion
de las muestras, extremando las mismas en las fases de manipulacién en el barco. Durante la
manipulacion de las muestras se dispusieron filtros limpios en placas de Petri. Se colocaba
un filtro nuevo por cada transecto y se situaba en la zona de operacién de cada uno de los
dispositivos de muestreo: en el caso del MuMi, en la mesa donde se desenroscaban los filtrosy
se introducian en las bolsas independientes (Imagen 5.5); en el caso de la red Manta, en la zona
donde se hacia el trasvase del copo a los botes (Imagen 5.6).

En el laboratorio, de manera analoga a lo realizado en los estudios previos y especificado
en el Capitulo 3: (1) Se usé ropa de laboratorio de algodén durante el analisis; (2) Todo el equipo
se limpid y enjuagd con agua filtrada ultrapura y se revisé bajo un estereomicroscopio para
detectar la contaminacién aérea antes de su uso; (3) Se colocé un papel de filtro himedo en una
placa de Petri texto a las areas de operacion en el laboratorio y se revis6 para detectar la
contaminacién aérea; (4) Se realizaron blancos de procedimiento (250 ml de agua ultrapura
pasada por el sistema de filtracion al vacio), sometidos al mismo tratamiento que las muestras
(exposicion al aire, digestion, filtracion al vacio, etc. ); (5) Todas las muestras se cubrieron
después de cada paso del procedimiento.

v

Imagen 5.5 Control de contaminacion mediante  |magen 5.6 Control de contaminacién mediante
colocaci6n de ﬁltrg limpio en pla'cg petri co‘Iocado €N colocaciénde filtro limpio en placa petricolocadoen la
la zona de operacion del dispositivo MuMi, la mesa ;512 de operacién de lared Mantaal realizarel trasvase

del barco en la que se desenroscabany enroscabanlos  de| contenido filtrado a los botes correspondientes.
filtros usados y nuevos.
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5.2.7 Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico, las concentraciones de microplasticos obtenidas con cada
método de muestreo se convirtieron en nimero de particulas por metro cibico. Los datos no
se ajustaban a los supuestos paramétricos de normalidad y homogeneidad de la varianza, por
lo que se utilizaron pruebas no paramétricas (pruebas de suma de rangos de Wilcoxon) para
comparar los métodos red Manta y MuMi. Del mismo modo, se utilizaron pruebas de suma
de rangos de Kruskal-Wallis para comparar las concentraciones de microplasticos encontradas
con los diferentes métodos entre los seis transectos. Se asumid una significacién estadistica de
a =0,05. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el lenguaje de scripting en un
entorno RStudio (RStudio Team, 2022). El mapa se produjo utilizando el software QGIS (QCIS
Development Team, 2021).
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5.3 Resultados

Losdosdispositivosde muestreose utilizaronsimultaneamentedurantelosseistransectos
realizados, lo que limita los principales factores diferenciadores, aparte de las caracteristicas de
cada dispositivo en si, a dos: el volumen de agua muestreado y el tamano de la malla.

El total de litros filtrados por el muestreador MuMi, conocido por su caudalimetro
incorporado, fuede 2224.8, con una media de 370.8 litros por transecto (sd =80.5, min.=289.9 L;
max.= 512.2 L). Por el contrario, las estimaciones del volumen filtrado realizadas para la red
Manta, que se basaron en la apertura de su boca (0.15 m?) y la distancia de arrastre (1 MN),
siguiendo los calculos de Karlsson et al. (2020) arrojaron un total de 833400 litros,
correspondientes a 138900 litros por transecto, o expresado de otra manera, por milla nautica
(Tablas.1).

Tablas.1: Nimeroy concentracién de microplasticos identificados segiin método de muestreo y por transecto.

Ambos dispositivos filtraron el agua de mar a través de una malla de 200 um, aunque
el MuMi tenia una adicional de 50 pm. La distribucién de las particulas se puede ver en la
Figura 5.3, donde los microplasticos del MuMi se segregan ademas segln la malla en la que se
encontraron para poder comparar con los datos de la red Manta. Se encontraron particulas en
cada una de las muestras tomadas, y se filtraron un total de 408 microplasticos: 269 (65.9%)
con lared Manta y 139 (34.1%) con el muestreador MuMi. Segtin su morfologia, se identificaron
250 fragmentos (61.3%), 155 fibras (38%) y 3 pellets (0.7%).

Los blancos de procedimiento se realizaron en paralelo con las muestras y se analizaron
del mismo modo que las demas muestras para detectar microplasticos. No indicaron grandes
fuentes de contaminacion potencial, ya que los microplasticos encontrados en los papeles
de filtro de control fueron insignificantes: nueve en total, encontrados en los distintos filtros
colocados en los diferentes entornos de trabajo durante los procedimientos del barco y del
laboratorio.
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El nimero medio de microplasticos recogidos por los dos sistemas fue significativamente
diferente (prueba de Wilcoxon, W=34, valor p=0.002165 < 0.05). La red Manta filtré una media
de 44.8 particulas (min.=13; max.=98; sd=29.1) frentealas 23.2 (min.=6; max.=36;sd =13.7) que
recogio el MuMi, que corresponden a 8.3 (min.=2; max.=19; sd =7.2) y14.8(min.=2; max.=28;
sd=8.9) paralas mallas separadas de 200y 50 pm respectivamente. La Figuras.3 muestra el total
de particulas recogidas por cada método en cada uno de los transectos (puntos grises), con una
linea que representa la medianay el rombo interior la media.

En cuanto a la distribucién del color, en general hubo mayoria de particulas blancas,
negras, azules e incoloras (Fig. 5.4). Destaca el predominio de las particulas claras (incoloras y
blancas) recogidas por la red Manta y de las azules recogidas por el muestreador MuMi, que a
su vez corresponden a una mayoria de fragmentos y fibras respectivamente. Traducidos estos
datos en nimero de particulas por volumen de agua muestreada, las concentraciones medias
son de 0.3 MP/m? (min.=0.1; max.=0.7; sd =0.2) paralared Mantay de 66.6 6 MP/m? (sd = 42.7)
para el muestreador MuMi. O bien, 23.3 MP/m? (min.= 3.9; max.= 54.3; sd =19.9) y 43.3 MP/m?
(min.= 5.4; max.= 92.5; sd=30.3), si consideramos los tamafnos de malla (200 y 50 um) por
separado.

Fig.5.3: Boxplot que representa los microplasticos recogidos en cada uno de los transectos (cada uno de los
puntos grises) seglin el método y el tamano de malla (donde sélo el MuMi tiene un tamafio de malla de 50 um).
Las lineas interiores representan la medianay los rombos la media.
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Las diferencias en la abundancia de microplasticos (nimero de particulas por metro
clbico) son muy notables (prueba de Wilcoxon, valor p < 0.005), siendo las densidades
reportadas por el muestreador MuMi mucho mas altas que las de la red Manta para todos los
transectos. Esto puedeverseenlaFiguras.5,dondelosdatosdeabundanciase hantransformado
ala escalalogaritima.

El tamafo de malla adicional de 50 um del MuMi recogi6 el 64% del total de particulas
filtradas porestedispositivo, fraccion que sediferenciaenlaFigura 5.5. En cuantoala morfologia
de las particulas, el tipo de particula (fibra, fragmento o pellet) recogido predominantemente
por cada uno de los sistemas de muestreo es notablemente diferente. La mayoria de los
microplasticos recogidos porlared Mantasonfragmentos, frenteal 5% que filtr6 el muestreador
MuMi. Por lo tanto, las comparaciones entre métodos o entre transectos también estan
necesariamente relacionadas con este factor, una cuestion sobre la que se profundiza en la
discusion.

Fig.5.4: Distribucion de colores de las particulas identificadas, seglin modo de muestreo (Red Manta,
Muestreador MuMi) y tipo de particula: fibra, fragmento o pellet.
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Fig.5.5: Distribucion de los tamafios de particula segtin el modo de muestreo (Red Manta, Muestreador MuMi),
tamafio de mallay tipo de particula: fibra, fragmento o pellet.
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Fig.5.6: Abundancia de particulas encontradas en cada transecto seglin el modo de muestreo y diferenciadas
segln la morfologia.Sélo se tienen en cuenta aquellas filtradas con la malla de 200 pm en el caso del MuMi.
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Las diferencias en las densidades declaradas entre los dos métodos son significativas
segln el T-Test para muestras emparejadas (valor p = 0.01276 < 0.05). Sin embargo, ninguno
de los dos métodos muestra una diferencia significativa entre los transectos. Por lo tanto, en
este trabajo consideramos los seis trantos realizados como seis réplicas de prueba de ambos
métodos de muestreo.

Analizando los resultados en base a la distribuciéon de tamanos de las particulas
identificadas, encontramos un predominio de particulas entre 1y 2 mm (41.4%) y entre
3y 4 mm (24.5%). La Figura 5.7 muestra cdmo cuanto mayor es el tamafno de las particulas,
menos particulas encontramos, tanto para la red Manta como para el muestreador MuMi. En el
caso de este tltimo sistema, podemos ver cémo la incorporacién de la segunda malla, con un
tamafio de poro mas pequeno, es la responsable de capturar mas de la mitad del total de
particulas filtradas por este sistema, concretamente 89 microplasticos, que corresponden al
64% del total filtrado.
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Fig.5.7: Craficos de barras que representan la distribucién de los microplasticos identificados con cada uno de
los sistemas de muestreo, diferenciados segiin el tamafio de la mallay el tipo de particula. Notese la diferencia
en las escalas en los ejes verticales.
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5.4 Discusion

Nuestra investigacion muestra que la contaminacion por microplasticos es frecuente en
el sur de Tenerife. Las particulas estaban presentes en todas las muestras independientemente
del método utilizado, con concentraciones de microplasticos que oscilaban entre 0.1y 92.5
particulas/m? considerando ambos métodos.

La metodologia de muestreo empleada influyd en la concentracién estimada de
microplasticos, ya que el muestreador MuMi reporté concentraciones de hasta tres 6rdenes
de magnitud mas altas que la red Manta. Varios estudios han abordado la comparaciéon de
métodos para el muestreo de microplasticos variando el tamano de las mallas, o la profundidad
de muestreo (Karlsson et al., 2020; Lusher et al., 2015, 2014; Zheng et al., 2021). En términos
generales, este estudio corrobora la cuestién abordada por Creen et al. (2018) en el sentido de
que los datos aportados sobre la abundancia de microplasticos en el medio marino son muy
variables en funcién del método de muestreo utilizado. Esta cuestién también se sefiala en las
recientes directrices del Programa de Asesoramiento y Monitorizacion del Artico (AMAP, por
sussiglaseninglés) (2021), haciendo hincapié en la precaucion ala hora de comparar resultados
entre estudios que se han desarrollado bajo diferentes metodologias.

Esta disparidad ha sido resaltada por Miller et al. (2021), quienes en su revision de
métodos, al comparar los resultados entre las redes de arrastre y los sistemas de muestreo
basados en la coleccién de pequeios volimenes, las redes resultaron dar datos de abundancia
hasta dos 6rdenes de magnitud menores. Zhang et al. (2021) compararon los resultados
obtenidos tras el muestreo de las aguas del rio Lijiang en China con tamices y redes de plancton
de diferentes tamanos de mallay encontraron diferencias muy significativas entre los métodos
que atribuyen, en parte, a los diferentes volimenes filtrados, que diferian hasta en tres 6rdenes
de magnitud, como es el caso de nuestros resultados.

Con el presente estudio se ha pretendido mantener el mayor nidmero de variables
en comin (tamafno de malla, simultaneidad en la distancia recorrida, misma velocidad de
navegaciony profundidad de muestreo, ...), pudiendo asi evaluar las diferencias en los datos de
microplasticos que se reportan en funcion del tipo de equipo utilizado y los inconvenientes que
pueda presentar.

En los siguientes subapartados se discuten algunas de las cuestiones que han surgido
de la comparacion realizada. Se hace especial hincapié en dos factores clave: el volumen de
agua muestreado y el tamafio de malla utilizado. Ademas, también se reflexiona sobre las
condiciones de operatividad de ambos métodos, que sirven para poner de manifiesto las
ventajas e inconvenientes de cada uno de ellos, y las ventanas de oportunidad y mejora en
cada caso. Por altimo, aunque el objetivo principal de este estudio es mas bien metodolégico,
los resultados cuantitativos también nos proporcionan una capa de informacién basica sobre
la contaminacién por microplasticos en esta zona de estudio, que es muy importante por la
biodiversidad que albergay la presién antrépica a la que esta sometida.
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5.4.1 Comparacion de la operacion con ambos métodos de muestreo

Larutinade lanzamiento de los dos sistemas de muestreo es bastante similar. Unavez que
la embarcacion se situaba en el punto de inicio del transecto, ambos dispositivos, previamente
atados con cabos de remolque, se lanzaban al agua desde la popa de la embarcacion. Una vez
completado el transecto, ambos dispositivos se recuperaban del agua tirando de las lineas de
anclaje. En este sentido, la operaciéon con el MuMi, dadas sus dimensiones mas manejables,
resulta algo mas sencilla. Aunque ambas pueden llevarse a cabo sin necesidad de grandes
requerimientos técnicos por parte de la embarcacion, el lanzamiento y posterior recuperacion
de la red Manta precisa de al menos dos personas libres para la maniobra.

Unavez que los dispositivos estan a bordo, una de las principales diferencias es el tiempo
necesario para obtenery almacenar las muestras en un lugar seguro y libre de contaminacién
y para preparar el instrumento para un nuevo lance. En este sentido, la posibilidad de utilizar
filtros intercambiables y nuevos en cada uno de los transectos que ofrece el MuMi es muy
ventajosa. De lo contrario, la muestra recogida con la red Manta debe seguir siendo recogida
en este punto (utilizando chorros de agua para limpiar la red y recogiendo el material retenido
en botellas) con el consiguiente empleo de tiempo y pérdida de eficacia en la recogida de la
muestra. Ademas, este procedimiento conlleva el riesgo de que la contaminaciéon acumule
particulas que no se han limpiado bien de la red de un transecto a otro, o que el tejido esté mas
obstruido con materia organica en los transectos finales en comparacion con los iniciales, y por
tanto se filtre con un tamano de malla inferior.

Ademas, dado que la red Manta también recoge mayores cantidades de materia organica
y organismos asociados a la superficie del mar, esto también conlleva un mayor tiempo de
procesamiento de las muestras. De hecho, se recomienda evitar el muestreo con la red de
arrastre durante el atardecer, ya que es probable que se produzcan grandes voliimenes de
zooplancton al migrar a la superficie al anochecer (CGESAMP, 2019). La digestion de esta materia
organica, utilizando KOH al 10% a temperatura ambiente, puede tardar hasta varias semanas
en reducirse a niveles lo suficientemente bajos como para no dificultar la identificacién visual
al microscopio (Lusher et al., 2017), por lo que alin siendo mas representativa del medio dado
el mayor volumen de agua que filtra, la red de Manta tiene el inconveniente de ser mucho mas
costosa en cuanto al tiempo invertido para analizar las muestras.

Como se expresa en el trabajo de Prata et al. (2020), en el que se realizan experimentos
de volumen para el muestreo de microplasticos, las muestras resultantes de los volimenes
mas altos son de menor calidad debido a la abundancia de materia organica y mineral, que
puede ocultar los microplasticos. En futuros estudios, seria interesante optimizar el protocolo
de digestion alcalina de la materia organica segln las recomendaciones del GESAMP, que
sugieren utilizar 40mL de KOH 10M por cada 0.2 g de peso seco de la muestra mantenida a
60°C durante 24 horas (CGESAMP, 2019). Este tltimo método ha demostrado ser muy eficaz para
eliminar el material biogénico ingerido por los peces (Lusher et al., 2017, Rochman et al., 2015).
Precisamente, segln la publicacién de la AMAP sobre este tema (2021), todavia hay mucho
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margen para aumentar la calidad y reducir el tiempo y los costes de estos procedimientos en el
estado actual de la técnica.

5.4.2 Volumen de muestreo

Unadelasdiferenciasclave enlacomparaciondelared Mantay el muestreador MuMies la
cantidad de agua muestreada. Esta cuestion conlleva tres factores que, a tenor de los resultados
obtenidos, hanresultado fundamentales para el analisisy lacomparacion de losinformes sobre
microplasticos. Estos tres factores, en los que profundizamos en los apartados siguientes, tienen
que ver con (A) la certeza de conocer el volumen de agua filtrada, y la reproducibilidad de los
volimenes obtenidos, de manera que los resultados puedan ser replicados satisfactoriamente,
y (B) la representatividad de las particulas obtenidas en funcién del volumen filtrado.

a. Certezadel volumen filtrado

Conocer el volumen exacto de agua filtrada es uno de los puntos débiles de los sistemas
de muestreo basados en la red de arrastre. Tras analizar 35 estudios publicados en 2021 sobre
el seguimiento o muestreo de microplasticos con redes Manta (Anexo 5.1), podemos concluir
que el uso de caudalimetros se ha extendido mucho, siendo un elemento incorporado en el
66% de los articulos. Sin embargo, también cabe destacar el hecho de que, atin incorporando
un caudalimetro, su disposiciéon no permite medir el volumen exacto de agua filtrada por la
red, sino que necesariamente se debe realizar una estimacion en funcion del tamafo de la
boca de la estructura, su grado de inmersién y un factor teérico, como se explica en Liu et al.
(2021) y Suteja et al. (2021). Como expresan Razeghi et al. (2021), al cambiar la profundidad de
inmersion de la red constantemente con las olas, el viento y el movimiento del barco, es dificil
estimar el volumen exacto de agua filtrada. De hecho, en algunos de estos estudios se utiliza
la red de Manta con el caudalimetro incorporado, pero los resultados se siguen reportando por
area cubierta (Bowman et al., 2021; Okuku et al., 2021).

En nuestro caso, el volumen de agua recogido por la red Manta se calculé siguiendo las
estimaciones realizadas por Karlsson et al. (2020). No obstante, la incertidumbre en el volumen
es probablemente la mayor falta de fiabilidad en el muestreo con una red de arrastre, siendo
un area en la que hay hueco para la innovacién en aras de una mayor precisién. Precisamente
por el hecho de que, incluso incorporando un caudalimetro, las estimaciones de los voliimenes
filtrados pueden ser muy dispares entre réplicas (Karlsson et al., 2020), la repetibilidad de los
volimenes reportados al realizar un estudio de seguimiento puede ser también una desventaja
de las redes de arrastre como método de muestreo frente a muestreadores como el MuMi u
otros de similares prestaciones.

