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RESUMEN

Actualmente, la contaminacién del medio marino por desechos plasticos representa uno
de los principales problemas ambientales, que afecta gravemente a la calidad de un
namero importante de habitats y especies. Debido a ello, surge la necesidad de
monitorizar los contaminantes plasticos presentes en el medio y sus efectos en la biota
marina. Siguiendo esta linea, el andlisis de los tractos digestivos en diferentes especies
permite conocer la presencia de estos contaminantes y relacionarla con su efecto sobre

el ecosistema.

En el presente trabajo se ha realizado una revision bibliografica de las diferentes
metodologias de digestion utilizadas actualmente en los tractos digestivos de diversas
especies marina y, concretamente en Scyliorhinus canicula. Para ello se consultaron

diferentes buscadores y bases de datos entre marzo y mayo de 2020.

Las principales metodologias empleadas se clasifican en: metodologias de digestién
acidas (HNOs, HCI o HNO3:HCIO,), oxidativas (H202 o K2S,08), alcalinas (KOH o
NaOH) y enziméticas (proteinasa-K o tripsina). Estas se han aplicado en especies de
varios grupos zoolégicos, en los que se incluyen teledsteos, moluscos,
elasmobranquios, crustaceos, reptiles y mamiferos marinos, anélidos y cnidarios. Las
mas utilizadas en S. canicula han sido metodologias alcalinas que empelan KOH y
NaOH.

La produccién cientifica en este campo ha sido muy abundante durante los ultimos 5
anos, con auge de publicaciones en 2019. Esto, junto a los pocos estudios encontrados
en S. canicula, otorga una oportunidad para el estudio de microplasticos en los tractos

digestivos en esta especie.

Palabras clave: microplasticos, Scyliorhinus canicula, digestion alcalina, extraccion de

microplasticos.
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ABSTRACT

Currently, the pollution of the marine environment by plastic waste represents one of the
main environmental problems, which seriously affects the quality of a significant number
of habitats and species. Due to this, the need arises to monitor the plastic contaminants
present in the environment and their effects on marine biota. Following this line, the
analysis of the digestive tracts in different species allows knowing the presence of these
pollutants and relating it to their effect on the ecosystem.

At the present work, a bibliographic review of the different digestion methodologies
currently used in the digestive tracts of various marine species and, specifically,
Scyliorhinus canicula has been carried out. For this, different search engines and
databases were consulted between March and May 2020.

The main methodologies used are classified as: acid digestion methodologies (HNOs,
HCl or HNO3:HCIO,), oxidative (H2O, or K2S,0s), alkaline (KOH or NaOH) and
enzymatic (proteinase-K or trypsin). These have been applied to species in various
zoological groups, including teleosts, mollusks, elasmobranchs, crustaceans, reptiles
and marine mammals, annelids and cnidarians. The most used in S. canicula have been

alkaline methodologies that use KOH and NaOH.

Scientific production in this field has been very present in last 5 years, with a significant
increase in publications in 2019. This, together with the few studies found in S. canicula,
provides an opportunity for the study of microplastics in the digestive tracts in this

species.

Key words: microplastics, Scyliorhinus canicula, alkaline digestion, microplastic

extraction.
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1. INTRODUCCION

El término "plastico"”, proviene del griego “plastikos”, referido a “algo adecuado para
moldear”, surgi6 en la década de 1630, y fue acuiiado por primera vez por Leo Hendrick
Baekeland en 1909, el cual se utiliz6 para describir una “sustancia que podia moldearse
o darle una forma especifica a voluntad” (Crawford and Quinn, 2019). Estos son
tipicamente polimeros organicos que forman largas cadenas, que pueden estar
ramificadas o reticuladas entre si, formando una red de alta masa molecular, que a
menudo contienen otras sustancias (Andrady, 2003a; Van der Vegt, 2006; Crawford and
Quinn, 2019). Presentan propiedades excepcionales, como son: impermeabilidad, baja
densidad, baja conductividad eléctrica, resistencia a la corrosion y otros factores
guimicos y bioldgicos; asociadas a su arquitectura molecular (Andrady, 2003a; Van der
Vegt, 2006; Segura et al.,, 2007; Crawford and Quinn, 2019). Los polimeros son
abundantes en la naturaleza (celulosa esencialmente), los cuales se utilizan como
materiales técnicos. Estos son los "polimeros naturales" (Van der Vegt, 2006; Segura et
al., 2007). Otros, sin embargo, son modificados quimicamente en su produccion; es el
caso de los denominados "polimeros sintéticos" (Van der Vegt, 2006; Segura et al.,
2007).

Estos polimeros son actualmente uno de los materiales predominantes a nivel mundial;
ampliamente integrados en el estilo de vida actual, haciendo una contribucion
importante, al considerarse esenciales en casi todos los productos donde estan
presentes (Hammer, 2012; Williams, 2019). Por esta razén, los plasticos representan un
punto de inflexion sin precedentes en la historia evolutiva de la Tierra, pues han

permitido grandes avances tecnoldgicos (Crawford and Quinn, 2019).

Desde la década de 1940, tras la Segunda Guerra Mundial, la produccién y consumo de
plasticos a nivel mundial ha aumentado drasticamente, provocando el ingreso de
desechos plasticos en el medio marino en cantidades similares a sus niveles de
produccion (Andrady, 2003b; Cole et al., 2011).

Durante las dos ultimas décadas del siglo XX, dicha tasa de ingreso y deposicion se
aceler6 mas alla de la tasa de produccion, convirtiéndose en uno de los contaminantes
mas comunes y persistentes en las aguas oceanicas y playas de todo el mundo (Moore,
2008).
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Ademas, especialmente en los Ultimos 60 afios, se ha presenciado un incremento
importante en la produccion de plasticos. Desde 1950 hasta 2015, el crecimiento
promedio fue de un 8,7% anual, pasando de 1,7 millones de toneladas a los casi 380
millones de toneladas actualmente (figura 1), resultando en un incremento del 200%, lo
que equivale, aproximadamente, a la masa de dos tercios de la poblacion mundial
(Gourmelon, 2015; Lebreton and Andrady, 2019; Ritchie and Roser, 2020).

350 million tonnes
300 million tonnes
250 million tonnes
200 million tonnes
150 million tonnes
100 million tonnes

50 million tonnes

0 tonnes . . - . . . :
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015

Figura 1: Evolucién de la produccién anual de plasticos desde 1950 hasta 2015. Fuente: Ritchie H, & Roser M, 2020.

Tal incremento ha provocado una acumulacién de los desechos generados, que
terminan en el medio marino por diversas vias de entrada, como pérdidas accidentales
durante su produccién, por un manejo inadecuado, residuos antrépicos en areas
densamente pobladas o industrializadas, o incluso vertidos directos (Derraik, 2002;
Sheavly, 2007). De los desechos municipales a nivel mundial, el 16% est4 compuesto
de plastico, y estimaciones actuales indican que entre el 15y el 40% de estos desechos

se liberan a los océanos (Derraik, 2002).

La basura plastica continental que acaba directamente en las aguas costeras, se estima
gue puede representar unas 4,8-12,7 millones de toneladas de desechos plasticos
(Muenmee, 2015). Estas fuentes de entrada de desechos plasticos al medio marino
influyen notablemente en su distribucion en el medio. Las zonas costeras albergan
diversas fuentes de entrada de desechos plasticos que desembocan en el ambiente
marino, como vias fluviales, escorrentia o incluso vertidos directos al medio (Galgani,
2015; Chubarenko et al. 2018).
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De estas cantidades de plasticos que llegan al océano, se estima que aproximadamente
el 50% son desechos flotantes que se exportan desde aguas costeras hacia mar abierto,
incrementando la frecuencia de desechos plasticos en aguas superficiales a nivel
mundial gracias a zonas de convergencia y giros oceanicos que actdan como zonas de
acumulacién (figura 2) y que, junto a la accién del viento y los movimientos verticales de
masas de agua, provocan la distribucién masiva de estos desechos (Cézar et al., 2014,
Lusher, 2015).

Plastic concentration (g km?)

0
0 to 50

50 to 200
® 200 to 500

500 to 1000

1000 to 2500

o
150°W 100°W 50°W o S0°E 100°E 150°E

Figura 2: Concentraciones de desechos plasticos en las aguas superficiales del océano global. El gris oscuro y el gris
claro representan zonas de acumulacion internas y externas respectivamente. Fuente: Cozar A, et al., 2014.

Esta acumulacion de materiales plasticos, en muchas ocasiones, resulta ser nociva e
incluso letal para los organismos marinos al introducirse en estos ecosistemas (Segura
et al., 2007). De hecho, la contaminacién plastica y sus efectos sobre los organismos
marinos se ha convertido en una preocupacién mundial recientemente, pese a que los
primeros informes de contaminacion de los océanos por plasticos datan de la década
de 1970 (Tiganus et al., 2019).

Los materiales plasticos mas frecuentes son el polietileno (PE) (29,6% de la produccion
mundial), incluyendo al polietileno de alta densidad (HDPE) y el de baja densidad
(LDPE), el polipropileno (PP) (18,9%), el polietileno tereftalato (PET) (6,9%), el
policlorulo de vinilo (PVC) (10,4%) y el poliestireno (PS) (7,1%) (Segura et al., 2007,
Leslie, 2014; Wu, 2016; Boucher, 2017; Helm, 2017; Ritchie and Roser, 2020).

El PE es quimicamente mas simple, y uno de los mas abundantes en el medio marino
(Maddah, 2016; Ifiguez-Cantos, 2019). Utilizado ampliamente en numerosas

aplicaciones (envases comestibles, bolsas, etc...), se caracteriza por su densidad
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inferior a la del agua y su caracter hidrofébico, por ello se encuentra como plastico
flotante (Andrady, 2003a; Crawford and Quinn, 2019; Ifiguez-Cantos, 2019). Presenta
dos variantes muy presentes en el medio marino, el HDPE y el LDPE; caracterizados
por unas densidades especificas de entre 0,94 a 0,97 g/cm3y de 0,89 a 0,93 g/cm?
respectivamente y ambos son susceptibles a la foto-oxidacién (Andrady, 2003a; Harris
and Walker, 2010; Morét-Ferguson et al., 2010; Maddah, 2016; PeSi¢ et al.,
2016; Crawford and Quinn, 2019; Ihiguez-Cantos, 2019; American Chemistry Council,
2020).

El PP es uno de los polimeros de mayor importancia y mas abundante en el medio
marino (Van der Vegt, 2006; Ifiiguez-Cantos, 2019). Es cristalino, ligero, versatil y
resistente a solventes 4cidos y alcalinos y posee una baja densidad (0,90 — 0,91 g/cm?®)
(Andrady, 2003a; Harris and Walker, 2010; Maddah, 2016; Crawford and Quinn, 2019;
IRiguez-Cantos, 2019; American Chemistry Council, 2020). Presenta cierta fragilidad
cerca de los 0 °Cy grietas ante la luz solar (Andrady, 2003a; Crawford and Quinn, 2019;

Ifiguez-Cantos, 2019).

Otros de menor relevancia en cuanto a su representacion en la produccion mundial,
como el PVC, se caracteriza por la presencia de cloro en su estructura (Crawford and
Quinn, 2019); asi como por tener una densidad de 1,16 a 1,41 g/cm?® y resistencia a la
foto-degradacion (Harris and Walker, 2010; Crawford and Quinn, 2019; Ifiguez-Cantos,
2019; American Chemistry Council, 2020). EI PET es uno de los quimicamente mas
estables, con una densidad de 1,38 — 1,41 g/cm? pero propenso a hidrolizarse en agua
0 en condiciones humedas y temperaturas de 73 a 78 °C) (Andrady, 2003a; Harris and
Walker, 2010; Morét-Ferguson et al., 2010; Pesi¢ et al., 2016; Crawford and Quinn,
2019; Ihiguez-Cantos, 2019; American Chemistry Council, 2020; Morét-Ferguson, et al.,
2010). Y el PS es muy fragil y representa uno de los mas peligrosos para la biota marina,
al encontrarse comunmente como plastico flotante (variante espumosa); ya que su
densidad especifica es de 1,04 — 1,08 g/cm® (Andrady, 2003a; Morét-Ferguson, et al.,
2010; Crawford and Quinn, 2019; Ifiguez-Cantos, 2019; American Chemistry Council,
2020).

Junto a estos polimeros, cabe mencionar otros presentes en el medio marino como la
PA o nylon, un polimero cristalino que exhiben elasticidad y una resistencia al desgaste
excepcional (Andrady, 2003a; Harris and Walker, 2010; Crawford and Quinn, 2019;

IRiguez-Cantos, 2019). El PC, caracterizado por ser vidrioso con una gran resistencia al
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impacto, es uno de los polimeros méas densos (1,20 g/cm?). Debido a ello se utiliza como
sustituto del vidrio e incluso de metales (Andrady, 2003a; Harris and Walker, 2010;
Crawford and Quinn, 2019). Y el ABS, que pese a presentar una excelente resistencia
al impacto, en el medio marino tiende a volverse mas fragil a la exposicion de la luz
solar, apareciendo incluso en fondos oceanicos (Andrady, 2003a; Harris and Walker,
2010; Crawford and Quinn, 2019).

Ante el drastico incremento de la produccion de plasticos, surge una problemética
derivada de la aparicion de los denominados microplasticos (Lee et al., 2013). Estos han
surgido como una gran amenaza para el entorno marino, convirtiéndose en uno de los
contaminantes emergentes mas preocupantes debido a su permanencia en el medio.
Esto se debe a que la mayoria de los plasticos actualmente en uso no son
biodegradables y, de hecho, pueden permanecer en el medio hasta miles de afios (Lee
et al., 2013; Crawford and Quinn, 2019).

1.1. Microplasticos

El término “microplastico” fue utilizado por primera vez por el Laboratorio de Materiales
de la Fuerza Aérea de los Estados Unidos para describir “microdeformaciones que
sufrian los materiales plasticos como respuesta a fuerzas externas”; pero no se definié
como contaminante hasta 1972 tras observar su presencia en el mar de los Sargazos
por parte de Carpenter y Smith (1972) en su publicacion “Plastics on the Sargasso Sea
surface” (Bayo et al., 2020). En el 2004 el término "microplastico” fue aceptado y
utilizado por la comunidad cientifica, junto al Comité de la Marina Nacional de la
Administracién Oceanica y Atmosférica (NOAA) para describir “aquellas piezas de
plastico de tamafio de 5 mm hasta 1 mm” (tabla 1), generalmente como pequefios
fragmentos, fibras y granulos (Crawford and Quinn, 2019; Bayo et al., 2020; Ritchie and
Roser, 2020).
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Tabla 1: Clasificacién de distintos tipos de plasticos segin su tamafio. Fuente: Crawford CB, & Quinn B, 2016.

Categoria Abreviatura Tamafio Descripcién

Macropléastico MAP 2 25mm Cualquier pieza de plastico igual
0 mayor de 25 mm de tamafio

Mesoplastico MEP <25mm-5mm  Cualquier pieza de plastico
menor de 25mm hasta 5mm de
tamafio

Plastico PLT <5mm Cualquier pieza de plastico

menor de 5 mm de tamario

Microplastico MP <5mm - 1mm Cualquier pieza de plastico
menor de 5mm hasta 1 mm de
tamafio

Mini- MMP <1lmm—1um Cualquier pieza de plastico
microplastico menor de 1mm hasta 1um de
tamafio

Nanopléastico NP <1um Cualquier pieza de plastico

menor de 1um de tamafio

Con el auge de los estudios ecotoxicologicos relacionados con microplasticos en las
tltimas décadas, se ha comprendido el riesgo ecoldgico que representan en ambientes
marinos debido principalmente a su pequefio tamafo, situAndose dentro del rango
6ptimo de presas en organismos que desempefian roles ecolégicos de importancia (por
ejemplo, depredadores) e incluso son destinadas al consumo humano (Galloway et al.,
2017; Everaert et al., 2018).

Asi pues, cabe destacar que los microplastocos pueden clasificarse en dos grandes
grupos en funcién de su origen y morfologia: los microplasticos primarios y los

microplasticos secundarios (Lee et al., 2013; Tiganus et al., 2019).

