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1. Resumen

Los desechos de productos plasticos son motivo de grave preocupaciéon internacional
debido a su durabilidad y resistencia a la corrosién. Particularmente en los ultimos anos
se ha centrado el enfoque en las microparticulas y fibras plasticas de tamafos menores
de 5 mm, comunmente denominadas microplasticos (MP), y presentes tanto en los
ecosistemas marinos como en los terrestres. En el mar, la ingestion de microplasticos
por una amplia gama de organismos puede producir efectos letales o subletales,
bioacumulacién, y transferencia de la toxicidad adquirida desde los niveles troficos
inferiores a los superiores. El conocimiento cientifico de esta problematica es aun muy
limitado, especialmente en el Mar Argentino, donde al respecto se han realizado
escasos estudios. El presente trabajo de seminario aborda por primera vez el estudio
de microparticulas de origen antropico en ambientes costeros de la regién central del
Golfo San Jorge. Su objetivo general fue evaluar la presencia y concentracién de estas
microparticulas en mejillones (Mytilus platensis d'Orbigny, 1842) en cuatro sitios
cercanos a Comodoro Rivadavia y Rada Tilly, y con diferentes grados de urbanizacién.
Las muestras fueron tratadas con peréxido de hidrogeno al 30 %, para luego ser
filtradas a través de filtros de policarbonato de 10 um de poro, los que fueron
montados sobre portacbjetos y analizados con microscopia oOptica. A su vez, una
fraccion de las fibras encontradas se aislaron para la determinacién de su composicién
quimica a través de espectroscopia Raman. Los resultados indicaron la presencia de
fibras plasticas y no plasticas de origen antrépico en mejillones en los cuatro sitios
muestreados. La concentraciéon media de microplasticos, considerando los cuatro sitios,
fue de 0,51 £ 0,19 items/geso humedo), CON CONCeNtraciones significativamente superiores
en sitios con mayor grado de urbanizacién. En cambio, la concentracién media de fibras
no plasticas considerando tres sitios fue de 8,96 + 4,50 items/gpeso himedo), CON Mayores
concentraciones en los sitios no urbanizados. En general, las fibras plasticas resultaron
transparentes o incoloras, y su composicién fue mayoritariamente de PET (polietileno
tereftalato). También se determinaron fibras de algoddn, ambos componentes de origen
textil. Si bien se comprob6 la existencia de microplasticos, con concentraciones
comparables a otras regiones similares de la costa argentina, los valores obtenidos no
excedieron los niveles criticos de contaminacion por microplasticos indicados en el
hemisferio Norte. Dada la alta variabilidad en los patrones observados, es necesario
profundizar los estudios a través de mayores y sostenidas frecuencias de muestreo, asi
como con la implementacién de metodologias estandarizadas a fin de establecer
interpretaciones y comparaciones de los resultados con aquellos obtenidos desde

diferentes estudios nacionales e internacionales.



2. Introduccién

Los plasticos son polimeros sintéticos de alto peso molecular derivados del
petréleo, carbon y gas natural. Especificamente existen distintos tipos de polimeros
plasticos y aditivos que pueden ser combinados en materiales que adquieren
caracteristicas propias. Los polimeros mas comunes son el polietileno, polipropileno,
poliestireno, poliamida, policloruro de vinilo o PVC, entre otros (Avio et al. 2017). La
produccién y consumo de plastico ha aumentado considerablemente durante las ultimas
décadas. Debido a su facilidad de fabricacién, bajo costo, elevada resistencia a los
productos quimicos, al agua y a la temperatura, el plastico ha reemplazado a
numerosos materiales tradicionales, tales como el vidrio, el cartén, el metal, la ceramica
o la piedra (Shah et al. 2008, Thompson et al. 2009, Sharma y Chatterjee 2017). La
durabilidad de los plasticos y su potencial uso en diversas aplicaciones fueron
anticipados desde un comienzo, no asi los problemas asociados con su manejo.
Cantidades sustanciales de desechos plasticos se acumulan voluntaria e
involuntariamente en ambientes naturales, contaminando los ecosistemas terrestres y
marinos (Thompson et al. 2009). Si bien se desconoce con precision la cantidad de
plastico que ingresa al océano a partir de los residuos generados en tierra, Jambeck et
al. (2015) estimaron entre 4,8 y 12,7 millones de toneladas métricas durante el ano
2010. Alrededor de la mitad de los productos plasticos existentes poseen la capacidad
de flotar en el agua de mar, y representan una alta proporcion de los desechos
costeros. En tal sentido, la contaminacién por plasticos en las playas es una de las
expresiones mas visibles del impacto negativo de las actividades humanas
(Claereboudt 2004). No obstante, se calcula que la carga total de plastico flotante
detectable representa sélo entre 1y 10% de la cantidad total de plastico que ingresa al
océano, persistiendo el interrogante de donde y en qué forma permanece el plastico
remanente (Jambeck et al. 2015, Clark et al. 2016).

Progresivamente se esta tomando conciencia de que por mas grandes que sean
los océanos, no poseen una capacidad infinita para absorber desechos humanos. La
basura plastica ha sido reconocida como un contaminante emergente motivo de
preocupacién internacional y representa una amenaza para la vida en el mar y la
seguridad alimentaria (Cole et al. 2011, Li et al. 2019). Si bien los meso y
macroplasticos (particulas mayores a 5 mm segun Lippiatt ef al. 2013 y Eriksen et al.
2014) han recibido histéricamente la mayor atencién, la problematica de la
contaminacidén es aun mas compleja y en los ultimos anos se ha centrado el enfoque en
las microparticulas y fibras plasticas, comunmente denominadas microplasticos, los

cuales estan presentes en diferentes ambientes. Segun su origen, los microplasticos se
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clasifican en primarios y secundarios. Los primeros son particulas micrométricas
utilizadas en la industria textil, como exfoliantes en cosméticos, como abrasivos
industriales, entre otros, y llegan directamente al océano a través de la escorrentia y de
los efluentes urbanos. Pero la mayor parte de los microplasticos en los océanos son
derivados secundarios que provienen de la degradacién y fragmentacion de productos
mas grandes que de alguna u otra manera llegan al mar (Piha et al. 2011). Aunque no
existe un acuerdo generalizado, el término microplastico engloba a las particulas
plasticas con un tamafio menor de 5 mm (Avio et al. 2017, Sharma y Chatterjee 2017).
Por otra parte, el término nanoplastico incluye particulas menores de 100 nm, las cuales
se originan por la fragmentacién de fibras sintéticas (ej. durante el lavado de prendas de
vestir) o por el desgaste de los mencionados microplasticos (Sharma y Chatterjee
2017).

Dado que los estudios de deteccidn de microplasticos en el ambiente marino son
relativamente nuevos, no existe aun consenso respecto a un protocolo valido que
permita determinar su presencia y abundancia. Estos protocolos implican una serie de
pasos y detalles a tener en cuenta: sitios y estrategia de muestreo, tamano de la
muestra, almacenamiento de la muestra, solucion de digestiéon, tamano de poro de filtro,
unidades de reporte, control de contaminacién, etc. (Rochman et al. 2017, Li et al.
2019). Asi mismo, se han desarrollado distintos métodos para la caracterizacién fisica y
quimica de los microplasticos segun el tamano de la particula, entre ellos:
caracterizacién mediada por el uso de microscopio 6ptico o estereoscopico, tincion para
microscopia de fluorescencia, microscopia electrénica de barrido/espectroscopia de
rayos x de dispersibn de energia, espectroscopia Raman o espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) y microFTIR (Torres Hernandez 2017).