Comoresultadodeesteestudio,delosseistransectos realizados, los volimenes estimados
para la red Manta fueron de 138.9 m?, mientras que los valores reales del muestreador MuMi
estuvieron entre 0.29y 0.51 m? por transecto, con una media de 0.37 m?*(sd =0.08 m?). Sien lugar
de medir el volumen filtrado con el muestreador MuMi con el caudalimetro lo hubiéramos
estimado, podriamos haber cometido un error de hasta el 8% en el reporte de los datos de
concentracién de microplasticos, ya que los litros de variacién equivalen aproximadamente a
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cinco particulas mal estimadas. Las variaciones en los volimenes se deben a que el criterio para
establecerlos transectos se tomé como una milla ndutica navegada,y noel alcanzarunvolumen
concreto. Por lo tanto, conocer el volumen filtrado exacto es una clara ventaja del muestreador
MuMi sobre la red Manta, que no sélo ofrece datos de concentracién mas precisos, sino que
también proporciona volimenes de muestreo exactosy, por lo tanto, reproducibles.

b. Representatividad de las particulas por volumen filtrado

Los grandes volimenes de muestra suelen ser deseables porque se ven menos afectados
por la heterogeneidad en la escala espacial de las aguas superficiales, una cuestion que afecta
especialmente a las microparticulas mas grandes (Miller et al., 2021). En este sentido, una baza
caracteristica en este caso de la red Manta frente al muestreador MuMi es su capacidad para
filtrar grandes volimenes de agua en un corto periodo de tiempo (Tamminga et al., 2019). Sin
embargo, dada laintensidad del trabajoy el tiempo que conlleva la recogida, el procesamiento
y el andlisis de cada muestra, recoger el menor tamafno de muestra posible es un enfoque que
puede ser muy adecuado a la hora de disefiar un experimento. Como afirman Prata et al. (2020)
ensuestudio, filtrarel minimo volumen necesario tiene laventajadedarla posibilidad de tomar
mas réplicas en la zona y, por tanto, obtener datos mas representativos de la concentracién
de microplasticos.Se sabe que la distribucién de los microplasticos no es homogénea ni en la
superficie ni en la columna de agua (Sonmez et al., 2022), por lo que para conocer mejor la
distribucion de los microplasticos, asi como su transporte, es interesante poder aprovechar el
esfuerzo de muestreo para realizar una malla de muestreo mas amplia, que cubra un mayor
nimero de estaciones o transectos, y que por tanto proporcione una informacién mas detallada
y concisa.

En este estudio no hubo suficientes réplicas para poder establecer y recomendar un
umbral de deteccién, pero se han realizado estudios especificos por parte de otros autores.
Segln la investigacion realizada por Lenz y Labrenz (2018), los volimenes de agua filtrada
pueden reducirse a medida que disminuye el tamafio de particula objetivo sin perder
representatividad. Es decir, para los microplasticos mas grandes (por encima de 200-300 pm),
cuyas concentraciones suelen ser inferiores a una particula por metro clbico, es necesario,
por tanto, tomar muestras de varias veces este volumen. Sin embargo, las concentraciones
reportadas de los microplasticos mas pequefnos son hasta dos 6rdenes de magnitud superiores,
por lo que los volimenes de muestreo pueden reducirse sin perder eficacia en el muestreo. En
nuestro caso, el nimero medio de particulas por metro clibico obtenido fue de 66.7 (sd = 42.7)
para el caso MuMi (que cubre los tamafnos mas pequenos con la mallade 50 um), frentea 0.3 (sd
=0.2) parael casodelared Manta. Porlo tanto, los requisitos de volumen minimo son diferentes
para cada sistema. También se han realizado otros estudios de reproducibilidad de réplicas
para microplasticos pequenos que recomiendan volimenes de 0.5-1litro para futuros estudios
(Prata et al., 2020). En dltima instancia, el volumen de agua necesario dependera ademas de
la presencia de elementos antropogénicos y organicos por muestra (Arctic Monitoring and
Assessment Programme (AMAP), 2021).
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Para ver hasta donde se puede reducir el volumen sin perder representatividad, Karlsson
etal. (2020) realizaron un muestreo comparativo entre la red Manta y un método de filtracién
por bombeo determinando el nimero minimo de particulas por muestra que se debe registrar
para evitar falsos negativos. Para el volumen recogido y basandose en los resultados de una
estimacion estadistica, se considera un minimo de 26 particulas por muestra. Esto corresponde
a una desviacion estandar relativa del 20% calculada a partir de una funcién de densidad de
probabilidad de Poisson, que es inferior a |a variabilidad real de la muestra (55%).

Realizando el mismo tratamiento estadistico para nuestro caso de estudio, podemos
afirmarque, tanto para el muestreador Manta como para el MuMi, se filtré6 un nimero suficiente
de particulas para que las muestras fueran representativas. En el caso de la red Manta, la

Fig.5.8: a) Grafico de densidad del nimero de microplasticos segiin el modo de muestreo. Se indica el nimero
medio de microplasticos filtrados con cada método. b) Datos utilizados para la estimacion estadistica de la
representatividad de la muestra, donde p es la media de las particulas filtradas por cada método, sd la desviacién
estandar de estas observacionesy la varianza calculada a partir de la estimacién estadistica basada en el estudio
de Karlsson et al. (2020), de la que se obtiene la desviacién estandar relativa (RSD estimada) y se compara con la
observada (RSD observada).
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desviacion estandar relativa estimada es del 14.94% (frente al 64.96% de variabilidad en las
observaciones reales). En el caso del MuM.i, la variabilidad observada es del 59.05%, mientras
que, con una media de 23.2 particulas, la desviacion tipica relativa alcanza un porcentaje similar
(20.76%) al delas 26 del estudio mencionado anteriormente. La Figura 5.8 muestra las funciones
de densidad de probabilidad de ambos dispositivos. Obsérvese que en el caso del MuMi la
distribucion es bimodal, lo que corresponde a las dos mallas que incorpora este dispositivo
(200y 50 um), frente a la malla Ginica de 200 um de la red Manta.

5.4.3 Tamanos de malla

El tamafo de la mallainfluye en gran medida en las concentraciones reportadas (Prata et
al., 2019). El muestreo con redes de Manta suele configurarse con redes de entre 200y 330 um.
De hecho, mantener estos tamanos de malla para el monitoreo de muestras ambientales es
deseable, para que los resultados puedan ser comparados con informes anteriores, como se
recomienda en las Directrices para la armonizacion de los métodos de monitorizacion de microplasticos
en la superficie del océano publicadas por Michida et al. (2019).

En este estudio, se utilizé6 una malla de 200 pm tanto para la red Manta como para el
muestreador MuMi. Aun asi, la abundancia de particulas reportada por ambos métodos
excluyendo las particulas retenidas en la malla adicional de 50 pm fue significativamente
diferente (Fig. 5.7). E incluyendo esta fraccién, la diferencia fue de varios érdenes de magnitud
mas para los informes del MuMi que para la red Manta. En concreto, disponer de una malla mas
fina adicional en el muestreador MuMi contribuyé en un 64% al recuento total de particulas
identificadas por este sistema de muestreo, demostrando asi la importancia de obtener datos
sobre las particulas mas pequenas, no s6lo por su potencial riesgo, sino también por su probada
abundancia en el medio ambiente (Rochman, 2015).

En este sentido, Lindeque et al. (2020) ya destacaron en su publicacion la subestimacion
quese produceenlarecogidade los microplasticos mas pequenos con los métodos de muestreo
tradicionales. Ademas, las concentraciones reportadas podrian aumentar hasta1oveces cuando
se utiliza una malla de 100 um en lugar de una de 500 um, o 2.5 veces utilizando una red de
100 pm en comparacioén con una de 333 um. Asimismo, Kang et al. (2015) identificaron 0.62-860
microplasticos/m?utilizando una red Manta de 330 umy 21-15560 microplasticos/m? utilizando
una red de mano de 50 um en la desembocadura del rio Nakdong, en el Mar del Sur de Corea.
En la misma linea, Vermaire et al. (2017) descubrieron que una red de nylon (100 pm) revelaba
concentraciones casi cien veces mayores que una red Manta (333 um), 100 y 1.35 particulas por
metro cubico, respectivamente. Del mismo modo, Dris et al.(2018) también afirmaron que el
uso de una malla de muestreo de 80 pm frente a una de 330 um aumentaba la posibilidad de
muestreo de fibras en 250 veces.

Por Gltimo, en cuanto a las mallas utilizadas, el hecho de no filtrar directamente sobre la
mallade 50 pm,sinodisponer previamente de un filtro de desbastey otro de 200 um, contribuyé
eficazmente a su buen funcionamiento, sin que se produjeran colmataciones en ninguno de los
transectos realizados. En este sentido, la experiencia previa en el estudio de Enders et al. (2015),
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en el que el objetivo inicial de filtrado con una malla de 10 um tuvo que ser sustituido por una
malla de 50 um debido a la saturacién de la misma, fue ttil para establecer los detalles de la
metodologia en el presente estudio.

5.4.4 Diferencias en las caracteristicas de las particulas filtradas

a. Predominanciasegin tipo de particula

El tipo de particulas que recoge preferentemente cada muestreador presenta diferencias.
En el caso de la red Manta, los fragmentos y pellets representan el 91.45% (246/269) del total
de particulas, mientras que las fibras sélo representan el 8.55%. En cambio, en el caso del
MuMi ocurre lo contrario: sélo se recogen 7 fragmentos, que corresponden al 5% del total.
La procedencia de las fibras no esta exenta de sospechas en cuanto a las posibilidades de
contaminacion aérea, especialmente cuando los estudios se realizan en espacios que no pueden
estar tan controlados como un entorno limpio de laboratorio. En este sentido, se deben tomar
precauciones tanto durante la manipulacion de las muestras en el barco como en el laboratorio,
realizando los controles recomendados por AMAP (2021) y siguiendo cuidadosamente las
pautas de identificaciéon de Lushery Hernandez-Milian (2018).

Las diferencias en las concentraciones entre la red de arrastre y el MuMi en el presente
estudio podrian estar condicionadas por dos factores determinantes que afectan directamente
al tipo de particula filtrada. Estos serfan (1) la respuesta de cada dispositivo a las diferentes
condiciones hidrodinamicas a las que estan sometidos con respecto a los fragmentos, y (2)
la variacion en la profundidad de muestreo, que en principio parecia ser despreciable. Esta
diferencia en la preferencia de las particulas atrapadas por cada enfoque también se puso de
manifiesto en el ensayo comparativo realizado por Green et al. (2018), que compararon los
métodos de muestreo con botellas de un litroy red de zooplancton, y por Song et al. (2014), que
corroboraron, tras comparar diferentes modos de muestreo en aguas superficiales, que tanto el
nimero como el tipo de particulas variaban en funcién del método de recogida utilizado.

La forma mas abundante de desechos marinos en la superficie del océano son los
fragmentos de tamano milimétrico con una densidad media del material de 965 Kg/m?, es
decir, inferior a la densidad del agua superficial de 1027 Kg/m? (Morét-Ferguson et al., 2010).
En su estudio sobre el efecto de la mezcla del viento en la distribucién vertical de las particulas
plasticas flotantes, Kukulka et al. (2012) afirman que, al ser particulas pasivas, estan sometidas
a la fisica de los procesos de mezcla en la superficie del océano. Asi, los movimientos de los
microplasticos en la columnadeaguasonimpulsados principalmente porsu densidad, tamafo
y forma, pero también pueden ser modificados por la turbulencia. En consecuencia, en lo que
respecta a los fragmentos, seglin nuestro punto de vista, el hecho de que la red Manta filtre
principalmente este tipo de particulas en comparacién con el muestreador MuMi puede estar
relacionado con la hidrodinamica de las particulas, que son mas grandes y tienen una mayor
superficie en relacién con su longitud. A pesar de que la red Manta estd montada sobre una
estructura que también genera turbulencia, estas particulas también tienen mas margen para
ser interceptadas en su trayectoria por la red. Ademas, el grado de turbulencia que genera el
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muestreador de microplasticos en la superficie en relacién con el pequefio didmetro de su boca
de entrada puede estar condicionando la entrada de los fragmentos en el muestreador.

En cuanto a las fibras, una hipétesis que puede explicar la disparidad de resultados
(donde el 95% de las particulas filtradas por el MuMi eran fibras, frente al 1.7% filtrado por
la red Manta) puede estar relacionada con una minima pero relevante diferencia en la
profundidad de muestreo de ambos dispositivos. Esto ha sido mencionado anteriormente por
otros autores como una posible explicacion (Michida et al., 2019), y también esta relacionado
con las diferencias en las densidades relativas de los diferentes tipos de particulas.

Aunque ambos dispositivos se instalaron de forma que muestreaban las aguas
superficiales, la red Manta esta colocada de forma que la mitad de su abertura esta siempre por
encimade lasuperficie del océano, porlo que siempre recoge las particulas que flotanenla capa
mas superficial del océano. Sin embargo, el MuMi, al tener una abertura mucho mas pequena,
estd configurado para que su flotabilidad sea menor, de manera que pueda ir sumergido y
filtrarelagua, y no rebotar en la superficie del mar. Esta configuracién, por tanto, puede afectar
al muestreo de esta capa superficial, saltdndosela en algunas partes de su recorrido.

Esta limitacion es comun a los sistemas de muestreo basados en el bombeo de agua,
como explican Zobkov et al. (2019) en su trabajo: la dindmica de flotacion y acumulacién de
particulas hace que las fibras dominen las capas subsuperficiales mientras que los fragmentos,
que tienen una mayor flotabilidad por su relaciéon peso/superficie, estan mas presentes en la
capa superficial. Como también corroboran otros autores, esta diferencia centimétrica puede
ser clave para determinar el tipo de particula recogida por cada método (Song et al., 2014).

b. Tamanos

La fragmentacion de la basura marina de mayor tamano y de los plasticos en trozos
mas pequefios es bien conocida (Hidalgo-Ruz et al., 2012), lo que justifica que, a medida que
disminuye la clase de tamano, aumente la abundancia de particulas (Tokai et al., 2021). La
mayor parte de las particulas identificadas se encontraban entre 1y 4 mm, lo que coincide con
los recuentos del estudio de Eriksen et al. (2014) en el que se contabilizan los microplasticos
de 24 expediciones (2007-2013) a través de los cinco giros subtropicales, la costa de Australia,
la Bahia de Bengala y el Mar Mediterraneo realizando arrastres de red de superficie (N = 680),
donde el 57.5% de las particulas se clasificaron en el rango de tamano de 1.01 2 4.75 mm.

También cabe mencionar que, aunque las muestras de particulas se analizaron por
separado en funcién del tamano de malla en el que fueron retenidas, los tamafos de particula
asignados a cada particula vienen dados por las mediciones del microscopio épticoy no estan
vinculados al tamano de malla. Es decir, una fibra de 3 mm de longitud puede haber sido
retenida en la malla de 50 pmy, por tanto, contabilizarse en el tamafio de 3-4 mm, como vemos
enlaFigura5.7,donde en la secciéon de malla de 50 pm encontramos observaciones para todos
los rangos de tamafio. De este modo, se evita una interpretacion errénea de los tamafios de las
particulas.
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C. Colores

Elanalisis del color de las particulas microplasticas es una cuestién que implica una cierta
variabilidad incontrolada de los datos, como la de estar abiertos a la clasificacion subjetiva de
las diferentes tonalidades segtn los observadores o las diferentes clasificaciones designadas
en los distintos estudios. Por ello, los resultados, creemos, deben ser tomados como un aspecto
cualitativo descriptivo, del que podemos hacer algunas breves puntualizaciones. Ademas,
los procesos de foto-oxidacion inducen cambios tanto en el color como en las propiedades
mecanicas de los polimeros plasticos, por lo que incluso el color de las particulas puede no
ser el original. En este sentido, coincidimos con el criterio de Hartmann et al. (2019), en el que
destacan que el color no es crucial en un marco de categorizacion, a pesar de que su inclusién
como descriptor adicional puede tener sentido.

Marti et al. (2020) plantean la hip6tesis de una decoloracién progresiva de las basuras
marinas de plastico, que también es un indicador de la edad de las muestras tomadas. Asi,
del total de particulas recogidas e identificadas en este estudio, casi la mitad (47.79%) tenian
colores claros o tonos decolorados. Este porcentaje se eleva al 71.6% si se consideran sélo los
fragmentos, ya que se contabilizaron hasta 99 fragmentos blancos entre las particulas recogidas
por la red Manta. Por otro lado, el color predominante de las fibras fue el rojo, el azul y el negro,
que también fueron predominantes (>80%) en el estudio del Capitulo 3, realizado con muestras
de agua superficial también del océano Atlantico (Montoto-Martinez et al., 2020).

5.4.5 Resumen comparativo

Las directrices de AMAP (2021) dedican un apartado especifico a la importancia de la
armonizacion y la estandarizacion en el trabajo con microplasticos. El documento reflexiona
sobre ambos términos y las diferencias que conllevan: (1) La estandarizacién requiere el
establecimiento de métodos especificos, limitando la flexibilidad de los procedimientos
entre los distintos grupos de investigacién, pero permitiendo resultados mas comparables;
(2) La armonizacion, en cambio, permite el uso de distintos métodos, aportando siempre los
metadatos y detalles técnicos necesarios y habiendo sido las técnicas rigurosamente probadas,
deformaquelosresultadosobtenidosseantambiéncomparables.Segiinla AMAP los protocolos
estandarizados son actualmente muy limitados en la investigacion de los microplasticos y
la comunidad cientifica suele probar nuevos métodos para su armonizacion, al tiempo que
comunica los datos como fuente de informacién para compararlos con otros estudios.

Inclusodentrode un mismoequipodetrabajo,notodaslasoportunidades deseguimiento
cuentan con los mismos medios o recursos, por lo que consideramos fundamental hablar de
armonizacioén en un sentido flexible, sin pretender llegar a un método Gnico, como también
expresaron Lusher et al. (2021). En este sentido, una de las mejores practicas es compartir
abiertamente las experiencias de los diferentes programas de monitorizacién a nivel nacional
e internacional (desde el muestreo hasta el tratamiento o procesamiento de las muestras)
facilitando asi la coordinaciony fortaleciendo los conjuntos de datos de manera que sea posible
establecer patrones y tendencias globales. Ademas de esto, creemos que es recomendable
dejar espacio paralainnovacion e incluso combinar diferentes perspectivas metodolégicas que
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permitan obtenerunaimagenlomascompleta posible de lacontaminacién por microplasticos,
tal y como proponen Martin et al. (2022).

Asi, con el presente estudio y partiendo de este punto de vista sobre el tema, se ha
querido contribuir a la armonizaciény promocién del seguimiento de los microplasticos en las
aguas marinas superficiales. A partir de nuestras experiencias en estudios anteriores y de las
referencias consultadas, hemos recogido una serie de caracteristicas, pros y contras de cada uno
de losmétodos de muestreo comparados: lared Mantay el muestreador MuMi (Tabla 5.2). Como
otros autores han sugerido previamente (Barrows, 2017; Maietal., 2018; Tammingaetal., 2019),
consideramos que la combinacién de métodos es la mejor opcién para futuras investigaciones,
ya que permite obtener una informacién mas completa y contrastada. Sin embargo, como esto
no siempre sera posible, debemos ser conscientes de las limitaciones del que utilicemos.