Los microplasticos primarios (figura 3) son aquellos liberados directamente al medio
ambiente en forma de pequefias particulas (Lee et al., 2013). También denominados
pellets (de 5 a 2 mm de diametro), y "microperlas" (de 1 mm de diametro), son la materia

prima industrial en la produccion de plasticos en transformadores para su fundicion y
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moldeo. Durante la fabricacion, procesamiento, transporte y reciclaje de productos
plasticos, se producen pérdidas provocando su arrastre y transporte hacia masas de
agua, como lagos, rios y estuarios, que acaban causando su acumulacion en ambientes
tanto de dulceacuicolas como marinos (Cole et al., 2011; Lee et al., 2013; Estahbanati
and Fahrenfeld, 2016; Crawford and Quinn, 2019; Turner et al., 2019).

0 (mm) 5 0 (mm) 5

Figura 3: Microplasticos primarios encontrados en ambientes acuéticos. Fuente: Crawford CB, & Quinn B, 2016.

Actualmente, del total de vertidos de microplasticos primarios al medio marino, cerca de
dos tercios (63.1%) se deben al lavado de textiles sintéticos (34.8%), a la erosién de los
neumaticos durante la conduccién (28.3%), y al polvo de las ciudades (24,2%) (Lee et
al., 2013; Everaert et al., 2018). Al identificar sus caracteristicas, puede establecerse su
origen y uso, ya que los pellets y “microperlas” son utilizadas en productos de cuidado
e higiene personal; por ende, su fuente procederd de efluentes urbanos o zonas
industrializadas mayoritariamente (Jiang, 2018; Turner et al., 2019), ya que éstos eluden
los procesos de filtracion de las plantas de tratamiento de aguas residuales, principal
via de entrada al medio marino de los microplasticos primarios (Tongesayi and
Tongesayi, 2015; Helm, 2017; Jiang, 2018; Turner et al., 2019).

Los microplasticos secundarios (figura 4) tienen su origen en la degradacion de plasticos
de mayor tamafio por procesos fisicos, quimicos y biol6gicos (como la foto-degradacion,
la degradacion térmica o la degradacién mecanica) una vez alcanzan el medio marino
(Cole et al., 2011; Lee et al., 2013). Este grupo de microplasticos presentan una mayor
dificultad en su monitoreo, ya que la fragmentacion y degradacion continua modifica
ciertas propiedades presentes en la version original del plastico (Blair et al., 2018;
Crawford and Quinn, 2019).
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Figura 4: Microplasticos secundarios encontrados en ambientes acuaticos. Fuente: Crawford CB, & Quinn B, 2016.

La foto-degradacion ocurre cuando materiales plasticos quedan expuestos, durante
periodos prolongados, a la radiacion ultravioleta (UV), provocando la oxidacién de la
matriz polimérica, especialmente en aquellas que contienen grupos fotoreactivos
(croméforos), los cuales sufren disociacion por la colisibn de un foton cargado de
energia con una molécula de polimero, resultando en la corrosion y lixiviacién del
plastico (White and Turnbull, 1994; Crawford and Quinn, 2019). Los signos mas
comunes son coloraciéon amarillenta, grietas y fragilidad; aunque algunos polimeros
(PVC, PMA o PTFE) son resistentes a la foto-degradacion (White and Turnbull, 1994;
Crawford and Quinn, 2019).

La degradacion térmica es aquella provocada por cambios en la temperatura, al
aportarse suficiente energia en forma de calor, para romper los enlaces de la matriz
polimérica, provocando cambios como una disminucion del peso molecular y un
ablandamiento adicional (White and Turnbull, 1994; Crawford and Quinn, 2019). El
impacto de degradacion varia segun el tipo de material y el ambiente en el que se
encuentra, de forma que, en presencia de oxigeno, se produce una degradacion termo-
oxidativa; y a su vez, puede estar involucrado el estrés mecanico, conocido como
degradacion termo-mecanica (White and Turnbull, 1994; La Mantia et al., 2017; Ray and
Cooney, 2018). Junto a ello, la presencia de oxigeno puede catalizar la descomposicion
de ciertos materiales plasticos, a pesar de que esta degradacion tiende a ocurrir a
profundidades maximas de hasta 1 mm, ya que el oxigeno atmosférico no puede
penetrar mas alla de dicha profundidad (White and Turnbull, 1994; Crawford and Quinn,
2019). Sin embargo, el oxigeno no es el Unico gas capaz de degradar plasticos, el ozono
y diversos éxidos tienen efectos degradantes sobre materiales plasticos (Crawford and
Quinn, 2019).

Por ultimo, la degradacion mecanica es la responsable de la fragmentacion de polimeros

a causa de fuerzas externas (abrasion, accion del oleaje o turbulencia) que, con el
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tiempo, convierte a las particulas de mesoplasticos y plasticos en microplasticos
(Szyszkowska and Dagmara, 2017; Crawford and Quinn, 2019). Este proceso es la
forma mas eficiente de generacion de microplasticos en el medio marino, el estrés
continuo al que se someten da como resultado la ruptura del polimero, generando
fragmentos que abarcan desde morfologias angulares bien definidas hasta fragmentos
retorcidos y curvos (Derraik, 2002; Cole et al., 2011; Helm, 2017; Szyszkowska and
Dagmara, 2017; Crawford and Quinn, 2019; Chubarenko et al., 2020).

Por tanto, su ubicuidad, persistencia y su pequefio tamafio, han convertido a los
microplasticos en una de las mayores preocupaciones presentes en el medio marino,
pues causan dafios fisicos a la vida marina, contamina las redes troficas y actdan como
vectores para multitud de contaminantes y elementos traza (Andrady, 2011; Germanov
et al., 2018).

1.2. Efectos sobre organismos marinos

La ingesta de microplasticos por parte de la biota marina, tanto por vertebrados como
invertebrados, es una de las mayores afecciones al medio marino (Szyszkowska and
Dagmara, 2017). Este fendbmeno ha sido reportado en una gran variedad de
invertebrados como anfipodos, copépodos, poliquetos, moluscos, etc... y en
vertebrados marinos como peces, tortugas y mamiferos marinos (Cole et al., 2013;
Gutow, et al., 2015; Ryan, 2016; Wang et al., 2016; Galloway et al., 2017).

Los organismos que presentan modos de alimentacién especificos se consideran los
mas vulnerables a la ingesta directa de microplasticos, donde se incluyen organismos
suspensivoros o filtradores, los cuales dependen de las particulas de alimento
suspendidas en el agua circundante (Gutow, et al., 2015; Connie Ka Yan et al., 2016;
Ryan, 2016; Wang et al., 2016; Galloway et al., 2017). La ingesta sucede debido a que
la densidad de los microplasticos flotantes puede aumentar durante su residencia en el
medio marino, a causa de sedimento en suspension o fitoplancton que queda atascado
en las grietas de la particula, o por sobrecrecimiento microbiano en la superficie del
microplastico (biofilms) (Lusher, et al., 2013; Chubarenko et al., 2016), provocando que
alcancen una densidad similar a la del agua marina y pasarian a formar parte de la
columna de agua, favoreciendo su ingesta (Cole et al.,, 2013; Gutow, et al., 2015).
Independientemente del nivel tréfico que ocupa un organismo o si es bentdnico o
pelagico, los efectos de la ingesta de microplasticos son comunes en aquellos

organismos victimas de este fendmeno. Esto se debe principalmente a la confusién y
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sustitucién de las presas habituales de los organismos por particulas de microplastico
que pueden ser similares en cuanto a su color o morfologia (Derraik, 2002; Connie Ka
Yan et al., 2016; Galloway et al., 2017).

La capacidad de los microplasticos de bioacumularse y biomagnificarse causa el mismo
impacto fisico que su ingesta directa (Connie Ka Yan et al., 2016). Diversos estudios
han constatado que estadios larvarios y/o organismos plactonicos (copépodos
especialmente) son los principales vectores de transmision de microplasticos entre
distintos niveles troficos, encontrdndose restos de microplasticos acumulados en los
tractos intestinales de elasmobranquios, tortugas y mamiferos marinos, asi como
contaminantes asociados a éstos (Andrady, 2003b; Cole et al., 2013; Lusher et al., 2013;
Wright et al., 2013; Fossi et al., 2014; Gutow et al., 2015; Connie Ka Yan et al., 2016;
Chubarenko et al.,, 2016; Ryan, 2016; Wang et al., 2016). Estudios mas actuales,
realizados en el teledsteo Myctophum aurolanternatum, confirman la transferencia de
piezas plasticas previamente suministradas a sus presas (Wright et al., 2013; Fossi et
al., 2014). Esto también sucede en organismos de niveles troficos superiores, por
ejemplo, se han encontrado particulas de 1 mm de didmetro en leones marinos de
Hooker (Phocarctos hookeri) del mismo material plastico que el presente en los otolitos
del teledsteo Electrona subaspera (Fossi et al., 2014).

Una vez los microplasticos se encuentran en el tracto gastrointestinal, causan graves
efectos fisicos, pudiéndose acumularse en los intestinos hasta alcanzar niveles letales
(wright et al., 2013; Fossi et al., 2014; Lei L, et al., 2018). Son frecuentes los problemas
fisiologicos asociados a la obstruccion del tracto intestinal, como el bloqueo de la
absorcién de los nutrientes, desembocando en la muerte del organismo por inanicién
(Germanov et al., 2018) o por necrosis de las células de la mucosa y epiteliales
presentes en los tractos intestinales (Qiao et al., 2019). También puede provocar una
reduccién de la frecuencia de presas ingeridas, lo que conlleva una escasez de energia,
reduccion del crecimiento y una falsa sensacion de saciedad (Galloway et al., 2017); o
incluso causar heridas internas que desembocan en la muerte del organismo (Lusher et
al., 2013; Wright et al., 2013; Fossi et al., 2014; Connie Ka Yan et al., 2016; Chubarenko
et al., 2016; Ryan, 2016; Wang et al., 2016; Lei et al., 2018; Qiao et al., 2019).

De la ingesta de microplésticos derivan otros problemas ambientales. Los microplasticos
actian como vectores de transmision de otras sustancias contaminantes, tales como
COPs, toxinas y metales pesados (Cole et al., 2011; Iiiguez-Cantos, 2019). Estas

sustancias pueden alterar determinados procesos fisiologicos e, incluso, el
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comportamiento de organismos, resultando ser de gran preocupacion para la salud
humana y ambiental (Wright et al., 2013; Gutow, et al., 2015; Galloway et al., 2017,
Germanov et al., 2018). Dado el caracter hidrofébico de los microplasticos, numerosos
compuestos toxicos (COPs, PBT, DDT, PCB) y aditivos téxicos de los procesos de
manufacturacién de los plasticos (compuestos antimicrobianos o nanoparticulas de
diéxido de titanio (TiO2)) (Brander et al., 2015; Wang et al., 2016; Andrady, 2017;
Guzzetti et al., 2018; Lehtiniemi et al., 2018; Rodrigues et al., 2019) acaban adsorbidos
a la estructura del polimero a causa de factores como la alta relacion superficie-volumen
o la difusividad y cristalinidad de los microplasticos (Wang et al., 2016; Leed and
Smithson, 2019).

Estos contaminantes terminan bioacumulandose en los eslabones superiores de las
cadenas trdficas e, incluso, puede darse transferencia materno-filial (Germanov et al.,
2018; Baechler et al., 2019) provocando un menor crecimiento, aumento del
metabolismo, cambios en la tasa de alimentacién (Connie Ka Yan et al., 2016; Brander
et al., 2015), interrupcion y mal funcionamiento de la fisiologia del organismo, cambios
en la expresion de genes que alteran el sistema inmune (Mancia et al., 2020), dafios en
el ADN, dafios oxidativos de enzimas disfuncionales, efectos neurotoxicos (Ribeiro et
al., 2017; Germanov et al., 2018) y dafios e inflamaciéon en tejidos blandos como
branquias, tejido intestinales y glandulas digestivas (lka et al., 2016). También alteran
gravemente la aptitud reproductiva y disminuyen el crecimiento y supervivencia de la
progenie (Germanov et al., 2018; Jaikumar et al., 2019), afectando al ciclo reproductivo,
reduciendo cantidad de esperma y ovocitos (Crawford and Quinn, 2019), causando
disrupciones endocrinas (Mancia et al., 2020) y afecciones morfologicas severas a la
descendencia (Jaikumar et al., 2019). Junto a ello, se ha reportado recientemente la
presencia de metales pesados como Cd, Co, Cu, Hg, Mn, Pb, Zn, entre otros (Wang et
al., 2016; Guzzetti et al., 2018), presentes en particulas de microplasticos como residuos
industriales o de pinturas (Brennecke et al., 2016), y que quedan adsorbidos a su
superficie por procesos de meteorizacién o presencia de biofilms (Wang et al., 2016;
Jaikumar et al., 2019). Con esto, la movilidad y biodisponibilidad de los metales pesados
se potencia al usar microplasticos como vectores de transporte, bioacumulandose mas
facilmente y causando efectos toxicos en los organismos, como la aparicion de tumores
(Cd) o efectos neurtéxicos (Hg) (Tchounwou et al., 2012; Akhbarizadeh, et al., 2017).

Desde el inicio del siglo XX se ha estudiado a fondo el efecto que tienen sobre los
ecosistemas y la biota marinos, pero las medidas de prevencion, andlisis y alerta

temprana no avanzan al unisono (Cole et al., 2011; Wright et al., 2013; Gutow, et al.,
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2015; Syberg et al., 2015; Galloway et al., 2017). Actualmente, se realizan estudios para
analizar la presencia de microplasticos tanto en la columna de agua (especialmente para
microplasticos flotantes) como en el sedimento y la biota marina (lka et al., 2016;
Jaikumar et al., 2019). En este ultimo caso, se plantea la opcién mas prometedora para
la evaluacion del grado de contaminacion por microplasticos, pudiendo asi evaluar la

cantidad presente, su biodisponibilidad y su bioacumulacién (Léder and Gunnar, 2015).

1.3. Metodologias de extraccién de microplésticos

Existen diferentes metodologias para extraccion de microplasticos de matrices
organicas. En el caso de los organismos marinos, la extraccion suele utilizar el
organismo completo, en el caso de pequefios invertebrados (Lusher et al., 2017); o usar
una parte del organismo, concretamente el tracto gastrointestinal, en el caso de
organismos de mayor tamafio (Lusher et al., 2017; Wagner et al., 2017; Lusher and
Hernandez-Milian, 2018).

Estas metodologias se fundamentan en la digestion de las muestras y el posterior
filtrado y / o la separacion de los microplasticos. Para este tipo de digestiones, pueden
ser disoluciones de diferente naturaleza, ya sean &cidos, alcalinos o enzimaticos
(Dehaut et al., 2016; Lusher et al., 2017; Wagner et al., 2017; Lusher and Hernandez-
Milian, 2018; Munno et al., 2018).

1.3.1. Digestiones acidas

Diversos estudios emplean métodos de digestién acida para aislar fibras, pellets y/o
fragmentos de gran variedad de organismos, por su eficacia en destruir tejidos organicos
al provocar escisién molecular y disolucion rapida del material biogénico, dejando solo
silice y residuos microplasticos (Dehaut et al., 2016; Lusher et al., 2017). Su gran
inconveniente es que es un proceso de digestion muy agresivo que dafia a los polimeros

en distintos grados en funcion de qué disolucion sea empleada (Lusher et al., 2017).

La extraccion de microplasticos de tractos gastrointestinales (completo, no depurado) o
tejidos blandos, se realiza mediante el uso de diferentes acidos como HNOs3 al 5%, 35%,
65% 0 69% (Claessens et al., 2013; Cole et al., 2014; ICES, 2015; Vandermeersch et
al., 2015; Dehaut et al., 2016; Enders et al., 2016; Catarino et al., 2017; Lusher et al.,
2017; Miller et al., 2017; Karami et al., 2017; Syakti, 2017; Wagner et al., 2017; Stock et
al., 2019; Liu, 2020), H.SO4 (Dehaut et al., 2016), HCI al 5%, 37% (Cole et al., 2014;

14



Samuel Acevedo Quilis

Dehaut et al., 2016; Lusher et al., 2017; Karami et al., 2017; Stock et al., 2019; Liu,
2020), HCIO4 (Lusher et al., 2017; Wagner et al., 2017), asi como mezclas de distintos
acidos, por ejemplo, HNOs y HCI (Claessens et al., 2013; Karami et al., 2017; Syalkti,
2017), HNO3:HCIO4 (4:1 viv) (ICES, 2015; Dehaut et al., 2016), o incluso HNO3;:H,0,

(Vandermeersch et al., 2015; Claessens et al., 2013).