El actual interés y preocupacion acerca de los microplasticos en los océanos
radica en que los mismos pueden ingresar en las redes troficas y transferirse desde los
niveles inferiores o los niveles superiores. La ingestiéon de microplasticos por una amplia
gama de organismos marinos puede provocar efectos letales o subletales en ellos
(Clark et al. 2016, Avio et al. 2017, Shahnawaz et al. 2019). Por ejemplo, se ha
detectado la absorcion de perlas de nanopoliestireno en productores primarios
(microalgas coloniales planténicas) inhibiendo el proceso de fotosintesis. Asimismo, se
ha comprobado que la ingestién de microplasticos por el zooplancton interfiere en sus
procesos fisioldgicos tales como su tasa de alimentacién y éxito reproductivo
(Bhattacharya et al. 2010, Cole et al. 2013, Avio et al. 2017). En invertebrados
bentdnicos costeros (egj., crustaceos, equinodermos, poliquetos, moluscos, etc.) se han
documentado efectos ecotoxicologicos tales como mortalidad, alteraciones en la funcidn

reproductiva (disrupcion enddcrina), neurotoxicidad, alteraciones fisiologicas y de
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comportamiento, estrés oxidativo, efecto en la hemolinfa, genotoxicidad, entre otros
(Avio et al. 2015, 2017, de Sa et al. 2018). Estos estudios, en su mayoria, han sido
desarrollados en condiciones controladas de laboratorio donde las concentraciones de
microplasticos fueron superiores a los niveles presentes en el ambiente. En cuanto a los
vertebrados, los peces son el grupo mas estudiado y son generalmente depredadores
intermedios o0 que se encuentran en la cima de la red tréfica, por lo tanto, pueden llegar
a ingerir microplasticos directamente o mediante el consumo de presas que los
contengan. En peces marinos se han descripto similares efectos ecotoxicolégicos, asi
como una reduccion en su rendimiento predatorio. Las aves y mamiferos marinos son
los grupos menos estudiados respecto a la contaminacién por microplasticos, no
obstante, es también conocida la ingestién de macro y microplasticos por parte de ellos
(Fossi et al. 2012, Herzke et al. 2016, de Sa et al. 2018, Perez-Venegas et al. 2020).

En particular, en estudios de laboratorio sobre bivalvos mitilidos se advirtieron
efectos negativos en la tasa de filtracidn y, por consiguiente, en su alimentacién al
exponerlos a diferentes concentraciones de perlas de nanopoliestireno (Wegner et al.
2012). Ademas, hay evidencia de acumulacién de particulas plasticas de entre 3 y 10
Hm en los tejidos digestivos, translocacién al sistema circulatorio y fuertes respuestas
inflamatorias (Browne et al. 2008, von Moos et al. 2012).

Los estudios en el campo sobre las diferentes especies del género Mytilus son
menos frecuentes que aquellos llevados a cabo en laboratorio (Avio ef al. 2017). No
obstante, Li et al. (2019) recopild resultados de distintos trabajos llevados a cabo en el
hemisferio norte donde la abundancia de microplasticos varié desde 0,05 hasta 259
items/gpeso himedo). EStOs valores dispares pueden representar una variacion de
abundancia de microplasticos segun el area, o también, se pueden atribuir a la
diversidad de métodos utilizados en su cuantificacion. Segun Li et al. (2015) la
abundancia de microplasticos en mejillones esta estrechamente relacionada con la
actividad humana, ya que mejillones de areas con intensa actividad antrdpica contienen
concentraciones significativamente mas altas.

Si bien la contaminacién por microplasticos es un hecho que afecta a todos los
océanos del planeta, es necesario llevar a cabo estudios locales o regionales que
establezcan niveles de base, particularmente cuando el grado de contaminacién
depende del area de estudio. Especificamente en el Mar Argentino existe escasa
informacién sobre la presencia y efectos de los microplasticos. La gran mayoria de los
estudios sobre microplasticos han sido publicados a partir del afio 2017. Ronda et al.
(2021) senala un total de nueve trabajos desarrollados en ambientes marinos, seis de
ellos utilizan matrices biolégicas como indicadores, de los cuales particularmente tres

refieren a tejidos blandos de mitilidos. Pérez et al. (2020) reportd un promedio de 8,6
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items/individuo en el Canal de Beagle para el mejillon (Mytilus chilensis) y, por otro
lado, Rios et al. (2020) indicd una concentracion media de 0,3 items/gpeso himedo) €N 1A
Peninsula Valdés para la cholga (Aulacomya atra). Truchet et al. (2021), por su parte,
indico valores en la zona de Claromeco de entre 0,15 a 0,25 y 0,3 a 0,5 items/gpeso
himedoy Para las especies de mejillin Brachidontes rodriguezii y la almeja amarilla
Amarilladesma mactroides, respectivamente. Trabajos mas recientes estan siendo
desarrollados o se encuentran en proceso de publicacion.

Los mitilidos han sido recomendados como excelentes indicadores locales de la
contaminacién por microplasticos en distintas zonas costeras (Fossi ef al. 2018).
Ademas, cumplen un rol importante como ingenieros ecosistémicos ya que pueden
modificar la distribucion de materiales y energia en el lugar en que se encuentran,
creando un microhabitat unico para el desarrollo y ocupacion de varias especies de
invertebrados intermareales (Bertness et al. 2006, Prado y Castilla 2006, Zaixso et al.
2015). Los mitilidos también forman parte de varias de las redes troficas costeras
(Bayne 1976, Gil y Zaixso 2008, Palomo et al. 2019).

Con el objeto de ampliar el escaso conocimiento que existe sobre el tema en
nuestro pais y, particularmente en la region costera mas poblada de Patagonia
(Comodoro Rivadavia, Rada Tilly y Caleta Olivia), el presente trabajo evalua por
primera vez la presencia y concentracion de microplasticos y microparticulas no
plasticas de origen antrépico en mejillones (Mytilus platensis) de la costa central de

Golfo San Jorge.



3. Objetivos

3.1. Objetivo general

El objetivo general del presente Seminario es evaluar la presencia y
concentracion de microparticulas de origen antrdpico, con especial atenciéon a los
microplasticos, en mitilidos de la especie Mytilus platensis de la zona central del Golfo

San Jorge y su relacidén con areas urbanizadas.

3.2. Objetivos especificos

- Evaluar diferentes técnicas de identificaciéon de microparticulas.

- Caracterizar las microparticulas encontradas en tejidos blandos del mejillén M.

platensis en funcion de su forma, tamaro, coloraciéon y composicién quimica.

- Determinar la concentracién de microparticulas y evaluar cambios espaciales
respecto a zonas con distinto grado de urbanizacién (Comodoro Rivadavia, Rada Tilly y

alrededores).



4. Materiales y métodos

4 1. Area de estudio

El Golfo San Jorge es el accidente geografico mas amplio de la costa argentina,
extendiéndose desde Cabo Dos Bahias (44°55’'S, 60°32°0) hasta Cabo Tres Puntas
(47°06’S, 65°52'0) y ha sido reconocido como una de las regiones prioritarias para las
investigaciones oceanograficas, ecolégicas y pesqueras del pais (Géngora et al. 2012,
St-Onge y Ferreyra 2018). La importancia que se le asigna radica en la gran diversidad
de ambientes que posee, en su alta productividad y biodiversidad, en el alto valor y
complejidad de los servicios que su ecosistema marino brinda a la sociedad, y en el
hecho de ser un escenario clave en el transporte de hidrocarburos y potencial
explotacién petrolera “offshore” (Dans et al. 2020). El golfo esta expuesto a presiones
diversas, asociadas al creciente desarrollo urbano y al aumento sostenido de las
actividades humanas y la explotaciéon de recursos (Mincyt 2014). El mismo, recibe
descargas de aguas residuales urbanas e industriales de las ciudades de Comodoro
Rivadavia, Rada Tilly y Caleta Olivia, las cuales presentan escaso o nulo tratamiento
(Mazén 2010, Verga et al. 2020). Comodoro Rivadavia es la ciudad mas poblada del
golfo y se caracteriza por presentar un territorio urbano disperso y fragmentado,
atravesado por numerosos conflictos urbanisticos y ambientales relacionados con la
actividad extractiva hidrocarburifera (Usach y Freddo 2015). Asimismo, en ciertos
barrios costeros de la ciudad son comunes las actividades industriales, basurales
clandestinos a cielo abierto, vertidos, efluentes cloacales y pluviales (Fig. 1), que
determinan paisajes con alto grado de deterioro y contaminacién (Raimondo 2010,
Usach y Freddo 2015, Verga et al. 2020).

La localidad de Rada Tilly, con condiciones climaticas similares, no esta exenta
de las problematicas ambientales de la regidén. La industria petrolera y los desagues
cloacales mal disefiados que desembocan en el mar, son las principales causas de la
grave contaminacién que sufren las playas de la ciudad. Ademas, los desechos
pesqueros y los basurales a cielo abierto que también terminan en el mar (Scavuzzo
2022).