Asimismo, como se ha introducido anteriormente, la generacion de datos comparables
con otras zonas o con estudios anteriores en la misma zona es una necesidad en el seguimiento
de contaminantes ambientales. Aspectos criticos como el tamafno de la malla, el volumen
muestreado o la profundidad de la operacién deben ser especialmente tenidos en cuenta. Pero,
al mismo tiempo, también son relevantes cuestiones mas relacionadas con la logistica y el
tiempoy los recursos de que disponen los equipos cientificos. Asi, el coste y el mantenimiento
del dispositivo, o el tiempo de procesamiento de la muestra son dos ventajas clave de MuMi.
Ademas, laposibilidad de fabricarel dispositivo medianteimpresién 3D a bajo costey susencillo
funcionamiento hacen de este dispositivo un candidato muy adecuado para el muestreo de
seguimiento por parte de embarcaciones de oportunidad, como las de recreo, o incluso las de
pesca artesanal o de turismo de avistamiento de cetaceos.

La contaminacién por microplasticos se caracteriza por una dispersion a menudo
irregular sobre la superficie del mary por la influencia de numerosos factores fisicos, quimicos,
biolégicos y climaticos que pueden dar lugar a grandes variaciones en los recuentos incluso en
réplicas contiguas o simultaneasen el tiempo. Teniendo en cuenta estos hechos, el uso del MuMi
también presenta ventajas en este sentido, ya que permite obtener muestras representativas
con un volumen de muestreo menor. A su vez, permite abarcar un mayor niimero de réplicas
sin aumentar desproporcionadamente el esfuerzo de muestreo y el posterior tiempo de
procesamiento de las muestras
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5.5 Conclusiones

Este estudio compara dos métodos de muestreo de microplasticos en aguas marinas: la
red Manta y el muestreador MuMi, un innovador dispositivo de muestreo de microplasticos
protegido como modelo de utilidad.

Aunque se demostré que el volumen de agua filtrado con cada dispositivo era adecuado,
las concentraciones de particulas registradas fueron desiguales, siendo las concentraciones
medias de 0.3 (sd =0.2) para lared Mantay de 66.6 (sd = 4.7) para el muestreador MuM:i. Estas
variaciones se atribuyen principalmente al diseno del muestreador y a la propia estrategia de
muestreo, como la falta de control sobre la profundidad de la muestra en los muestreos en
navegacion.

Ciertamente, el control sobre el volumen filtrado es una cuestién a mejorar en los
muestreos con redes Manta y similares. El muestreador MuMi presenta importantes ventajas
en diferentes aspectos: facilidad de manejo, menor coste, menor tamafno del objetivo de
microplasticos y mayor precision, todo ello manteniendo la representatividad de las muestras
recogidas. Entre los aspectos a mejorar se encuentra el control de la profundidad de muestreo,
que también permitird investigar mas a fondo las diferencias en la distribucién vertical.
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Microplasticos, bisfenoles,ftalatosy
pesticidas en especies de odontocetos de
la Region Macaronésica.
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Resumen

Se sabe muy poco sobre la presencia de microplasticos en especies de nivel tréfico
superior como los cetaceos (Moore et al., 2020). Hasta hace poco, se centraban principalmente
en el estudio de particulas mayores de 2.5 cm, y no se evaluaba |a presencia de microplasticos,
lo que sigue siendo una tarea dificil debido a los grandes volimenes de contenido estomacal e
intestinal y a las dificultades de muestreo.

En este estudio se valida un protocolo para estudios de ingestion de microplasticos que
sirve para obtener muestras de diferentes equipos multidisciplinares. En él, se incorpora un
sistema de filtros a la mesa de necropsia tradicional que resulté ser muy cémodo y eficiente
para la extraccién de particulas microplasticas del contenido gastrointestinal sin interferir en
las tareas propias de los equipos veterinarios, cumpliendo con las necesidades de armonizacion
explicadas por Panti et al. (2019). Este enfoque es totalmente compatible con el protocolo de
necropsia en cetaceos,y al mismo tiempo cumple con las recomendaciones parainformar sobre
los plasticos ingeridos en la megafauna marina (Provencher et al., 2017). El flujo de trabajo
propuesto permite la recogida de datos valiosos para diferentes equipos de investigacion
interdisciplinarios, con el objetivo de armonizar los datos, facilitar las comparaciones a gran
escala de la ingestion de plasticos y también dar una base cientifica a las futuras politicas de
conservacion.

Se examind el contenido gastrointestinal de doce individuos de seis especies de
odontocetos que vararon entre 2018 y 2019 en la Regién Macaronésica (Atlantico Centro
Oriental). Ademas, se analizaron las concentraciones de once contaminantes organicos
persistentes (nonilfenoles, bisfenoles, ftalatos y pesticidas) en muestras de tejido muscular
mediante cromatografia liquida. No se encontraron particulas mayores de 5 mm, a excepcion
de dos etiquetas de plastico ingeridas por el mismo delfin. Por el contrario, todos los animales
contenian microplasticos de diversos tamanos, siendo la mayoria fibras (98.06%, n=708). Los
contaminantes predominantes detectados fueron bisfenoles (4-984 ng/g) y el di(2-etilhexil)
ftalato (DEHP) (102-1533 ng/g). Ademas, a excepcién de dos individuos, todos los animales
reflejaron pesticidas en sus tejidos.
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6.1 Introduccion

La cantidad de basura que, bien a través del abandono directo o mediante la entrada
por escorrentia y otras fuentes de emisién terrestres termina desembocando en los océanos
representa hoy dia una perturbacién ambiental antropogénica de una escala sin precedentes.
Como tal, las basuras marinas se han identificado como un problema global junto con otras
cuestiones ambientales clave de nuestro tiempo. Estd demostrado que puede impactar la
biodiversidad de varias maneras, y sus efectos pueden variar segin el tipo y tamafo de las
particulas, asi como de los organismos que los encuentren o ingieran. En este capitulo se
desarrolla una investigacion especifica mediante un caso de estudio para analizar la ingestion
de basuras marinas, y en particular de microplasticos, en cetaceos.

6.1.1 Laingestion de plastico en cetaceos

La ingestion de plastico por organismos marinos, junto con los atrapamientos o
enmallamientos, es uno de los impactos mas evidentes consecuencia de la contaminacién
por basuras marinas y ha sido ampliamente documentado desde el comienzo de las
observaciones sobre este tema (Laist, 1987, 1997). Las basuras marinas, y en especial los
plasticos, son confundidos con alimento provocando disrupciones estomacales, o alterando
otras funciones de los organismos como, entre otras, la reproduccién (McCauley and Bjorndal,
1999). Tradicionalmente, los mamiferos marinos, tortugas y aves marinas han sido los testigos
mortales mas evidentes de estas afecciones (Deudero and Alomar, 2015), si bien cada vez es mas
amplio el rango de organismos afectados, incluidas especies de peces e invertebrados (Oliveira
etal., 2020; Shalometal., 2022), y hasta los copépodos (Cole et al., 2013). Segin Bergman et al.
(2015), el nimero de especies de aves, tortugas y mamiferos marinos afectados por esta causa
ha aumentd de 143 (33%) a 233 (44%).

En concreto, cinéndonos a los mamiferos marinos, y en particular a los cetaceos, orden
objeto de estudio en este capitulo, la primera cita de |a interaccién de una ballena con residuos
plasticos es de 1979 (de Stephanis et al., 2013). Actualmente, se han documentado casos de
ingestion de macroplasticos en unamplio abanico de especies de cetaceos, incluyendo cetaceos
dentados, como los zifios (Lusher et al., 2015), delfines (Denuncio et al., 2011) o los cachalotes
(Jacobsen et al., 2010).

Los mamiferos marinos son importantes indicadores de la salud de los ecosistemas
marinos, particularmente en relacién con la contaminacién. Dada su larga esperanza de vida,
su tendencia a alimentarse en niveles tréficos elevados y sus reservas de grasa Gnicas que
pueden servir como depdsitos de toxinas antropogénicas, estos animales son considerados
importantes centinelas de la contaminaciéon marina (Bossart, 2011).

Elimpactodelasbasurasmarinassobreestosanimaleshasidoampliamentedocumentado
y ha crecido rapidamente durante la Gltima década (Meaza et al., 2021; Provencher et al., 2017).
En todos los casos, la ingestién y el enredamiento destacan como las principales interacciones
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deletéreas, siendo el plastico el principal material involucrado. Un exhaustivo trabajo de
recopilacion realizado por Kithn et al. (2015) sobre los efectos de los microplasticos en la vida
marina recopilan registros de impactos por ingestion de basuras marinas en mas de lamitad de
las especies de misticetos (53.8%) y odontocetos (61.5%).

La ingestion de plasticos por parte de los cetaceos es una cuestion dificil de estudiar por
varios motivos, entre ellos el tratarse de animales que viven en un habitat lo suficientemente
salvaje como para incluso tras su muerte sélo tener acceso a ellos si llegan varados a costa, o
cerca de ella (Burkhardt-Holm and N'Cuyen, 2019). Al mismo tiempo, evaluar la gravedad de
los impactos que pueden ser fisicos y/o toxicoldgicos plantea un reto adicional (Puig-Lozano
etal., 2018). Ademas, existe una amplia gama de efectos subletales como lesiones en el tracto
gastrointestinal, desnutricion, reduccion de la reproduccién, crecimiento y/o longevidad, etc,,
que se suman a los mas evidentes y que dificultan la evaluacién de los impactos en su conjunto
(Pantietal., 2019).

Los cetaceosvaradosrepresentanunaimportanteoportunidad paraestudiarlainteraccion
de la megafauna marina con las basuras marinasy, por ello, varios estudios han abordado este
tema a partir de este acceso oportunista a animales varados y fallecidos. Hasta la fecha, se han
reportado ingestas de plastico en los informes de necropsias en varias especies de cetaceos;
pero sin embargo, alin se sabe muy poco sobre la presencia de microplasticos en estas especies,
de niveles tréficos superiores (Moore et al., 2020). Hasta hace poco, los estudios se centraban
en particulas de mas de 2.5 cmy por tanto no evaluaban la presencia de microplasticos. Hoy en
dia, estudiar la ingesta de microplasticos de manera rutinaria en las necropsias sigue siendo
una tarea que requiere de refuerzos para su implementacion, en especial debido a los grandes
volimenes de contenido gastrointestinal a muestrear y las dificultades de los aspectos mas
minuciosos del muestreo en si en unas instalaciones que por lo general son amplias y en las
que resulta mas dificil cumplir con protocolos de control de la contaminacién cruzada.

No obstante, existen estudios previos al que se presenta en este capitulo que han
abordado la ingestion de microplasticos en particular, incluidos informes de microplasticos en
especies concretas, con ejemplos tanto de misticetos (Besseling et al., 2015; Garcia-Garin et al.,
2021) como de odontocetos (Lusher et al., 2015; Xiong et al., 2018; Zhu et al., 2019), y también
abordando varias especies, en este caso, de odontocetos (Hernandez-Gonzalez et al., 2018;
Moore et al., 2020; Novillo et al., 2020), o un conjunto de diferentes especies varadas durante
un periodo de tiempo determinado, como es el caso de Lusher et al. (2018), Nelms et al (2019) y
el presente estudio.

6.1.2 Los impactos derivados de la ingestion de plastico

Laingestionde plastico, bienseaintencionadaoaccidental, puede causarlamuertedirecta
a través de la simple obstruccion fisica de los estomagos, o afectar a los organismos mediante
disfunciones estomacales varias, entre ellas efectos quimicos derivados. Los pedazos de plastico
no necesitan ser excesivamente grandes para provocar dafos: la orientaciéon de los mismos
también es clave (Bjorndal et al.,1994),y de ésta puede depender también el tipo de dafo que
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ocasionen. Por ejemplo, en un estudio de Brandao et al. (2011) se documenta la muerte de un
pingtiino por perforacion de la pared del estdmago al ingerir una pajita. Tampoco es necesaria
una obstruccion total del estdbmago, sino que la sensacion de estar saciado es suficiente para
anularla bisqueda de alimento,y que la consecuente falta de nutrientes acabe ocasionando la
muerte indirecta del organismo (Sheavly and Register, 2007). De la misma forma, la ingestion
de pedazos de plastico similares a las bolsas, pueden cubrir parte de la superficie de absorcién
de nutrientes del estbmago y afectar a |a eficiencia de la nutricién o generar tlceras (Hoss and
Settle, 1990; Pettit et al., 1981).

Las aves marinas tienen una cierta probabilidad de regurgitar los plasticos ingeridos
accidentalmente,sibienéstos puedenserposteriormenteingeridos porsuscrias. Porel contrario,
las tortugas marinas y los cetaceos suelen ingerir los plasticos sin posibilidad de regurgitacion
provocandoles una larga lista de efectos sobre su salud (Kithn et al., 2015; Nelms et al., 2016). A
pesarde queexisten ejemplos muy impactantes (de Stephanisetal.,2013),enrelaciénaltamafno
de las poblaciones y los individuos afectados, probablemente sean mas importantes los casos
de efectos subletales, los efectos indirectos derivados de la ingestién de plastico (Bergmann
et al., 2015). Por dltimo, la degradaciéon de los macroplasticos ingeridos en los estbmagos de
los organismos y la consecuente liberaciéon de contaminantes organicos persistentes (COPs) y
aditivos que éstos contienen puede estar generando otros efectos subletales, una cuestiéon que
se sondea en este estudio y que se introduce a continuacion.

6.1.3 Contaminantes organicos persistentes

Las basuras marinas de origen plastico pueden suponer una fuente de entrada de
contaminantes quimicos en los habitats marinos pelagicos y benténicos (Teuten et al., 2007).
Los plasticos pueden acumular una mezcla compleja de contaminantes presentes en el agua de
marcircundante, que sesumaal coctel de productos quimicos queyaincorporande fabrica estos
materiales. Estos contaminantes organicos estan presentes en distintas formas, incluyendo
diferentes aditivos, como plastificantes, antioxidantes, retardantes de llama y estabilizadores
UV y, en algunos casos, constituyen una gran proporcion en la composicioén de los propios
productos (Rochman, 2015). Estas sustancias tienen un alarmante potencial de provocar efectos
fisicos y/o bioldgicos no deseados.

El rapido aumento de la produccién quimica mundial y la expansion de su distribucion
a nivel global, tanto de productos quimicos per se, como de bienes de consumo que los
contienen, estd generando lo que algunos autores han denominado una “intensificacion
quimica’, una situacién en la que los microplasticos representan una fuente importante
entre las denominadas entidades novedosas por Steffen et al. (2015). Dentro de los sectores
de produccién de productos quimicos, aquellos utilizados en la produccién textil representan
un alto porcentaje que se espera crezca a una tasa de crecimiento anual del 4.5 % entre 2019
y 2025 (Grand View Research, 2019). Estos pueden aparecer como pesticidas (utilizados en la
produccién de fibras naturales y tintes), retardantes de llama o recubrimientos que mejoran el
rendimiento, como repelentes de agua o retardantes de fuego (PNUMA, 2011). Los ftalatos, por
ejemplo, pueden constituir hasta el 50% del peso total de los plasticos como el PVC (Rochman,
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2015). El di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) se usa cominmente como revestimiento plastico, como
material impermeabilizante, mientras que los etoxilatos de nonilfenol (NPE) se usan con
frecuencia en detergentes y auxiliares, con la consiguiente liberacién al agua (PNUMA, 2011).

Varios estudios sugieren la transferencia de contaminantes quimicos de los desechos
plasticos a los animales marinos. Los estudios de campo y la monitorizacién indican que las
interacciones que se producen entre la basura marinay la mezcla de compuestos quimicos son
significativos (Pantietal.,2019),y las investigaciones precedentes han identificado los plasticos
como unvectorde elementostraza toxicos enel medioambiente, lo que plantea preocupaciones
en el campo de la toxicidad quimica (Bradney et al., 2019).

6.1.4 Necesidades de investigacion en el campo

La necesidad de implementar un protocolo de operacién para el estudio de la ingesta de
microplasticos en cetaceos varados nace de un escenario donde la ingestion es generalizada en
la biota marina, y las evidencias de los efectos adversos que pueden ocasionar en los distintos
niveles de la cadena tréfica cada vez mas latentes y numerosas (Montoto-Martinez and Celado-
Caballero, 2020, Fossi et al., 2018; Meaza et al., 2021).

Aellosesumalaclarafaltadearmonizacion de métodos parael estudio de microplasticos,
en general,y en concreto en animales de gran envergadura como los cetaceos y la oportunidad
de desarrollarlo en un equipo multidisciplinar, aportando el conocimiento de las ciencias
ambientales y marinas a un procedimiento de estudio patolégico y sanitario ya previamente
establecidoy consolidado desde el campo de |a veterinaria.

En el ambito de la megafauna marina, Provencher et al. (2017) propusieron técnicas
estandarizadas para facilitar las comparaciones espaciales y temporales entre especies y
para avanzar hacia un enfoque mas cohesionado por parte de la comunidad cientifica. Panti
et al. (2019) también consideraron que deberia implementarse un protocolo estandarizado,
sencillo y rentable que permita realizar el analisis de las muestras para detectar la presencia
de microbasuras de forma comparable y transparente. Ademas, todavia hay muy pocos
conocimientos cientificos sobre los impactos potenciales de los microplasticos en los cetaceos
(IWC, 2020), y ain menos sobre el grado de biomagnificaciéon de los productos quimicos
relacionados con el plastico en los animales de nivel tréfico superior, o sobre cémo estos
contaminantes podrian estar impactando en los organismos marinos (en comparacion con
otras fuentes de contaminacién quimica en el medio ambiente).

Antela previsiondelaumento del flujo de plasticos hacialosocéanos (Jambecketal.,2015)
y teniendo en cuenta que el 24% de las 90 especies de cetaceos reconocidas estan amenazadas
(es decir, en peligro critico, en peligro o vulnerables) (Unién Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (IUCN), 2020), profundizar en los efectos de la ingestién de plasticos en los
cetaceos es una cuestion tan pertinente como crucial.

Ademas, el estudio presentado en este capituloserealizé en unazonade granimportancia
ecologica para los mamiferos marinos, con altos indices de diversidad de cetaceos reportados
en numerosos estudios, como Correia et al. (2020) recopilan en su reciente publicacién. En
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concreto, las Islas Canarias representan un importante punto caliente en aguas europeas con
30 especies de cetaceos (7 misticetos y 23 odontocetos) de las 90 descritas en todo el mundo
registradas en el archipiélago (Arbelo etal.,2013; Diaz-Delgado et al.,2018; Herrera et al., 2021).
La zona presenta unas caracteristicas oceanograficas idoneas para los cetaceos tanto tropicales
como de aguas templadas, ya que coexisten las aguas oligotréficas del océano abierto con
las aguas ricas en nutrientes del afloramiento costero provocado por la corriente de Canarias
(Fernandez et al., 2009).

