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1. RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de microplasticos en
moluscos bivalvos destinados a consumo humano, de la costa atlantica uruguaya. El
experimento fue realizado en los meses de agosto a noviembre del afio 2018, en el
Instituto de Investigaciones Pesqueras. Se utilizaron muestras de Mytilus edulis. La
eleccion de esta especie de moluscos fue debido a que se consumen en su
totalidad, exceptuando las valvas; a sus habitos de alimentacion y respiracion
branquial basados en la filtracion; y a su ubicacién en la cadena tréfica. La muestras
fueron recolectadas en agosto 2018, en la zona de La Pedrera, Rocha, y de la zona
de Punta Colorada, Maldonado. Respetando cada una de las zonas, las muestras
fueron agrupadas (“pool”) y fueron divididas en 30 sub-muestras de 10 gramos de
tejido blando cada una. Para determinar la presencia de microplasticos se utilizé un
método modificado, basado en la combinacion de la técnica propuesta por Li en el
afio 2015 y de otro método descrito por Mathalon y Hill en 2014. EI mismo consistié
en separar el tejido blando de la concha y pesar 10 gramos de tejido blando en cada
sub-muestra. A las mismas se le agregaron 150 ml de H>O: (perdxido de hidrogeno)
a una concentracion de 30%, con el fin de digerir todo tipo de tejido vivo presente.
Se colocé cada sub-muestra en el plato caliente con agitador, a una temperatura de
120° C, alcanzando en el centro de la mezcla 65° C y a una velocidad de 100 rpm,
con el objetivo de facilitar la digestion de los tejidos. Una vez que la fase liquida se
evapord en cada una, se le agregaron 100 ml de una solucién salina concentrada
para realizar la flotacion de cualquier material plastico que se hallara presente.
Luego de 5 minutos se filtraron las sub-muestras con un filtro de tamafio 0.8 micras.
Cada filtro fue examinado bajo lupa estereoscdpica, en busca de microplasticos.

Se detect6 la presencia de distintos tipos de microplasticos en todas las muestras
analizadas bajo esta técnica. Se procesaron con este méetodo 10 sub-muestras
provenientes de cada zona. Se encontré0 un total de 321 fibras (52.6%) y 289
fragmentos (47.4%).

Ademas del protocolo realizado por los autores nombrados anteriormente, se
experimento con un nuevo método basado en la digestion de los tejidos vivos con la
enzima FPH. Para el mismo se utilizaron 5 sub-muestras de La Pedrera y 5 sub-
muestras de Punta Colorada. Este método consistié en separar la concha de los
tejidos blandos, pesando 10 gramos para cada una. Se les agrego agua a 60° C, a
enrasar 100 ml y 0,1 ml de enzima. Se colocaron las muestras en estufa a 60° C
durante 24 horas. Luego se procedio de la misma manera que en la técnica
anteriormente descrita, agregandole solucion salina concentrada y filtrando. En el
caso de las sub-muestras procesadas con la enzima se realizaron dos filtrados
previa adicion de solucion salina.

Fue detectada la presencia de microplasticos bajo esta técnica también en todos los
ejemplares analizados.

En la técnica basada en la digestion con peroxido de hidrégeno se observaron dos
grandes ventajas, la primera es que como resultado de esta digestién se obtenia una
mezcla sin elementos sobrenadantes, lo cual facilitaba en gran manera la filtracién,
la segunda era que este liquido resultante era transparente o apenas blanquecino,
simplificando asi la observacion del filtro en la lupa e identificacion de los diferentes
tipos de microplasticos.

Con el método que se experimentd utilizando la enzima comercial conseguimos
agilizar el tratamiento de las muestras, una gran ventaja, que se pudieron procesar



varias muestras a la vez. La desventaja de este método fue que las muestras
obtenidas presentaban particulas sobrenadantes, hecho que nos llevé a realizar
doble filtrado con cada una de las muestras y que los filtros resultaron con una

coloracion oscura lo que dificultd la observacién bajo la lupa, la identificacién y
conteo de microplasticos.