La region presenta un clima dominado por escasas precipitaciones y fuertes
vientos (media 32 km/h) predominantes del oeste que favorecen el arrastre de los
desechos y la basura hacia el mar (Dans et al. 2020). El resultado final es una mayor
contaminacidén de la costa atlantica afectando el océano, la flora, la fauna y la vida

diaria de la sociedad (Scavuzzo 2022).
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Figura 1: Diferentes tipos de impactos en zonas cercanas a las costas de las localidades de Comodoro

Rivadavia y Rada Tilly.

4.2. Sitio de muestreo

Los sitios de muestreo seleccionados se encuentran en inmediaciones de las
localidades de Comodoro Rivadavia y Rada Tilly (Fig. 2). Se escogieron cuatro sitios
cuya morfologia es de plataformas de abrasién, dos ubicadas en cercanias de las
mencionadas localidades y otras dos alejadas de las mismas: restinga de Stella Maris
(SM-Comodoro Rivadavia) y Falsa Punta del Marqués (RT-Rada Tilly) como sitios con
evidente impacto antrépico (efluentes y basurales costeros préximos), y como sitios

con menor grado de impacto antrépico: Playa Quinta Rossi (QR - 45° 40' S - 67° 21' O,
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~15 km al norte de la zona urbanizada y proximo al acceso de Rocas Coloradas - Area

Natural Protegida de la Provincia del Chubut) y Restinga de Punta Maqueda (MAQ - 46°

01'S-67° 36' O, entre Rada Tilly y Caleta Olivia) (Fig. 2).
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Figura 2: a) Limites del Golfo San Jorge. b) Zonas de muestreo: QR (Quinta Rossi), SM (Stella Maris), RT
(Rada Tilly) y MAQ (Punta Maqueda).

En lineas generales, las plataformas de abrasion de los cuatro sitios de
muestreo presentan condiciones ambientales similares con respecto a la orientacion
(Este), y grado relativo de exposicidén al oleaje (semiexpuestas a expuestas) y sobre
ellas se desarrollan comunidades benténicas diversas dominadas por el mejillin del sur
Perumytilus purpuratus y en menor prevalencia el mejillén Mytilus platensis y la cholga

Aulacomya atra atra hacia niveles inferiores de la restinga (Cabezas et al. 2007).

4.3. Muestreo

Con el objetivo de determinar y cuantificar la presencia de microparticulas de
origen antrépico en invertebrados filtradores (mitilidos) del intermareal rocoso, en cada
sitio se recolecté a mano alrededor de 50 mejillones de la especie Mytilus platensis
provenientes de bancos mixtos durante febrero de 2021. A fin de complementar el

presente trabajo en futuras instancias, también se tomaron muestras de mejillin (50
12



individuos) y cholga (30 individuos). Las muestras se tomaron durante marea baja de
sicigia, y se almacenaron en recipientes de aluminio en freezer hasta su posterior
analisis en laboratorio (Fig. 3). Los individuos recolectados tuvieron rangos de tallas
similares y se recogieron de horizontes intermareales equivalentes entre los distintos
sitios de muestreo (mesolitoral inferior para mejillén y mejillin e infralitoral superior para
cholga). Dado que los sitios pueden presentar heterogeneidad ambiental, se realizaron

muestreos aleatorios en al menos dos zonas dentro de cada sitio.

SRV

scuasd v S g %)

Figura 3: a): sitio y detalle de muestra Stella Maris (SM). b): sitio y detalle de muestra Rada Tilly (RT). ¢):
mejillinar playa de Rada Tilly (RT). d): mejillones de playa Punta Maqueda (sitio MAQ).
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4.3. Tratamiento de las muestras

En laboratorio se seleccionaron 15 mejillones por muestra, a los cuales, una vez
descongelados en estufa y previo lavado exterior con agua destilada filtrada y
extraccién del biso, se les midié el largo maximo de valva usando calibre (x 0,01 mm)
(Fig. 4). Los tejidos blandos de cada individuo fueron extraidos cuidadosamente de sus
valvas con bisturi y pinzas y pesados con balanza a fin de obtener la concentracion de
microplasticos por unidad de peso (Fig. 4). Con el objeto de reducir los tiempos de
digestién, luego del pesado se descartaron los musculos abductores. La metodologia
empleada para la digestion de los tejidos restantes corresponde a una adaptacién de Li
et al. (2015) en la cual los tejidos blandos fueron distribuidos en conjuntos (pools) de
cinco individuos cada uno (n=3) para ser luego digeridos por 24-48 horas dentro de
recipientes de vidrio (capacidad 1 |) utilizando 300 ml de una solucién de peréxido de
hidrégeno (H,O,) al 30 % a 60 °C en estufa. Los recipientes fueron agitados

periddicamente (Fig. 4).

Figura 4: a): Medicién de valvas de M. platensis. b). Pesaje de tejidos blandos. c): Digestién de tejidos

blandos.
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Transcurrido el tiempo 6ptimo de digestion, la solucién obtenida fue filtrada a
través de filtros de policarbonato de 10 um de poro marca Osmonics, utilizando entre 5
y 11 filtros por muestra (poo/). La filtracién fue realizada a través de un tren de filtrado
conectado a una bomba de vacio marca Arcano de % Hp y 1 bar de presion, utilizando
en simultaneo dos copas con sus respectivos filtros (Fig. 5). Los filtros resultantes del

procedimiento ya optimizado fueron montados entre portaobjetos y cubreobjetos.

A*
Bomba de presion

"’b: N
he.

Tren de filtrado

Figura 5: Dispositivo para realizar el filtrado de la solucién obtenida luego de la digestién de los tejidos

blandos de M. platensis.

A fin de poner a prueba diferentes técnicas de deteccion de microplasticos, de
una misma muestra (SM) se obtuvieron dos pools, uno destinado de manera
exploratoria a la deteccidon por medio de técnicas de tincion de Rojo Nilo y otro
destinado a la deteccién por medio de técnicas convencionales (microscopia 6ptica,
lupa y método de aguja caliente, del inglés “hot needle”). Para el primer caso los filtros
fueron tenidos con 2 o 3 gotas de colorante rojo Nilo para luego llevarlos a estufa a 60°
C durante 10 minutos antes de su observacién siguiendo el protocolo de Erni-Cassola
(2017). El rojo Nilo es un colorante hidréfobo fluorescente, soluble en lipidos que,

disuelto en etanol a una concentracion de 1 ug/ml permite tedir las particulas de plastico
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sin dafarlas (Erni-Cassola et al. 2017, Torres Hernandez 2018). Ademas, de manera
exploratoria se utilizaron diferentes materiales plasticos y no plasticos conocidos para
evaluar la técnica de tincion y hot needle.

Los filtros del segundo pool y de los demas sitios fueron montados entre porta y
cubreobjetos y almacenados en cajas de Petri de vidrio para luego ser analizados
mediante las técnicas convencionales.

En todos los pasos se tuvo sumo cuidado para tratar de evitar la contaminacién
por microplasticos externos a la muestra en el laboratorio, entre otras medidas: uso de
guardapolvo de algodén y guantes de nitrilo, el material y equipamiento utilizado fue
lavado con agua destilada y con alcohol. Todo material liquido empleado (agua
destilada, peroxido de hidrogeno, etanol, etc.) fue previamente filtrado a través de filtros
de fibra de vidrio de 0,7 ym de poro marca Whatman. Ademas, se realizaron blancos
procedimentales durante la digestién, durante el filtrado y durante el analisis de las

muestras (Torres Hernandez 2018, Dehaut et al. 2019).

4.4. |dentificacion y caracterizacion de microfibras

A modo exploratorio y a fin de detectar las particulas de plastico contenidas en
los filtros tefiidos con rojo Nilo se utilizé un microscopio equipado con epifluorescencia
marca Zeiss Standard 50 provisto con un epicondensador de fluorescencia (IV-FI),
objetivos Neofluar, una lampara halégena 12V 100W y una caja reflectora para
excitacion en azul-violeta la cual emite a 495 nm de longitud de onda.