Aprovechando la oportunidad que brindan las redes de asistencia a varamientos de
cetaceos para estudiar la interaccién de la basura marina con los cetaceos, y la experiencia
multidisciplinar previa de los equipos implicados en este trabajo, este estudio propone un
protocolo multidisciplinar para estudiar la ingesta de microplasticos en cetaceos varados e
investiga (1) el nivel de ingestion de plasticos en cetaceos varados (con especial atencién a los
microplasticos, tamizando el contenido gastrointestinal hasta 200 um), (2) las concentraciones
de contaminantes organicos persistentes en el misculo esquelético de estos mismos cetaceos.
Asi, en este estudio se pretende contribuir a estas lagunas de investigacion mediante la
aplicacion de un protocolo que facilite la comparacion a gran escala de la ingestion de plasticos
y proporcione datos de referencia para futuras investigaciones sobre los posibles efectos
ecotoxicolégicos de la ingestion de estas particulas.
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6.2 Material y métodos

6.2.1 Especimenes y sitios de muestreo

Se analizaron los tractos gastrointestinales completos, desde el es6fago hasta el ano, de
12 individuos de 6 especies de odontocetos que vararon entre 2018 y 2019 a lo largo de las costas
de Madeiray las Islas Canarias, en la Regiéon Macaronésica (Atlantico centro-oriental). El listado
de ejemplares se recoge en la Tabla 6.1, y su distribucién en la Fig. 6.1. Todas las especies
estudiadas estan incluidas en el Catalogo Espafol de Especies Amenazadas, dos de ellas
catalogadas como “vulnerables” (BOE (Boletin Oficial del Estado), 2011).

Los animales se almacenaron en una camara a -20°C hasta su procesamiento y
las disecciones se realizaron en la sala de necropsias del Instituto de Sanidad Animal y
Seguridad Alimentaria (IUSA) de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC)
(n=10) y las instalaciones del Museu da Baleia (n=2). En todos ellos se extrajeron los tractos
gastrointestinalescompletos,cuyocontenidoseanalizéenprofundidad paraladeterminaciéon
de la presencia de microplasticos en los laboratorios del grupo de investigacién Tecnologias,
Cestion y Biogeoquimica Ambiental (TGBA), en la Facultad de Ciencias del Mar de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPCC). Paraladeterminacion de contaminantes
organicos persistentes, las muestras fueron enviadas al Departamento de Quimica Analitica
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Educacién a Distancia (UNED), en
Madrid.

Fig.6.1: Area de estudio en la Regién Macaronésica (Atlantico Centro-Oriental), indicando las islas en las que se
encontraron cada uno de los cetaceos varadosy las especies correspondientes.Mapa base: EMODnet Bathymetry
WMS1.3.0
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6.2.2 Prevencion de la contaminacion

Para evitary limitar el riesgo de contaminacion de la muestra, se tomaron las siguientes
medidas: (1) Seus6ropadelaboratoriodealgodénduranteelanalisis; (2) Todoelequiposelimpid
y enjuago con agua Milli-Q y se examind bajo un microscopio para detectar contaminacion en
el aire antes de su uso; (3) Se colocé un papel de filtro himedo en una placa de Petri en la mesa
de necropsia para registrar cualquier particula en el aire que pudiera estar depositandose en
las muestras; (4) Se realizaron blancos de procedimiento (250 ml de agua Milli-Q pasada por el
sistema de filtracion al vacio), sometidos al mismo tratamiento que las muestras (exposicion al
aire, digestion, filtracion al vacio, etc.); (5) Todas las muestras se cubrieron con papel de aluminio
después de cada paso del procedimiento. No se encontraron microplasticos en los blancos de
procedimiento realizados y todos los controles resultaron libres de particulas.

6.2.3 Extraccion del contenido gastrointestinal

Todos los animales incluidos en el presente estudio fueron examinados y sometidos a
necropsia de acuerdo con los procedimientos estandar (ljsseldijk et al., 2019). Los tractos
gastrointestinales se trasladaron a una mesa de necropsia limpia, de acero inoxidable, donde
se lavaron externamente con agua del grifo y se cortaron en diferentes secciones: eséfago,
compartimentos estomacales, ampolla duodenal e intestinos, tal y como se recoge
detalladamente en el protocolo descrito a continuacién y publicado en el repositorio de
protocolos protocols.io (Montoto-Martinez et al., 2021).

Para lograr un disefio mas funcional de la mesa de necropsias para la investigacion de
microplasticos, se realiz6 una adaptacion a medida conectando el drenaje a un conjunto
de tres tamices de acero inoxidable apilados (de 1000, 500 y 200 um) donde el contenido
estomacal lavado quedaba retenido tras los enjuagues (Fig. 6.2). Cada una de las secciones
del tracto gastrointestinal se examindé por separado para su evaluacion diagnéstica
(Imagen 6.1). Se extrajeron los otolitos
de peces y picos de calamar con el
objetivo de ser estudiados por separado
por especialistas en estudios de dieta, y
se procedi6 al diagndstico de las basura
marinas, que se realiz6 teniendo en
cuenta las recomendaciones del dltimo
Taller sobre basuras marinas de la Comision
Ballenera Internacional (2020). El material
retenido para estudio se transfirié a los
botes correspondientes y se transporté
al laboratorio en la Facultad de Ciencias

del Mar, donde se llevaria a cabo el Imagen 6.1 Fotografiadelintestinodeunodelosanimales
procedimiento de digestion de la estudiados dispuesto en una bandeja independiente antes

materia organica y posterior analisis. de comenzar con su muestreo.
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Fig.6.2: Fotografia de la mesa de necropsias enlasalade lasinstalaciones del Instituto Universitario de Sanidad
Animal (IUSA) en la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC) en la que se puede apreciar el sistema
de tamices acoplados al desagiie, una de las singularidades del “Protocolo para el estudio de la ingesta de
microplasticos en cetaceos varados” (DOI: dx.doi.org/10.17504/protocols.io.befxitpn).

A continuacion se enumeran los pasos a realizar en el momento de la necropsia, en la
mismasalahabilitadadondeseatiendenlosanimalesvarados parasuestudio. El procedimiento
a seguir se puede comenzar tras las inspecciones necesarias a efectuar por parte del equipo de
veterinaria, de manera que no se interfiera en sus rutinas ni necesidades de estudio y analisis
para con el individuo objeto de estudio.

1. Trasabrir la cavidad toracica, localice la parte final del es6fago (entre ambos pulmones)
antes de atravesar el diafragma por el hiato esofagico. Separe un poco del tejido
conectivo que lo mantiene en su lugary con un poco de cuerda (o bridas) haga un nudo
alrededor de esta parte del eséfago para sellarlo firmemente. Repita el procedimiento
unos cinco centimetros cranealmentey corte entre las dos zonas anudadas.

2. Posteriormente, tras la extraccion en bloque de los 6rganos toracicos, localice la zona
proximal del es6fago (tras el apéndice laringeo) y séllela como se ha explicado en el
paso anterior.

3. Retirarel eséfago, enjuagarlo externamentey reservarlo en una bandeja aparte.
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4. Después de abrir la cavidad abdominal, sellar la parte final del intestino de la misma
manera que se explicé para el es6fago, haciendo dos ligaduras con un poco de cuerda (o
bridas) alrededor de esta porcidn intestinal.

5. Extraer el paquete gastrointestinal en bloque y separarlo del resto de las estructuras
(pancreas, bazo, ganglio linfatico mesentérico, etc.).

6. Separar el estbmago junto con la ampolla duodenal del resto del intestino. Para ello,
sellaremos la parte proximal del duodeno con dos ligaduras, dejando un espacio de
unos 5 cm entre ellas realizando un corte en la zona central de este espacio.

7. Diseccionar con cuidado, separando el intestino del mesenterio.

8. Aclarar externamente el estémago y la ampolla duodenal por un lado y el paquete
intestinal por el otro y disponer en bandejas separadas para su analisis.

Durante todo el procedimiento, y especialmente llegado este punto en el que se abriran
cada uno de los compartimentos gastrointestinales, se extremaran las precauciones para evitar
la contaminacion, adoptando las medidas citadas anteriormente. Una vez se ha dispuesto el
sistema de tamices acoplados al desagiie de la mesa de necropsia, se procede con los siguientes
pasos, trabajando uno a uno con los distintos compartimentos gastrointestinales separados y
reservados anteriormente en bandejas (Imagen 6.1).

9. Aclare bien el exterior del compartimento a estudiar en la bandeja para posteriormente
abrirlo e ir lavando el contenido directamente en la mesa de necropsia.

10. Aclareelinteriordel compartimento conagua, teniendo cuidado de enjuagar,separando
del tejido en si, todos los restos de digestidn, que serdn retenidos en los tamices del
desaglie.

11. Realice el examen macroscépico del compartimento que esta siendo inspeccionado,
tomando las muestras que sean necesarias para estudios histopatolégicos y, de ser
necesario, microbiologia.

12. Continle lavando el interior del compartimento con abundante agua, frotando bien
las mucosas hasta liberar todos los restos digestivos, que seran convenientemente
retenidos en los tamices acoplados al desagtie.

13. Una vez finalizado el lavado interior del compartimento, aclare la mesa de necropsias
con abundante agua para que cualquier particula que pueda estar sobre la misma
termine retenida en los tamices del desagiie.

14. Proceda a retirar los tamices uno a uno, realizando una observacion en detalle y
extraccion manual de los restos organicos retenidos para la observaciéon y estudio de
la dieta del organismo. Estos restos seran extraidos e introducidos en un recipiente
hermético, almacenandose en un congelador a -20 °C para su posterior estudio en el
laboratorio por parte del equipo especializado en esta materia.
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15. Seguidamente, realice una observacidn exhaustivay extraccion manual de los parasitos®
para,aligual que en el paso anterior, suobservacién e identificacién por parte del equipo
especializado en esta materia.

(*) Se recogerd el mayor niimero de pardsitos presentes para realizar un censo de la carga parasitaria,
introduciéndolos en diferentes recipientes para cada tipo de parasito y organo parasitado (esofago,
estomago y ampolla duodenal, e intestino). Se colocardan en alcohol de 70°, incluyendo en la etiqueta el
nombre del drgano donde se observaron.

Asimismo, en todos los casos se dard un indice de carga parasitaria (1-5) en los 6rganos
donde aparezcan los parasitos:

» Leve: 1-10 parasitos

» Moderada: 20-50 parasitos

» Intermedio: 50-100 parasitos
» Alta: 100-500 parasitos

» Masivo: mas de 500 parasitos

16. Por Gltimo, antes de proceder al almacenamiento del contenido retenido en el tamiz,
proceda con una tltima observacién exhaustivay una extraccién manual de los residuos
no organicos depositados en el tamiz de mayor luz de malla para el estudio de los
posibles elementos de basuras marinasy cuerpos extranos presentes.

17. Los residuos extraidos se introduciran en recipientes diferenciados para cada
compartimento (eséfago, estbmagoy ampolla duodenal, e intestinos) y se almacenaran
en congelacion a-20°C para su posterior estudio en laboratorio.

18.Una vez completadas las observaciones para los estudios de dieta, parasitos y
macrobasuras, proceda a guardar el contenido de cada uno de ellos en frascos
etiquetados con la luz de malla 'y el compartimento correspondiente, para su posterior
tratamiento en el laboratorio.

19. Al finalizar este proceso sobre la mesa de necropsia con cada compartimento, limpie
bien dicha superficie y proceda a cambiar el filtro de control de contaminacién aérea
que se habia colocado previamente en la zona de trabajo, reemplazandolo por uno
limpio para analizar el siguiente compartimento.

6.2.4 Analisis de laboratorio

Una vez finalizado el trabajo en la sala de necropsias y recogidas las muestras de
microplasticos correspondientes a cada uno de los compartimentos gastrointestinales en
frascos separados también en funcién del tamiz retenedor, se procede a analizar estas muestras
para la determinaciény caracterizacion de los posibles microplasticos que pudieran contener.
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En el laboratorio, el primer paso a abordar sera la digestion de la materia organica.
Siguiendo el protocolo de Foekema et al. (2013) para la eliminacién de la materia organica,
se prepara la digestion del contenido estomacal muestreado transfiriéndolo a un vaso de
precipitados de cristal en el que verteremos aproximadamente tres veces el volumen contenido
de hidréxido de potasio (KOH) al 10%. El tiempo de degradacion oscilara entre unas muestras
y otras en funcién de la cantidad de materia organica contenida en la muestra, recomendando
un media minima de 20 dias a temperatura ambiente.

Una vez degradado el material, se siguieron los pasos del Protocolo de “Preparacién de
muestras de agua de mar para la determinacion de microplasticos” (Montoto-Martinez and Gelado-
Caballero, 2020) en el que se procede con los siguientes pasos:

1. Limpieelvasodecristal donde se transfiere la muestra de agua de mar: enjuaguelo bien
tres veces con agua MilliQ, anotando el volumen empleado.

2. Prepare el sistema de filtracién al vacio con un filtro de microfibra de vidrio (0.7 um;
GF/F ¢=47 mm) y filtre todo el volumen de agua de la muestra.

3. Enjuague el sistema de filtracién al vacio tres veces mientras sigue filtrando al filtro de
microfibra, para que no queden particulas en las paredes contenedoras.

4. Coloque el filtro en una placa Petri, tapelo y déjelo secar durante 24 horas en la estufa a
una temperatura de 60°C.

5. Unavezseco, observe el filtro bajo un microscopio.

6. Tome fotografias y medidas de las particulas identificadas siguiendo las directrices de
Lusheretal. (2014).

En el caso de estudio analizado en este capitulo las muestras se inspeccionaron bajo un
microscopio estereoscopico (Leica S9i) siguiendo el procedimiento llevado a cabo por Lusher
et al. (2014) para la clasificacion de particulas, registrando el nimero, tamano, color y forma
de los microplasticos identificados por individuo. Se consideraron varias categorias: fibras,
fragmentos, peliculas, granulos, perlas y espumas. No obstante, todos los microplasticos
encontrados fueron fibras, fragmentos o peliculas, descartdndose asi el resto de categorias en
el andlisis de los resultados.

En la pagina siguiente se puede ver un diagrama resumen del procedimiento (Fig. 6.3)
desarrollado en el marco del Proyecto MARCET (MAC/1.1b/149) de la convocatoria del Fondo
Europeo de Desarrollo Regional a través del Programa Operativo de Cooperacion Territorial
Madeira-Acores-Canarias (POMAC) 2014-2020. En el Anexo 6.1. se incluye el protocolo tal y
como aparece registrado en el repositorio protocols.io.
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6.2.5 Deteccion de contaminantes organicos persistentes

Laseparacion cromatograficade los analitosse llevéa caboenunequipo de cromatografia
liqguida de Agilent Techonologies (modelo 1260) de inyeccién automatica con detector de
diodo array (HPLC-DAD) y columna ACE-1210-1546 (150x 4.6 mm) acoplado a un equipo de
cromatografia liquida con espectrometria de masas Agilent Techonologies (modelo 6100).

Lafase moévil fue una mezcla de acetonitrilo (Solvente A) y agua ultra pura Mili-Q (Solvente
B) ambos con una concentracién de 0.1% de acido acético. El gradiente programado usado fue:
0-30 min, 45% Ay 55% B, 30-31 min, 80% Ay 20% B y finalmente 100% B durante 9 min. A
continuacion, la columna se reacondiciona a 45% de A 'y 55% de B. El flujo de la fase mévil se
fij6 en 0.8 mL /min, siendo la inyeccién del volumen de muestra de 20 pLy la longitud de onda
de deteccién de 210 nm, para todos los analitos.

Las condiciones para la obtencién de los espectros de masas de cada uno de los derivados
plasticos varian en funciéon de su naturaleza. Asi pues, se dividen en tres grandes grupos:
bisfenoles, bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) y bisfenol A (BPA); ftalatos, di(2-etilhexil)ftalato
(DEHP), dibutilftalato (DBP), dietilftalato (DEP); y pesticidas, diclorofenildicloroetano (DDD),
diclorodifenildicloroetileno (DDE) y diclorodifeniltricloroetano (DDT). De esta forma, se
logran optimizar y elaborar tres métodos de deteccién masica distintos para cada grupo de
contaminantes.

6.2.6 Analisis estadistico

La estadistica descriptiva y el analisis de los resultados se realizaron con RStudio (R Core
Team, 2019). Se utiliz6 estadistica no paramétrica, ya que los datos carecian de normalidad. Se
calcularonlos coeficientes de correlacién de Spearman paraevaluarla fuerzayladireccion delas
correlaciones entre los contaminantes y la abundancia de microplasticos, entre otras variables
que dieron negativo. El nimero medio de particulas por secciéon del tracto gastrointestinal
(es6fago, estbmago, ampolla duodenal e intestinos) se comparé con pruebas no paramétricas
(Kruskal-Wallis y Wilcoxon).

155



- CaPiTULO 6 -

6.3 Resultados y discusion

En nuestro conocimiento, este estudio ha sido el primero en evaluar y cuantificar la
ingestion de microplasticos y las concentraciones de contaminantes organicos persistentes en
tejidosdecetaceosvaradosenlaRegién Macaronésica.Enél,seexamindeltractogastrointestinal
completo de 12 individuos de 6 especies de odontocetos que vararon a lo largo de las costas de
Madeiray las Islas Canarias entre 2018 y 2019 (Fig. 6.1).

El sexo y la morfometria, asi como las categorias corporales y de descomposicion,
entre otros datos patolégicos relevantes, se incluyen en la Tabla 6.1. La muestra incluye cinco
S. coeruleoalba, dos T. truncatus, dos G. griseus, un G. macrorhynchus, un K. berviceps y un L. hosei;
seis hembrasy seis machos, de los cuales ocho eran animales inmaduros.

Las investigaciones existentes reconocen la importancia del tema abordado en este
estudio:

» Estos animales son considerados importantes centinelas de la contaminacién
marina (Bossart, 2011);

» A pesar de que los impactos de las basuras marinas en la fauna son un tema
de investigacion amplio y cada vez mas estudiado, falta conocimiento sobre la
incidenciay los niveles de microplasticos en los grandes vertebrados marinos Taller
de la Sociedad Europea de Cetaceos (Panti et al., 2019), “el desarrollo de protocolos
que permitan un enfoque armonizado para la monitorizacién del impacto de las
basuras marinas en los mamiferos marinos, incluidos los microplasticos, se ha
convertido en un aspecto esencial a tener en cuenta en futuras investigaciones”;

» Los mamiferos marinos a menudo se utilizan como especies emblematicas,
convenientes para las labores de concienciaciony estimularla accién por parte de la
ciudadania o la comunidad (Bowen-Jones and Entwistle, 2002).

Enestesentido,y antes de entraren detalles y discutir los resultados mas cuantitativos de
la investigacion, se destacan dos importantes logros de caracter cualitativo:

» La validaciéon de un protocolo de muestreo de microplasticos que sirve para
obtener muestras de diferentes equipos multidisciplinarios (i.e. Facultades de
Veterinariay Ciencias del Mar), sin interferir en el trabajo de ninguna de las partes.