1.3.2. Digestiones oxidativas

Los agentes oxidantes son una buena opcion en los procesos digestivos de material
organico, los cuales pueden funcionar a diferentes concentraciones en la disolucién que
se esté implementando (al 30%, 15% o 10%) y segun la matriz organica a digerir, ya
sean organismos completos o tractos gastrointestinales de los mismos (Lusher et al.,
2016; Stock et al., 2019). Avio et al. (2015) corroboré que es una metodologia con una
buena tasa de recuperacion de microplasticos, no causando afecciones a la estructura
de PE, PS o PP; y permitiendo el uso de espectrofotometria FTIR para la identificacion

de los mismos.

Los agentes oxidantes mas habituales en los protocolos de digestion de muestras
biol6gicas son el H,O; (Claessens et al., 2013; Vandermeersch et al., 2015; Lusher et
al., 2016; Syakti, 2017; Wagner et al., 2017; Munno et al., 2018; Stock et al., 2019; Liu,
2020); K3S;0s (Lusher et al.,, 2016); HO2:Fe(ll) (Liu, 2020) y disoluciones de
H.02:NaOH o0 K3S:0s:NaOH (Miller et al.,, 2017), asi como las mencionadas

anteriormente de HNO3:H20; (Vandermeersch et al., 2015; Claessens et al., 2013).

1.3.3. Digestiones alcalinas

Las digestiones alcalinas actian mediante la hidrélisis de enlaces quimicos y
desnaturalizando proteinas de le matriz organica (Lusher et al., 2017). Si bien presentan
menor capacidad de digestibn en comparacién con las digestiones acidas y generan
mas residuos, resultan ser otra alternativa efectiva (Dehaut et al., 2016; Lusher et al.,
2017). Son metodologias simples, con periodos cortos de digestiéon y con capacidad de
usar FTIR / Raman para la identificacion de los polimeros (Miller et al., 2017). Junto a
ello, presenta una tasa de recuperacibn muy elevada, pues Dehaut et al. (2016)

demostré que mediante estas digestiones los polimeros sufren menos dafios.

Existen muchos protocolos y adaptaciones, entre los cuales destaca el uso de
disoluciones de NaOH al 1M, 10M (Cole et al., 2014; Bellas et al., 2016; Dehaut et al.,
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2016; Karami et al., 2017; Stock et al., 2019; Liu, 2020), de NaCIO (Miller et al., 2017),
de KOH al 10% (Dehaut et al., 2016; Karami et al., 2017; Miller et al., 2017; Piarulli et
al., 2019; Reguera, et al., 2019; Stock et al., 2019; Mancia et al., 2020; Liu, 2020; Xiaoyu
et al., 2020) y disoluciones mezcla como NaOH:K;S,0s y con H,O, (Miller et al., 2017).
También se han realizado pruebas combinado disoluciones acidas con alcalinas, como
una disoluciéon de NaOH (65%), HNO3 y Nal (Miller et al., 2017).

1.3.4. Digestiones enzimaticas

En algunos estudios, también se ha incorporado el uso de metodologias de digestion
enzimatica. Estas resultan en una rapida y eficiente digestion muy especifica al hidrolizar
proteinas y descomponer tejidos blandos, sin causar dafio en las estructuras 6seas
(Lusher et al., 2017). Sus grandes desventajas radican en la necesidad de emplear
soluciones homogeneizadoras (tampoén Tris-HCI 400 mL, por ejemplo), y en los pocos
estudios que avalen la tasa de recuperacion de polimeros de las muestras a digerir
(Lusher et al., 2017; Miller et al., 2017).

Las digestiones enzimaticas se basan en el uso de proteasas, como la proteinasa-K
(Cole et al., 2014; Miller et al., 2017; Karlsson et al., 2017; Liu, 2020), la tripsina
(Catarino et al., 2017; Miller et al., 2017), la papaina (Courtene-Jones W, et al., 2017,
Miller et al., 2017), la colagenasa (Miller et al., 2017), la Corolase 7089 (Catarino et al.,
2017; Miller et al., 2017), entre otras; y lipasas, principalmente Biozym F (Miller et al.,
2017; Piarulli et al., 2019). Al igual que en los casos anteriores, también se han realizado
pruebas al combinarse esta metodologia con las anteriores, por ejemplo, con el empleo
de disoluciones de KOH (10%), pepsinas, HCI, HNO; (65%), HCIO. (65%), NaOH y
K2S,20s (Miller et al., 2017).

1.4. Grupos zooldgicos en el estudio de microplasticos

Los grupos zooldgicos utilizados para detectar la presencia de microplasticos en el
medio marino son muy diversos y comprenden moluscos bivalvos (Mytilus edulis, Mytilus
galloprovincialis) (Guzzetti et al., 2018; Reguera et al., 2019; Xiaoyu et al., 2020),
crustaceos (Nephrops norvegicus, Carcinus aestuarii) (Lusher et al., 2013; Piarulli et al.,
2019; Har4 et al., 2020), teledsteos (Mullus barbatus, Merluccius merluccius, Danio rerio,
Salmo trutta) (Bellas et al., 2016; Karlsson et al., 2017; Guzzetti et al., 2018; Lei et al.,
2018), mamiferos marinos (Balaenoptera physalus) (Fossi et al., 2014; Guzzetti et al.,

2018), tortugas marinas (Caretta carettta, Chelonia mydas) (Connie Ka Yan et al., 2016)
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y elasmobranquios (Cetorhinus maximus, Scyliorhinus canicula) (Fossi et al., 2014;
Bellas et al., 2016; Mancia et al., 2020).

En este sentido, biomonitorizar la contaminacién plastica debe considerarse como una
herramienta adicional para evaluar el estado del medio marino (Bonanno and Orlando-
Bonaca, 2018) mediante el uso de organismos de los cuales se tenga suficiente
informacidn ecoldgica, bioldgica, de su importancia comercial, estado de conservacion

e ingesta de desechos plasticos documentada (Fossi et al., 2018).

Uno de los grupos mas prometedores para tal proposito son los elasmobranquios,
especialmente los tiburones, que representan una pieza clave de los ecosistemas
marinos, ya que son depredadores y se encuentran mas expuestos a la biomagnificacion
al consumir presas contaminadas (Baum and Worm, 2009; Akhbarizadeh, 2019). De
esta forma sufren los efectos nocivos de la ingesta de microplasticos y aquellos
derivados de los contaminantes asociados, causando un declive de sus poblaciones
ante la contaminaciéon por microplasticos (Baum and Worm, 2009; Galloway, 2017;
Akhbarizadeh, 2019).

1.4.1. Scyliorhinus canicula

Scyliorhinus canicula (Linnaeus, 1758, SC), cominmente conocida como pintarroja, es
una especie de la familia Scyliorhinidae, uno de los elasmobranquios mas abundantes
que habita en plataformas continentales del mar Mediterraneo central y occidental, y el
Atlantico oriental (Valente et al., 2019; Mancia et al., 2020). Se trata es una especie
demersal, caracterizada por ser depredadora oportunista que se alimenta de una amplia
gama de fauna bentdnica, como crustaceos, moluscos y pequefios teledsteos (Smith,
2018), muy frecuente en capturas by-catch por artes de pesca comerciales como redes
de enmalle, pesca de anzuelo y de arrastre (Rodriguez-Cabello et al., 2005; Kousteni,
2017).

Catalogada como mesodepredador (Smith, 2018), S. canicula representa una pieza
clave en el esquema tréfico de las comunidades de peces demersales, cuya ecologia
trofica es esencial para comprender la situacion del ecosistema (Smith, 2018). Su
adaptacion tréfica, segun la disponibilidad de presas, es indicadora de cambios en las
poblaciones de su habitat (Olaso et al., 2005; Rodriguez-Cabello et al., 2005; Kousteni
et al., 2017; Barria et al., 2018; Smith, 2018; Valente et al., 2019). Estas caracteristicas
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facilitan la bioacumulacion de microplasticos transferidos a lo largo de las redes tréficas

del ecosistema (Atafio-Barboza, 2018).

Ademas, diversos estudios constatan que S. canicula presenta una fuerte filopatria
sesgada por el sexo (Sims, 2003; Hueter et al., 2005; Ruckstuhl and Neuhaus, 2006;
Gubili et al., 2014), donde las hembras tienden a permanecer en su habitat por motivos
reproductivos (Sims, 2003; Hueter et al., 2005; Ruckstuhl and Neuhaus, 2006; Gubili et
al., 2014). Esta conducta convierte a S. canicula en una especie prometedora como
biomonitor de microplasticos a pequefia escala, dada la limitaciéon de su area de
distribucion (Fossi et al., 2018), a partir de la digestion y andlisis de los tractos
gastrointestinales (Fossi et al., 2018; Smith, 2018).
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2. OBJETIVOS

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo principal del presente Trabajo Fin de
Grado es realizar una revision bibliografica sobre las distintas metodologias de
extraccion de microplasticos en tractos gastrointestinales de Scyliorhinus canicula y
sobre cudles podrian utilizarse con esta especie en un futuro. Para llevarlo a cabo se

plantean los siguientes objetivos especificos:

I.  Analizar la produccion cientifica sobre las distintas metodologias de extraccion

de microplasticos en organismos marinos.

Il.  Clasificar las metodologias existentes en base a grupos zool4gicos.

.  Describir, tras realizar una extensa busqueda bibliografica, las distintas
metodologias de extraccion de microplasticos empleadas en tractos

gastrointestinales de Scyliorhinus canicula.

IV.  Hacer una propuesta de metodologia de extraccién de microplasticos en tractos

gastrointestinales de Scyliorhinus canicula.
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3. MATERIAL Y METODOS

La metodologia empleada para llevar a cabo este Trabajo Fin de Grado fue el método
de analisis documental, con el objetivo de obtener la informacién mas actual sobre el

tema principal de esta revision, asi como analizar las diferentes fuentes de informacion.

Se realizé una busqueda bibliografica sobre las diferentes metodologias de extraccion
de microplasticos que pueden utilizarse en la especie Scyliorhinus canicula, a fin de
evaluar su eficiencia y la posibilidad de establecer una metodologia estandar, adecuada
a los tractos gastrointestinales de S. canicula.

3.1. Bases de datos

El periodo de tiempo acotado para la busqueda bibliografica comprende desde enero
del 2000 hasta mayo del 2020. Las bases de datos consultados fueron: ScienceDirect,

Scopus, Web of Science, Google Scholar, Dialnet y BioOne

ScienceDirect: plataforma digital y base de datos de consulta de publicaciones
cientificas, perteneciente a la editorial cientifico-académica Elsevier. Destaca por
abarcar un amplio abanico de disciplinas, como fisica e ingenieria, ciencias de la vida 'y
de la salud, y ciencias sociales y humanidades. Science Direct proporciona acceso a
articulos de revistas, con un total de 15 millones de articulos, 4.000 titulos y mas de
600.000 numeros; asi como a monografias, con 37.000 libros. De estos, cerca de
200.000 son de acceso libre. En 2010 registré mas 9,5 millones de documentos de alta
calidad cientifica de 3.500 revistas académicas y 34.000 libros electrénicos. Aunque
requiere de una suscripcion o realizar un pago para obtener acceso al texto completo o
un articulo; el motivo principal del uso de esta base de datos visién multidisciplinar y la

accesibilidad de las publicaciones.

Scopus: base de datos bibliografica de resimenes y citas de articulos activa desde
2004, con aproximadamente 18.000 titulos de mas de 5.000 editores, y 16.500 revistas
cientificas. Abarca temas de investigacion en todas las disciplinas cientificas y técnicas.
Scopus esta gestionada por la Fundacién Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia
(FECYT), pero, forma parte de la empresa llamada Elsevier, como ScienceDirect. La
utilizacién de esta base de datos se debe a razones similares a las de ScienceDirect,

debido a que otorga una visiéon global multidisciplinar.

Web Of Science (WOS): principal base de datos de citas del mundo, con informacion
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multidisciplinaria de cerca de 20.000 revistas cientificas importantes. Gestionada por la
Fundacion Espafiola para la Ciencia y la Tecnologia (FECYT), y permitiendo acceso
libre a instituciones como universidades y departamentos de. El uso de esta base de
datos se debe a su amplia visibn multidisciplinar, permitiendo acceder a una gran

cantidad de publicaciones de diferentes areas de conocimiento.

Google Scholar: o Google Académico, buscador que permite realizar de forma sencilla
busquedas amplias de literatura académica, pudiendo encontrar articulos, tesis, libros,
resimenes y otros sitios web. Este buscador contiene cerca de 389 millones de
documentos. El uso de este buscador se debe a que es el gue mas documentos alberga
y que actla como motor de basqueda, ya que puede dirigirte a distintas bases de datos
cuando la publicacion responde a la busqueda.

ResearchGate: plataforma de acceso libre creada en 2008, que sirve como motor de
busqueda y base de datos de cualquier disciplina cientifica. Sus funciones de navegador
permiten hallar resultados méas precisos procesando resumenes y articulos cientificos
mediante el andlisis de la cantidad de términos utilizados en la basqueda de palabras

clave.

Dialnet: una de las mayores bases de datos de articulos cientificos, junto a monografias
y tesis, de habla hispana de acceso libre y sin animo de lucro. Inicialmente, en 2001, era
una cooperacion bibliotecaria en la Universidad de La Rioja. Recopila documentos
publicados en Espafia en cualquier lengua o que traten sobre temas hispanicos; sélo en
2018 albergaba cerca de 6 millones de documentos de 10.100 revistas. Su uso se debe
principalmente a la multitud de documentos que hablan de estudios llevados a cabo o

centrados en Espaiia.

BioOne: Ultima base de datos utilizada en esta revision. Creada sin animo de lucro,
retne a sociedades cientificas, editores y bibliotecas con cerca de 200 publicaciones de
acceso libre sobre ciencias biolégicas, ecolégicas y ambientales. Siendo un portal web
confiable con articulos de investigacion de alta; al realizar busquedas no se obtuvieron

grandes resultados en esta base de datos.
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3.2. Criterios de inclusién y exclusion

Para la seleccion de los documentos que finalmente fueron empleados en el presente

Trabajo Fin de Grado, se definieron los criterios de inclusién y de exclusién que se

detallan a continuacion.

3.2.1. Criterios de inclusién

Articulos publicados en revistas cientificas, en portales Web, intervenciones en

conferencias y revisiones.

Documentos publicados tanto en espafiol como en inglés

Trabajos cuyos titulos y tematica guardan relacion con el ambito de estudio de

este trabajo y cuyos objetivos coinciden con la informacién a exponer.

Revisiones bibliograficas de literatura relacionada, en la que se ha realizado una
seleccién previa de la informacion.

Articulos publicados después del 2000.

3.2.2. Criterios de exclusioén

Estudios en un idioma diferente al espafiol o inglés.

Investigaciones cuyas conclusiones sean contradictorias con el resto de la

literatura.

Investigaciones realizadas en muestras de agua y sedimentos marinos

Estudios cuyos objetivos no estan relacionados con los objetivos de este trabajo.

Articulos publicados antes del 2000.

3.3. Ecuaciones de busqueda

Para llevar a cabo la seleccion de documentos que fueron empleados en la realizacion

de este trabajo, se utilizaron palabras clave relacionadas con el tema del estudio,
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conectadas con distintos operadores booleanos como: “AND” para encontrar
documentos que contengan varios términos, “OR” para la busqueda de documentos con

los términos de interés, y donde pueden utilizarse sinbnimos.
Para organizar las palabras utilizadas se elaboroé la tabla 2, en la que se muestran los

descriptores y sus respectivos términos y sinénimos, en castellano e inglés, ya que la

mayoria de las bases de datos o buscadores estan en inglés.
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Tabla 2: Descriptores utilizados, sindnimos y su traduccion al inglés. Fuente: Elaboracion propia.