La identificacion y cuantificacién sistematica de microplasticos y particulas no
plasticas de origen antropico se realiz6 aplicando métodos épticos, de deformacién por
aguja caliente (hot needle) y posterior validacion por espectroscopia RAMAN. Se
trabajé asi con muestras independientes utilizando los filtros sin tedir. Para ello, se
utilizé un microscopio éptico (MO) marca Olympus modelo BX51 con una camara
montada Olympus modelo DP71 (Fig. 6). En una primera etapa las particulas se
asignaron a categorias plasticas y no plasticas segun aspectos morfoldégicos segun
recomendaciones citadas por Lusher et al. (2020). Los presuntos materiales plasticos y
una fraccién de no plasticos fueron fotografiados y marcados en el preparado y
posteriormente, utilizando microscopio estereoscopico (ME) marca Olympus SZX16,
fueron sometidos a la prueba de aguja caliente para comprobar si se trataba de
microplasticos o particulas no plasticas. Los microplasticos se derriten rapidamente,
mientras que las particulas no plasticas se carbonizaban (De Witte et al. 2014, Lusher
et al. 2017, 2020).
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Figura 6: Observacidn de particulas al Microscopio 6ptico (arriba a la izquierda se observa la toma de

fotografia).

Las particulas no plasticas se contabilizaron en tres de los cuatro sitios (MAQ,
QR y RT) por lo que solo se exhiben resultados descriptivos. Por otro lado, una
submuestra de 20 presuntos microplasticos y de microfibras no plasticas fueron
seleccionadas y enviadas al Instituto de Investigaciones en Ciencia y Tecnologia de
Materiales (INTEMA) de la Universidad Nacional de Mar del Plata para su analisis por
espectroscopia RAMAN mediante Microscopio Confocal acoplado a espectrémetro
Raman, marca Renishaw, modelo inVia con el objeto de validar su composicion
quimica.

Se caracterizé el color, textura y forma (fibras o fragmentos) de todas las
particulas y sobre las fotografias tomadas a una submuestra de 323 se realiz6 la
caracterizacion morfométrica (longitud y ancho) a través del software ImagedJ (Abramoff
et al. 2004). Las fibras se definieron como particulas sustancialmente mas largas que
anchas mientras que como fragmentos se consideraron aquellas particulas irregulares

de formas variables sin el predominio de un eje o dimension (Lusher et al. 2020).

4.5. Andlisis estadistico

En una primera instancia y con el objeto de verificar la adecuada conformacion
de los pools de mejillones utilizados para la deteccion de microplasticos se realizé un

analisis exploratorio sobre los tamaros corporales (longitud de la valva) discriminado
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por sitio y condicién de impacto antrépico que consistié en el calculo de estadisticos de
posicién y dispersién junto con la interpretacién y analisis de métodos graficos
(histogramas y box-plof). Ademas, se examinoé la variabilidad en el indice de condicion
entre los sitios a través de un modelo de analisis de la covarianza de una entrada
(ANCOVA). El modelo consideré el peso humedo como variable respuesta, la talla
como covariable y los sitios como factor fijo. Se realizaron comparaciones ortogonales
utilizando coeficientes polinomiales para contrastar entre sitios urbanizados versus no
urbanizados, entre sitios urbanizados y entre sitios no urbanizados. Se verificaron los
supuestos de homogeneidad de varianzas (Levene), normalidad (analisis de residuales)
y homogeneidad de pendientes para el analisis del ANCOVA vy se verifico la condicidén
de ortogonalidad en los contrastes (Sokal y Rholf 1995).

Con el objetivo de describir la morfometria de las fibras plasticas y no plasticas
se realizaron analisis exploratorios descriptivos de las variables longitud y ancho de las
mismas por sitio, y por tipo de condicién de cada sitio (urbanizado vs. no urbanizado).

Se estimé la concentracion de microplasticos por individuos y por peso humedo,
se calcularon minimos, maximos y medias indicando su desvio estandar (xDE). En el
caso de los valores expresados por individuos se realizd6 un analisis descriptivo sin
pruebas formales de hipotesis dado que puede estar sesgado por el tamario o peso de
los mejillones. Para los valores expresados por peso humedo se realizaron pruebas de
ANOVA de una entrada con contrastes ortogonales para analizar escalas de
variabilidad espacial y su relacibn con zonas urbanizadas. Los datos fueron
transformados a raiz cuadrada dada la relacién lineal encontrada entre las medias y sus
varianzas y a la naturaleza de la variable respuesta (conteo en una variable continua;
distribucidon de Poisson (Underwood 1997, Sokal y Rholf 1995). Se comprobd la
homogeneidad de varianzas mediante el test de Levene, y se inspecciond la
distribucién normal de los residuales a través de métodos graficos (graficos P-P).

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizado el software de analisis

Statistica 8.0 (StaSoft) y en todos ellos se utilizé un nivel de significacion de 5%.
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5. Resultados

5.1. Conformacion de los pools de mejillén (talla e indice de condiciéon)

El analisis exploratorio indicé que el tamano de los mejillones (longitud de las

valvas) utilizados en los procedimientos analiticos oscild entre 41,5 y 56,3 mm con una
media de 46,87 £ 3,55 mm (xDE, n=60) (Fig. 7). La longitud media de las valvas entre

los sitios estudiados oscilo entre 44,46 y 48,81 mm siendo relativamente homogénea la

conformacion de los pools de mejillones entre sitios urbanizados y no urbanizados

(Tabla 1). Se observo cierta variabilidad menor en la conformacién de los pools de

mejillones dentro de cada sitio (Fig. 8).
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Figura 7: Histograma de frecuencias absolutas de la talla de mejillon.

Tabla 1: Minimos, maximos y media de la longitud de valva de los individuos muestreados. DE: desvio

estandar. IC 95%: intervalo de confianza. Longitud de la valva en mm.

n Minimo Maximo Media £ DE G 95%
inferior  superior

Urbanizado

SM 15 41,50 48,50 44,46 £ 1,87 43,43 45,50

RT 15 43,90 53,60 48,83 £2,86 47,24 50,41

Pool 30 41,50 53,60 46,66 £ 3,25 4543 47,86
No urbanizado

MAQ 15 41,60 49,50 4539263 43,93 46,84

QR 15 41,90 56,30 48,81 +4,23 46,47 51,15

Pool 30 41,60 56,30 4710+ 3,87 45,65 48,55
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Figura 8: Variabilidad en la longitud de las valvas (mm) del mejillon entre sitios estudiados y dentro de cada
pool de individuos (Box plot). A) sitios urbanizados. B) sitios no urbanizados. SM (Stella Maris), RT (Rada
Tilly), QR (Quinta Rossi) y MAQ (Punta Maqueda).

El indice de condicion corporal de los mejillones, medido a través del andlisis de
pesos humedos medios ajustados por el efecto del tamafo corporal (Fig. 9), indicé
variabilidad entre los sitios evaluados (Tabla 2). Las comparaciones ortogonales
polinomiales no encontraron diferencias significativas en las medias ajustados entre los
sitios urbanizados y los sitios no urbanizados, observandose la mayor variabilidad
dentro de los sitios no urbanizados (QR > MAQ; Tabla 2).

Tabla 2: indice de condicién del mejillén: Modelo de ANCOVA con discriminacién de contrastes
polinomiales. FV: Fuentes de variacién gl: grados de libertad. SC: suma de cuadrados. SM: cuadrados

medios. F: estadistico de F. p: probabilidad.

FV gl SC SM F P

Longitud de valva 1 10,25 10,25 22,9 < 0,001

Sitios 3 7,64 2,55 5,69 < 0,001
Urb vs No Urb 1,2 1,2 2,68 0,107
e/ Urbanizados 1,63 1,63 3,63 0,062
e/ No Urbanizados 3,74 3,74 8,35 0,006

Residual 55 24,61 0,45

Total 59 48 46
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Figura 9: Medias ajustadas de pesos himedos de mejillon (tejidos blandos) discriminados por sitios
urbanizados y no urbanizados. SM (Stella Maris), RT (Rada Tilly), QR (Quinta Rossi) y MAQ (Punta
Maqueda). Se indican diferencias significativas segln contraste ortogonal polinomial (Tabla 2), ns: no
significativo; *: 0,01 < p <0,05; **: 0,001 < p <0,01; ***: < 0,001. Talla de ajuste: 46,9 mm.