» La exitosa adaptacion de la mesa de necropsias empleada para la extraccién
de microplasticos del contenido del tracto gastrointestinal que resulté ventajosa,
ademas de ser facilmente replicable por cualquier grupo de investigaciéon que
ya cuente con las instalaciones necesarias para realizar analisis de autopsias de
cetaceos, cumpliendo con las necesidades de armonizacién explicadas por Panti et
al. (2019).
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6.3.1 Ingestion de plastico

A) Cantidad y tipo de particulas

Se encontraron microplasticos en todos los animales investigados, al igual que en otros
estudios previos que abordaron especificamente estas particulas (Hernandez-Conzalez et
al., 2018; Lusher et al., 2018; Moore et al., 2020). De las 722 particulas encontradas, la mayoria
(n=708, 98.06%) fueron fibras. Los fragmentos se encontraron en un tercio de los animales
analizados, dos delfines mulares y dos delfines listados, en diferentes tramos de sus vias
digestivas. Ademas, se encontraron dos films de plastico en un delfin mular hembra.

Con la excepcion de estas dos peliculas plasticas y un fragmento que apenas supera
los 5 mm, no hubo registro de macroplasticos en los animales analizados. Consideramos
importante resaltar este resultado porque, si bien existen estudios que han demostrado el
impacto de la ingestién de grandes cantidades de basuras marinas en algunas ballenas (Unger
etal., 2016), el porcentaje de ocurrencia en mamiferos marinos en particular es relativamente
bajo (4.4%) seglin un estudio de Kithn y van Franeker (2020).

Ademas, los informes sobre la ausencia de basuras marinas en este tipo de estudios
no son tan frecuentes, hasta el punto de que en ocasiones se llega a exagerar la presencia de
estos materiales, por pequefa que sea, como comentan en su articulo Volker et al. (2020). En
este sentido, en el Gltimo Taller sobre Basuras Marinas de la Comision Ballenera Internacional se
recomendd que se registraran también los valores nulos de ingestion, o el enredo en desechos
marinos en los informes de necropsia (IWC, 2020).

Por otro lado, todos los animales contenian microplasticos de diversos tamanos, siendo
la mayoria de las particulas clasificadas como fibras (98.06%, n=708). Aparecieron fragmentos
(1.66%, n=12) en 4 de los12 animales analizados, correspondiéndose con dos T. truncatusy dos S.
Coeruleoalba.En el es6fagoyel estdmagode unahembradeT. truncatus (Cédigo de identificacidn
(enadelante, CetID)=934) seencontrarondosfilms, correspondientes a las etiquetas de plastico
mencionadas anteriormente e identificadas como polipropileno. Se encontraron un promedio
de 59.08 fibras (SD = 40.52, n=12) y 3.00 fragmentos (SD =1.15, n=4) por animal.

Centrandonos en particulas menores de 5 mm, encontramos algunos estudios con
los que comparar nuestros resultados, aunque no sin dificultades, debido a los diferentes
enfoques metodoldgicos. Lusher et al. (2018) investigaron 21 cetaceos varados y encontraron
microplasticos en las vias digestivas de todos ellos, de 1 a 88 particulas por animal y en su
mayoria fibras (83.6%). Ademas, Moore et al. (2020) y Hernandez-Gonzalez (2018) detectaron
microplasticos en cada animal muestreado: con una mediade11.6 (SD=6.6) yde12 (SD=8) por
belugay delfin comn, respectivamente. Novillo et al. (2020) encontraron microplasticos en el
90.5 % de los delfines estudiados, lo que representa una media de 14.9 (SD = 22.3) particulas
poranimal.
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En este estudio, el promedio de particulas encontradas es hasta cinco veces mayor (59.08,
SD = 40.52 fibras y 3.00, SD = 1.15 fragmentos) que los valores reportados anteriormente.
Sin embargo, es importante sefalar que el rango de tamafno abordado en este trabajo de
investigacion, utilizando un sistema de tamizado que permitio la retencién de particulas hasta
200 pum, es mayor que el abordado en otros estudios citados. En este sentido, otros autores
coinciden en que las comparaciones no son faciles, ya que los resultados dependen en gran
medida de diversos factores como la metodologia utilizada o la regién geografica estudiada
(Moore etal., 2020).

Ademas, diferentes especies de cetaceos de la misma area geografica pueden tener
preferencias de presa y estrategias de alimentacion especificas de la especie que pueden
conllevardiferenciasenlapotencialabsorcién de microplasticos (Burkhardt-Holmand N'Guyen,
2019). Hay pocos datos publicados para evaluar este tema clave, y las limitaciones practicas
implicitas en el trabajo con animales varados dificultan su abordaje con la profundidad que se
merece.

No obstante, el porcentaje de fibras (98.06%) con respecto a los fragmentos encontrados
corrobora la creciente evidencia de que las microfibras constituyen una parte importante
de la contaminacién por microplasticos en el medio marino (Dris et al., 2016). Ademas,
como observaron Moore et al. (2020), nuestros resultados muestran que la abundancia de
microplasticos puede distribuirse de manera desigual en todo el tracto gastrointestinal. Estos
resultados,ademas, podrianindicar que las particulas de este tamano (microplasticos, menores
de 5 mm) son transitorias, como también se sugiere en otras publicaciones (Lusher et al., 2018;
Nelmsetal., 2019).

B) Tamanos

El tamafo de las fibras oscilé entre 0.1y 34 mm (media: 2.66; SD: 2.51 mm). En cuanto
a los fragmentos, los tamanos oscilaron entre 4.42-10% y 5.6 mm?, y su area media fue de
1.11 mm? (SD: 1.94 mm?) (Fig. 6.4). Nuestros datos estan en consonancia con otros reportes,
presentando el mayor porcentaje de fibrasentre1y3 mmdelongitud. Esta fraccién fue también
la mas predominante en las aguas costeras macaronésicas, region donde se desarrolla este
estudio (Montoto-Martinez et al., 2020). A escala global, Suaria et al. (2020) dieron cuenta de
fibras en aguas superficiales ocednicas que oscilan entre 0.09y 27.06 mm (mediana: 1.07 mm),
consolo tres fibras de mas de1o mmy solo tres de mas de 15 mm. En nuestro caso, quince fibras
midieron mas de 10 mm y seis mas de 15 mm. Siguiendo la misma tendencia dentro de otros
tractos gastrointestinales analizados, Moore et al. (2020) no encontraron particulas de mas
de 5 mm de longitud, siendo la mayoria de ellas menores de 2 mm. La longitud media de las
fibras encontrada en nuestro estudio fue muy similar (media: 2.66 mm; SD: 2.51 mm) al rango
encontrado por Hernandez-Gonzalez (2018), (media: 2.1 mm; SD: 1.26 mm) y por Nelms et al.
(2019), (media: 2 mm; SD: 2.3 mm).

Basandonos en el tamano relativamente pequefo de las particulas encontradas, parece
poco probable que éstas puedan causar lesiones fisicas. Sin embargo, el dano fisico no es el
tnicoefectoadversoquesepuedeconsiderarcuandoseabordalaexposicionalosmicroplasticos.
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Aunque se necesitan mas estudios para comprender verdaderamente si el origen de la
contaminacién quimica en los organismos estudiados proviene de los plasticos o de otras
fuentes ambientales, varias lineas de evidencia cientifica sugieren que los plasticos de las
basuras marinas conllevan un peligro quimico adicional asociado con los contaminantes
organicos persistentes que éstos tienen y acumulan (Rochman, 2015; Teuten et al., 2009).

Fig.6.4: Diagramas de barras representando la distribuciéon de tamanos de los microplasticos encontrados en
funcion del tipo de particula: fibrasy fragmentos.

C) Colores

El verde fue el color mas frecuente (n = 274, 37.9 %), seguido del rojo (n =153, 21 %) y
el azul y el negro (n =101, 14 % en ambos casos) (Fig. 6.5). Destaca el predominio del verde
(38 %) frente a los otros colores como el azul, el negro o el rojo, que son los mas frecuentes
en estudios similares realizados sobre contenidos de vias digestivas en cetaceos (Hernandez--
Conzalezetal., 2018; Lusheretal., 2018; Xiongetal., 2018; Zhu et al., 2019; Novillo et al., 2020).
Sorprendentemente, entre las muestras de agua de mar analizadas para el estudio presentado
en el Capitulo 3, en la misma regidn, el verde tampoco alcanz6 porcentajes mayoritarios. La
ingestion de microplasticos por confusion con las especies de presa preferidas es poco probable
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debido al comportamiento de alimentacion de los cetaceos odontocetos y sus capacidades de
ecolocalizacién (Walker and Coe, 1989), por lo que este resultado puede indicar que la ingesta
de estas particulas podria ser indirecta. La dieta de las especies de odontocetos analizadas
en este estudio varia levemente, siendo las presas mas comunes los cefalépodos y los peces
mesopelagicos (Culikand Wurtz, 2011), como lo confirman los registros de contenido estomacal
que se muestran en la Tabla 6.1. Varios estudios revelan la ingestién de microplasticos por
especies que son presas potenciales para los animales estudiados (McGoran et al., 2021), como
los peces linterna (Romeo et al., 2016) o las sepias (Oliveira et al., 2020).

Sin embargo, va mas alla del alcance de este estudio determinar si la ingestion de
microplasticos por parte de las presas puede tener un comportamiento selectivo en la ingesta
de particulas de determinados colores. Aunque no disponemos de informacién suficiente nide
una muestra lo suficientemente robusta como para poder sacar conclusiones muy concretas,
en nuestro caso, precisamente, los animales en los que se han encontrado las mayores
cantidades de microplasticos no coinciden con aquellos que, en el momento de su muerte,
tenian la mayor cantidad de restos de presas en sus estdbmagos (Fig. 6.6). Con la informacién
proporcionada por el analisis veterinario del contenido del estémago para el estudio de la dieta
en la sala de necropsias, se encontré que el Gnico animal con macroplasticos (Cet ID = 934)
también tenia un alto nimero de microplasticos, revelados tras la digestién quimica del
contenido estomacal en el laboratorio.

Fig.6.5: Distribucion de colores de los microplasticos encontrados en este estudio.
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Fig.6.6: Relacion entre los contenidos estomacales analizados para los registros dietéticos y el estudio de la
abundancia de microplasticos. El Cet 934 fue el Gnico animal con macroplasticos en su contenido estomacal, lo
que se corresponde con un alto registro de microplasticos. También se observa que el animal que contenia mas
restos de presas en su estdmago (Cet ID = 956) tenia las segundas concentraciones mas bajas de microplasticos.

6.3.2 Distribucion de particulas en los tractos digestivos

Ladistribucién de las particulas ingeridas no present6 diferencias significativas en cuanto
asuocurrencia en los distintos compartimentos del tracto gastrointestinal (es6fago, estdbmago,
ampolla duodenal e intestinos) (Kruskal-Wallis, p = 0.063). La prueba de Wilcoxon reveld
diferencias en las medias entre grupos (p = 0.0034) sélo en el caso del estémago y la ampolla
duodenal (Fig. 6.7), lo que facilmente puede deberse a la diferencia de tamano de estas dos
camaras. El andlisis de correlacion de Spearman evidencié una correlacién negativa
relativamente significativa en el nimero de microplasticos en el contenido del tracto
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gastrointestinal y la longitud total de los animales (R =-0.78, p=0.007), indicando un menor
nimero de elementos con el aumento de la longitud del animal. Sin embargo, hay que teneren
cuenta que la muestra de animales es pequena y comprende diferentes especies, por lo que se
necesitan mas estudios para establecer relaciones mas fiables.

Fig.6.7: Distribucion de microplasticos en las secciones gastrointestinales. No se encontraron diferencias
significativas en la abundancia de microplasticos dentro de las diferentes secciones gastrointestinales, excepto
en el caso de laampolla duodenal y el estdbmago.

6.3.3 Contaminantes organicos persistentes

Se encontraron bisfenoles y ftalatos en todas las muestras de musculo esquelético,
mientras que 10 de los 12 animales analizados también presentaban pesticidas, aunque en
menor concentracion. Los compuestos NP (nonilfenol) y NP-9 (nonilfenol-9) no se encontraron
en ninguna de las muestras. En la Tabla 6.2, se presentan las concentraciones medias de los
nueve compuestos detectados (en ng/g), junto con la desviacién estandar correspondiente al
triplicado realizado. Los valores medios se representan en la Fig. 6.8, donde las concentraciones
maximas pueden observarse sombreadas en rojo. No se encontraron correlaciones entre los
contaminantes organicos persistentes analizados y la abundancia de microplasticos (Test
de Spearman, R = 0.43, p = 0.16), ni entre el tamano del animal y el total de contaminantes
presentes en el tejido (Test de Spearman, R=-0.22, p=0.48).
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» Bisfenoles

Los compuestos correspondientes a la familia de los bisfenoles se encontraron en el
94.44% de las muestras y sus concentraciones oscilaron entre 4 ng/gy 984 ng/g con valores de
desviacion estandar inferiores a los +100 ng/g en todas las mediciones realizadas. En particular,
el BPA oscil6 entre 48.67 ng/g (C. griseus, Cet ID = 977) y 731.67 ng/g (C. macrorhynchus, Cet 1D
=920). Las concentraciones de BPA observadas por Page-Karjian et al. (2020) en muestras de
grasatomadasde T. truncatus varados en el sureste de Estados Unidos durante 2012-2018 fueron
mucho mas altas que las del presente estudio, llegando hasta 258.3 g/g frente a 0.6 g/g para la
misma especie. Una evaluaciéon global del BPA en el medio ambiente realizada por Corrales
et al. (2015) reveld concentraciones en la fauna, sobre todo en peces, que oscilaban entre 0.2y
13000 ng/g.

» Ftalatos

Los ftalatos estudiados resultaron estar presentes en menor proporcién que los bisfenoles
en los animales de estudio. El compuesto detectado con mayor frecuencia fue el di(2-etilhexil)

Fig.6.8: Mapa de calor de las concentraciones de los diferentes contaminantes organicos persistentes
analizados: bisfenol S (BPS), bisfenol F (BPF) y bisfenol A (BPA), di (2-etilhexil) ftalato (DEHP), dibutilftalato
(DBP) y dietilftalato (DEP), dicloroetano (DDD), diclorodifenil dicloroetileno (DDE) y diclorodifenil tricloroetano
(DDT)
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ftalato (DEHP), que se encontroé en el 88% de las muestras. Esto no es sorprendente, ya que es
uno de los mas utilizados, representando en 2015 un 37.1% del mercado mundial de aditivos
plasticos (Hermabessiere et al., 2017). De hecho, la concentracion de DEHP reportada en
muestras de biopsia de piel de delfines listados del Mediterraneo (Baini et al., 2017) es casi
ocho veces mayor que la concentracién mas alta encontrada en nuestro estudio, que también
corresponde a un delfin listado. El ftalato menos presente fue el DEP (ftalato de dietilo) con
un 38.88% de ocurrencia y un rango de concentracién de 13 a 225 ng/g con una SD inferior a
20 ng/g. La mediana de las concentraciones en nuestro estudio (74 ng/g) es muy similarala de
Page-Karjian et al. (2020) en el sureste de Estados Unidos: 70 ng/g para el caso especifico de
Stenella spp.

» Pesticidas

Por tltimo, cabe senalar que los pesticidas analizados se encontraron en el 50% de las
muestras en el caso del DDD (dicloroetano de diclorofenilo) con concentraciones entre 199 ng/g
y 2204 ng/g; en el 40% en el caso del DDT (diclorodifeniltricloroetano) con una concentracion
minima de 100 ng/gy una maxima de 465 ng/g,y en el 8.33% en el caso del DDE (diclorodifenil
dicloroetileno), cuya concentracién varié desde 898 ng/g a 178 ng/g (SD < 26 ng/g). Como se
muestraenlaFig.7.8,salvodos individuos, todos los animales presentaron niveles de pesticidas
en sus tejidos, lo que da una idea de la extension de estos contaminantes.

El mayor nivel de contaminacién tisular encontrado corresponde a la concentracién de
DDD en un T. truncatus varado en la costa de Gran Canaria (Fig. 6.9, Cet ID = 934). Este animal
presentd una concentracion superioraippm (1620 ng/g), lo que Letcher et al. (2010) consideran
una concentracién toéxica para los compuestos organohalogenados en los tejidos de los
mamiferos marinos. Esto puede estar relacionado con las caracteristicas intrinsecas de esta
especie de delfin, como ser una especie que habita y mora cerca de la costa, donde también se
alimenta, lo que los sitia entre los mamiferos marinos con mayor acumulacién de
organoclorados persistentes (Carballo etal., 2008).

En un estudio realizado por Garcia-Alvarez et al. (2014) en el que se midieron los niveles
de contaminantes organicos persistentes en T. truncatus en libertad de las Islas Canarias, el
grupo de pesticidas que mas contribuyé a los organoclorados fue el de los DDTs, y en particular
el p,p’-DDE, que supuso una media del 87.6% del sumatorio de los DDTs. Ademas, en un estudio
anteriordel mismo grupo, realizado en T. truncatus varados en lamismaregion,los DDTsestaban
presentes en las concentraciones mas altas, que iban de 147 a 21050 ng/g en la grasa (Carballo
etal.,2008).Seglin los autores, estos niveles de contaminacién se acercan a las concentraciones
que podrian producir efectos inmunosupresores y antiandrogénicos en los mamiferos marinos
y, por tanto, pueden suponer un cierto riesgo para la salud de estos animales.

Los niveles de DDT en las Islas Canarias en diferentes muestras ambientales alcanzan
concentraciones bastante elevadas en comparacién con otras zonas del mundo. Probablemente
debido al uso intensivo de este producto en la region en el pasado, se han encontrado altos
niveles de DDT en los microplasticos muestreados en Gran Canaria, con una mediana de 993.5
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ng/gen el casode pelletsy 32.4 ng/gen el caso de fragmentos en la playa de Las Canteras, y 76.5
ng/gy 241.6 ng/g, respectivamente, en la playa de Cuervitos (Camacho et al., 2019).

Fig.6.9: Concentracion de pesticidas (DDT, DDD y DDE) en los cetaceos analizados. La linea roja indica la
concentracién a la que los compuestos organohalogenados se consideran toxicos en los tejidos de los mamiferos
marinos (Letcher et al. 2010).
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6.4 Conclusiones

En este trabajo se presenta un protocolo ideado para el estudio de la ingestion de
microplasticos en cetdceos varados que permite la obtencién de muestras valiosas para
diferentes equipos de investigacion interdisciplinarios. En él, se plantea la incorporacion de
un sistema de filtros a la mesa de necropsias, que demostré ser eficiente para la separacion
de microplasticos durante el analisis del contenido gastrointestinal sin interferir en las tareas
propias de los equipos veterinarios.