2. SUMMARY

The objective of this study was to determine the presence of microplastics in bivalve
molluskes intended for human consumption, in the Uruguayan Atlantic Coast. The
experiment was carried out in the months of August to November and taken place at
"Instituto de Investigaciones Pesqueras”. Samples of Mytilus edulis were used. This
species of mollusk was chosen because it is consumed in its entirety, except for the
valves; their eating habits and bronchial respiration based on filtration, and their
place in the food chain. The samples were collected in August 2018 around the area
of Pedrera, Rocha, and Punta Colorada, Maldonado. Respecting each area, the
samples were grouped (“pool”) and were divided into 30 sub-samples of 10 grams of
soft tissue each. A modified method was used to determine the presence of
microplastics, based on a combination of the technique proposed by Li in 2015 and
another method described by Mathalon and Hill in 2014. The same consisted in
separating the soft tissue of the shell and weighing 10 grams of soft tissue in each
sub-sample. Then, 150 ml of H202 (hydrogen peroxide) to a concentration of 30%
were added to these, in order to digest all the live tissue present. Each sub-sample
was placed in the Hotplate stirrer at a temperature of 120° Celsius, the center of the
mixture reaching 65 ° Celsius and a velocity of 100 rpm, with the objective of
facilitating the digestion of the tissues. Once the liquid phase was evaporated, 100 ml
of a concentrated saline solution was added to make float any plastic material
present. Five minutes later the sub-samples were filtered using a filter of 0.8 microns.
Each filter was examined under a stereoscopic magnifying glass, in search of
microplastics. The presence of different types of microplastics was detected in all the
samples analyzed under this technique. Ten sub-samples from each zone were
processed with this method. A total of 321 (52.6%) fibers and 289 plastic fragments
(47.4%) were found. In addition to the protocol made by the authors previously
named, it was experimented with a new method based on the digestion of living
tissues with the enzyme FPH. For this method, 5 sub-samples of La Pedrera and 5
sub-samples of Punta Colorada were used. This technique consisted in separating
the shell from soft tissues, weighing 10 grams for each. Water was added to 60 °
Celsius, to the volume of 100 ml and 0.1 ml of enzyme. The samples were placed in
an oven at 60 ° Celsius for 24 hours. It was then proceeded in the same way as in
the technique described above, adding concentrated saline solution and filtering. In
the case of sub-samples processed with the enzyme, two filtrates were carried out
prior to the addition of saline solution. The presence of microplastics was detected
under this technique as well as in all the other analyzed specimens. Two great
advantages were observed in the technique based on digestion peroxide, the first
was that as a result of this digestion, a mixture with no supernatant elements was
obtained, which facilitated the filtration. The second was that this resulting liquid was
transparent or barely whitish, thus simplifying the observation of the filter in the
magnifying glass and identification of the different types of microplastics. With the
method that was experimented using the commercial enzyme we managed to
expedite the processing of the samples. It was a great advantage that this method
could be done with several samples at a time. The disadvantage of this method was
that the samples obtained had supernatant particles, which lead us to double filter
each of the samples and the filters resulted in a dark coloration which made difficult
the observation under the magnifying glass, the identification and the count of the
microplastics.



3. INTRODUCCION

Los microplasticos son pequefias piezas de plastico menores a 5 milimetros de
didmetro, recientemente identificadas como el principal componente de la
contaminacion en el ambiente marino (Li et al, 2016). Algunos de ellos se originan a
partir de grandes piezas plasticas que gradualmente se destruyen, estos serian los
llamados secundarios; otros, como en el caso de los primarios, son manufacturados
intencionalmente, principalmente en la industria de productos cosméticos, de higiene
y limpieza, que por medio de los desagues llegan al mar. La creciente produccion de
materiales de plastico de un solo uso y el inapropiado o ineficiente manejo de los
residuos resultantes, son una potente amenaza de contaminacion ambiental,
principalmente del ambiente marino ya que suele ser el destino final de gran parte de
ellos. La importancia que tiene la difusion de estos materiales en los diferentes
hébitats, ya sea terrestre o marino, radica en que no son biodegradables, es decir no
se degradan en elementos que no dafan el ambiente (Greenpeace, 2018).
Fragmentos de diversos tamafios y composicion quimica llegan a océanos y mares y
se ha documentado la ingestion de los mismos por vertebrados e invertebrados
marinos, que se diferencian mediante su posicion en la cadena trofica, su
mecanismo de alimentacion y su ubicacion en la columna de agua.

Los microplasticos poseen ciertas caracteristicas que les permiten combinar el
estrés fisico con el potencial peligro quimico y microbiolégico. Es por esto que para
su estudio se deben tener en cuenta ambos peligros, basados en la adsorcion,
filtracion y desorcion. La adsorcion esta referida a las sustancias quimicas y
microorganismos que son atraidas, se adhieren y son vehiculizados por las
particulas de plastico. La desorcion es la propiedad que presenta dicho material, de
emitir sustancias quimicas previamente adsorbidas; y la filtracion ocurre cuando las
sustancias quimicas afadidas al plastico durante su fabricacion se desprenden de
este (Greenpeace, 2016). Debido a esto, los estudios relacionados a los potenciales
peligros ocasionados por los microplasticos, deben abarcar los efectos individuales
de la particula, los quimicos que puedan estar adheridos a ella, o los que puedan ser
liberados por ella, propios de su composicion, ademas de sus interacciones
(Rochman, 2015). Una vez ingeridos, los microplasticos pueden inducir dafios
mecanicos, efectos subletales y varias respuestas celulares.