Términos sinénimos /

Descriptor _ Traduccién al inglés
Palabras relacionadas
Polimeros Polymers
Polimeros sintéticos Synthetic polymers
Plasticos Microplasticos (PVC, PS, Microplastics (PVC, PS,
PC, PET, ABS, PE, PC, PET, ABS, PE,
HDPE, LDPE, PA) HDPE, LDPE, PA)
Contaminante Pollutant / contaminant
Extraccion de Microplastics / plastics
microplasticos / plasticos extraction
Digestion acida (HNOs, Acid digestion (HNO3,
HCI, HCIO4, H20,) HCI, HCIO., H-0>)
Anélisis de

microplasticos

Digestion alcalina (KOH,
NaOH, NaClO)

Digestion enziméatica
(proteinasa-K, tripsina,

Corolase)

Alkaline digestion (KOH,
NaOH, NaClO)

Enzimatic digestion
(proteinase-K, trypsin,

Corolase)

Organismos marinos

Especies marinas
Biomonitor

Vertebrados marinos
(teledsteos, reptiles y

mamiferos marinos)

Invertebrados marinos
(moluscos, crustaceos y

eguinodermos)
Elasmobranquios
Scyliorhinus canicula

Pintarroja

Marine species / organism
Biomonitor

Marine vertebrates
(teleosts, reptiles and

marine mammals)

Marine invertebrates
(mussels, crustaceans

and echinoderms)
Elasmobranchs
Scyliorhinus canicula

Small spotted catshark
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Durante la realizacion de la busqueda bibliografica, se utilizé el apartado de “tema” en
la mayoria de las ocasiones. También se utilizé el apartado de “titulo” para acotar mas
la busqueda cuando los documentos obtenidos en primer lugar no estaban relacionados

con la busqueda realizada.

Primero, se realizdé una basqueda general con el objetivo de obtener una vision global
de la informacion y el tema objeto de esta revision; después se procedié a definir poco
a poco la busqueda en base al objetivo de este trabajo. Para esto se utilizaron diferentes
palabras clave, que aparecen recogidas en la tabla 3.

Tabla 3: Ecuaciones de busqueda generales y especificas utilizadas en las diferentes bases de datos. Fuente:
Elaboracion propia.

Ecuacion de busqueda Abreviatura
(“Plastic” OR “microplastic”) AND (“Pollutant” OR “contaminant”) EBG 1
AND (“Marine enviroment” OR “marine organism”) -
(“Marine enviroment” OR “marine organism” OR “Scyliorhinus
canicula”) AND (“Microplastic digestion” OR “microplastic EBG_2
extraction”)
(“Microplastic extraction”) AND (“Acid digestion” OR “HNO3” OR
‘HCI” OR “HCIO,”) AND (“Marine organism” OR “Marine EBS 1

vertebrates” OR “Marine invertebrates” OR “Scyliorhinus

canicula”)

(“Microplastic extraction”) AND (“Oxidative digestion” OR “H.O_”
OR “K2S20¢g”) AND (“Marine organism” OR “Marine vertebrates” EBS 2

OR “Marine invertebrates” OR “Scyliorhinus canicula”)

(“Microplastic extraction”) AND (“Alkaline digestion” OR “KOH”
OR “NaOH” OR “NaClO”) AND (“Marine organism” OR “Marine

EBS_3
vertebrates” OR “Marine invertebrates” OR “Scyliorhinus -
canicula”)

(“Microplastic extraction”) AND (“Enzimatic digestion” OR
“proteinase-K” OR “trypsin” OR “Corolase”) AND (“Marine EBS 4

organism” OR “Marine vertebrates” OR “Marine invertebrates”

OR “Scyliorhinus canicula”)
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En la primera ecuacién de basqueda general (EBG_1) se introdujeron las palabras clave
“microplastic”, “pollutant” y “marine enviroment” para poder obtener una informacién
genérica sobre el estado de contaminacion del medio marino por plasticos y

microplasticos, asi como los efectos que producen sobre los organismos que lo habitan.

La segunda de busqueda general (EBG_2) se centr6 en el &mbito quimico y la deteccién
de microplasticos en la biota marina, por lo que se emplearon las palabras clave de
“microplastic”, “microplastic extraction”, “microplastic digestion”, “marine organism” y
“Scyliorhinus canicula” para obtener una vision general de las distintas tipologias de
metodologias existentes y empleadas, descartando aquellas aplicadas a muestras de
agua y sedimento marino, y seleccionando aquellas aplicadas sobre la biota marina, y
a ser posible, sobre S. canicula.

Una vez adquirida la visién general, se procedi6 al uso de las ecuaciones de busqueda
especificas (EBS) para centrar la busqueda y obtener informacion mas concreta. Las
ecuaciones de busqueda especificas se muestran en la tabla 3. En lo que respecta a los

descriptores, se explican a continuacion.

En la primera ecuacion de busqueda especifica (EBS_1) se utilizaron las palabras:
“microplastic”, “acid digestion”, “Scyliorhinus canicula”’, “marine organism”. Se
emplearon estos para focalizar la blisqueda en las metodologias donde se usan los

compuestos y soluciones acidas en la digestion de muestras bioldgicas.

En la primera ecuacion de busqueda especifica (EBS_2) se realizén con objetivo de
obtener metodologias donde se usan los compuestos y soluciones oxidativas en la
digestién de muestras biolégicas. Para ello se utilizaron las palabras: “microplastic”,
“oxidative digestion”, “Scyliorhinus canicula”, “marine organism”. Se emplearon estos
para focalizar la busqueda en las metodologias donde se usan los compuestos y

soluciones acidas en la digestion de muestras bioldgicas.

Respecto a la segunda busqueda especifica (EBS_3), puso el centro de atencion en las
metodologias alcalinas para la extraccién de microplasticos. Se utilizaron las palabras

L] LT ” W

clave de “microplastic”, “alkaline digestion”, “Scyliorhinus canicula”, “marine organism”.

Se realiz6 una tercera ecuacion de busqueda especifica (EBS_4), pero centrada en las

metodologias basadas en el uso de enzimas o extractos enzimaticos en la extraccién
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de microplasticos y digestion de muestras bioldgicas. Para ello se utilizaron las palabras

LT [T ” W

clave “microplastic”, “enzimatic digestion”, “Scyliorhinus canicula”, “marine organism”.

Tras finalizar la busqueda, se elaboraron tablas para recoger las publicaciones
encontradas y las seleccionadas en cada base de datos, para clasificar las publicaciones
por metodologia y disolucion utilizada, asi como para clasificar la cantidad de
publicaciones donde se utiliza a Scyliorhinus canicula en los estudios. También se
realiz6 un analisis de productividad anual respecto a la cantidad de articulos

seleccionados por cada afio, dentro del periodo de estudio acotado.
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4. RESULTADOS
4.1. Resultados del analisis bibliométrico

En la tabla 4 pueden observarse los resultados obtenidos al realizar la busqueda
bibliografica con la EBG_1, donde se obtuvieron un total de 43.205 publicaciones
cientificas en todas las bases de datos utilizadas, de las cuales se seleccionaron 58.
Estas publicaciones sirvieron para obtener una vision general del tema a tratar,
proporcionando informacién y contexto historico sobre los plasticos y microplasticos en

el medio marino; asi como sus efectos sobre éste.

Tabla 4: Resultados obtenidos con EBG_1.

(Plastic OR microplastic) AND (Pollutant OR

EBG_1 contaminant) AND (Marine enviroment OR marine
organism)

Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 612 2

Scopus 513 10

Web of Science 1.213 15
ScienceDirect 2.272 12

Google Scholar 40.700 13
ResearchGate 100 5

Dialnet 8 1

Total 43.205 58

En la busqueda realizada mediante la EBG_2, aun tratandose de otra busqueda
genérica, puso el foco de atencion en aquella informacion referente a las distintas
metodologias de extraccion de microplasticos y digestion de matrices organicas
aplicadas sobre la biota marina, incluyendo aquellos resultados donde se aplicaban
sobre la especie de elasmobranquio Scyliorhinus canicula. Para ello, se emplearon las

palabras clave “marine organism” y “Scyliorhinus canicula” como parte de la EBG_2.

Se encontraron en total 662, de las cuales se seleccionaron 29 para el presente trabajo
(tabla 5). Cabe mencionar que no se obtuvieron resultados de las bases de datos de

BioOne y Dialnet.
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Tabla 5: Resultados obtenidos con la EBG_2.

(“Marine enviroment” OR “marine organism” OR
EBG_2 “Elasmobranch” OR “Scyliorhinus canicula”) AND

(“Microplastic digestion” OR “microplastic extraction”)

Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 0 0
Scopus 3 3
Web of Science 203 6
ScienceDirect 76 3
Google Scholar 267 12
ResearchGate 113 5
Dialnet 0 0
Total 662 29

A través de las ecuaciones de busqueda especifica se buscaba una mayor
profundizacion en metodologias de digestion de muestras bioldgicas para extraccion de
microplasticos. Mediante el uso de la EBS_1 se encontrd informacién acerca de las
metodologias y protocolos basados en digestiones acidas, empleados en la extraccion

de microplasticos de muestras de biota marina.

Tal y como se refleja a continuacion, en la tabla 6, se obtuvieron 516 publicaciones en
total de las cuales se seleccionaron 27. En la base de datos Dialnet no se obtuvieron
resultados, seguramente por deberse a un tema mas especializado; y junto a ello, en la
base de datos BioOne se obtuvieron un total de 35 resultados, que desgraciadamente,
no coincidian con los criterios de inclusion previstos en esta revision. De la EBS_1 de la
base de datos donde se obtuvieron un mayor nimero de resultados es de Google
Scholar, de la cual, se emplearon 10; seguida de ScienceDirect, de la cual se utilizaron

8 pese a que fueron encontradas 306 totales.
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(“Microplastic extraction”) AND (“Acid digestion” OR
“HNO3” OR “HCI” OR “HCIO4”) AND (“Marine organism”

EBS1 OR “Marine vertebrates” OR “Marine invertebrates” OR
“Scyliorhinus canicula”)

Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 35 0

Scopus 6 2

Web of Science 8 3
ScienceDirect 306 8

Google Scholar 38 10
ResearchGate 123 4

Dialnet 0 0

Total 516 27

De las publicaciones empleadas finalmente con la EBS_1 el 37% procedian de Google
Scholar, el 30% de ScienceDirect, un 15% correspondian a ResearchGate, un 11% a

Web of Science y el 7% restante a Scopus (figura 5).

RESULTADOS ESB_1

M BioOne

M Scopus

m Web of Science
W ScienceDirect
W Google Scholar
M ResearchGate

M Dialnet

Figura 5: Porcentaje de articulos utilizados de cada base de datos con la EBS_1.

Posteriormente se procedié a utilizar la EBS_2, con objetivo de obtener informacion
acerca de metodologias y protocolos basados en digestiones oxidativas, para ser
comparadas y comentadas con las obtenidas en la EBS_1.
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Tabla 7: Resultados obtenidos con la EBS_2.

(“Microplastic extraction”) AND (“Oxidative digestion”
OR “H>0,” OR “K:S,0s”) AND (“Marine organism” OR

EBS.2 “Marine vertebrates” OR “Marine invertebrates” OR
“Scyliorhinus canicula”)
Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 0 0
Scopus 1 1
Web of Science 1 0
ScienceDirect 4 3
Google Scholar 33 9
ResearchGate 60 5
Dialnet 0 0
Total 159 18

Tras su uso (tabla 7), se obtuvo una cantidad de publicaciones encontradas
considerablemente menor frente a la EBS_1, con 159 publicaciones totales; de las
cuales se seleccionaron 18. Tal y como sucedié con la EBS_1, no se obtuvieron
resultados de los buscadores Dialnet y BioOne; seguramente por la misma razon
mencionada anteriormente. Destaca el hecho de que se obtuviera un Unico resultado en
la base de datos de Web of Science, el cual no fue seleccionado al tratarse de un estudio
realizado en algas. La mayor parte de las publicaciones seleccionadas en esta

busqueda procedian de Google Scholar.

RESULTADOS ESB_2

M BioOne

W Scopus

® Web of Science
ScienceDirect

W Google Scholar

W ResearchGate

W Dialnet

Figura 6: Porcentaje de articulos utilizados de cada base de datos con la EBS_2.
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El 50% total de las publicaciones que se emplearon en la EBS_2 han sido encontradas
en la base de datos de Google Scholar, seguida de ReserchGate (28%), ScienceDirect

(17%) y Scopus (5%); tal y como se refleja en la figura 6.

A continuacion, se procedio a emplear la EBS_3, con la cual se obtendria la informacién
necesaria sobre las metodologias de digestion y extraccién de microplasticos alcalinas.
En la tabla 8 puede observarse los resultados obtenidos tras aplicar dicha ecuacién de
busqueda, destacando que son mas cercanos a los obtenidos con la EBS_1. Con 304
publicaciones encontradas, esto refleja que tanto las metodologias acidas y alcalinas
son las mas reconocidas y utilizadas, punto que serd desarrollado mas en adelante.
Fueron seleccionadas un total 32 publicaciones de las encontradas mediante la EBS_3.
Tal y como puede observarse en los resultados de la ESB_1, tampoco se obtuvieron
publicaciones a poder emplear en las bases de datos de BioOne y Dialnet,

probablemente por los mismos motivos.

Tabla 8: Resultados obtenidos con la EBS_3.

(“Microplastic extraction”) AND (“Alkaline digestion” OR
“KOH” OR “NaOH” OR “NaClO”) AND (“Marine

EBS_3
- organism” OR “Marine vertebrates” OR “Marine
invertebrates” OR “Scyliorhinus canicula”)

Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 0 0
Scopus 7 3

Web of Science 2 2
ScienceDirect 145 12
Google Scholar 53 11
ResearchGate 97 4
Dialnet 0 0

Total 304 32

En este caso, del buscador en el que se obtuvo un mayor nimero de publicaciones
utilizadas fue de ScienceDirect, con un 38% del total de publicaciones utilizadas, frente
al 34% de Google Scholar, un 13% de ResearchGate, un 9% pertenecientes a Scopus,

y el 6% restante a Web of Science (figura 7).
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RESULTADOS ESB_3
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Figura 7: Porcentaje de articulos utilizados de cada base de datos con la EBS_3.

Finalmente se empleé la EBS_4, la cual permitié obtener informaciéon de metodologias
y protocolos basados en el uso de enzimas o extractos enzimaticos para digerir
muestras bioldgicas. Tras realizar la blsqueda (tabla 9), cabe destacar que fue de la
que menor resultados se obtuvieron principalmente, encontrando un total de 149

publicaciones, de las cuales sélo fueron empleadas 13.

Tabla 9: Resultados obtenidos con la EBS_4.

(“Microplastic extraction”) AND (“Enzimatic digestion”
OR “proteinase-K” OR “trypsin” OR “Corolase”) AND

EBS 4 (“Marine organism” OR “Marine vertebrates” OR “Marine
invertebrates” OR “Elasmobranchs” OR “Scyliorhinus
canicula”)

Fuentes Articulos encontrados Articulos utilizados
BioOne 0 0

Scopus 0 0

Web of Science 2 2
ScienceDirect 8 4

Google Scholar 35 5
ResearchGate 104 2

Dialnet 0 0

Total 149 13
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Cabe mencionar que, en esta ocasion, las bases de datos BioOne, Dialnet y Scopus no
obtuvieron resultados al aplicar la EBS_4. Para la EBS_3, el mayor niamero de
publicaciones utilizadas fue de Google Scholar, con un 39% del total de publicaciones
utilizadas, muy cercano a las publicaciones utilizadas de ScienceDirect, con un 31%, un

15% a ResearchGate, y el dltimo 15% restante a Web of Science (figura 8).

RESULTADOS ESB_4

M BioOne

M Scopus

B Web of Science
ScienceDirect

M Google Scholar

M ResearchGate

M Dialnet

Figura 8: Porcentaje de articulos utilizados de cada base de datos con la EBS_3.

Cabe mencionar que de todas las publicaciones obtenidas relacionadas con
metodologias y protocolos de digestion de muestras de biota marina para la extracciéon
de microplasticos, mediante las EBG_2 vy las EBS_1, 2, 3y 4, se han obtenido un total
de 119 publicaciones, muchas de las cuales son comunes en las busquedas de las EBS.
Restando estas busquedas repetidas, se obtiene un total de 78 publicaciones

empleadas con las ecuaciones de busqueda especificas y la EBG_2.