En aplicaciéon del citado protocolo, este estudio proporciona informaciéon sobre la
ingestion de microplasticos en cetaceosy la presencia de contaminantes organicos persistentes
en muestras de tejido en la Regién Macaronésica (Atlantico centro-oriental). Salvo el caso de
dos etiquetas de plastico que se encontraron en el eséfagoy el estomago de un mismo delfin, no
se observaron particulas de plastico mayores de 5 mm. Por el contrario, las fibras microplasticas
estaban presentes en todos los animales analizados, aunque consideramos en cantidades lo
suficientemente bajas como para no bloquear o comprometer el funcionamiento del tracto
digestivo.

Los resultados evidencian la exposicion de los cetdceos a contaminantes organicos
persistentes, ya que los contaminantes predominantes, los bisfenoles (BPS, BPF y BPA) y el
DEHP se detectaronen el 94.44%y el 88% de las muestras de tejido, respectivamente. Ademas,
a excepcion de dos individuos, todos los animales presentaron concentraciones de pesticidas
en sus tejidos. Quedan muchas preguntas adn por resolver con respecto al dano potencial y a
largo plazo asociado con la exposicidn crénica a estos contaminantes organicos persistentes.
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Resumen

En este trabajo se incluye una primera aproximacion al potencial del analisis de
microplasticos mediante espectroscopia micro-Raman, una cuestion que debe investigarse
mas a fondo en un futuro, prestando especial atencion a algunas limitaciones que presenta
esta avanzada técnica. Fruto de las experiencias de analisis de particulas procedentes de las
investigaciones desarrolladas en los capitulos anteriores, y mediante tres casos ilustrativos y la
creacion de una libreria de espectros de referencia propia, se pone de relieve la importancia de
las interferencias producidas por los pigmentos, |la materia organica residual en la muestra, o el
nivel de degradacion de las particulas a analizar, cuestiones que resultan determinantes para
una determinacién polimérica efectiva.
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7.1 Introduccion

Desde los afos 60, los estudios de microplasticos, de forma similar a las investigaciones
sobre el cambio climatico, se han sucedido de manera exponencial, duplicindose de media
cada 7.7 afios seglin un reciente y exhaustivo estudio de revision realizado por Harris et al.
(2021). Se trata, ademas, de un campo en el que la tendencia al aumento se sigue produciendo
tanto en el tiempo como en la variedad de temas tratados.

Si bien la mayor proporcién de los trabajos estan vinculados al estudio en organismos (en
torno al 34%), y junto con aquellos vinculados al medio ambiente suman mas de la mitad del
total, el tercer puestoen lastematicasloocupaelambitodelaquimica. Enestesentido, el estudio
de la huella quimica y la identificacién de los polimeros que conforman los microplasticos
muestreados es un tema de una crucial relevancia al que se le ha comenzado a prestar atencién
posteriormente (Rochman, 2015).

Sin embargo, no se trata de una cuestion despreciable. Al contrario, seglin Rochman et al.
(2016), los riesgos quimicos de los productos de plasticos son lo suficientemente preocupantes
como para ser éstos considerados como peligrosos. La cuestion reside en que durante la fase
de fabricacion de estos materiales se necesitan grandes cantidades de productos quimicos que
en su mayoria se derivan del petréleo crudo no renovable, varios de los cuales son peligrosos
para la salud humanay el medio ambiente pudiendo llegar a liberarse bien durante la propia
produccién, o también durante el uso o la eliminacién del producto de plastico. De acuerdo con
los Programas de las Naciones Unidas y de la Unién Europea, mas del 50% de los plasticos que
se producen son peligrosos en funcién de los monémeros que los componen, los aditivos y los
subproductos (Lithner etal., 2011).

7.1.1 Larelevanciay utilidad de la identificacion de los polimeros

Laidentificaciéndelos polimeros es una fuenteinformacién muyvaliosa paracomprender
las fuentes, el transporte y el destino de los microplasticos en el medio. Por un lado, ayuda a
conocer los posibles focos de origen, y es por tanto a su vez una forma de poder diagnosticar
y ajustar mejor los ambitos de actuacion desde la gestién. Como ejemplo de esta cuestion,
Brignac et al. (2019) aportaron pruebas de la estratificacion polimérica en el medio marino,
poniendo de relieve que la mayor parte de los desechos marinos de Hawai llegan flotando
desde fuentes lejanas y no desde los residentes o turistas de las propias islas.

Por otro lado, en cuanto a las particulas en si, las distintas estructuras quimicas de los
polimeros haran que el comportamiento de éstas sea de una manera u otra en términos de
degradacion o interaccién (quimica, fisica y/o bioldgica) en el medio ambiente. De la misma
manera, las tasas de sorcién y las concentraciones de contaminantes organicos y de metales
pesados varian entre polimeros, lo que hace que algunos constituyan una mayor amenaza de
exposicion a los contaminantes para los organismos (Rochman et al., 2013).

174



- CaPiTULO 7 -

Ademas, las herramientas de identificacién de polimeros también proporcionan
indicadores del desgaste ambiental de las particulas, un signo de su envejecimiento que sirve
para estudiar la longevidad de la basura y el tiempo de permanencia en el medio (Nauendorf
et al., 2016; Ter Halle et al., 2017), asi como para indagar sobre el grado de degradacién bajo
distintas condiciones del medio, como monitorizaron Beltran-Sanahuja et al. (2020).

En daltimo lugar, la caracterizacion polimérica de las particulas, o al menos de una
submuestra del conjunto estudiado, es reclamada por algunos autores como un procedimiento
operativo necesario para confirmar la naturaleza plastica de las particulas identificadas. En
unainvestigacion realizada por Lodery Gerdts (2015) los autores concluyen que, especialmente
para el caso de las particulas <500 um, la inspeccién visual de las muestras por si sola resulta
insuficiente, recomendando el uso de técnicas espectroscdpicas como la espectroscopia micro-
Raman o micro-FTIR (de infrarrojos por transformada de Fourier) que ademas aportan un
valor anadido, como se recoge anteriormente. En un ensayo mas exhaustivo sobre el nivel de
incertidumbre de las concentraciones reportadas mediante la identificacién puramente visual,
utilizando criterios morfolégicos, Lenz et al. (2015) demuestran que las tasas de éxito en la
identificacion son superiores al 83% para el caso de los microplasticos de un tamano superior
a las 100 um, disminuyendo al 63% en particulas menores de 50 um. Ademas, otro resultado
interesante discierne entre el error cometido segln el tipo de particula, siendo éste superior
para el caso de fibras frente a las particulas.

Tabla7.1: Relacion de materiales de referencia estudiados.
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Imagen 7.1 Relacion de materiales de referencia preparados para el ensayo a partir de objetos de desecho

cotidianos, siendo representativos de los polimeros mas frecuentemente encontrados en las basuras marinas.
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Como dltima reflexiéon en cuanto al tamafio como factor clave para la confirmacion
del origen plastico de las particulas, cabe mencionar que Gago et al. (2016) recomiendan la
identificacion polimérica mediante espectroscopia para todas aquellas particulas entre 1y 100
umy el Subgrupo Técnico sobre Basura Marina de la Directiva Marco Estrategia Marina (DMEM)
no considera critica la confirmacién de laidentificacion mediante FTIR o espectroscopia Raman
para el caso de particulas de mas de 500 um (Galganietal., 2013).

En cualquier caso, es importante tener en cuenta que incluso la utilizacién de técnicas
espectroscopicas complementarias a la identificacion visual no resuelve el hecho de poder
estar infravalorando las cantidades de particulas en la muestra por mera omisién a la hora de
seleccionar visualmente las particulas para el analisis. Por este motivo, el tamafio de particulay
la capacidad del ojo humano seraninvariablemente, siemprey cuando no estemos hablando de
procesos automatizados, factores determinantes en el grado de certeza de las caracterizaciones
de microplasticos realizadas.

7.1.2 Las razones para la eleccion de la espectroscopia micro-Raman

Son varios los métodos de confirmacion polimérica de los microplasticos los que se
comenzaron a poner en practica, siendo la espectroscopia de infrarrojos por transformada de
Fourier (FTIR) y Raman de las mas populares (Araujo et al., 2018; Cabernard et al., 2018; Elert et
al.,2017; Loderand Cerdts, 2015; Renneretal.,2018; Song et al., 2015). Por lo general, las técnicas
seguidas para la identificaciéon espectroscépica de microplasticos carecen de un protocolo
estandarizado (Song et al., 2015), no representando ninguna de ellas una solucién absoluta o
carente de limitaciones, e incluso siendo discutible la necesidad de su utilizacion en funcion del
tamano de las particulas analizadas y el objeto del estudio ensi.

En un extenso trabajo de revision, Araujo et al. (2018) recopilan las principales ventajas
e inconvenientes de la espectroscopia micro-Raman para este fin, y reconocen que se necesita
urgentemente una herramienta de confirmacién polimérica rapida y facil de aplicar, capaz de
detectar pequenos microplasticos. Si bien el micro-Raman es una herramienta indispensable
para el analisis de microplasticos muy pequenos, en concreto, inferior a las 20um, no es una
técnica usada mayoritariamente debido, principalmente, a las interferencias causadas por
fluorescencia, y los extensos tiempos de medicién que se requieren (di Mauro et al. 2022). No
obstante, precisamente por la imperante necesidad de estudiar las fracciones mas pequenas
de microplasticos, fuera del rango de medida de la espectroscopia por infrarrojos (Araujo etal.,
2018),y los esfuerzos que ya hoy en dia se estan realizando para optimizar la calidad de la senal
(Ormann et al., 2017) o implementar rutinas que reduzcan considerablemente el tiempo de
medida (Chosal et al., 2018), se ha optado por profundizar en la espectroscopia micro-Raman
en este trabajo.

Asipues, en este capituloseahonda precisamente enalgunas cuestiones a teneren cuenta
ala hora de analizar microplasticos mediante la citada técnica, haciendo hincapié en una serie
de aspectos clave para optimizar la resolucion de las medidas e incrementar las posibilidades y
la certeza en la identificacién polimérica.
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7.2 Materiales y métodos

7.21 Biblioteca de espectros de referencia de elaboracion propia

En el marco de este ensayo y con el objetivo de enriquecer la base de datos de espectros
de referencia con particulas de polimeros conocidos e incrementar asi las posibilidades
de identificacion de las muestras, se realizé un trabajo de preparacion, creacién, analisis y
validacién de una serie de espectros de referencia a partir de una seleccién de materiales.

Tras realizar una bisqueda de bibliografia referente a estudios de polimeros mayoritarios
en los resultados de basuras marinas y contrastarla con el tltimo informe de PlasticsEurope
(2022) sobre la producciony demandade los distintos tipos de resinas plasticas mas empleadas,
especialmente, en los productos de usar y tirar, por ser estos componentes mayoritarios del
conjunto de las basuras marinas, se seleccionaron un total de 22 materiales de referencia
a partir de objetos de desecho cotidianos, siendo representativos de los polimeros mas
frecuentemente encontrados en los estudios de microplasticos (Tabla 7.1). En la Imagen 7.1 se
puede ver la relacion de materiales de referencia preparados para el ensayo.

Estas particulas se cortaron con un tamafo aproximado de 1x1 ¢cm, seleccionando
una parte plana para obtener los espectros de la manera mas limpia posible. Ademas, se
seleccionaron preferentemente articulos que no tuvieran color, si bien en el caso de algunos
materiales, como el polietileno de alta densidad (HDPE) se incorporaron duplicados, uno con
color y otro incoloro, precisamente para poder estudiar las diferencias en los espectros en
relacién a este factor.

7.2.2 Caracterizacion de microplasticos de muestras ambientales
propias

Para la realizacion de este ensayo se efectué una caracterizacion de una serie de
microplasticos procedentes de los muestreos de los capitulos anteriores. Esta caracterizacién
permiti6é conocer, en su conjunto, el tipo de microplasticos identificados mayoritariamente en
las muestras analizadas hasta el momento, cuantificando asi la predominancia de los distintos
tipos de plasticoy analizando algunos de los factores vinculantes para el objeto de este ensayo,
como el tamano, el color o la degradacién.

Se analizé una submuestra de 33 particulas procedentes de muestras de agua de mar de
las cuales el 67% eran fibras, el 27% fragmentos, y el 6% particulas biogénicas. Las particulas
fueron seleccionadas de acuerdo con la relacién de abundancia y la mayor dificultad de
identificacion de las fibras con respecto a los fragmentos y peliculas. Igualmente, también se
tuvieron en cuenta los colores mas frecuentes encontrados en los estudios, de manera que
la submuestra fuera lo mas representativa posible. Para una mejor resolucién, cada una de
las particulas fueron transferidas individualmente del filtro de fibra de vidrio original a uno
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de policarbonato, de manera que fuera mas sencillo obtener un espectro limpio, con menos
interferencias y mayor facilidad para el enfoque (Anexo 7.1).

Las medidas, tanto de los materiales de referencia como de las muestras ambientales,
se realizaron en las instalaciones de los Centros Cientificos y Tecnolégicos de la Universidad
de Barcelona (CCiTUB). El equipo utilizado fue un espectrofotdmetro microRaman Horiba
Jobin-Yvon Labram HR800-UV equipado con 4 laseres que cubren longitudes de onda desde
UV hasta NIR. Para cada una de las particulas se realizaron varias mediciones, ajustando en
cada caso el tiempo de adquisicién y la longitud de onda, entre otros parametros. La rutina de
trabajo se iniciaba con una bisqueda de las mejores areas para la medicién por microscopia.,
identificando previamente mediante fotografias el punto de enfoque del laser, tal y como
describen di Mauro et al. (2022) en su trabajo. Para evitar la destrucciéon de las muestras y el
aumento del ruido, la potencia del laser aplicada y el tiempo de adquisicion se incrementaron
gradualmente en funcién de la naturaleza y estado de cada particula, con un maximo de 100
segundos.

Posteriormente, los espectros obtenidos se trataron con el Software Spectragryph (Menges,
2016). Los picos se normalizaron y las lineas base se corrigieron automaticamente siguiendo
el método adaptativo que ofrece el programa. Los espectros se compararon con la biblioteca
SLoPP, que consta de 148 espectros de referencia, incluyendo varios tipos de polimeros, colores
y morfologias, y la biblioteca SLoPP-e, que tiene en cuenta los efectos del envejecimiento
ambiental en los microplasticos, incluyendo 113 espectros (Munno et al., 2020). También se
utilizé la quinta versién actualizada de Pigment Checker Library (Caggiani et al., 2016), junto con
otros espectros de referencia de elaboracién propia, tal y como se detalla a continuacion.
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Fig.7.1: Crafica de sectores mostrando la distribucién en proporcién de los distintos polimeros identificados de
los polimeros mas representativos de los materiales plasticos (n=33).

7.3 Resultados

El analisis con espectroscopia microRaman ha permitido obtener mas informacion
sobre los tipos de plasticos encontrados en este estudio y sus posibles fuentes. La obtencién
de los espectros fue un proceso que requirid sucesivas repeticiones, como ya se ha sefialado,
ajustando los parametros del equipo para obtener la mejor combinacién que devolviera un
espectro suficientemente limpio sin dafar la particula y sin introducir demasiado ruido ni
producir demasiada fluorescencia. Mediciones complementarias en la region del infrarrojo
cercano (a 785 nm) y el uso de la biblioteca de espectros SLOPP-e (Munno et al., 2020), que
incluye espectros de referencia de polimeros degradados, permitieron identificar particulas
con tasas de coincidencia superiores a 80%.

7.3.1 Biblioteca de espectros de referencia de elaboracion propia

De los 22 materiales de referencia preparados, salvo uno que no pudo ser analizado, 16
de ellos se identificaron satisfactoriamente, representando el 76% de los espectros estudiados.
Los cinco restantes no pudieron identificarse con un grado de certeza aceptable, siendo la causa
principal la interferencia por la sefial de |a fluorescencia.
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Los altos niveles de fluorescencia fueron los responsables de la falta de determinacion
del polimetro en dos de las cuatro particulas no identificadas, mientras que en las otras dos, las
coincidencias con espectros de diversos materiales hicieron imposible discernir o elegir uno de
ellos predominantemente con la suficiente confianza.

7.3.2 Caracterizacion de microplasticos de muestras ambientales
propias

Se analizaron un total de 33 particulas mediante espectroscopia micro-Raman, de las
cuales tres cuartas partes pudieron ser satisfactoriamente identificadas, mientras que en
un 15% de los espectros existieron interferencias que impidieron realizar una identificacion
dentro de un rango de certeza aceptable. En particular, el 58% fueron identificadas gracias a
los espectros proporcionados por la libreria SLOPPe, mientras que en el 17% de los casos fue
suficiente con la libreria SLOPPy en un 25% la identificacion fue corroborada por ambas.

La distribucion de los polimeros identificados se muestra en la Fig. 7.1, con una clara
predominancia de polipropileno (PP, 38%) y polietileno (PE, 17%). En la seleccién inicial de las
muestras se escogieron dos particulas clasificadas como biogénicas, con animo de ratificar
también esta procedencia no sintética. En ambos casos, estas fibras fueron identificadas con
un porcentaje de coincidencia superior al 80% con fibras de celulosa. Por otro lado, hubo cinco
particulas en las que, dados los elevados niveles de fluorescencia que producian, no fueron
identificables con certeza. Es el caso de |a particula mostrada en la Figura 7.2 a continuacién.

Fig.7.2: Espectrode la fibra B25 del presente estudio, presentando altos niveles de fluorescencia que impiden su
identificacion. En amarillo, el mejor porcentaje de coincidencia devuelto por el Software Spectragryph (Rubber
3), con un 40%.
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7.4 Discusion

El analisis con espectroscopia microRaman permitié, por un lado, obtener mas
informacién sobre el posible origen de los microplasticos estudiados, y por otro, profundizar
en los factores que influyen en la determinacion de su huella quimica mediante esta técnica,
ayudando a identificar algunas consideraciones importantes para la elecciéon y preparacién
de las muestras. En esta linea, la reciente publicacion de Dabrowska (2021) proporciona una
serie de buenas practicas para la optimizacion en la obtencién de los espectros de polimeros
primarios, comprendiendo un estudio del caso particular de las redes fantasma, que resulto,
ademas, muy propicio para lalinea de la presente investigacion.

A pesar de la intensa fluorescencia y el ruido de fondo en muchos de los espectros, las
mediciones complementarias en la region del infrarrojo cercano (a 785 nm) y el uso de la
biblioteca de espectros SLOPP-e (Munno et al., 2020), que incluye espectros de referencia de
polimeros degradados, simulando su paso por el medio ambiente, permitieron identificar
particulas con tasas de coincidencia superiores al 80%.

Ademas de la fluorescencia, otra cuestion clave que se desprende de las medidas de
microRaman es que, para una correcta determinacion de las particulas, es crucial examinar los
espectros con especial atencion a las alteraciones que los pigmentos producen sobre la huella
quimica de los propios polimeros.