5.2. Validacion de la metodologia utilizada. Identificacion y caracterizacién de

microparticulas

5.2.1. Digestion de las muestras

La digestién con perdxido de hidrogeno (H,O,) de los tejidos blandos de Mytilus
platensis presenté inconvenientes en los primeros ensayos. Transcurridas 24 horas la
materia organica no se degradaba totalmente y se observaban “grumos” en la soluciéon
resultante, los cuales obstruian los filtros. Debido a esto se opté por hacer agitaciones
periddicas cada 6 horas durante la digestion y prolongar 24 horas mas el proceso. Por
otro lado, fue necesario filtrar la solucidén digerida sin dejar transcurrir mas de un dia

finalizada la etapa de digestién.

5.2.2. Identificacion y validacion de microparticulas

La utilizacién del colorante rojo Nilo para la deteccion de microplasticos por
fluorescencia no arrojé los resultados esperados. En principio, particulas
presumiblemente plasticas, dada su fluorescencia en la longitud de onda del color

verde, no demostraron ser plasticos al ser testeadas por el método de aguja caliente.
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Por otra parte, preparados que no fueron tefidos y que contenian particulas plasticas y
no plasticas conocidas, presentaban o no fluorescencia de manera indistinta al ser

observadas con microscopia de epifluorescencia (Fig. 10).

Figura 10: Fibra testeada como no plastica (en ambas fotos se observa la misma fibra) observada al
microscopio equipado con epifluorescencia (400x). Obsérvese el detalle de fluorescencia siendo una

particula no pléastica.

Agotada la instancia de experimentacion con la tincion de rojo Nilo se aplico el
método oOptico y de hot needle (aguja caliente) sobre las particulas, en donde se
observé que los microplasticos se derretian o fundian rapidamente. En cambio, las
particulas no plasticas se carbonizaban, observando las “cenizas” remanentes y un
color negro grisaceo caracteristico. En total se encontraron 1716 particulas, de las
cuales 70 resultaron plasticas, lo que corresponde a un 4,08% (Fig. 11y 12).

La validacion de una submuestra de 20 particulas por espectroscopia RAMAN
indico que la composicién de las mismas fue mayoritariamente PET (polietileno
tereftalato) y algodén. Ambos componentes indican ademas fibras de origen textil.
Algunas muestras presentaron, ademas de picos de PET o de algodén, otros picos
atribuidos a colorantes. En las figuras 13 y 14 se muestran los espectros adquiridos y el

de la base de datos que soport6 su asignacion.
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Figura 11: Fotomicrografias de fibras plasticas. Obsérvese el aspecto “liso” de las fibras y sus extremos

acabados. Abajo, a la izquierda, una fibra parcialmente quemada con aguja caliente.
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Figura 12: Fotomicrografias de fibras no plasticas. Se aprecian diferentes grosores y formas. Obsérvese el

aspecto “rugoso” de las fibras, secciones aplanadas y extremos irregulares
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Figura 13: Resultados de espectroscopia de RAMAN. Se observan los espectros de las particulas
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Figura 14: Resultados de espectroscopia de RAMAN. Se observan los espectros de la base de datos en la

base de cada grafico. Izquierda, fibra de algodén. Derecha, PET.

De las 20 fibras analizadas, 13 se consideraron inicialmente plasticas y 7 no
plasticas utilizando los métodos Opticos y testeo por aguja caliente antes sefialados. Del
total de 13 fibras consideradas plasticas, 8 fueron validadas como PET (Polietileno
Tereftalato), una no pudo ser localizada, dos fueron validadas como fibras no plasticas
(algodon de origen textil) y las dos restantes no arrojaron datos concluyentes, pero

presumiblemente también serian algoddn. De las 7 fibras consideradas inicialmente
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como no plasticas, una no se pudo localizar y 6 fueron identificadas como fibras de

origen textil de naturaleza no plastica (Fig. 15).

Figura 15: Detalle de fibras que fueron sometidas a prueba RAMAN. Arriba fibras identificadas como PET.

Abajo: fibras de algodén.

Los métodos de reconocimiento visual y aguja caliente utilizados sobre las
particulas presumiblemente plasticas y no plasticas, tuvieron una efectividad del 78%
(n=18) contrastandolos con la espectroscopia RAMAN. El porcentaje restante se
atribuye en un 11% a no comprobables y en un 11% a error de identificacién por los

métodos usados en el laboratorio.

5.2.3. Caracterizacién morfolégica y morfométrica

La mayoria de las particulas encontradas fueron fibras (significativamente mas
largas que anchas) y, un reducido numero (tres) se observo en forma de fragmentos
irregulares (n=1716). La caracterizacion morfométrica de una submuestra (323
particulas fotografiadas) indicé fuerte asimetria positiva en su distribucion de tamanos,
siendo las fibras no plasticas significativamente de mayor longitud que las fibras
plasticas (prueba U de Mann-Whitney Z=-4,31671, p < 0,001; Fig. 16). Las fibras
plasticas tuvieron un largo y ancho medio de 497,57 + 306,15 y 13,70 = 15,03 um,
respectivamente, y las particulas no plasticas una media de 753,52 + 559,93 y 14,40 +
9,07 um para su largo y ancho, respectivamente (Tabla 3). Las longitudes y anchos

medios tuvieron variabilidades similares entre los diferentes sitios. La longitud media de
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las fibras plasticas y no plasticas se visualizaron levemente incrementada en sitios

urbanizados con respecto a los sitios no urbanizados (Tabla 3; Fig. 17).
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Figura 16: Distribucién de frecuencias de longitud de fibras (mm). a) plasticas (MP) y b) no plasticas
(NMP).
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Figura 17: Grafico box-plot de las longitudes de las fibras por sitio, teniendo en cuenta su naturaleza. a):
fibras plasticas (MP). b): fibras no plasticas (NMP).
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Tabla 3: Longitud y ancho de las fibras A) plasticas y B) no plasticas halladas en Mytilus platensis. Se muestran minimos y maximos. DE: desvio estandar.

A) Fibras plasticas

Longitud fibra (um) Ancho fibra (um)
n Min Max Media = DE n Min Max Media £ DE
Urbanizado
SM 10 89,61 1589,91 574,47 £ 450,39 10 6,73 22,81 13,33+£4,69
RT 23 122,13 1179,23 486,39 £ 316,41 23 5,29 31,15 13,99 £6,57
Pool 33 89,61 1589,91 513,08 £ 357,17 33 5,29 31,15 13,79 £ 5,99
No urbanizado
MAQ 20 87,02 1097,49 511,63 £ 262,06 20 5,61 16,69 10,75 £ 3,05
QR 17 132,83 840,5 450,91 £ 253,87 17 3,15 130,24 16,98 + 29,49
Pool 37 87,02 1097 ,49 483,73 £ 256,57 37 3,15 130,24 13,61 £20,03
Total 70 87,02 1589,91 497,57 £ 306,15 70 3,15 130,24 13,70 £15,03
B) Fibras no plasticas
Longitud fibra (um) Ancho fibra (um)
n Min Max Media = DE n Min Max Media £ DE
Urbanizado
SM - - - - - - - -
RT 43 14,95 4624 22 941,36 £ 915,49 43 6,88 74,56 17,13 £11,13
Pool 43 14,95 4624 22 941,36 £ 915,49 43 6,88 74,56 17,13 £11,13
No urbanizado
MAQ 108 129,08 2175,211 665,61 £ 367,69 108 3,32 98,56 14,74 £ 10,46
QR 102 93,01 3749,231 767,42 £ 516,72 102 1,82 32,91 12,89 £ 5,68
Pool 210 93,01 3749,231 715,06 £ 448,16 210 1,82 98,56 13,84 £ 8,51

Total 253 14,949 4624,223 753,52 £ 559,93 253 1,82 98,56 14,4 £ 9,07




En cuanto a la morfologia de las particulas, la “textura” de las formas plasticas
se observaron al MO como de aspecto “liso”, con o sin brillo, y con extremos
acabados, mientras que las formas no plasticas mostraron, generalmente,
irregularidades en sus extremos, secciones aplanadas y un aspecto “rugoso” (Figs. 11
y 12). Respecto a la coloracion de las fibras plasticas y no plasticas observadas al ME
se observé una predominancia de particulas incoloras. En menor proporcién se
presentaron algunos colores; entre ellos, azul, violeta, amarillo y negro, este ultimo

opaco a diferencia de los demas colores que fueron, en general, traslucidos (Tabla 4).