A continuacion, la figura 9 muestra la produccion cientifica anual, dentro del periodo
acotado para el presente trabajo estudiado. Destaca que los articulos empleados son
de estudios realizados a partir del 2013, previamente no se encontré ningun estudio
previo que se ajustara a los criterios de inclusion utilizando las ecuaciones de busqueda
especificas y la EGB_2. También puede observarse que en el afio 2019 sucede un
considerable aumento en la produccion cientifica, con 32 publicaciones, superando con
creces al resto de afios, donde, por ejemplo, en los afios 2016, 2017 y 2018 se mantiene

una produccién mas constante.
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Productividad cientifica
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Figura 9: Productividad cientifica anual.

N2 PUBLICACIONES

4.1.1. Metodologias de digestion

La figura 10, que se muestra a continuacion, refleja los resultados obtenidos tras el uso
de las ecuaciones de busqueda respecto a las metodologias empleadas en la digestién
de muestras biologicas para la extraccion de microplasticos. Cabe mencionar que
diversas publicaciones seleccionadas para el presente trabajo empleaban dos o mas
metodologias distintas en el proceso; principalmente entre metodologias de tipo acida 'y
alcalina, con objetivo de valorar su capacidad de digerir la matriz organica y la tasa de
recuperacion de polimeros, de ahi el elevado numero representativo de ambas

metodologias

Resultados metodoldgicos
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Figura 10: Resultados del uso de las distintas metodologias de digestion.
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Tal y como se observa en la figura 10, la metodologia predominante en los articulos
seleccionados es la de tipo alcalina, utilizada en un 32% de las ocasiones. Muy seguida
de ésta, se encuentran las metodologias acidas, representando un 29% del total. En
tercer lugar, se encuentran las metodologias oxidativas, representando un 18% de las

publicaciones seleccionadas.

Como cuarto grupo, se encuentran las metodologias enziméticas, con un 13% de las
investigaciones totales, debido principalmente al elevado coste que conlleva la
obtencion de estas enzimas o extractos enziméticos en comparacion con los productos
empleados en las otras metodologias. En ultimo lugar, destaca la presencia del grupo
denominado “revisién bibliografica”, pues engloba a aquellas investigaciones y pruebas
quimicas o estudios bibliograficos, en los cuales se testean varias metodologias, de los
grupos mencionados anteriormente, con objetivo de valorar la que presenta mejores
resultados en cuanto a parametros como matriz digerida y/o dafios producidos a los

polimeros principalmente.

De entre las metodologias mencionadas anteriormente (acida, alcalina, oxidativa y
enzimética), se emplearon un total de 28 compuestos o productos en las disoluciones
con las que se realizaban las digestiones de las muestras biologicas, tractos

gastrointestinales en la mayoria de los casos.

Estos han sido clasificados en 3 grupos tal y como muestra la tabla 10. Los mas
empleados en la extraccion de microplasticos fueron clasificados como “comunes” (en
verde) si aparecian en mas de 10 publicaciones, si aparecian entre 10y 2 publicaciones,
se clasificaban como “ocasionales” (en amarillo), y finalmente, los menos utilizados

fueron clasificados como “escasos” (en rojo) si aparecian en 1 sola publicacion.
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Tabla 10: Productos y disoluciones utilizados en las publicaciones seleccionadas

Grupos
Comunes Ocasionales _

KOH 28/78 HNO3:HCIO4 7/78 HCLO4 1/78
HNO3 24/78  Proteasas 7/78 Fe?*S04:H202 1/78
H202 19/78  HCI:HNOs 3/78 H202:HCI 1/78
NaOH 13/65 H202:HNO3 3/78 KOH:T20 1/78
HCI 12/78  Tripsina 3/78 KOH:HNO3 1/78
Proteinasa-K 11/78  H202:KOH 3/78 NaOH:HNO3:Hz20: 1/78
H2S04 2/78 K2S20s:NaOH 1/78
H202:Fe?* 2/78 Nal 1/78
Corolase 7089 3/78 Colagenasa 1/78

Enzima
pancreatica 2/78 Papaina 1/78
Biozym F 1/78
Biozym SE 1/78

4.1.1.1. Comunes

Tal y como muestra la figura 12, dentro del grupo denominado como “comunes” domina
la presencia de 2 compuestos utilizados en las disoluciones de digestion. Como
compuesto mas empleado se encuentra el KOH (representado en un 26% respecto al
total), seguido del HNO3 (23%), el H.O, (18%), el NaOH (con un 12%), el HCI (11%) y

la proteinasa-K (un 10%).

COMPUESTOS
COMUNES

B KOH
HHNO3
HH202
W NaOH
W HCI

M Proteinasa-K

Figura 11: Compuestos clasificados como “comunes” en los articulos empleados.
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El mas utilizado corresponde al KOH encontrado en 28 de las 78 publicaciones
empleadas. Corresponde al también al mas abundante dentro de las metodologias
alcalinas, siendo una de las mas prometedoras debido a la ausencia de degradacion
sustancial de los polimeros junto a una digestion éptima en muestras con alto contenido
proteico en los tejidos, como tractos gastrointestinales (Dehaut et al., 2016; Lusher,
2017; Miller et al., 2017; Enders et al., 2020). La tabla 11 mostrada a continuacion recoge
cémo la disolucion de KOH afecta a los distintos polimeros, degradando Unicamente el
CA (Dehaut et al., 2016).

Tabla 11: Resultados de distintos polimeros testeados en disoluciones alcalinas. Fuente: Dehaut et al., 2016.

Polimeros Resultados (KOH 10%) Resultados (NaOH 10%)
CA X X
ePS NA NA

HDPE / /
LDPE / /
PA-12 / /
PA-6 / /
PC / X
PET / X
PMMA / /
PP / /
PS / /
PTFE / /
PUR / /
PVC / /

X: Degradacién del polimero o problemas de identificacion. NA: Cambios en la forma y tamafio. /: Correcta identificacion

y analisis.

El segundo compuesto mas empleado fue el HNOs, siendo presente en 24 de las 78
publicaciones encontradas. Es caracterizado por ser un fuerte oxidante que disuelve
rapidamente de material biogénico, con una eficacia de digestion muy elevada y pérdida
de peso del tejido biolégico mayores al 98% de media, pero que causa un dafio
considerable a los polimeros, llegando incluso a degradarlos (Dehaut et al., 2016;
Lusher, 2017; Naidoo et al., 2017). Dehaut et al., (2016) demostré que dicho protocolo
causa la degradacion de polimeros somo PA-12 (nylon 12) (figura 12 a, b), acompafiada
de una disminucién en el peso de las particulas; y muestras de amarillamiento (Figura

12 c, d) observadas para todos los polimeros.
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Figura 12: Resultados de digestién con HNO3. a,c: Fibras originales. b,d: Fibras post-digestion. Fuente: Dehaut et al.,
2016.

Seguidamente destaca el uso de H»O; en la digestion de las matrices bioldgicas, en 19
de las 78 publicaciones totales. Su uso destaca principalmente por su relacion coste-
beneficio, pues presenta una alta efectividad en la digestion de tejido organico aun
causando dafios menores sobre algunos polimeros (PET y PP principalmente)
(Claessens et al., 2013; Vandermeersch et al., 2015; Lusher et al., 2016; Liu, 2020). Si
bien es una excelente metodologia de digestién, presenta ciertas fallas como su menor
capacidad de digestion en comparacion con otrs metodologias que también dafan
polimeros en el proceso. Claessens et al. (2013) lo muestra en su estudio comparando
la efectividad de una disolucion de H.O- frente a una de HNOs en muestras de tejido de

blando de mejillon (tabla 12).

Tabla 12: Valores que representan el porcentaje de tejido blando de mejillon restante la digestion. Fuente: Claessens et
al., 2013.

Temperatura de digestion

24h a 60°C lha60°C/1hal00°C
HNO3
Frio 0.48 (£0.07) 0.26 (0.06)
Caliente 0.35 (+0.07) 0.15 (+0.05)
H202
Frio 1.49 (n.d.) 0.45 (n.d.)
Caliente 1.43 (n.d.) 1.35 (n.d.)

En cuanto a los uUltimos compuestos dentro de este apartado, se encuentran el NaOH,
el HCI, y la proteinasa-K; los cuales, de las 78 publicaciones totales, se han encontrado
en 13, 12y 11 respectivamente. Las soluciones de NaOH son 6ptimas en las digestiones
alcalinas, pese a que, en contraposicion con el KOH, ésta presenta un impacto mayor
en ciertos polimeros (PA, PVC y PE), tal y como se ha mostrado anteriormente en la
tabla 11 (Dehaut et al., 2016; Lusher, 2017; Miller et al., 2017; Liu, 2020). Los
tratamientos con HCI resultan ser muy efectivo en la digestion organica, pero siguen

siendo agresivos ante los polimeros, que sufren degradacién (Dehaut et al., 2016;
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Lusher, 2017; Miller et al., 2017). Por ultimo, la proteinasa-K se caracteriza por su
especificidad ante ciertos compuestos organicos (proteinas, lipidos y/o carbohidratos),
otorgando resultados ceca del el 97% del material organico digerido, sin afectar a la
estructura de los polimeros (Dehaut et al., 2016; Miller et al., 2017; Liu, 2020).

4.1.1.2. Ocasionales

En el grupo denominado “ocasionales”, destacan por encima del resto la solucion de
HNO3z:HCIO4, con un 20% de representatividad dentro de este grupo, al igual que las
enzimas proteasas, tal y como se aprecia en la figura 13. El resto de los integrantes, los
cuales serdn comentados més en adelante, se encuentran en proporciones muy

similares.

COMPUESTOS
OCASIONALES

m HNO3:HClO4

M Proteasas

B HCI:HNO3
H202:HNO3

M Tripsina

W H202:KOH

W H2504

W H202:Fe2+

B Corolase 7089

M Enzima pancreatica

Figura 13: Compuestos clasificados como “ocasionales” en los articulos empleados.

La solucién HNOs:HCIO4, actualmente catalogada como “protocolo ICES” (ICES, 2015;
Dehaut et al., 2016; Enders et al., 2016), presente en 7 de las 78 publicaciones finales,
es una opcion utilizada ya que tiene un caracter acido muy fuerte, capaz de digerir
completamente toda la matriz organica tras el proceso; pero es la metodologia que mas
dafio causa a los polimeros (Claessens et al., 2013; Vandermeersch et al., 2015).
Seguida de ésta, se encuentran las proteasas, que aparecen en 4 de las 65
publicaciones, cuyo motivo principal de uso es debido a que catalizan la descomposicion
de cadenas proteicas. Para su correcto funcionamiento, necesitan de las condiciones
Optimas de pH y temperatura esencialmente durante la digestion de la muestra
(Desforges et al., 2015; Courtene-Jone et al., 2017).
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Seguidamente, se encuentra la mezcla de HCI:HNOs, utilizada dadas sus caracteristicas
acidas para disolver de forma eficaz los tejidos bioldgicos. Si bien combina dos potentes
acidos anteriormente mencionados (HCIl y HNO3), su eficacia en la digestion no difiere

en exceso y ademas degradan gravemente los polimeros (Desforges et al., 2015).

Otro compuesto, también presente en 3 de las 78 publicaciones empleadas, fue la
mezcla de H.O.:HNOs;, empleada principalmente en la digestion de tejidos blandos
(moluscos, por ejemplo) con una eficacia ligeramente menor frente a otras metodologias

acidas (Desforges et al., 2015).

La Corolase 7089, enzima obtenida de cultivos del Bacillus subtilis, se caracteriza por
activarse a valores de pH entre 6 y 9, permitiendo su uso en agua sin la adicién de un
tampdn. Muy eficaz en la digestion de matrices organicas y manteniendo los polimeros
sin dafios, permitiendo una buena tasa de recuperacion de PET, HDPE, PVC, e incluso
PA (Catarino et al., 2017).

También se encuentra presente el uso de la enzima Tripsina (representando un 8%
respecto del total), la cual destaca por tiempos cortos de digestién de (30 min) y no
causa graves alteraciones a PET, HDPE, PVC, PP, PS y PA; aun asi, el efecto sobre el
resto de polimeros es desconocido (Courtene-Jones et al., 2016; Miller et al., 2017).
Junto a la anterior, también esta presente, la solucién de H.O2:KOH, la cual resulta ser
eficaz en la digestion de los tejidos biolégicos; pero causando ciertos dafios en

polimeros de estructura menos resistente (Dehaut et al., 2016).

El resto de los compuestos pertenecientes al grupo de “ocasionales” se encuentran en
2 de las 65 publicaciones totales. Estos son el H,O.:Fe?*, que resulta ser eficaz en
digestion de materia organica y no presenta degradacion de los polimeros plasticos si
el pH de la disolucién de mantiene controlado (Liu, 2020), el H.SO., muy eficaz respecto
a la digestion de muestras biologicas al ser uno de los compuestos mas acidos, pero
causa un gran dafio a los polimeros, llegando a degradar por completo algunos
(Courtene-Jone et al., 2017).

También se encuentran en este Ultimo apartado a las enzimas pancreaticas, cuyo uso
es muy reciente y el cual esta dando grandes resultados, con una eficacia de hasta el
97,7% de tejido digerido en pequefios invertebrados marinos (Gutovskaia, 2019); y las

celulasas-lipasas, metodologias basadas en distintas enzimas de esta indole, capaces
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de degradar facilmente lipidos y celulosa (empleada en gran medida en fitoplancton) en

condiciones de temperatura y pH 6ptimas (Ldder et al., 2017).

4.1.1.3. Escasos

Por dltimo, estan aquellos compuestos que tan solo aparecen en 1 articulo,
generalmente en el caso de revisiones bibliograficas o en optimizaciones de
metodologias de extraccion de microplasticos donde son descartados al inicio del

experimento.

Dada su poca utilidad, dichos compuestos han sido recopilados en la tabla 13, mostrada
a continuacién, donde se describen las caracteristicas genéricas de los motivos por los
cuales, segun la bibliografia consultada para este trabajo, no son utilizados en

protocolos de extraccién de microplasticos en matrices organicas.
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Tabla 13: Tabla resumen de las disoluciones y compuestos "escasos".

Compuestos “escasos”

Compuesto Caracteristicas Referencia
Compuesto muy agresivo ante los polimeros,
HCLO. dafia incluido aquellos de estructura mas (a,b)
resistente
Diferencias muy significativas en la tasa de
Fe?*S04:H.0- L 3 ©
recuperacion de polimeros
Solucién muy acida, degrada completamente los
H20,:HCI . ] (a)
polimeros menos resistentes
No aporta mejores resultados que la digestion de
KOH:T20 y - (@)
KOH (10%), peor relacion coste-beneficio
Buena recuperacion de microplasticos salvo el
KOH:HNO3 caso de PA, baja relacion coste-beneficio frente (d)
a disoluciones de KOH 0 HNOs3
Generacion de espuma en el proceso de
NaOH:HNOs3:H.O,  digestibn, mala tasa de recuperacion de (@)
polimeros
Fuerte degradacion de CA, junto dificultades
K2S20¢:NaOH . . L (b)
ante la cristalizacion del K2S20s
Nal Tasas de recuperacion bajas, tan sélo del 87%, @)
a a
y Unicamente verificado para PS, PAy PVC
Exclusividad, eficaz Unicamente ante el
Colagenasa colageno e incapaz de digerir otros tipos de (e)
matrices organicas
. Poca eficiencia (70%) al digerir tejidos organicos
Papaina ] o (a,f)
respecto a otras metodologias enziméticas
Necesidad de mantener constantes las
Biozym F condiciones experimentales en el proceso (h)
digestivo
Necesidad de mantener constantes las
Biozym SE condiciones experimentales en el proceso (h)

digestivo

a: Lusher, 2017; b: Dehaut et al., 2016; c: Munno et al., 2017; d: Schirinzi et al., 2020; e: Courtene-Jones
etal., 2017; f: Loder et al., 2017; h: Piarull et al., 2019
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4.1.2. Grupos zooldgicos empleados

Dentro de la seleccion de articulos utilizados para el presente trabajado, se utilizan un
total de 185 especies de animales, de distintos grupos y filos como, teledsteos,
elasmobranquios, moluscos, crustaceos, mamiferos marinos, reptiles marinos, anélidos,
equinodermos y cnidarios. La figura 14 muestra la cantidad de publicaciones en las que
aparecen dichos grupos zooldgicos, en la cual puede observarse que los grupos de
tele6steos y moluscos son los mas empleados en metodologias de extraccién de

microplasticos.