Varios estudios demostraron que los microplasticos ingeridos pueden introducirse en
las células mediante endocitosis, ser retenidos y hasta ser transportados a diferentes
tejidos (Pittura et al, 2018). En los bivalvos, por ejemplo, se demostré que las
particulas plasticas pueden pasar del tubo digestivo a la sangre causandoles
importantes dafios (Li et al, 2015). Producen efectos adversos en la alimentacion,
funciones vitales, comportamiento y fecundidad de los diversos organismos
acuaticos, en los cuales ingresan mediante ingestion o adhesion. Ademas de causar
dafos especificamente en estos organismos, se plantean los presuntos dafios en la
salud humana acarreados por el consumo de estos organismos acuaticos portadores
de particulas plasticas, siendo ya constatada su presencia en muestras de heces
humanas en un estudio realizado por la Agencia Medioambiental de Austria
(National Geographic, 2018).

A pesar de las graves consecuencias de la contaminacion con plasticos en los
ecosistemas acuaticos, recién en la década del 1970 surgen los primeros estudios
acerca de este tema (Alexandre, 2017).



La presencia de diversos materiales plasticos como platos, vasos, recipientes,
botellas, bolsas, que se pueden observar en las playas de la costa uruguaya,
particularmente luego de episodios de tormenta, lluvias o vientos, hace sospechar de
la presencia de microplasticos en el habitat marino.

Diversos estudios han sido publicados referidos a la presencia de microplasticos en
océanos, en una gran variedad especies de peces, moluscos, pero todos ellos
fueron realizados en otros paises. Las investigaciones nacionales publicadas, hasta
el momento, Unicamente hacen referencia a la deteccién de microplasticos en el
ambiente, contenido estomacal de peces y no en moluscos bivalvos destinados a
consumo, por lo tanto se considerd pertinente realizar el presente estudio.

Para la deteccion de microplasticos en el ambiente marino, se eligieron moluscos
bivalvos como indicadores, debido a su mecanismo de alimentacion y respiracion
basado en la filtraciéon de agua, y su ubicacién en la cadena tréfica.

La metodologia utilizada para realizar este estudio estd basada en la digestion
guimica del tejido vivo de los ejemplares seleccionados, resultando de esta digestién
solamente materiales inertes, los cuales se separan del sedimento obtenido gracias
a su baja densidad por flotacion y posterior filtracion del sobrenadante (Li et al.,
2015). La técnica utilizada fue una adaptacion de dos métodos el de Li (2015) y el de
Mathalon y Hill (2014), probados por diferentes autores en estudios relacionados a la
deteccion de microplasticos, con obtencion de muy buenos resultados.

Los resultados obtenidos, confirmaron la existencia de microplasticos en los
mejillones. Se detecto la presencia de diferentes tipos de microparticulas de plastico
en todas las muestras analizadas. El presente estudio tuvo como fin contribuir con
informacion referida a nuestro pais sobre el tema en cuestion y plasmar una base
para futuras investigaciones y posibles soluciones a la problematica planteada.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA
4.1 Plasticos

En el afio 1859 en Gran Bretafia, comienza la historia de los plasticos, aparece un
material llamado fibra vulcanizada. Unos afios después, en 1870, John Wesley Hyatt
compitié en un certamen realizado en Estados Unidos, que consistia en encontrar un
material que reemplazara al marfil natural utilizado para las bolas de billar. Hyatt
revoluciond la industria con el primer plastico, el “celuloide” (una mezcla de nitrato de
celulosa y alcanfor). Transcurriendo el afio 1907 Leo Baekeland descubrié la
baquelita (formaldehido fendlico), el cual llegaria a ser el primer plastico totalmente
sintético, pero no fue hasta el fin de la Segunda Guerra Mundial, que se crearon los
materiales utilizados en la actualidad como el polietileno de baja densidad, momento
en el cual surge la industria de plastico (ECOticias, 2010; Géngora, 2014).

En Uruguay la industria del plastico comienza en el afio 1940 y se fabrican a partir
de la baquelita: llaves de luz y plaquetas como primeros productos plasticos
nacionales (AUIP, 2018).

Debido a que los materiales plasticos presentan gran versatilidad, liviano peso y bajo
costo es que su produccion viene en aumento. Este material forma parte de nuestra
vida cotidiana, en bolsas de basura, de supermercado, botellas de bebidas, envases
de comida, productos de limpieza, de higiene personal, cosméticos y hasta en
nuestras prendas de vestir.