Tabla 4: Porcentajes de fibras plasticas (MP) y no pléasticas (NMP) seguin su coloracién observado con

microscopio estereoscépico en cada sitio de muestreo.

QR SM RT MAQ
MP NMP MP NMP MP NMP MP NMP
incolora 90,00% 99.64% 100,00% - 70,00% 98,97% 75,00% 96,53%
negro 10,00% 0,12% - - 25,00% 1,03% 18,75% 0,79%
azul - - - - 5,00% - 6,25% -
amarilla - 0,12% - - - - - 2,68%
violeta - 0,12% - - - - - -

5.3. Concentracion de microparticulas en tejidos blandos de Mytilus platensis

Los resultados cuantitativos indicaron la presencia de fibras plasticas y no
plasticas (ej.. algoddn) de origen antrépico en los cuatro sitios examinados. La
concentracion media de microplasticos (MP), considerando los cuatro sitios, fue de
0,51 + 0,19 items/gpeso humeds)- EN Cambio, la concentracion media de fibras no plasticas
(NMP) considerando tres sitios (MAQ, QR y RT) fue de 8,96 + 4,50 items/Q peso himedo)
(Tabla 5a). Las concentraciones expresadas en items por individuos se indican

también en Tabla 5.
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Tabla 5: Concentracién de particulas plasticas (A) y no plasticas (B) en mejillones expresadas en items/individuo y en items/gpeso humedo) S€GUN sitio y grado de urbanizacioén de la zona central
del Golfo San Jorge.

A) Fibras plasticas

items/individuo items/g peso himedo)
n Min Max Media + DE n Min Max Media + DE
Urbanizado
SM 3 0,60 2,20 1,40 £ 0,80 3 0,41 0,86 0,65+0,23
RT 3 0,80 1,40 1,13+ 0,31 3 0,47 0,71 0,56 £ 0,13
Pool 6 0,60 2,20 1,27 £ 0,56 6 0,41 0,86 0,610,117
No urbanizado
MAQ 3 0,80 1,80 1,27 £ 0,50 3 0,33 0,70 0,49+0,19
QR 3 1,00 1,40 1,20 £ 0,20 3 0,27 0,36 0,31 +£0,05
Pool 6 0,80 1,80 1,23 +£0,34 6 0,27 0,70 0,40+0,16
Total 12 0,60 2,20 1,25+ 0,44 12 0,27 0,70 0,51+£0,19
B) Fibras no plasticas
items/individuo items/g peso humedo)
n Min Max Media £ DE n Min Max Media £ DE
Urbanizado
SM N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D N/D
RT 3 4,80 19,00 11,80 £7,10 3 2,80 8,18 561+269
Pool 3 4,80 19,00 11,80 £7,10 3 2,80 8,18 561+269
No urbanizado
MAQ 3 23,00 37,40 29,07 £7,46 3 8,98 1562 11,46 £ 3,63
QR 3 12,20 54,60 37,73 £22,49 3 3,27 1415 9,82+577
Pool 6 12,20 54,60 33,40 £ 15,72 6 3,27 1562 10,67 £4,40

Total 9 4,80 54,60 26,20 + 16,84 9 2,80 15,62 8,96 + 4,50




El andlisis de la varianza con contrastes ortogonales planeados arrojo
diferencias significativas entre sitios urbanizados (SM y RT) respecto a sitios no
urbanizados (MAQ y QR) (p < 0,05) (Tabla 6). Los sitios urbanizados (SM y RT)
presentaron una mayor concentracién de fibras plasticas que los sitios no urbanizados
(MAQ y QR). Los sitios SM y RT registraron una media de 0,65 + 0,23 y 0,56 + 0,13
items/g peso humedo) re€SPECtivamente. En comparacion, los sitios no urbanizados MAQ y
QR registraron una media de 0,49 * 0,19 y 0,31 * 0,05 items/Qpeso himedo)
respectivamente.

En el caso de las fibras no plasticas, los datos fueron mas variables y si bien
no se realizaron inferencias estadisticas dada la asimetria del disefio (ausencia de
datos de SM donde se encuentra un efluente urbano cercano) y la alta variabilidad, se
observé una mayor concentracion en los sitios no urbanizados (MAQ y QR: X = 11,46 +
3,63 y 9,82 + 5,77 items/gpeso nimedo) FE€SPECtivamente, en relacion al sitio urbanizado RT

donde la concentracion media registrada fue de 5,61 + 2,69 items/gpeso himedoy (Tabla 5).

Tabla 6: Variaciéon de la concentracidén de particulas plasticas entre sitios urbanizados y no urbanizados.
ANOVA con comparaciones planeadas a través de contrastes polinomiales. FV: fuentes de variacién sc:
suma de cuadrados, gl: grados de libertad: cm: cuadrado medio, . valor de f, p: probabilidad asociada al

estadistico F.

FV SC gl CM F p

Sitios 0,096 3 0,03 2,67 0,11
Urb vs No Urb 0,065 1 0,065 5,46 0,04
e/ Urbanizados 0,004 1 0,004 0,33 0,58
e/ No Urbanizados 0,027 1 0,027 2,23 0,17

Residual 0,095 8 0,012

Total 0,191 11
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6. Discusidon

La cuantificacidn de microplasticos en matrices biolégicas puede realizarse a
nivel individual o combinando muestras biolégicas individuales como se realiz6 en este
seminario (Pérez et al. 2020, Ronda et al. 2021). El andlisis de la informacion
dispuesta en muestreos compuestos (pools) permite reducir costos e incrementar el
numero de individuos totales que se examinan en el estudio. Sin embargo, la
combinacién de muestras puede ocultar la variacién bioldégica e introducir sesgos,
especialmente cuando los individuos que conforman la muestra compuesta (poof)
presentan diferencias en sus edades o tamafios corporales (Caudill 2010, 2011). La
variabilidad observada en la conformacion de los pools dentro de cada sitio y entre
sitios sugiere caracteristicas de tamaro corporal variables pero similares en los grupos
a contrastar lo cual indica una adecuada distribucion procedimental de individuos. El
indice de condicion, medido a través del peso de sus partes blandas y ajustado por el
efecto del tamafio corporal o0 su peso total, ha sido utilizado ampliamente para
examinar caracteristicas nutricionales y fisiolégicas entre poblaciones de mitilidos, se
incluye también su uso para observar los efectos de la acumulacion de microplasticos
o la acumulacién en si misma (von Moos et al. 2012, Santana et al. 2018, Truchet et
al. 2021). En particular, el presente analisis de condicién destaco diferencias menores
entre los sitios evaluados, sugiriendo que la poblacién de Quinta Rossi exhibe
mayores pesos para el mismo rango de talla. No obstante, es importante aclarar que
esta diferencia se explicaria principalmente por la presencia de perlas en gran parte de
los mejillones examinados. El sitio de Quinta Rossi exhibi6 mayores niveles de
turbidez y sedimento en el sustrato comparado con los otros sitios. Ademas, se
observaron mayores porcentajes de parasitismo por el isépodo Edotia doellojuradoi
que en otros sitios examinados (obs. pers.). Si bien estos no fueron considerados en el
pesaje de los tejidos blandos, existe la posibilidad de que remanentes accidentales de
los mismos, podrian haber afectado el calculo del indice de condicién para el
mencionado sitio. Ademas, el isépodo habita la cavidad paleal del mejillén vy
sujetandose de las branquias consume del material filtrado y agregado por cordones
mucosos antes de ingresar al sistema digestivo lo cual induce una reduccién en el
indice de condicion sobre todo en meses de primavera y posteriores al desove estival
(Zaixso et al. 2009). Esto sugiere que podria existir alguna interaccion compleja (no
examinada aun) entre estos simbiontes y la concentracion de microparticulas. En el
caso de la poblacién de Quinta Rossi, cualquier efecto en la condicién propiciada por
el isopodo E. dollejouradoi estaria enmascarada por la presencia de perlas en el