N@ Publicaciones por grupos zoologicos
30
25
20
15

10

N2 PUBLICACIONES

) 3 o 5 3 & ) ) o I

o 0 o o o o o 20 o 3
¢ & §° & & & i < > & L &

O A 2 @ N <& & QQ« S & by
<° & e S s é\o S o & & & Lf(\
QL & & A ) O 2 -
Q’CQ“ & N &
& & &

Figura 14: Produccion cientifica de cantidad de publicaciones respecto a grupos zooldgicos.

4.1.2.1. Tele6steos

El grupo de los teledsteos destaca por ser el mas numeroso, con 124 especies
estudiadas en los 25 articulos totales (Avio et al., 2015; Budimir et al., 2017; Naidoo et
al., 2017; Karlsson et al., 2017; Roch and Brinker, 2017; Digka et al., 2018; Nelms et al.,
2018; Wieczorek et al., 2018; Azizah and Saragih, 2019; Bucol et al., 2019; Chan et al.,
2019; Frapiccini et al., 2019; Giani et al., 2019; Hossain et al., 2019; Karbalaei et al.,
2019; Naidoo et al., 2019; Sun et al., 2019; Verlaan et al., 2019; Zhao et al., 2019; Zhu
et al., 2019; Barboza et al., 2020; Bianchi et al., 2020; Garcés-Ordéinez et al., 2020;
Neeltje de Vriesa et al., 2020; Schirinzi et al., 2020) donde se han empleado estos

organismos (figura 15).

Las especies mas utilizadas en los articulos seleccionados son Mullus barbatus
presente en 4 publicaciones (Avio et al., 2015; Bellas et al., 2016; Digka et al., 2018;
Giani et al., 2019), seguidas de Merluccius merluccius, la cual aparece en 3
publicaciones (Avio et al., 2015; Bellas et al., 2016; Giani et al., 2019) y Sardina
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pilchardus presente también en 3 publicaciones (Avio et al., 2015; Digka et al., 2018;
Hossain et al., 2019).
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Figura 15: Numero de publicaciones en las cuales aparece cada especie de teledsteos.

Respecto a las metodologias de digestién utilizadas en teledsteos (figura 16) puede
observarse que las metodologias alcalinas basadas en el uso de KOH, presente en 10
publicaciones (Bellas et al., 2016; Budimir et al., 2017; Roch and Brinker, 2017,
Wieczorek et al., 2018; Bucol et al., 2019; Giani et al., 2019; Frapiccini et al., 2019;
Karbalaei et al., 2019; Verlaan et al., 2019; Barboza et al., 2020; Neeltje de Vriesa et al.,
2020) y las &cidas basadas en el uso de HNO; que esta presente en 8 publicaciones
(Avio et al., 2015; Naidoo et al., 2017; Roch and Brinker, 2017; Chan et al., 2019; Sun
et al., 2019; Zhao et al., 2019; Bianchi et al., 2020; Schirinzi et al., 2020).

Metodologias en teledsteos
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Figura 16: Metodologias de digestion empleadas en teledsteos.
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La tercera metodologia de digestion mas utilizada en este grupo zooldgico corresponde
a la basada en el uso de H>O5, presente en 4 publicaciones y representando un 13% del
total (Avio et al., 2015; Digka et al., 2018; Hossain et al., 2019; Bianchi et al., 2020) y la
metodologia enzimatica basada en la proteinasa-K, la cual fue reportada en tres

publicaciones (Karlsson et al., 2017; Nelms et al., 2018; Naidoo et al., 2020).

4.1.2.2. Moluscos

Los moluscos se encentran como el segundo grupo zooldgico con mas relevancia en la
seleccion de articulos utilizados, con 29 especies estudiadas (figura 17) en 22
publicaciones seleccionadas (Li et al., 2015; Griet et al., 2015; Catarino, 2016; Courtene-
Jones et al., 2016; Davidson and Dudas, 2016; Catarino, 2017; Karlsson et al., 2017
Lusher et al., 2017; Digka et al., 2018; Phuong et al., 2018; Jin-Feng et al., 2018; Abidli
et al., 2019; Arossa et al., 2019; Chae and An, 2019; Fernandez-Severini et al., 2019;
Graham et al., 2019; Keisling et al., 2019; Naidu, 2019; Reguera et al., 2019; Thiele et
al., 2019; von Friesena et al., 2019; Webb et al., 2019).

La especie de mas utilizada es el Mytilus edulis, la cual es presente en 8 publicaciones
(Griet et al., 2015; Catarino, 2016; Courtene-Jones et al., 2016; Catarino, 2017; Karlsson
et al., 2017; Lusher et al., 2017; Phuong et al., 2018; Reguera et al., 2019)
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Figura 17: Numero de publicaciones en las cuales aparece cada especie de moluscos.

Seguida de ésta, cabe mencionar que la segunda mas empleada en estas investiciones
corresponde a Myltius galloprovincialis, utilizada en 5 publicaciones (Griet et al., 2015;
Li et al., 2015; Digka et al., 2018; Jin-Feng et al., 2018; Abidli et al., 2019).

En cuanto a las metodologias de digestion utilizadas en este grupo de organismos, tal y
como puede observarse en la figura 18, destaca sobremanera el uso de HNOs en el
proceso de digestion para la extraccion de microplasticos. El HNOs es presente en 7

publicaciones (Catarino, 2017; Phuong et al., 2018; Arossa et al., 2019; Davidson and
46



Samuel Acevedo Quilis

Dudas, 2016; Fernandez-Severini et al., 2019; Naidu, 2019; Webb et al., 2019),
representando un 22% respecto al total de las metodologias empleadas en moluscos.
Seguidamente destacan aquellas basadas en el uso de KOH, presente en 6
publicaciones consultadas (Lusher et al., 2017; Jin-Feng et al., 2018; Abidli et al., 2019;
Keisling et al., 2019; Thiele et al., 2019; von Friesena et al., 2019) y a su vez, aquellas
basadas en H;0O,, también en 6 publicaciones (Li et al., 2015; Digka et al., 2018; Jin-
Feng et al., 2018; Chae and An, 2019; Philip et al., 2019; Thiele et al., 2019); ambas con
un 18% de representatividad respecto al total.

Metodologias en moluscos
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Figura 18: Metodologias de digestion empleadas en moluscos.

4.1.2.3. Crustaceos

En referencia al grupo de los crustaceos, tan solo 14 publicaciones han realizado
estudios con estos organismos (Cole et al., 2014; Elijah-Nathaniel, 2014; Desforges et
al., 2015; Devriese et al., 2015; Karlsson et al., 2017; Loder, et al., 2017; Wang and
Wang, 2018; Cau et al., 2019; Gutovskaia, 2019; Hossain et al., 2019; Piarull et al., 2019;
von Friesena et al., 2019; Hara et al., 2020; Neeltje de Vriesa et al., 2020), recogiendo

un total de 15 especies distintas, tal y como puede apreciarse en la figura 19.

De entre los articulos empleados, destaca la presencia de 3 especies, presentes en 2
articulos cada una de éstas, siendo Euphausia pacifica (Desforges et al., 2015; Loder,
et al., 2017), Crangon crangon (Devriese et al., 2015; Wang and Wang, 2018) y
Nephrops norvegicus (Wang and Wang, 2018; Hara et al., 2020).
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Figura 19: Nimero de publicaciones en las cuales aparece cada especie de crustaceos.

Respecto a las metodologias de digestion utilizadas en crustaceos para la extraccion de
microplasticos, como puede verse en la figura 20, no se ha encontrado una metodologia
que predomine mas que el resto. Las digestiones mediante el uso de H,O, se han
encontrado en 5 estudios distintos (Elijah-Nathaniel, 2014; Desforges et al., 2015;
Karlsson et al., 2017; Cau et al., 2019; Hossain et al., 2019). Aquellas basadas en el uso
HNO: se han reportado en 4 publicaciones (Elijah-Nathaniel, 2014; Desforges et al.,
2015; Karlsson et al., 2017; Hara et al., 2020); y aquellas alcalinas basadas en KOH, en
3 publicaciones (Piarull et al., 2019; Haré et al., 2020; Neeltje de Vriesa et al., 2020).
Estas tres metodologias constituyen las de mayor relevancia encontradas en el grupo
de crustaceos.

Metodologias en crustaceos
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Figura 20: Metodologias de digestion empleadas en crustaceos.
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4.1.2.4. Elasmobranquios

Si bien el grupo de elasmobranquios no es el mas utilizado en estudios de
microplasticos, es de mayor importancia en el presente trabajo. Se han empleado un
total de 5 especies entre las 5 publicaciones utilizadas (Avio et al., 2015; Bellas et al.,
2016; Pullen, 2019; Valente et al., 2019; Mancia et al., 2020) tal y como puede
observarse en la figura 21. De entre estas publicaciones, se observa una gran
dominancia de la especie de interés, Scyliorhinus canicula, la cual es utilizada en 3
investigaciones de extraccion de microplasticos (Bellas et al., 2016; Valente et al., 2019;
Mancia et al., 2020).

N2 de publicaciones en elasmobranquios

N2 PUBLICACIONES

)

Squalus acanthias Rhizoprionodon Scyliorhinus canicula Etmopterus spinax Galeus melastomus
terraenovae

Figura 21: Numero de publicaciones en las cuales aparece cada especie de elasmobranquios.

En cuanto a las metodologias de digestion utilizadas en este grupo de organismos,
puede apreciarse en la figura 22 que hay dos tipos de metodologias mas abundantes.
Las basadas en el uso de H»O;, que aparecen en 2 publicaciones (Avio et al., 2015;
Pullen, 2019), y las basadas en el uso de KOH, presentes también en dos publicaciones
(Valente et al., 2019; Mancia et al., 2020).

Metodologias en elasmobranquios

1O

WH202 EHNO3 W KOH W NaOH

N® PUBLICACIONES

Figura 22: Metodologias de digestion empleadas en elasmobranquios.
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4.1.2.1.1. Scyliorhinus canicula

De entre las publicaciones seleccionadas, como se ha mencionado anteriormente,
destacan tres por el uso del S. canicula (Bellas et al., 2016; Valente et al., 2019; Mancia
et al.,, 2020), especie de interés de este trabajo. De estas tres investigaciones, se
muestran a continuacion (figura 23) aquellas metodologias empleadas en los tractos
gastrointestinales de S. canicula. En las cuales se tiene preferencia por el uso de
metodologias alcalinas, especialmente por el uso de KOH como disolucion de digestion
(Valente et al., 2019; Mancia et al., 2020).

Metodologias en S. canicula

Ne PUBLICACIONES

W KOH H NaOH

Figura 23: Metodologias de digestién empleadas en S. canicula.

4.1.2.5. Reptiles marinos

Los reptiles marinos, concretamente tortugas, aparecen en 3 publicaciones de las
totales seleccionadas. En estas investigaciones de extraccion de microplasticos han
empleado Chelonia mydas (Caron et al., 2018a) y Caretta caretta (Caron et al., 2016;
Caron et al., 2018b). En las tres investigaciones se ha utilizado una metodologia de
digestion &cida basada en el uso de HNOs en los tractos gastrointestinales de los
ejemplares para la extraccion de microplasticos (Caron et al., 2016; Caron et al., 2018a;
Caron et al., 2018b).

4.1.2.6. Mamiferos marinos

Unicamente ha sido encontrada una publicacion que utilice tractos gastrointestinales de
mamiferos marinos en la extraccion de microplasticos, y en la cual, se utilizaron dos

especies de pinnipedos, Arctocephalus tropicalis y Arctocephalus gazella (Nelms et al.,
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2018). El proceso de digestion de las muestras en este estudio fue realizado mediante

metodologia enzimatica basada en el uso de proteinasa-K (Nelms et al., 2018).

4.1.2.7. Anélidos

Destacan entre 3 de las publicaciones encontradas, en las cuales se emplean
ejemplares del género de poliguetos Marenzelleria sp. (Gutovskaia, 2019), y dos
especies distintas, Arenicola marina (Wang and Wang, 2018) y Perinereis aibuhitensis
(Jiang et al., 2018). En estas investigaciones, los portocolos realizados se basan en la
digestién del organismo completo, en el caso de los ejemplares de Marenzelleria sp.
Mediante el uso de enzimas pancreéticas (Gutovskaia, 2019), y para Arenicola marina
y Perinereis aibuhitensis, mediante digestion acida con HNO3 (Jiang et al., 2018, Wang
and Wang, 2018).

4.1.2.8. Cnidarios

Tan solo en 1 de las publicaciones seleccionadas se utilizaban especies de cnidarios,
Mertensia ovum, Cyanea capillata y Aurelia aurita (Gutovskaia, 2019). La metodologia
de digestion utilizada en el estudio fue de tipo enzimética mediante el uso de enzimas

pancreaticas (Gutovskaia, 2019).

4.1.2.9. Priapulidos

Unicamente una publicacién menciona el uso de estos organismos para la extraccion
de microplasticos. La especie utilizada es Halicryptus spinulosus mediante un protocolo
de digestion enziméatica del organismo completo basada en el uso de uso de enzimas

pancreaticas (Gutovskaia, 2019).

4.1.2.10. Poriferos

Una de las publicaciones utiliza a estos organismos para la extraccién de microplasticos.
La especie seleccionada es Hymenacidon perlevis empleando un protocolo de digestion

acida del organismo completo, con HNOs (Karlsson et al., 2017).
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5. DISCUSION

A continuacién, se analizaran los resultados mas relevantes de las metodologias de
digestién utilizadas en los distintos grupos zooldgicos mencionados anteriormente, a

partir de las publicaciones seleccionadas.

5.1. TeleGsteos

Tal y como se ha mencionado antes, los protocolos de digestion alcalinos son
predominantes en investigaciones en teledsteos. El uso de la disolucién de KOH resulta
ser una opcién realmente valida para la extraccion de particulas plasticas en tractos
intestinales de estos organismos; pues la disolucion no provoca graves dafios a la
estructura del polimero (Dehaut et al., 2016; Lusher, 2017) y a su vez mantiene la posible
degradacion ya existente por causas ambientales (decoloracién, microrroturas, ...) y

también por el paso por el tracto gastrointestinal (Kihn et al., 2016).

De entre las especies mas destacadas en estudios de microplasticos, Mullus barbatus
y Merluccius merluccius son ampliamente utilizados en éstos. El estudio de Giani et al.
(2019) emplea estas dos especies con el protocolo de digestion basado en KOH. Los
resultados obtenidos tras la digestion de 12 a 6 h. a 60°C son positivos, sin dafar a las
particulas presentes en los tractos gastrointestinales y permitiendo hacer una
clasificacion segun el color, forma y tamafio. Asi ambas especies resultan eficaces en
la caracterizacion de la presencia de microplasticos en el medio marino, con una media

aproximada de 2 particulas plasticas por muestra digerida (figura 24).

Mullus barbatus Merluccius merluccius
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Figura 24: Nimero de particulas plasticas encontradas por organismo. GSA-17: Mar Adriatico; GSA-19: Mar Joénico;
GSA-9: Norte del mar del Tirreno. Fuente: Giani et al., 2019.
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La investigacion realizada por Wieczorek et al. (2018) muestra un 73% de ejemplares
contaminados por microplasticos, de los cuales se obtuvo una tasa de recuperacion del
98% de los polimeros y pudiendo realizar su posterior identificacion mediante con
analisis Micro-FTIR tras 24 h. de digestion con KOH 1M. La figura 25 muestra los
porcentajes de polimeros extraidos de los ejemplares del estudio, abarcando parte de
polimeros que tienden al desgaste con otras metodologias como la PA o el PE (Dehaut
et al., 2016; Wieczorek et al., 2018).
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Figura 25: Polimeros identificados post-digestion. Fuente: Wieczorek et al., 2018

De este proceso se han realizado variaciones respecto a la concentracion de la
disolucién de digestion, como el tiempo del proceso y la temperatura a la que es
sometido. Asi pues, la investigacion llevada a cabo por Karbalaei et al. (2019) emplea
la disolucion de KOH al 10% y mantenida a 40°C durante 72 h. Tras realizar la digestion
de los tractos intestinales siguiendo dicho protocolo se obtuvieron fragmentos (en un
67,4%), fibras (16,3%) y “pellets” (16,3%) capaces de identificarse a visu, y en las
cuales, el polimero dominante correspondia al PE (88.4%), seguido por PP (9.3%) y
PET (2.3%).