Del mismo modo, la meteorizacién también promueve la generacién de diferentes
grupos funcionales, principalmente C=0,0-H y C-O en la superficie de los microplasticos (Duan
et al., 2021) y, por tanto, genera una serie de alteraciones que hacen que los espectros sean
significativamente diferentes y, en general, menos claros y mas dificiles de identificar. Segtn
Duan et al. (2021), entre los diferentes factores que afectan a la meteorizacién ambiental de
los plasticos, como el oxigeno, la temperatura o el contenido de agua, también influyen de
forma significativa la presencia de materia organica y la formacién de biofilm, condiciones
ambas que se dan, por ejemplo, en el interior del tracto gastrointestinal. Asi, en los apartados
a continuacion, a través de casos ilustrativos, se desgranan los factores considerados mas
determinantes: el color, la materia organicay el grado de degradacion.

7.4.1 El color: factor de enmascaramiento en la identificacion

Una cuestion clave que surgié de las medidas microRaman es que, para una correcta
determinacion de las particulas, es crucial examinar los espectros con especial atencién a las
alteraciones que producen los pigmentos en la huella quimica de los propios polimeros. Dado el
predominio de la sefial correspondiente a los pigmentos contenidos en las particulas, se utiliz6
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la base de datos Pigment Checker para sustraer el espectro correspondiente a la coloracion e
identificar el polimero en cuestion.

Como caso ilustrativo de esta cuestion se presenta aqui la selecciéon de dos fibras, del
mismo color, pero procedentes de matrices diferentes: la primera de ellas de una muestra
de microplasticos recogidos en aguas marinas (en concreto, en la investigacion descrita en el
Capitulo 3),y la otra, del tracto intestinal de uno de los cetaceos estudiados en el Capitulo 6.

En la Fig. 7.3 se muestra la coincidencia de los espectros para el caso de estas dos fibras.
Ambos espectros se midieron bajo los mismos parametros de medicién. La correspondencia
con el espectro de los pigmentos, en estos casos con alizarina y siena natural (Alizarin y Raw
Sienna,eninglés), es muy alta (>98%), lo que nos advierte de laimportancia de trabajar con una
base de datos de pigmentos para poder llevar a cabo una identificacién de los microplasticos de
manera mas efectiva, que a menudo son precisamente particulas coloridas.

La mayor presencia de ruido en el espectro de la fibra extraida del cetdceo podria deberse
también a materia organica residual, que no hubiera sido eliminada completamente en el
tratamiento de la muestra. En este sentido, Nauendorf et al. (2016) realizaron un estudio del
efecto de la colonizacién y degradacién microbiana que muestra claramente el aumento del
ruido de fondo en los espectros generados por estos dos factores en muestras de bolsas de
plastico pristinas incubadas con materia organica.

Porotrolado,tambiéncabedestacarconesteejemplocémolosespectroscorrespondientes
a los pigmentos predominan y a menudo se superponen sobre los espectros de los polimeros,
imposibilitando la identificacién en algunos casos (Ribeiro-Claro et al., 2017). La Figura 7.3
muestra una notable coincidencia (superior al 98%) entre los espectros de las muestras (dos
fibras rojas) y los pigmentos (alizarina y siena natural). Por tanto, es muy importante tener
en cuenta, al analizar los espectros de los microplasticos, que generalmente contienen otros
componentes ademas de la matriz polimérica, como aditivos quimicos o colorantes, debiendo
ser cautelosos a la hora de interpretarlos.

En dltimo lugar, mencionar que si bien la presencia de pigmentos nos advierte de que
estamos ante una particula de origen antropogénico, esto no significa necesariamente
que sea de origen plastico, ya que pueden ser también, entre otros casos, fibras de celulosa,
como describen concretamente en su trabajo Remy et al. (2015). En este caso, sin embargo, la
correspondencia con los espectros del polietileno (PE7y PE6 de la biblioteca SLoPP) si permite
afirmar que se trata de un microplastico.

Aunque desconocemos el tiempo de residencia de cada una de las fibras en las dos
matrices, los resultados parecen indicar que el paso por el tracto digestivo genera una mayor
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degradaciondelas particulas, provocando asi un espectro menos claro que el de la fibra extraida
del agua de mar. Si bien serian necesarias mas pruebas para establecer una comparacion clara,
por el momento, se puede decir que tanto la materia organica residual como el deterioro de los
materiales de partida microplasticos tienen una influencia significativa en el espectro devuelto
y, por lo tanto, deben tenerse en cuenta para la correcta identificacion de su huella quimica.
Pasamos a analizar este segundo factor en el siguiente caso ilustrado.

7.4.2 Particulas degradadas: la necesidad de las librerias de espectros
de materiales ambientales

El envejecimiento ambiental de los microplasticos se puede producir por diversos
factores: exposicion a temperaturas extremas, la radiacion UV, el viento, la erosién del agua,
entre otros. La exposicion de los microplasticos a estas condiciones ambientales afecta a la
senal espectrografica que devuelven, haciendo que los resultados de las mediciones, bien sean
interpretados por personas o por programas especializados, sean menos fiables que los de las
muestras no afectadas (Ramannaetal., 2022).

El deterioro ambiental promueve la generaciéon de diferentes grupos funcionales,
principalmente C=0, O—H y C-0 en la superficie de los microplasticos (Duan et al., 2021) y por
tanto genera una serie de alteraciones que hacen que los espectros sean significativamente
diferentesy, en general, menos claros y mas dificiles de identificar.

Entre los diferentes factores que afectan al deterioro o desgaste ambiental de los plasticos,
como el oxigeno, la temperatura o el contenido de agua, también tienen una influencia
significativa la presencia de materia organicay la formacién de biopeliculas,ambas condiciones
que se dan en el tracto gastrointestinal.

Realmente, las herramientas y tecnologias que se utilizan actualmente para analizar
las estructuras de los compuestos quimicos que identifican los tipos de polimeros en los
microplasticos no estan optimizadas para el caso de los microplasticos erosionados por
factores ambientales. Precisamente, Ramanna et al. (2022), en un trabajo pendiente de
publicacién, probaron un modelo de aprendizaje automatico (Machine Learning, en inglés), en
el que incrementan la precision de clasificacién de los espectros Raman en casi cinco puntos
utilizando el conjunto de datos de espectros de materiales de plastico degradados SLoPP-E.

En la Figura 7.4 se muestran los espectros y porcentajes de coincidencia devueltos por
el Software Spectragryph para una de las particulas del estudio, una fibra azul hallada en el
tracto gastrointestinal de un K. breviceps (Capitulo 6). El uso de la biblioteca SLOPP-e, que incluye
espectros de microplasticos degradados, permite un mayor porcentaje de acierto al tener en
cuenta las modificaciones que sufre el material al ser expuesto a las condiciones ambientales.
Unadeestasdiferencias puede verse en los picos sombreados, donde el espectro de la biblioteca
SLOPP del poliéster pristino tiene un pico mas prominente que los espectros de la biblioteca
SLOPP-e o el espectro de la fibra azul del presente estudio. En Gltimo lugar, también se ha
incluido, a modo de referencia, el espectro correspondiente al pigmento azul.
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7.4.3 Lavariedad y singularidad de las muestras ambientales

En dltimo lugar, reflexionamos sobre la variedad y la singularidad de las muestras
ambientales, y de como la preparacién de nuestra propia libreria de materiales de referencia,
que recoja las caracteristicas propias en cuanto a grado de degradacién, paleta de colores, nivel
de deterioro y/o cantidad y tipo de materia organica de nuestras muestras tipo, nos puede
ayudar a optimizar la caracterizaciéon quimica de las particulas de estudio.

Asi pues, en la Figura 7.5 se muestra el espectro de una fibra verde caracteristica de
nuestras muestras ambientales y de cémo, de no usar materiales de referencia adecuados, se
podria estar perdiendo la capacidad de identificacion del polimero que la conforma. Asi pues,
la linea verde discontinua muestra el espectro correspondiente al pigmento phtalogreen, de
la Libreria de Pigmentos Pigment Checker para el que el software Spectragryph devuelve el
mayor porcentaje de coincidencia (99.84%). Si en el proceso de caracterizacion hubiéramos
usado exclusivamente la libreria SLOPP, que no tiene en cuenta las particulas degradadas, no
se hubiera logrado determinar el polimero para este espectro, y la identificacién resultaria
fallida. Haciendo uso de la libreria SLOPP-g, que incorpora espectros de referencia de particulas
degradadas, se desenmascara una coincidencia de 99.62% con polipropileno (espectro rojo
discontinuo en la Figura 7.5).

Para contrastar |a hipdtesis de si la fibra verde tomada para este ejemplo podria proceder
de aparejos de pesca abandonados, se comparé con el espectro devuelto por los filamentos de
red de pesca (verde turquesa) comprendidos en los materiales empleados para la creacién de la
libreria de espectros (Imagen7.1). Taly como se puede observaren la Figura7.6,la coincidencia
de éste material con el polietileno fue clara, con porcentajes de coincidencia por encima del
97%. En este sentido, la configuracién de una libreria de espectros de referencia propia, que
responda a las especificidades del analisis que vamos a llevar a cabo presenta interesantes
ventajas, sibien hadetenerse en cuentalavariedadysingularidad de las muestrasambientales,
una cuestion a valorar en la preparacion de futuros estudios.

Fig.7.6: Comparacion de los espectros micro-Raman del filamento procedente de una red de pesca (item n° 8 de
los materiales de referencia preparados
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7.5 Conclusiones

La espectroscopia micro-Raman es una de las técnicas mas propicias para el analisis de la
huellaquimicade particulasinclusoinferioresalas 20 um.No obstante, noessinlimitaciones: el
tratamiento de la muestra es una cuestion trascendental en la que la eliminacion de la materia
organica, la seleccion de la zona a medir, el color de la particula o el deterioro ambiental de la
misma representan factores cruciales para la obtencién de un espectro legible e interpretable.
Por otro lado, ya en cuanto a la técnica en si, los altos niveles de fluorescencia imposibilitan en
numerosos casos la obtencién de un espectro lo suficientemente limpio como para poder ser
identificado, tanto por medios automatizados como manuales.

A través de tres casos ilustrativos fruto de las investigaciones precedentes, se demuestra
el potencial de la identificacion de microplasticos mediante esta técnica, haciendo especial
hincapié en las interferencias causadas por los pigmentos o el deterioro ambiental. A
partir de estos resultados se puede concluir la idoneidad de la creacién de una libreria
propia de espectros que incorpore las caracteristicas de las muestras a analizar con mayor
representatividad, si bien ha de tenerse en cuenta la variedad y singularidad de las muestras
ambientales, siendo recomendable contar con un banco de espectros lo mas amplio y diverso
posible.
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8.1 Conclusiones generales

La produccién mundial de plastico ha crecido desde finales de la década de 1940y en
la actualidad se producen mas de 300 millones de toneladas de plastico al ano en todo el
mundo, sin que se vislumbre una disminucién (Plastics Europe, 2022). La investigacion sobre
microplasticos Ileva creciendo exponencialmente durante décadas, e incluso desplazando
problemas ambientales globales tan trascendentales como el Cambio Climatico (Borja and
Elliott,2019a). Las posibilidades de estudio en este campo son tan vastas como el medio marino,
cinéndose esta tesis en su aporte de conocimiento a tres areas precisas:

1) El muestreo de microplasticos en aguas superficiales marinas, respondiendo
a las necesidades en el campo de la monitorizaciéon en aguas abiertas con el disefio
y validacion de un artefacto de muestreo para barcos con toma de agua marina en
continuoy el disenoy registro como modelo de utilidad de un dispositivo de muestreo de
microplasticos (MuMi) para embarcaciones mas pequefas, como las de recreo, turismo
de avistamiento de cetaceos o turismo cientifico, a bordo de las que se realizé un estudio
comparativo con la tradicional red manta para el muestreo de microplasticos.

2) El estudio de la ingesta de microplasticos por cetaceos y el analisis de la
posible relacion con los niveles de Contaminantes Organicos Persistentes en sus tejidos,
desarrollando un protocolo que permite actuar a los equipos multidisciplinares de las
areas de veterinariay ciencias del marante el estudio de los contenidos gastrointestinales
de cetaceos varados.

3) El acercamiento a la espectroscopia micro-Raman para la identificacion de
la huella quimica de los microplasticos muestreados mediante la exploracién de las
limitaciones producidas, fundamentalmente, por la fluorescencia, los pigmentos o
el deterioro ambiental a través de tres casos ilustrativos, resultando en la idoneidad la
creacion de una libreria de espectros de referencia propia.
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8.2 Conclusiones especificas

Parte | - Para entender hay que conocer:
¢Como muestreamos los océanos?

1. El uso del sistema de circulacion de agua marina de los buques de investigacion
se presenta con un gran potencial como una forma de aumentar el esfuerzo de
monitorizacién de la contaminacién por microplasticos en aguas superficiales marinas.

2. El ingenio de filtracién disefado y testado para este fin ha demostrado ser una
herramienta idénea que permite su incorporacién en barcos de oportunidad, sin
interferir en sus actividades rutinarias o previstas. Los materiales seleccionados para
su fabricacion y las caracteristicas para su manejo hacen que se trate de un equipo
rentable, asequible, de facil operacién, precisoy comparable. Ademas, resulta adecuado
para muestrear microplasticos de hasta 50 um.

3. Se encontraron microplasticos en todas las estaciones y transectos muestreados,
siendo la mayoria fibras (64.42%). La concentraciones (14.46+13.23 fibras/m?® y
5.37+6.35 fragmentos/m? se encuentran dentro de los rangos reportados en otras areas
del Atlantico.

4. Esconvenientecontinuarprofundizandoeninvestigacionesdeestetipoparacomprender
c6mo pueden afectar factores como la velocidad de navegacion y la profundidad de
muestreo a este método.

5. Con la misma filosofia comentada anteriormente, se disefid un muestreador de
microplasticos innovador destinado a ser empleado en embarcaciones de oportunidad
de menor envergadura, que no dispongan del sistema de circulacién de agua en
continuo, como lo son las embarcaciones de pesca artesanal, observaciéon de cetaceos,
asi como las recreativas particulares o de sectores del ocio y la ndutica.

6. Este muestreador, MuMi, fue registrado como Modelo de Utilidad 202100078 segln
la Resolucién de Concesion de la Oficina Espafola de Patentes y Marcas (OEPM) del
21/09/2021.

7. Serealiz6 una comparacion metodologica entre la red Mantay el muestreador MuMi,
demostrando su utilidad y funcionalidad del mismo, siendo el volumen de agua
filtrado con cada dispositivo adecuado y las muestras recogidas representativas. Las
concentraciones de particulas registradas fueron desiguales entre ambos métodos:
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0.3+0.2 microplasticos/m* y de 66.6+4.7 microplasticos/m? para la red Manta vy el
muestreador MuMi, respectivamente.

El control sobre el volumen filtrado es una cuestion a mejorar en los muestreos con redes
Manta y similares. Se corroboraron importantes ventajas para el MuMi en cuanto a la
facilidad de manejo, menor coste y posibilidad de muestrear particulas mas pequefas
(hasta 50 um), debiendo mejorarse el control de la profundidad de muestreo.

Parte Il - Particulas de menos de 5mm en animales de
mas de 2m: ¢Ingieren microplasticos los cetaceos?

9.

10.

11.

Se present6 un protocolo ideado para el estudio de la ingestion de microplasticos en
cetaceos varados que demostro ser eficiente para la separacion de microplasticos
durante el andlisis del contenido gastrointestinal sin interferir en las tareas propias de
los equipos veterinarios.

En aplicacion del citado protocolo, que incorpora un sistema de filtros a la mesa de
necropsias, este estudio proporcion6 informacién sobre la ingestion de microplasticos
en cetaceos varados de la Regiéon Macaronésica (n=12). Salvo el caso de dos etiquetas
de plastico que se encontraron en el eséfago y el estomago de un mismo delfin, no se
observaron particulas de plastico mayores de 5 mm; si bien se encontraron fibras en
todos los animales analizados.

Ademas, se analizaron muestras de tejido de estos mismos animales, evidenciando su
exposicionadiversos Contaminantes Organicos Persistentes, entre los que los bisfenoles
(BPS, BPFy BPA) y el DEHP fueron detectados en el 94.44% y el 88% de las muestras,
respectivamente. A excepcion de dos individuos, todos los animales presentaron
también concentraciones de pesticidas (DDT, DDDy DDE).
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Parte Ill: Mas alla de contar particulas

12. Se realiz6 un estudio sobre el potencial y las limitaciones del analisis de microplasticos
mediante espectroscopia micro-Raman, una cuestion que debe investigarse mas a
fondo en un futuro.

13. Mediante tres casos ilustrativos y la creaciéon de una libreria de espectros de referencia
propia, se pone de relieve la importancia de las interferencias producidas por los
pigmentos, la materia organica residual en la muestra, o el nivel de degradacién de las
particulas a analizar, cuestiones que resultan determinantes para una determinacién
polimérica efectiva.

14. E| tratamiento de la muestra es una cuestion trascendental, si bien también lo es la
imposibilidad de obtener un espectro lo suficientemente limpio como para poder ser
identificado debido a los altos niveles de fluorescencia. Resulta idéneo contar con un
banco de espectros de particulas de referencia lo mas amplio y diverso posible, que
incorpore las caracteristicas de las muestras a analizar con la mayor representatividad.
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8.3 Perspectivas futuras

Hace seis anos, los primeros estudios exploratorios sobre la percepcién del riesgo y la
comprension de la sociedad sobre los microplasticos muestran que el término “microplasticos”
no eraampliamente conocido porel piblico (Andersonetal.,2016; Catarinoetal.,2021). Hoy en
dia, el mismo término concentra no sélo grandes volimenes de investigacion, sino que ademas
es protagonista de numerosas portadas y especiales de conservacién, y meta de numerosos
programas de financiacion.

Desde muy distintos ambitos, se estan buscando soluciones y alternativas para las
diferentes etapas y condiciones de su presencia y permanencia en el planeta. Son varias
también las medidas regulatorias que se han adoptado como vias para atajar este reconocido
problema ambiental, como la prohibicién de las microesferas de plastico en cosméticos, o las
restricciones en el uso de plastico en productos de un solo uso (Directiva (UE) 2019/904 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 5 de junio de 2019, relativa a la reduccién del impacto de
determinados productos de plastico en el medio ambiente, 2019; Schnurr et al., 2018; Xanthos
and Walker, 2017). Sin entraravalorarlo ambiciosas que llegan o noaser, son sin duda unreflejo
de que la contaminacién por microplasticos no sélo ha despertado el interés cientifico, sino que
también ha creado una creciente conciencia piblica y politica sobre otros temas relacionados
con el plastico, lo que ha dado lugar a acciones politicas y legales.