manto.
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La extraccion de microplasticos de tejidos animales requiere un proceso de
digestién seguro y ecoldgico que evite efectos no deseados (Lusher y Hernandez-
Milian 2018). En los estudios realizados en Argentina (Ronda et al. 2021) el agente
oxidante mas utilizado para digerir diferentes tejidos (tractos gastrointestinales,
musculos y tejidos blandos) ha sido el peréxido de hidrogeno (H.O,) al 30% a
temperaturas entre 45 y 65 °C y en menor grado el hidréxido de potasio (KOH) al 10%
a 40 °C o acido nitrico (HNO3;) 22,5 M. Sobre material bioldgico, el HNO; muestra una
eficacia de digestibn mayor que el H,O,, sin embargo, también puede degradar
algunos tipos de polimeros ampliamente utilizados por el hombre (Torres-Hernandez
2018). Varios autores (Claessens et al. 2013, Mathalon y Hill 2014, Li et al. 2015)
indican el uso de H,O, a diferentes concentraciones y con diferentes tiempos de
digestién y ninguno advierte sobre posibles interferencias en la identificacién o
degradacién de microplasticos. Sin embargo, Torres Hernandez (2018) resalta la falta
de validacién del método con polimeros en cantidades conocidas que permitan
calcular las eficiencias de extraccion. Por otro lado, segun los mismos autores, la
digestién de la muestra con H,O, no es 100% efectiva tal como lo observado en este
trabajo mediante la formacion de “grumos” bajo determinadas circunstancias. Shim et
al. (2016) también menciona que la materia organica y algunos polimeros naturales no
son completamente oxidados por H,O,, agente oxidante utilizado en este estudio. La
utilizacion de otros tratamientos quimicos en base a enzimas, acidos o bases fuertes
tampoco aseguran una total digestion (Claessens et al. 2013, Cole et al. 2014).

Ante la necesidad de una técnica que permita la identificacién de microplasticos
de manera eficaz, rapida y econémica se opté en una primera instancia por el uso del
colorante Rojo Nilo ya que su uso ha sido difundido y recomendado por varios autores
como una forma efectiva para tal fin (Shim et al. 2016, Erni-Cassola et al. 2017, Maes
et al. 2017). Segun estos autores, ademas del reconocimiento de microplasticos, el
método permite la cuantificacién de los mismos empleando el software ImagedJ (Erni-
Cassola et al. 2017). Por otro lado, Shim et al. (2016) indica que una de las
limitaciones de este colorante es la co-tincidn de lipidos naturales y materia organica
junto con las particulas de plastico. Esto explicaria los resultados obtenidos en el
presente estudio donde particulas que presentaron fluorescencia posteriormente
fueron testeadas y reconocidas como no plasticas.

Otro método sugerido para la identificacion de particulas plasticas es el de la
aguja caliente o hot needle dada su simpleza, practicidad y fiabilidad. La mayor parte
de los testeos realizados en el presente estudio se llevaron a cabo con este
procedimiento obteniendo mejores resultados que con los ensayos de tincidn

(efectividad del 78% contrastada con Espectroscopia RAMAN). Varias publicaciones
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han sugerido su uso para separar muestras plasticas de no plasticas (De Witte et al.
2014, Lusher et al. 2017, 2020). Algunos autores recomiendan incluso el uso de este
método para identificar distintos tipos de polimeros de acuerdo a su punto de fusidn
(Lusher et al. 2020). La practicidad de este ensayo contrasta con el hecho de que la
muestra es destruida parcial o totalmente en el proceso y esto limita una posterior
caracterizacion de la naturaleza de las particulas.

La espectroscopia RAMAN vy la infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
ofrecen informacién precisa sobre la composicién molecular de las particulas (Lusher
et al. 2017, Dehaut et al. 2019, Baruah et al. 2022). Debido al costo de este tipo de
técnicas, generalmente se aplican sobre submuestras de la totalidad del material
identificado y/o parcialmente destruido a través de otras pruebas e incluso se elige uno
sobre el otro teniendo mayor incidencia en los trabajos de investigacion la técnica de
FTIR (48%) sobre un 9% para la Espectroscopia RAMAN (Dehaut et al. 2019). En una
comparacion realizada por Baruah et al. (2022) se pueden atribuir ventajas y
desventajas de cada método. La microscopia FTIR, en general, no puede detectar
plasticos por debajo de 20 um y produce espectros falsos para plasticos desgastados
o de color negro. Ademas, requiere técnicos altamente especializados para el manejo
del equipo. Por su parte la espectroscopia RAMAN no presenta estos impedimentos,
proporciona un perfil de la composicion polimérica de cada muestra con la ventaja de
un analisis quimico no destructivo y sin contacto fisico, y la identificacién de particulas
menores a 20 pym. Una desventaja se le atribuye a que posee un inconveniente
significativo de error de refraccion debido a espectros no interpretables producidos por
microplasticos de forma irregular (K&ppler et al. 2016), ademas, presenta
inconvenientes para la identificaciéon de fibras o microplasticos que posean pigmentos
(Van Cauwenberghe y Janssen 2014, Karami et al. 2018, Dehaut et al. 2019). Dicho
todo esto, ambos métodos son validos para la deteccion e identificacidon de
microplasticos, pero la eleccién por el método de espectroscopia RAMAN se baso
principalmente en los tamanos encontrados de las fibras, los cuales estaban por
debajo de los 20 uym de ancho.

Si bien existen diferentes criterios de clasificacion de particulas plasticas, el
término microplastico engloba aquellas particulas con un tamafio menor de 5 mm (Avio
et al. 2017, Sharma y Chatterjee 2017). La mayoria de ellos provienen de la
degradacién y fragmentacion de productos mas grandes (Piha ef al. 2011). Por otra
parte, el término nanoplastico incluye particulas menores de 100 nm, las cuales se
originan por la fragmentacion de fibras sintéticas (ej. durante el lavado de prendas de
vestir) o por el desgaste de los mencionados microplasticos (Sharma y Chatterjee

2017). Las particulas de microplasticos exhiben diversas morfologias y, han sido
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clasificadas utilizando un conjunto igualmente diverso de terminologias, que incluyen
esferas, granos, perlas, granulos, filamentos, fibras, lineas, peliculas, fragmentos,
entre otros. Registrar la morfologia de las particulas es valioso cuando se intenta
identificar y clasificar. En ese sentido, Lusher et al. (2020) recomienda tres categorias
principales con sus sub categorias: a) perlas, que son esféricas, sin bordes romos,
disefadas especificamente para ser de una forma y tamano determinados
(microplasticos primarios); b) fibras, material fiboroso con mayor longitud que ancho,
con un ancho medio entre 10 y 30 um vy, ¢) fragmentos, que puede tener bordes lisos o
angulares, puede ser plano o angular y, generalmente tiene la apariencia de haberse
originado de un trozo mas grandes. De acuerdo a los resultados obtenidos en el
presente trabajo, la mayor parte de particulas plasticas se incluyen en la categoria b)
de esta clasificacibn a excepcion de tres fragmentos que corresponderian a la
categoria ¢). En general las dimensiones de esta Ultima categoria exceden la
capacidad de filtrado de los mitilidos (Bayne 1976) lo que justificaria la escases o
ausencia de fragmentos encontrados.

Comparando resultados con otros autores que desarrollaron sus estudios
también con bivalvos en el Mar Argentino, Pérez et al. (2020) reporté para M. chilensis
particulas que, en su mayoria, fueron fibras con largos medios de 742,3 + 702,1 pm y
variedad de colores, siendo el negro, azul, amarillo-anaranjado y rojo los mas
comunes. Por ofra parte, Rios ef al. (2020) indico para A. atra en su mayoria fibras con
largos promedios de 1250 + 200 um y color blanco-traslucido, negro y amarillo en
orden de prevalencia. Los valores aqui obtenidos se acercan a los de Pérez et al.
(2020), pudiendo hipotetizar que se deba al uso de la misma matriz biolégica vy, los
colores predominantes (blanco-traslucido y negro) concuerdan con los descriptos por
estos autores.

De acuerdo con Torres Hernandez (2018) los mejillones son excelentes
indicadores para este tipo de estudios, ya que son organismos sésiles que reflejan las
condiciones locales; ademas, son faciles de identificar, de recolectar y cuantificar; son
abundantes, estan ampliamente distribuidos, resisten la acumulacién de diversos
contaminantes y tienen una longevidad media-larga. También fueron propuestos como
bioindicadores globales al observar la gran similitud entre las formas, tipo de polimeros
y espectro de tallas de microplasticos encontrados en los mejillones y en aguas
circundantes (Qu et al. 2018, Li et al. 2019).