Dentro de las metodologias alcalinas, también se ha utilizado, en menor medida,
disoluciones de NaOH en la digestién de las muestras de teledsteos. Si bien no es
agresiva contra la estructura de los polimeros, no presenta la misma eficacia de
digestion que el KOH, siendo necesarios tiempos de digestion mas prolongados o su
combinacion con otros solventes, tal y como expresan Roch y Brinker (2017), por

ejemplo, con HNO:s.

Como alternativa, se sitlan las metodologias acidas en la digestion de muestras
biol6gicas procedentes de teledsteos, ampliamente utilizadas, pero donde predomina el

uso de las disoluciones de HNO:s. Las investigaciones realizadas por Sun et al. (2019) y
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Zhao et al. (2019) demuestran la eficacia del uso de esta disolucion en el proceso
digestivo, mediante el uso de las mismas especies, y tal y como se observa en la figura
26, se obtuvieron microplasticos en una amplia gama de tamafios presentes en los
tractos digestivos digeridos, con una longitud media de 262 + 101 um en los ejemplares,
excepto en Eupleurogramms muticus siendo de 1430 + 430 um, y Apogon lineatus, de
1214 + 537 um (Sun et al., 2019).
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Figura 26: Composicién por tamafio de microplasticos en el tracto digestivo de peces. Fuente: Sun et al., 2019.

Junto a ello, la composicion quimica de los microplasticos detectados en los tractos
digestivos de las especies es posible de identificar mediante mFT-IR, aun detectando
polimeros que han sufrido oxidacién durante la oxidacién (40%), podia identificarse
particulas de PE (22%), PA (11%), PP (3%), PS (2%), entre otros (Sun et al., 2019).

Dicha metodologia ha sido optimizada en varios estudios, Chan et al. (2019) muestra
una variante del proceso de digestion mediante el uso de HNO; tras someter los
estbmagos a 5 mL de solvente a ultrasonificacién, 60 °C durante 10 min para facilitar la
desagregacion del material biogénico, y posteriormente someter el extracto a 24 h. a
HNO3s concentrado (68%). Si bien esta variante acelera el tiempo de digestion, se ve
limitada por la temperatura pues al no superar los 60 °C no fue suficiente para digerir
los tejidos biolégicos. De esta forma se encontroé la cantidad de microplasticos ingeridos
en Evynnis cardinalis con el 66,7 % de los individuos contaminados, seguido de Solea
ovata (59,1 %), Lutjanus stellatus (57,7 %), Repomucenus richardsonii (53,8 %) e
Inegocia japonica (47,3 %) (figura 27). Todos estos valores pueden estar influenciados
por los habitos alimenticios entre especies o tamafios de los ejemplares, explicando asi

la variacién en la ocurrencia/abundancia de los microplasticos ingeridos.
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Figura 27: Abundancia y tipo de microplasticos encontrados en peces clasificados por peces. Fuente: Chan et al., 2019.

También debe mencionarse el uso de la disolucion HNO3s:HCIO4, utilizada en otros
estudios; si bien no es la metodologia mas recomendada por la degradacién que causa
a los polimeros (Dehaut et al., 2016). El estudio realizado por Azizah y Saragih (2019)
revela microplasticos en los estbmagos de los ejemplares analizados, clasificados en
tres tipos, fragmentos (9%), fibras (73%) y “pellets” (18%) (figura 28). Los cuales

aumentaban su frecuencia de aparicién cuanto mayor era el tamafio del pez.

FRAGMEN FIBER FILM

Small Medium Large

Figura 28: Acumulacion de tipos microplasticos encontrados en funcién del tamafio de los peces. Fuente: Azizah and
Saragih, 2019.

Otras metodologias que han demostrado ser exitosas en teledsteos son las oxidativas
mediante el uso de H.0,, y generalmente, siguiendo el mismo procedimiento. Este
consiste en exponer los tejidos blandos y susceptibles de presentar microplasticos
(branquias, glandulas digestivas, estbmago y contenido intestinal) a una soluciéon de
H.0; al 30% y se calentada a 55 — 65 °C hasta su evaporacion. Dicha metodologia no
resulta tan agresiva ante los polimeros como las acidas, Digka et al. (2018) muestra el
porcentaje de fragmentos y fibras en ejemplares de Sardina pilchardus de un 80% y

20% respectivamente para sardinas, de un 73,3% y 26,7% para Chelidonichthys

55



Samuel Acevedo Quilis

lucernus y 83,3% y 17,7% para Mullus barbatus (figura 29), asi como la variedad de
plasticos encontrados en muestras de dichas especies.
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S. pilchardus | a fragments S. pilchardus .EET
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Figura 29: Resultados del estudio. A: tipos de polimeros encontrados en las muestras. B: tipologia de los
micropléasticos segun su forma en las muestras. Fuente: Digka et al., 2018.

Las metodologias enzimaticas no son de gran relevancia en estudios con teledsteos, si
bien son eficaces en la digestion de los tractos intestinales de los ejemplares y no
causan graves dafios a los polimeros. Naidoo et al. (2019) en su investigacion, mediante
el uso de Proteinasa-K junto con una solucién tampoén de Tris EDTA Buffer a pH 8,
obtuvo particulas ingeridas clasificadas segun la tipologia del polimero, observando la
figura 30, se aprecia la presencia de rayén (70,4%), PE (10,4%), PA (5,2%) y PVC (3%);

siendo algunos de estos polimeros degradados mediante el uso de metodologias acidas

u oxidativas.
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Figura 30: La distribucion de microplasticos ingeridos segun la tipologia del polimero. Fuente: Naidoo et al., 2019.

5.2. Moluscos

Los moluscos, posicionados como el segundo grupo zoolégico de mayor relevancia en
la extraccion de microplasticos presentan excelentes resultados en los procesos de
digestion del organismo completo. En este grupo, la metodologia que mas destaca en

cuanto su uso es la de tipo acida empleado HNOs. Dicha metodologia se coloca junto al
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uso de KOH, como de mayor reconocimiento respecto a su eficacia en la digestién del
material biogénico (Phuong et al., 2017; Arossa et al., 2019; Naidu, 2019).

La investigacion llevada a cabo por Phuong et al. (2017) somete a ejemplares de Mytilus

edulis, uno de los organismos que mejores resultados ha otorgado en procesos de

extraccién de microplasticos, a ser digerido en disoluciones de HNOz; y KOH. La eficacia

digestiva para ambos reactivos (KOH al 10% y HNO3 al 65%) a distintos voliumenes fue

testeada en los tejidos blandos, resultando en menos de 1% de materia organica

restante en los filtros (figura 31).

Reagents  Experimental conditions

Remaining mussel soft tissues after
digestion step

Volume Contact  Heating  Agitation  Porosity % mean + standard deviation
(ml) ) () (um) (n=3)
HNO; 20 24 No 5 0.455 £0.010
50 24 No 5 0.425 £0.025
50 0 24 Yes 5 0.768 £0.126
KOH 20 24 No 5 0.225 £ 0.009
50 24 No 5 0.092 £ 0.026
50 0 24 Yes 5 0.064 =0.015

Figura 31: Eficiencias de digestiéon por KOH y HNO3 a distintas condiciones. Fuente: Phuong et al., 2017.

La figura 32 en cambio muestra los resultados de recuperacion de polimeros obtenidos

tras la digestion con KOH fueron comparables con los obtenidos en el blanco; donde no

se observo ningun dafio significativo en la mayoria de los polimeros probados (PE, PP,

PVC). Por el contrario, no se observaron particulas de estos tipos tras la digestién con
HNO3 (Phuong et al., 2017).

PE PP pVC

M KOH Blank m KOH with Mussel mHNO3 Blank m HNO3 with Mussel

Recoveries (%)

120

100

0

Figura 32: Recuperaciones (en %) de los micropléasticos (PE, PP, PVC). Fuente: Phuong et al., 2017.
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Estos resultados reafirmarian que las disoluciones HNO3; otorgan malos resultados
respecto al mantenimiento de integridad de los polimeros del estudio destacando la
degradacion completa de algunos como PA o CA, acompafiada de una disminucion en
el peso de las particulas; y muestras de amarillamiento en el resto de los polimeros
(Dehaut et al., 2016; Lusher, 2017, Phuong et al., 2017; Munno et al., 2018).

El protocolo de digestion mediante KOH no ha sido efetivo s6lo en Mytilus edulis, el “R
& D - project” empled distintos ejemplares de Mytilus ssp. como biomonitores de
microplasticos mediante un proceso digestivo de KOH al 10% durante 24 h. a 60 ° C con
agitacion continua a 145 rpm (Lusher et al.,, 2017). Mediante este protocolo se
identificaron un total de 616 particulas mediante identificacion visual, de las cuales el
66% eran minimicroplasticos, el 32% se clasificaron como microplasticos y el 2%
restante como mesoplasticos (figura 33). Junto a ello, identificaron una amplia gama de
polimeros incluyendo PE, PET, PMMA, PP, PA, EVA, resina epoxi (con bisfenol A) y

polimeros a base de celulosa, como CA, rayén y celofan (Lusher et al., 2017).

<1 mm <5mm =5mm

~

entified by visual 1D

Plastic partic

(]

O /

T

& | =
= \ I
C \ on
S [=]
i
" \

Figura 33: Distribucion de tamafio (A) y forma (B) de microplasticos extraidas de ejemplares de Mytilus ssp. Fuente:
Lusher et al., 2017.

Conociendo la degradacion que causan las digestiones acidas en los polimeros (Dehaut
et al.,, 2016; Lusher, 2017) el uso de metodologias oxidativas mediante H.O, se
posiciona como otra metodologia prometedora en moluscos. El estudio realizado por Li
et al. (2015) en especies de moluscos comerciales emplea H.O- al 30%, a 65 °C, 80
rpm, durante 24 h. en la digestion de tejidos blandos. Tal y como observarse en la figura

33a, mediante este protocolo se obtuvieron un nimero total de particulas de entre 2,1 a

58



Samuel Acevedo Quilis

10,5 por gramo digerido y de 4,3 a 57,2 por individuo (figura 34b). Junto a ello, los

polimeros pudieron ser clasificados por tamafio, el cual variaba de 5 um a5 mm en las

muestras examinadas. Los microplasticos menores de 250 mm de tamario fueron los

mas comunes representando el 33 - 84% del total por especie (figura 34c).
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Figura 34: Resultados del estudio realizado en especies comerciales. a: Abundancia de microplasticos por peso. b:
Abundancia de micropléasticos por peso. c: Presencia (en %) de los diferentes tipos de tamafio de microplasticos por
especie. Fuente: Li et al., (2015).

Otras de las metodologias a destacar hacen de enzimas en la digestién, en las cuales

Mytilus edulis vuelve a ser una especie ampliamente usada en estos protocolos.

Courtene-Jones et al. (2017) realiz6é una investigacion sometiendo muestras de Mytilus

edulis a distintos extractos enzimaticos a distintas concentraciones (2,5%, 1,25%,
0,625%, 0,3125%, 0,15% y 0,08%) con objetivo de comprobar la eficacia digestiva. La

tripsina fue la que otorgd mejores resultados a una concentracion de 0,3125%. Tras una

exposicion de 30 min otorg6 resultados de una eficiencia del 88% * 2.52% de tejido

digerido (figura 35).

o
8
R

g N -1 E‘
g i
> 8+ :
[ H
e H
@ ——— H
H : H
= g i
-1 : H
0 o | ' H
e R H :
o2 : : :
a P S S S

g :

2 4

2

T T T T T
Callagenase - Frozen Papain - Frozen Trypsin - Formaldehyde and ethanal  Trypsin - Fresh Trypsin - Frozen

Enzyme and sample preservation method

Figura 35: Eficacia digestiva de tripsina, colagenasa y papaina a una concentracién del 0.3125% en muestras de

mejillon. Fuente: Courtene-Jones et al., 2017.
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Junto a ello, se realizé una recapitulacion de microplasticos mas comunes, en distintas
categorias (categoria 1: PET, categoria 2: HDPE, categoria 3: PVC, categoria 4: PPy
categoria 5: PS y PA) con el objetivo de valorar la tasa de recuperacion de los polimeros
en el proceso digestivo (figura 36). Tras realizarlo, no hubo cambios en la morfologia,
color o de tamafio en las particulas para cualquiera de los polimeros investigados

(Courtene-Jones et al., 2017).
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Figura 36: Tamafio medio de los polimeros antes y después de la digestion con 0,3125% de tripsina. Fuente: Courtene-
Jones et al., 2017.

5.3. Crustaceos

Dentro del grupo de los crustaceos, los protocolos digestivos mas abundantes son
aguellos basados en los tratamientos con H:O, los cuales han demostrado en diversos
estudios (Avio et al., 2015; Roch and Brinker, 2017; Digka et al., 2018; Liu, 2020) que
son tratamientos eficaces en la digestion de tejidos blandos y causan dafios minimos a
los polimeros, en contraste de las métodologias acidas. La investigacion llevada a cabo
por Hossain et al. (2019) emplea una solucién de H,O, calentada a 65 °C, sometida a
80 rpm durante 24 h. y posteriormente a temperatura ambiente entre 24 - 48 h. segln
el efecto de digestion del tejido blando de Metapenaeus monocerous y Penaeus
monodon. Los microplasticos identificados tras la digestion pudieron clasificarse en
cuatro categorias de tamafios; en Penaeus monodon el 70% de microplasticos eran de
mayor tamafo (1 - 5 mm), mientras que el 27% y el 3% pertenecian al rango de tamafio
de 1 mm a 500 ym, y 500 - 250 pm respectivamente (figura 37). Por el contrario, en
Metapenaeus monocerous aquellos menores a 250 pm de tamafos representaban un
7%, entre 250 - 500 um un 36%, de 500 pm a 1 mm un 40% y de 1 - 5mm que represento

un 17% (figura 37). Los microplasticos identificados en las muestras de ambas especies,
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pudieron ser clasificados también en base a su morfologia siendo las fibras la morfologia
dominante (57%), particulas (29%) y fragmentos (14%).
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Figura 37: Distribucion del tamafio de los microplasticos en los tractos gastrointestinales. Fuente: Hossain et al., 2019.

Otras especies como Nephrops norvegicus y Aristeus antennatus han sido sometidas a
tratamientos de H.O; a la hora de digerir los tractos intestinales en la caracterizacion de
microplasticos; otorgando grandes resultados donde los polimeros podian ser
caracterizados. LA figura 38 muestra los resultados obtenidos de la digestion, en el caso
de Nephrops norvegicus han llegado a reportarse la presencia de PE, PP, PA, PES, PU,
PS, ABSy poliisopreno. En cambio, en Aristeus antennatus se han encontrado PE, PES,
PP, PS, PA, PUy EVA (Cau et al., 2019).

Polystyrene Acrilic polymer Polyurethane Acrilic Silicon
[Nnorvegicus| Y1‘°¥° 1% A”antennatus, e oo
. 1%
Copolymer Others* 2% Copolymer
6% 6%
Pol r Polyamide
° ﬁosm ')!7% Polyethylene
24%
Polyamide Polyg!;;rene
9% Polyethylene
= 60% ——
Polypropylene ‘-»,
. 12% 3

Polypropylene
o
4% Polyester
39%

Figura 38: Composicién de polimeros recuperados de los estomagos de N. norvegicus y A. antennatus. Fuente: Cau et
al., 2019.