El 3 de marzo de 2020 se publicé una encuesta especial del Eurobarémetro sobre las
actitudes de los ciudadanos de la Unién Europea en materia de medio ambiente que muestra
que el 88% del publico europeo estd preocupado por el impacto medioambiental de los
microplasticos (Directorate-General for Environment (European Commission) and Kantar,
2020). Tomando este dato por bandera, y tal y como recogen Borja y Elliot (2019b) en su
editorial,debemos aprovecharlaoportunidady la fuerza que brinda unasociedad concienciada
para generar cambios. Asi pues, para concienciar sobre los problemas a los que se enfrentan
los océanos necesitamos aumentar las acciones de cultura oceanica (Uyarra and Borja, 2016),
incluyendo labores de educacién desde los piblicos mas infantiles hasta los mas especializados
(sector pesquero, gente de la mar, turistas, etc.).
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Por otra parte, desde la comunidad cientifica deben urgentemente adoptarse enfoques
integradores, basados, en el caso que nos ocupa, en el uso sostenible real de los océanos, en
lugar de abordar los problemas de forma aislada. Es de notable necesidad también seguir
pautas de monitorizacién, seguimiento y evaluacién rigurosas, garantizando que nuestras
politicas esténrespaldadas porunacienciade buenacalidad yadecuadaasufinalidad. Paraque
ese seguimiento sea significativo y eficaz, debe llevarse a cabo con indicadores cuantitativos y
cualitativos y utilizando métodos adecuados. Esto, a su vez, permitird a la comunidad cientifica
y gestora determinar las tendencias del sistema y evaluar si las acciones de gestién aplicadas
previamente tienen éxito (Borja etal., 2017).

En todo ello, retomamos las palabras a las que se hacia ilusiéon en el encuadre de |a tesis:
mantener un enfoque orientado a resolver el problema, no perder el hilo de la conversacion
entre la ciencia fundamental y la aplicada, ni el de la ciencia con la ciudadania, a través tanto
de la transferencia del conocimiento como de las acciones de cultura cientifica. Por ello
también, hace falta también abrir camino en la amplitud de métodos de investigacion de las
Ciencias Sociales y del Comportamiento y cdmo pueden éstos aplicarse al problema de los
microplasticos en el medio ambiente (Pahl and Wyles, 2017). En definitiva, los microplasticos
son un problema causado por el ser humanoy es necesario comprender su dimensién humana
para poder abordarlo.
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ANEXO 5.1 Relacion de estudios de muestreo de microplasticos con redes de
arrastre identificando si usan o no caudalimetro.

Esta tabla presenta los 35 estudios publicados durante el ano 2021 en los que se
investigaron los microplasticos en aguas superficiales mediante el muestreo con redes de
arrastre especificando si utilizan o no un caudalimetro, y la forma en que obtienen el volumen

muestreado.

Referencia Caudalimetro Volumen muestreado
Aigarsetal. No estimado

Bertoldi et al. No estimado
Bowmanetal. Si estimado
Carlssonetal. No estimado

Exposito et al. No estimacion sin detalle
Felismino et al. No estimado
Hamiltonetal. No estimado

Heetal. No estimado

Jonesetal. Si estimado
Kashiwabara etal. Si estimado

Lietal. Si estimado

Liangetal. No no reportado
Liboiron et al. Si no reportado
LiuM.etal. Si estimacion sin detalle
LiuY.etal. No estimado

LiuS.etal. Si estimado

Magnietal. Si estimado

Manbohi et al. No estimado
Okukuetal. Si no reportado

Pan, Liu,Jiangetal. Si estimado

Pan, Liu, Sun etal. Si estimado

Reis de Carvalhoetal. Si estimado
Rios-Mendoza etal. Si estimado

Ripken etal. Si estimado

Russel & Webster Si estimado

Sarietal. No no reportado
Schmidtetal. No estimado

Shiuetal. Si estimado

Smithetal. Si estimado

Suteja etal. Si estimado

Wuetal. Si no reportado

Xuetal. Si estimacion sin detalle
Zawetal. Si estimado

Zhangetal. Si estimacion sin detalle
Zhengetal. Si estimacion sin detalle
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ANEXO 6.1 Protocolo para el estudio de microplasticos en el contenido
gastrointestinal de cetaceos varados tal y como se recoge en el repositorio
protocols.io.
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ABSTRACT

Marine debris can impact biodiversity in a number of ways, and its effects may vary
depending on the type and size of the debris and the organisms that encounter it [1].
Since the first evidence of a marine mammal's interaction with plastic intake, there
have been a number of studies on this subject, together with alarming images of
stomachs full of marine debris and a growing concern about it.

However, very little is known about the presence of microplastics in higher trophic
level species such as cetaceans [2]. Up to more recently, they were primarly focused
on the study of particles larger than 2.5 cm, and therefore failing to assess the
microlitter presence, which remains a challenging task due to large gut content
volumes and the difficulties of sampling following careful airborne contamination
prevention protocols.

Working with stranded cetaceans (n=12), which represent a significant opportunity to
study the interaction of marine fauna with plastic debris, we have validated a protocol
for microplastic ingestion studies that serves to obtain samples from different
multidisciplinary teams (i.e. veterinary and marine sciences schools), without
interfering in the work of any of the parties.

The successful table set up used for the extraction of microplastic particles from the
gastrointestinal contents was proofed advantageous and applicable by any research
group that already counts with the necessary facilities to perform cetaceans autopsy
analysis, fulfilling the harmonisation needs as explicated by Panti et al. [3].

This approach is fully compatible with necropsy protocol in cetaceans [4], and at the
same time complies with the recommendations for reporting ingested plastics in
marine megafauna [5]. The proposed workflow allows the collection of valuable data
for different interdisciplinary research teams, aiming to harmonize data, facilitate
large-scale comparisons of plastic ingestion and also give scientific basis to future
conservation policies.
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GUIDELINES

The airborne contamination is proved to be reduced as the preventive methodology is
improved, as it is recommended on the study of Norén and Naustvol (2010). That's
why, we recommend to take into consideration the following common measures to
prevent contamination of the samples during lab processing:

MATERIALS TEXT
MATERIALS
[ 8 MilliQ water Contributed by users |

[ 3 Distilled Water Contributed by users |

[ B KOH Potassium hydroxide Fisher Scientific |

| 8 Glass microfibre filter (0.7 um; GF/F =47 mm) Contributed by users |

SAFETY WARNINGS

You will be working with Potassium Hydroxide, which is very corrosive and can cause
severe skin burns and eye damage. Please, ensure you are using the appropriate lab
protective equipment, including: googles, lab coat, vent hood and proper gloves.
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BEFORE STARTING

(i) Wear cotton clothes while manipulating the samples,

(i) Clean all containers using distilled water prior to its reuse,

(iii) Perform blank controls filtering MilliQ water,

(iv) Place a clean petri dish with a filter paper close to the manipulation area to register
possible airborne contamination.

(v) Cover all samples with aluminium foil after each single step and during the procedure.

Extraction of the digestive tract during the necropsy 2m

1

After opening the thoracic cavity, locate the final part of the oesophagus (between both Iunzgrfjs)
before passing through the diaphragm by the oesophageal hiatus. Separate a little bit of the
connective tissue that holds it in place and with some string (or ties) make a tight and secure
knot around this part of the oesophagus to seal it.

Repeat the procedure about five centimetres cranially and cut between the two knotted areas.

. . . 2
Subsequently, after block extraction of the thoracic organs, locate the proximal area of the m
oesophagus (after the laryngeal appendix) and seal as explained in the previous step.

Cut the sealed area skull and dissect it by carefully separating this first part of the digestive
system.

. . 2
Remove the oesophagus, rinse externally and set aside. m

After opening the abdominal cavity, seal the final part of the intestine in the same way as m
explained for the oesophagus, by making two ligatures with a little string (or ties) around this
intestinal portion.

. . . . 6
Extract the gastrointestinal package in block and separate it from the rest of the structures m
(pancreas, spleen, mesenteric lymph node...).

Separate the stomach together with the duodenal ampulla from the rest of the intestine. To do
this, we will seal the proximal part of the duodenum with two ligatures, leaving a space of
about 5 cm between them by making a cut in the central area of this space.

Dissect carefully, separating the intestine from the mesentery.

Rinse the stomach and duodenal ampulla externally on one side and the intestinal package on
the other.

Sample collection for anatomopathological, microbiological, parasitological, dietary and microplastic studies

A\

4
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6 YARN

Throughout the procedure, and especially now that each of the gastrointestinal compartments
is going to be opened, precautions to prevent contamination shall be taken.

Recommendations can be found at the "Guidelines & Warnings" section of this protocol.

7 A

A custom-made adaptation to the necropsy table was made to perform the following steps
meeting the requirements for microplastic research. The drainage of the necropsy table was
connected to a set of three stacked metal sieves (1000, 500 and 200 pm) where the washed
stomach contents were retained after thorough GIT rinses.

8 Empty the digestive content of each GIT section (oesophagus, stomach, duodenal ampulﬂ’fm
and intestine) into separate trays. Perform this step one by one so the contents exposure time
is reduced. In between the different GIT sections inspections, clean the table thoroughly and
place a new air control filter next to the operation area.

The steps described here correspond to the steps to be followed for each of the
successive sections (esophagus, duodenal ampulla, stomach and intestines). The times
indicated are the approximate sum of the performance of each action for the four
compartments, even if they are done separately.

. L . e . . . 12
O Rinse the inside of each section with filtrated water, taking care to leave all digestive traces on
the trays.

10 Carry out the macroscopic examination of the different GIT sections and take samples for1 2m
histopathology and, if necessary, for microbiology.

171 Wash the inside of the GIT sections with water, rubbing the mucous membranes thorougﬂl%lm
until all the digestive remains have been left on the trays.

12 Now, the digestive content will be retined in each of the sieves described above.
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Sample treatment for the study of macrowaste, diet and parasites 12m

. . . . . 12
13 Carry out a thorough observation and manual extraction of organic remains retained for m
observation and identification of diet.

The remains extracted will be introduced in an airtight container and stored in freezing at
8 -20 °C for their subsequent laboratory study.

. . . . 12m
14 Carry out a thorough observation and manual extraction of parasites for observation and
identification.

The greatest number of parasites present will be collected in order to take a census of the
parasite load, introducing them into different containers for each type of parasite and
parasitized organ (oesophagus, stomach and duodenal ampulla, and intestine). They will be
set in 70° alcohol, including the name of the organ where they were observed on the label.

870 ° Alcohol Contributed by users

Likewise, in all cases a parasitic load index (1 - 5) will be given in the organs where parasites
appear:

= Mild: 1-10 parasites

s Moderate: 20-50 parasites

= |ntermediate: 50-100 parasites

= High: 100-500 parasites

= Massive: more than 500 parasites

. . . . 12m
15 Carry out an exhaustive observation and manual extraction of the non-organic waste

deposited on the 5mm sieve for the study of macro-waste.

The extracted residues will be introduced in containers differentiated for each organ
(oesophagus, stomach and duodenal ampulla, and intestine) and will be stored in freezing at

8 -20 °C for their subsequent laboratory study.

Sample treatment for the study of microplastics 4m

16 Checkthat the sieve has no traces of diet indicators (small otoliths, crystals, etc.) that may4m
have been left behind.

17 The filtered remains will be introduced into different containers for each organ (oesophaguélsr,n
stomach and duodenal ampulla, and intestine) and will be stored in freezing at § -20 °C for

6
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their subsequent laboratory study.

Laboratory study of microplasticsics 2w 6d 12h 20m

18 Following Foekema et al. (2013) protocol to remove organic material, prepare the digeStIZC\;\h%jf
the stomach content of each of the GIT compartments, pouring it into a glass beaker, with

triple the volume of KOH 110 % volume .

L 2h 30m
19 Once the material is degraded, follow
Seawater sample preparation for microplastic PREVIEW RUN
determination N

by Tania Montoto-Martinez,

University of Las Palmas de Gran Canaria

filtering the remains using a vacuum pump.

We used Whatman® glass microfiber filters (Grade GF/F, 47 mm).

. . . 2
19.71 Cleanthe glass beaker where your seawater sample is transfered: rinse it thoroughly three m
times with

& MilliQ water Contributed by users

Note down the volume.

19.2 Prepare the vacuum filtration system with a glass microfibre filter (0.7 pm; GF/F ¢=471r?m1)

and filter the full volume.

. . . . - . . . . . 5m
19.3 Rinse the vacuum filtration system three times while it continues filtrating to the microfibre
filter, so no particles are left behind.

1d
19.4  Place the filter on a petri dish and let it dry overnight in the ovenat 8 60 °C .

19.5 Observe the filter under a microscope. 10m

Take pictures and measures of the identified particles following Lusher et al (2014) guidelines.

12h
20  Drythe filters overnight at 8 60 °C .
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271 Observe each filter under a microscope taking careful airbone contamination controls.
Take pictures and measures of the identified particles following Lusher et al (2074) guidelines.
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ANEXO 7.1 Fotografias de varias particulas analizadas mediante espectroscopia
micro-Raman en el filtro de fibra de vidrio original, y una vez transferidas al
filtro de policarbonato.

PILTROS FIBRA OE VIDRIO  FlILTROS POLICAREBONNTO
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PILTROS FIBRA DB VIDRIO  FILTROS POLICAREBONNTO
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ANEXO 7.2 Caracterizacion de dos fibras segun sus espectros y el porcentaje de
coincidencias devuelto por el Software Spectragryph en base a las librerias de
espectros de referencia empleadas.
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11.1 Publicaciones de la tesis doctoral
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Brito, José Joaquin; Gelado Caballero, Maria Dolores

Fecha de publicacion: Diciembre, 2022
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Microplastics, bisphenols, phthalates and pesticides in odontocete species in the
Macaronesian Region (Eastern North Atlantic).

Montoto Martinez, Tania; De La Fuente Marquez, Jesus; Puig Lozano, Raquel Patricia;

Marques, Nuno; Arbelo Hernandez, Manuel Antonio

Fecha de publicacion: Diciembre, 2021
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First Observations and Monitoring of Microplastics on Oceanicand Coastal Waters

off the Canary Islands (Subtropical NE Atlantic).
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Dolores

Fecha de publicacion: 2020
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Region.
Montoto Martinez, Tania.
Congreso: MARLICE, Foro internacional sobre Basuras Marinas y Economia Circular.
Sevilla (Espana). Abril, 2019.

Muestreador de Microplasticos (MuMi): Modelo de Utilidad
Montoto Martinez, Tania.

Congreso: Patents Week. Las Palmas de Gran Canaria (Espana). Octubre, 2018.

Comité Organizador y Moderadora de un Panel en la Conferencia MICRO2018:
Fate and Impact of Microplastics: Knowledge, Actions and Solutions. Lanzarote, 19-23
Noviembre, 2018.

Coordinadora Cientifica del Proyecto de I+D “La Acidificacién marina: Océanos
mas acidos, conchas mas fragiles”, del Vicerrectorado de Investigacion, Desarrollo e
Innovacion de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, enmarcado en el “Campus
de la Ciencia y la Tecnologia de Canarias”, en el Eje Energia Biodiversidad y Medio
Ambiente, desde el 27 de junio al 8 de julio de 2016.

Colaboradora del evento de divulgacion cientifica Macaronight, la noche de los
investigadores. 27 de septiembre de 2019.

Ponencia en el Ciclo de charlas denominado “Café Conciencia”, la cual se enmarca
dentro del Proyecto UniPlanet, financiado por el Gobierno de Canarias. 5 de febrero de
2020.

269


https://aebam.org/marlice2019/marlice2019.aebam.org/home_798745194.html

- PUBLICACIONES -

11.4 Otras publicaciones

Motivations and concerns of early career marine researchers
Montoto Martinez, Tania; OYSTER Euromarine Working Group

Tipo de publicacion: paster

Congreso: VII International Symposium on Marine Sciences ISMS. Barcelona (Espaia)-
Julio, 2020.

Microplastic ingestion by Atlantic chub mackerel (Scomber colias) in the Canary
Islands coast

Herrera, A.; Stindlova, A.; Martinez, I.; Rapp Cabrera, ].; Romero-Kutzner, V., Samper, M.D.,
Montoto Martinez, Tania; Aguiar Gonzalez, M.B. Borja; Packard, T., Gomez, M.

Tipo de publicacion: articulo cientifico.
DOI:10.1016/j.marpolbul.2018.12.022

Revista: Marine Pollution Bulletin [ISSN 0025-326X], v.139, p. 127-135 (2019).
Indicadores: SJR:1,27-Q1//JCR: 4,049-Q1// SCIE

Strandings of cetaceans and sea turtles in the Alboran Sea and Strait of Gibraltar:
A long-term glimpse at the north coast (Spain) and the south coast (Morocco)

Rojo-Nierto, Elisa; Alvarez, Pablo; Morote, Elvira; Burgos, Macarena; Montoto Martinez,

Tania

Tipo de publicacion: articulo cientifico

Revista: Animal Biodiversity and Conservation [ISSN1578-665X], V.34 (1), p.151-163 (2011).
Indicadores: SJR: 0,271- Q3 // Sello FECYT SCIE

Influence of ocean acidification and deep water upwelling on oligotrophic
plankton communities in the subtropical North Atlantic: Insights from an in situ
mesocosm study

Taucher,].; Bach, LT.; Boxhammer, T.; Nauendorf, A.; Achterberg, E. P, et al.
Tipo de publicacién: articulo cientifico
DOI:10.3389/fmars.2017.00085

Revista: Frontiers in Marine Science [ISSN 2296-7745], v. 4, article number 85 (2017)
Indicadores: SJR:1,225-Q1//SCIE

270


https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/106382
https://accedacris.ulpgc.es/cris/rp/rp01589
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/55015
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/55015
https://accedacris.ulpgc.es/cris/rp/rp00343
https://accedacris.ulpgc.es/cris/rp/rp01589
https://doi.org/10.1016/j.marpolbul.2018.12.022
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/69627
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/69627
https://accedacris.ulpgc.es/cris/rp/rp01589
https://accedacris.ulpgc.es/cris/rp/rp01589
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/37199
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/37199
https://accedacris.ulpgc.es/handle/10553/37199
https://doi.org/10.3389/fmars.2017.00085




La producciéon mundial de plastico ha crecido desde finales de la'd
se producen mas de 300 millones de toneladas de plastico al ano en‘tod
una disminucion ( ). La investigacion sobre
exponencialmente durante décadas, e incluso desplazando proble
trascendentales como el Cambio Climatico ( ).Las
campo son tan vastas como el medio marino, cinéndose esta tesis en's
areas precisas:

El muestreo de microplasticos en aguas superficiales marinas
artefacto de muestreo para barcos con toma de agua marina en continto
de Utilidad de un dispositivo de muestreo de microplasticos (MuMi) par
a bordo de las que se realizé un estudio comparativo.

El estudio de la ingesta de microplasticos por cetaceos y el analis
niveles de Contaminantes Organicos Persistentes en sus tejidos, desarro
actuar a los equipos multidisciplinares de las areas de veterinaria y cienc
contenidos gastrointestinales de cetaceos varados.

El acercamiento a la espectroscopia micro-Raman para la identific
microplasticos muestreados mediante la exploracion de las limitaciones
por la fluorescencia, los pigmentos o el deterioro ambiental a travésde't
en laidoneidad la creacién de una libreria de espectros de referencia pre
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