En términos generales, los resultados obtenidos sobre la concentracion de
microplasticos en mejillones varia entre los distintos trabajos realizados a nivel
mundial. La mayoria de estos trabajos comenzaron a practicarse en el hemisferio norte

y, por consiguiente, mucha de la informacién existente proviene de alli. En este
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sentido, en el Mar de China Oriental, por ejemplo, se encontraron concentraciones
superiores a las reportadas en el presente trabajo. Kolandhasamy et al. (2018)
sefalaron concentraciones de 9,2 items/ggpeso humedsy Mientras que Qu et al. (2018)
indicaron cantidades entre 1,52 y 5,36 items/g peso humedo)- Valores aun mas altos fueron
reportados en la costa atlantica canadiense por Mathalon y Hill (2014). También para
el hemisferio norte, en aguas costeras de Bélgica, Alemania y Finlandia, De Witte ef al.
(2014), Van Cauwenberghe y Janssen (2014) y Railo et al. (2018) reportaron
concentraciones similares a las cuantificadas en este trabajo; al igual que Avio et al.
(2017) para la costa del Mar Tirreno. Por otro lado, y como ejemplos de valores por
debajo del presente, en estudios llevados a cabo en el Mar del Norte (costa franco-
belga-holandesa) y costa Atlantica de Francia las concentraciones registradas fueron
de 0,2 a 0,3 y 0,23 items/g peso humedo), respectivamente (Van Cauwenberghe ef al. 2015,
Phuong et al. 2018a, b).

En relacion a estudios llevados a cabo en el Mar Argentino, mas precisamente
en aguas aledafas a la ciudad de Puerto Madryn; Rios et al. (2020) indicaron
concentraciones entre 0,22 y 0,59 items/gpeso himedo), t@l como las obtenidas en este
seminario para los sitios no urbanizados. No obstante, dicho trabajo fue realizado
sobre la cholga Aulacomya atra. Por otro lado, Pérez et al. (2020), expresando valores
en items/individuo de M. chilensis, observé cantidades entre 5,07 y 12,13 superando
altamente nuestros resultados (2,5 a 6 veces mas), aunque la comparacién podria
estar afectada por el efecto de tamaro corporal.

En cuanto a la influencia de la urbanizacion, como era de esperar, la presencia
de actividades industriales, basurales clandestinos a cielo abierto, vertidos, efluentes
cloacales y pluviales, tanto en la ciudad de Comodoro Rivadavia como en Rada Tilly
(Raimondo 2010, Usach y Freddo 2015, Scavuzzo, 2022), habrian contribuido a la
mayor concentracidbn de microplasticos, tal como la encontrada en los sitios
considerados como urbanizados. Ademas, considerando solo los sitios de baja
actividad antrépica, se podria inferir que la mayor concentracién observada en playa
Pta. Maqueda (MAQ) en relacion a Quinta Rossi (QR) podria deberse no solo a su
cercania con las ciudades mencionadas sino también a la influencia que podria
generar las localidades cercanas de la provincia de Santa Cruz o la presencia de
corrientes costeras. Lo mencionado anteriormente queda expresado como un posible
escenario ya que a la fecha no se cuentan con estudios de corrientes de costa para la
zona que permita explicar la dinamica de particulas. Al respecto, es comun encontrar
macroplasticos y basura proveniente del ex basural costero de Comodoro Rivadavia

(Stella Maris) en zonas aledanas y hacia el sur de Rada Tilly.
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Para el caso de las particulas no plasticas que tendrian principalmente un
origen textil (mayor concentracién en MAQ que en QR) aplicaria la misma inferencia
planteada. Por otro lado, la menor concentracién de fibras no plasticas en sitios
urbanizados (RT) no se condice con la misma. Futuros estudios deberan contemplar el
analisis de muestras en sitios urbanizados con presencia de mayores indices de
urbanizacion y descarga de efluentes.

Mas alld de las diferentes condiciones ambientales y de contaminacion
inherentes a cada regién del planeta y del Mar Argentino, la comparacién de
resultados entre los distintos trabajos se ve dificultada teniendo en cuenta la diferencia
que existe entre los distintos protocolos de trabajo publicados, ya sea para la toma de
muestras, tratamiento de las mismas o identificacién y cuantificacion de las particulas
plasticas. Ademas, existe una falta de criterio unificado de unidad de referencia (Li et
al. 2019, Pérez et al. 2020, Ronda el al. 2021). Por otro lado, la complejidad ambiental
de los diferentes sitios de estudio hace necesario profundizar este tipo de
investigaciones a diferentes escalas espaciales (locales y regionales). Finalmente,
factores tales como corrientes marinas, efectos del viento, temperatura, etc. que no
pudieron ser considerados para el analisis de los resultados, podrian influir en distinto
grado en el transporte o deposicion de las particulas en las costas del Golfo San
Jorge.

Los efectos nocivos de los microplasticos sobre los seres vivos han sido
estudiados y reportados en diferentes trabajos (Bhattacharya et al. 2010, Cole et al.
2013, Avio et al. 2015, Clark et al. 2016, Avio et al. 2017, de Sa et al. 2018,
Shahnawaz et al. 2019). Si bien no fue el objetivo de este seminario contribuir a este
tipo de estudios, se plantea la necesidad de realizarlos en la regién. Dado que la
presencia de microplasticos ya ha sido evidenciada queda por conocer cémo y en qué

medida afecta a la biodiversidad de las costas del Golfo San Jorge.

37



7. Conclusiones

En el presente trabajo se evalud la presencia y concentracién de microplasticos
en Mytilus platensis de la zona central del Golfo San Jorge y su relacién con areas
urbanizadas. Se caracterizaron las particulas encontradas y se evaluaron diferentes
técnicas de tratamiento de muestras e identificacion. El area de estudio comprendié la
costa de Comodoro Rivadavia, costa de Rada Tilly y zonas aledafias con menor

impacto antrépico.

1. Se confirmé la presencia de microplasticos en M. platensis por primera vez en

las costas del Golfo San Jorge.

2. Las concentraciones encontradas estuvieron por debajo o en valores similares

que los registrados por otros estudios realizados en el Mar Argentino.

3. La concentraciéon de microplasticos en M. platensis fue superior en sitios con
mayor grado de impacto; confirmando que la influencia de la actividad antrépica influye

en la concentracién de microplasticos en areas costeras.

4. Tal como consta en diversos trabajos, los mejillones, como matrices biolégicas,

son éptimos indicadores de contaminacion por microplasticos en aéreas costeras.

5. Las particulas aisladas de los tejidos blandos de M. platensis fueron
identificadas en su mayoria como fibras (particulas considerablemente mas largas que

anchas).

6. El método de la aguja caliente 0 hot needle resulto ser eficiente para cumplir
con los objetivos de este estudio. Dada su simpleza, practicidad y fiabilidad se sugiere
sSu uso para una identificacién temprana de particulas plasticas. Si bien existen otros
métodos (espectroscopia RAMAN e infrarroja por transformada de Fourier) que son
mas efectivos, estos resultan mas costosos, por lo que resulta inviable su uso en la

totalidad de las particulas encontradas.

7. La composicion polimérica de las fibras plasticas analizadas a través de
espectroscopia RAMAN fue mayoritariamente polietileno tereftalato (PET). Las fibras
no plasticas analizadas fueron identificadas como algodén, las cuales son también de

origen antrépico.
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8. Resulta necesaria, para una 6éptima comparaciéon de resultados entre los
distintos trabajos, la unificacion de protocolos de trabajo, ya sea para la toma de
muestras, tratamiento de las mismas o identificacién y cuantificacién de las particulas
plasticas. Particularmente, es necesario contar con unidades de referencia de

concentracion faciimente comparables entre si.
9. Este trabajo pretende servir de base para futuros estudios en la region,
considerando ademas, criterios estacionales. Se platea la necesidad de complementar

resultados a partir del analisis de otras matrices bioldégicas y no bioloégicas.

10. Se destaca la ausencia de estudios en la region que consideren los efectos que

la contaminacién por plasticos genera en los distintos organismos.
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