En los que respecta a las metodologias acidas, destaca el hecho de que gran parte de
los estudios encontrados se han realizado sobre crustaceos pertenecientes al
zooplancton. Debido al papel ecolégico vital como consumidores primarios en las redes
troficas, asi como su importancia como etapas juveniles de especies comerciales la
presencia de desechos plasticos en estos organismos es el primer paso de la
biomagificencia (Cole et al., 2013). Dado su tamafio, las digestiones basadas en
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solventes &cidos resultan abundantes con objetivo de digerir el organismo completo y
caracterizar los microplasticos presentes. El estudio realizado por Desforges et al.
(2015) empled una disolucién de HNOs y otra de HCI:HNO3 con resultados 6ptimos en
la digestion de los tejidos calientarse y pudiendo encontrar fibras microplasticas tras la
digestién en ambos casos. El tamafio promedio de los microplasticos ingeridos fueron
mayores en Euphausia pacifica (816 + 108 um) siendo 68% de estas fibras; frente a
Neocalanus cristatus (556 + 149 um), de las cuales eran fibras el 50% (Desforges et al.,
2015). También se han realizado estudios con metodologias acidas empleando
disoluciones de HCI, H.SO, y HNOs en estdbmagos de Callinectes sapidus, los cuales se
sometieron durante 48 horas a 20 °C, y pudieron extraerse fragmentos y fibras de PP,
PS, HDPE, PA y PVC deteriorados (Elijah-Nathaniel, 2014).

En proporciones similares, se han empleado metodologias alcalinas y enzimaticas en
crustaceos. El estudio llevado a cabo por Piarulli et al. (2019) emplea ejemplares de
Carcinus aestuarii para la extraccion de microplasticos digiriendo los organismos
completos en dos tipos de disoluciones; una empleando KOH al 10% y otra con dos
tipos de enzimas Biozym SE y Biozym F, ambas a 5 mL. Ambas digestiones ofrecieron
resultados prometedores donde los microplasticos identificados eran microfibras, en el
caso de KOH se identificaron Unicamente aquellas de PES; frente a la digestion
enzimatica, donde eran de PES en un 50%, PA en un 25% y ABS en el 25% restante
(figura 39)
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Figura 39: Particulas sintéticas extraidas de C. aestuarii con los métodos de digestiéon enzimatica y alcalina (KOH).

Fuente: Piarulli et al., 2019.

Dentro de las metodologias también se han empleado para comparar los resultados de
eficiencia respecto a la digestion de los tejidos biogénicos y afeccion a los microplasticos

presentes, asi pues, Hard et al. (2020) empleé los tractos digestivos de la especie
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mencionada anteriormente Nephrops norvegicus. Se utilizaron disoluciones de KOH
(10%) a 40 °C durante 48 h. junto a HNOj3 durante 48 h. y una disolucion mezcla de KOH
y TweenZ20, a 50 °C.

140
130
120

110

pni ati

Potassium Hydroxide Potassium Hydroxide Nitric Acid
& Tween20

©
o

Digestion Efficiency (%)

-]
o

m 40°C m 50°C 60°C

140

130 T
120 ‘
110 l
100 : i o I & z

70 I I I I I I

Potassium Hydroxide Potassium Hydroxide Nitric Acid
& Tween20

Polymer Recovery (%)
o
o

-]
=]

= 40°C m 50°C 60°C

Figura 40: Resultados de la digestion de Nephrops norvegicus. a: Eficiencia digestiva. b: Tasa de recuperacion de
polimeros. Fuente: Hara et al., 2020.

Los resultados obtenidos por Hara et al. (2020) muestran que el uso de la disolucién de
KOH (10%) resultd ser la méas efectiva con un porcentaje promedio de 96,03 + 2,15;
seguida de la disolucién de KOH:T20, con una alta tasa de eficiencia, dentro del rango
6ptimo establecido entre 95% —105% y en dltimo lugar la disolucién de HNO3 resulté en
una tasa de digestion promedio mayor del 110% donde también se produjo la
degradacién de algunos polimeros (figura 40a). En cuanto a la tasa de recuperacion de
polimeros, se buscaba la presencia de LDPE HDPE, PET, PS, PP y PA; y las
disoluciones KOH y KOH:T20 otorgaron altas tasas de recuperaciéon desde 99,88 +
0,15% - 102,74 + 2,07% y 99,80 + 0,12% - 101,00 * 0,66%, respectivamente. Por el
contrario, la disolucion de HNOs causo la degradacion de algunos, resultando en tasas
de recuperaciéon menores al 96% y a 60 ° C, la mayoria de los polimeros quedaban
derretidos y deformados parcialmente, excepto PA que se degradd a todas las
temperaturas testeadas con HNOg3 (figura 40b).

5.4. Elasmobranquios

En el analisis de tractos gastrointestinales de elasmobranquios mediante digestion

acida, usando HNO322.5 M (Avio et al., 2015), se ha demostrado como un tratamiento
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atil para eliminar material bioldgico facilitando el aislamiento de particulas de pléastico,
sin embargo, causa una degradacion parcial de aquellos polimeros con poca tolerancia
a pH bajos como PA, PS o PE. En este estudio también se aplicd un protocolo de
digestién basado en el uso de H>O, al 30% (Avio et al., 2015; Roch and Brinker, 2017),
el cual permiti6 extraer casi el 70% de particulas presentes en la muestra; una
recuperacion relativamente baja atribuida en parte a la formaciéon de espuma que
obstaculiza la filtracién y el procesamiento posterior de muestras. Aln con esos
inconvenientes, la recuperacion de particulas plasticas fue mayor que con el protocolo
basado en HNO:s.

Junto a ello, el estudio realizado por Pullen (2019) mediante un protocolo de digestién
empleando H;0; al 15% mostré microplasticos en las muestras de Rhizoprionodon
terraenovae en las formas méas habituales, siendo fibras en un 93,6%, fragmentos un

5,7%, granulos un 0,5% y pellets un 0,1% (figura 41).
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Figura 41: Microplasticos clasificados por morfologia encontrados en tractos gastrointestinales de R. terraenovae.
Fuente: Pullen, 2019.

Respecto a la aplicacion de metologias alcalinas, los protocolos basados en el uso de
NaOH muestran resultados Optimos y pueden disolver completamente los tractos
gastrointestinales aun conteniendo residuos inorganicos como arena (Roch and Brinker,
2017). Dicho procedimiento se recomienda usar acompafiado de separacion por
densidad mediante una solucion hipersalina (como NaCl o Nal). En este caso, la tasa

de recuperacion media fue aproximadamente del 95%, dependiendo del tamafio de
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particula, y conservando polimeros importantes, como el PVC y PET (Roch and Brinker,
2017).

Pero la metodologia que mejores resultados muestra es aquella basada en KOH.
Valente et al., (2019) realizé un experimento para comprobar el estado de contaminacién
por microplasticos mediante el andlisis de tractos gastrointestinales de tres especies de
elasmobranquios (Galeus melastomus, Scyliorhinus canicula y Etmopterus spinax),
mediante el protocolo de digestiéon de KOH al 10%. Los datos de presencia en las
muestras analizadas (figura 42) mostraban frecuencias de aparicion del 78.1% en G.
melastomus, 66.7% en S. canicula y 61.8% en E. spinax; sin diferencias significativas
entre especies. Sin embargo, considerando Unicamente el contenido intestinal, se
detectaron particulas de plastico con mayor frecuencia en G. melastomus (59.4%) y en
S. canicula (40.0%), en lugar de en E. spinax (29.4%)
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Figura 42: Abundancia de articulos de plastico ingeridos por tres especies de elasmobranquios en la costa de Anzio
(Mar Tirreno, Mediterraneo occidental). a: Numero de microplasticos ingeridas recogidas del estbmago. b: Numero de
microplasticos ingeridas recogidas intestino. c: NUmero de microplasticos ingeridas recogidas Gl (tracto
gastrointestinal, estbmago + intestino). Fuente: Valente et al., 2019.

4.2.1.1. Scyliorhinus canicula

De las metodologias de digestion que se han aplicado sobre S. canicula, cabe destacar
que Unicamente se han encontrado de tipologia alcalina, en dos ocasiones basadas en
el uso de KOH y en una, basada en el uso de NaOH. Al igual que Valente et al. (2019),
como se ha mencionado anteriormente, en la investigacion realizada por Mancia et al.
(2020) se aplica el mismo procedimiento en tractos gastrointestinales de S. canicula,

obteniendo los resultados post-digestién que se muestran a continuacion (figura 43).
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Catch area | N. specimens Total Filaments | Fragments | Average /fish | Frecuency of
number MP ingestion

GSA 16 o

MDV 25 33 24 9 1.32 71%

GSA 13 o

LMP 25 26 19 7 1.04 62%

Figura 43: Tabla resumen de los resultados post-digestion de tractos gastrointestinales de S. canicula. Fuente: Mancia
et al., 2020.

Por otro lado, el estudio realizado por Bellas et al. (2016) en aguas del mediterraneo
occidental, emplea una metodologia de digestiéon alcalina basada en el uso de NaOH
1M. Tras realizar el proceso de digestion, la figura 44a refleja que el nimero total de
peces con microplasticos contenidos en sus estdbmagos eran 37 de los 212 totales
obtenidos; y de los cuales 11 muestras de S. canicula contenian microplasticos. Junto
a ello se contabilizé el nimero promedio de particulas de aquellas muestras que

contenian microplasticos (figura 44b).
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Figura 44: Resultados del proceso digestivo con NaOH 1M. a: Resultados de estdmagos con presencias de
microplasticos. b: Resultados de promedio de particulas en los estmagos contaminados. Fuente: Bellas et al., 2016.

5.5. Reptiles marinos

Dentro del grupo catalogado como reptiles marinos, las tortugas marinas son los mas
susceptibles a ingerir desechos marinos debido a sus respectivas dietas herbivoras y
basadas en cnidarios (Caron et al., 2018a; Caron et al., 2018b). De éstas, se han
empleado ejemplares principalmente de Chelonia mydas (Caron et al., 2016; Caron et
al., 2018a; Caron et al., 2018b) y de Caretta caretta (Renzo et al., 2019) en la extraccion

de microplasticos de sus tractos digestivos.

C. mydas es una especie muy utilizada en caracterizacion de microplasticos, en la cual
se han realizado varias metodologias distintas. La digestién de sus estomagos con
HNO;s al 69.5% permiti6é la extraccion de plasticos PE, HDPE, PVC y PP sin graves

afecciones con una recuperacion del 100% de estas piezas y las particulas
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microplasticas oscilaban entre los 0,45 mm — 2,51 mm de tamafio (Caron et al., 2018a).
En otras situaciones, la digestion con HNOs ha provocado la degradacién completa de
piezas de PET y PA, pero sin afectar a las de PE, HDPE, PVC, y PP; logrando una
recuperacion del 100% sin cambios en el tamafo de las piezas (Caron et al., 2018b).
Junto a ello, las metodologias alcalinas han sido testeadas en estdbmagos de C. mydas
empleando disoluciones de NaOH, con objetivo de lograr el mismo grado de digestion
que mediante protocolos acidos, en el cual la mayoria del tejido se disolvié a los 30 min
de exposicion a la disolucién de NaOH, dejando restos que no pudieron ser digeridos
(Caron et al., 2016).

Otra especie en la cual se han empleado sus tractos gastrointestinales en procesos de
extraccion de microplasticos es Caretta Caretta, donde Di Renzo et al. (2019) utilizd
disoluciones de H.O- al 30% para digerir las muestras, obteniendo particulas extraidas
constituidas principalmente por fibras (74%), seguida de “pellets” (19%) y fragmentos
(7%).

5.6. Mamiferos marinos

Respecto a metodologias de extraccion de microplasticos aplicadas en mamiferos
marinos, si bien es sabido que se tiene constancia de su presencia en cetaceos de gran
tamafio (Fossi et al.,, 2014), en los articulos empleados solo se tenian registros de
metodologias aplicadas a pinnipedos. Nelms et al. (2018) empleé los tractos digestivos
de ejemplares de Arctocephalus tropicalis y Arctocephalus gazella en un protocolo de
digestién enzimatico empelando proteinasa-K durante 24 h a 50 °C con objetivo de
caracterizar la presencia de microplasticos en estos organismos y su biomagnificacion

e través de una presa conocida, Salmo trutta.

Tras realizar la digestion de las muestras el 48% contenian microplasticos en su interior,
de los cuales el 69% eran fragmentos con tamafios que variaban de 0,4 x 0,3 mm a 5,5
x 0,4 mm y el 31% fibras con una longitud media de 1,5 mm. También se realiz6 una
caracterizacion de los polimeros encontrados mediante analisis FTIR, donde los més
abundantes fueron EPR y PP (ambos un 27%) seguido de PE (12%), poliacrilamida y
caucho de estireno butadieno (ambos un 8%), neopreno, EPDM, NBR, PA, Kevlar, PU
(todo un 4%) (Nelms et al., 2018).
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5.7. Anélidos

El grupo zoolégico de anélidos no ha destacado entre los empleados en los articulos
encontrados; si bien se han empleado ejemplares de poliguetos del género
Marenzelleria ssp. (Gutovskaia, 2019), de Perinereis aibuhitensis (Jiang et al., 2018) y

Arenicola marina (Wnag and Wang, 2018).

Los ejemplares de Marenzelleria ssp. fueron expuestos a 48 h. de exposicion a una
disolucion digestiva de enzimas pancreaticas dado su tejido suave y pulposo, haciendo
facil la digestion del organismo (Gutovskaia, 2019), pero se han aplicado otras
metodologias sobre estos organismos como en Arenicola marina la cual ha sido
testeada en disoluciones &cidas (HNOs3), digiriendo al organismo completo dado su
tamafio y sus tejidos blandos, obteniendo entre 1.2 - 2.8 particulas de microplasticos por

gramo de peso humedo (Wnag and Wang, 2018).

5.8. Cnidarios

El protocolo realizado por Gutovskaia (2019) utiliza ejemplares de cnidarios (Mertensia
ovum, Cyanea capillata y Aurelia aurita) para realizar la caracterizacion de
microplasticos, al digerir los ejemplares en una disolucion de enzimas pancreéticas
durante 48 h. con 5 mL de extracto por individuo. Dichas pruebas otorgaron resultados
Optimos en el estudio, con una media de 1,9 + 0,5 microplasticos por individuo digerido
(Gutovskaia, 2019).
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos tras la revision bibliogréafica llevada a cabo para el presente

Trabajo Fin de Grado, pueden extraerse las siguientes conclusiones:

Tras analizar la produccién cientifica respecto al uso de metodologias de
digestion para la extraccion de microplasticos en organismos marinos; puede
contemplarse como un fenémeno reciente de los Ultimos 10 afios, cuyo auge ha
tenido lugar principalmente en 2019, llegando a triplicar la produccion cientifica

de los afos anteriores.

Segun la bibliografia consultada, se han clasificado los diferentes protocolos de
digestion en base a los grupos zooldgicos presentes en las publicaciones. Los
grupos mas utilizados son teledsteos, moluscos y crustaceos, en 25, 22 y 14
publicaciones respectivamente. En estos grupos, predominan las metodologias
alcalinas (KOH), acidas (HNO3) y oxidativas (H.0O,) respectivamente.

En menor medida se han empleado elasmobranquios, reptiles marinos,
mamiferos marinos, anélidos y cnidarios. En éstos, las metodologias de

extraccion de microplasticos mas empleadas son las alcalinas y las enziméticas.

Las metodologias mas utilizadas en el elasmobranquio Scyliorhinus canicula son
aguellas basadas en el uso de KOH y NaOH; presentes en 3 publicaciones de

las seleccionadas para el presente trabajo.
Por ello, se propone la optimizacién de una metodologia ya existente, empleando

tractos gastrointestinales de S. canicula, y basada en una digestién con KOH al

10% y posterior separacion por densidad con disolucion hipersalina de NacCl.
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7. LINEAS FUTURAS

A raiz del estudio bibliografico llevado a cabo para el presente Trabajo Fin de Grado, se

plantean distintas lineas de investigacion:

I.  Optimizaciéon de una nueva metodologia, ya planteada por Mancia et al. (2020)
en Scyliorhinus canicula, empleando KOH (10%) en tractos gastrointestinales
secados y posterior separacion por densidad. Y propuesta de biomonitorizacion
de la contaminacién por microplasticos utilizando dicha especie.

II.  Andlisis del uso de metodologias acidas basadas en el uso de HNO3, HCl o

HNO3:HCIO, en la digestién de tractos intestinales en Scyliorhinus canicula.

. Andlisis del uso de metodologias enzimaticas en la digestidén de tractos

gastrointestinales en Scyliorhinus canicula.

IV.  Reuvision bibliogréfica de los métodos de caracterizacion e identificacion de

microplasticos en Scyliorhinus canicula.
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