En el aflo 2016 la produccion de plastico alcanzo las 335 millones de toneladas, sin
contar las fibras sintéticas que se utilizan en las cuerdas, redes, prendas de vestir u
otros productos, las cuales sumaron 61 millones de toneladas ese afio. China es el
principal productor de plastico, habiendo producido en el 2016 un 29% del total,
seguido por Europa con un 19% y América del Norte 18%. Debido a la gran
produccion originada en China, es que el continente asiatico es el responsable del
50% de la produccion mundial de plastico. Se prevé para el afio 2020 una
produccion que superara los 500 millones de toneladas, lo que representaria un
900% mas que lo que se producia en el afio 1980 (Greenpeace, 2018).

Mas alla de que existen objetos de plasticos reciclables y reutilizables, mas del 50%
de ellos son creados para un unico uso, lo que genera cada vez mas residuos. Que
un objeto sea reutilizable, significa que luego de su uso se puede higienizar y volver
a utilizar, como pasa por ejemplo con cierto tipo de botellas. Si nos referimos al
reciclaje del objeto, hablamos de diferentes métodos que transforman el objeto en
uno nuevo, diferente al anterior. De esta manera se fabrican por ejemplo las
maderas plasticas asi como también las fibras textiles. Una particularidad que
poseen los objetos reciclados es que no deben usarse como envases de productos
para consumo humano.

Desde el punto de vista quimico los plasticos son polimeros (sustancias formadas
por largas cadenas de moléculas que se repiten). La mayor parte de ellos son de
origen sintético y gracias a sus variadas propiedades es que tienen mayor uso que
otros materiales mas antiguos como la madera, el vidrio o el metal.

Lo primero que se utiliz6 como materia prima para fabricar plasticos eran sustancias
de origen vegetal obtenidas del almidon, algoddén y avellanas. Posteriormente, por
un tema de costos y practicidad se comenzaron a utilizar materias primas
provenientes del petréleo crudo o del gas natural (Derraik, 2002; Rios et al., 2007;
Thompson et al., 2009; ECOticias, 2010).
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Los materiales que en la actualidad dominan el mercado principalmente son
polietileno, polipropileno, poliestireno, polietileno tereftalato y cloruro de polivinilo.

En base a su composicion, fabricacion e indicaciones de uso, los plasticos se
clasifican en 7 grupos, con el objetivo de optimizar su separacion y reciclaje. Esta
clasificacion fue creada por la Sociedad de Industrias del Plastico y es universal. El
grupo 1 esta compuesto por botellas de bebidas, de agua o de aceite, y son
fabricadas con polietileno tereftalato. EI 2 son las bolsas de supermercado y los
elementos de aseo del hogar, cuyo material es el Polietileno de alta densidad. El 3
son tubos, cafierias, cables eléctricos y envases de detergentes, los cuales son
elaborados con cloruro de polivinilo. El grupo 4 esta constituido por manteles,
envases de shampoos y cremas y bolsas de basura, fabricados con polietileno de
baja densidad. El 5 est4 formado por tapas de botellas, mamaderas, vasos no
descartables y contenedores de alimentos o tuppers, fabricados con polipropileno. El
grupo 6 se compone de vasos, platos y cubiertos desechables, envases de yogurt,
de margarina y de helado, los cuales son elaborados con poliestireno. Y el 7 son los
elementos que no entran en los grupos anteriores, como por ejemplo juguetes,
articulos médicos, teléfonos, compuestos por distintos materiales. (Alvarez, 2017).
Cuando desechamos un plastico, este puede tener diversos destinos, reciclaje como
se mencion0 anteriormente, ser incinerado o terminar en un vertedero o basurero;
pero muchos de ellos derivan en las vias fluviales y océanos a través de los
desagies o drenajes urbanos, mediante vertidos deliberados de desechos, vertidos
por parte de los barcos de forma accidental o provenientes de diversas fabricas
(Derraik, 2002). El problema reside en el ineficiente o en algunos casos inexistente
tratamiento de los residuos plasticos resultantes de su creciente consumo, de los
cuales una gran cantidad, inevitablemente por ahora, desemboca en diversos cursos
de agua, produciendo asi efectos sobre el ambiente acuatico. Los primeros reportes
sobre desechos plasticos presentes en los océanos fueron descritos en los afios 70
(Hohenblum, 2015), y aunque se estan investigando posibles soluciones a esta
problematica, no se ha encontrado una solucién definitiva. Se calcula que entre un
60 y un 80% de la basura marina son plasticos (Derraik, 2002).

Se estimo en un estudio, que los mayores responsables de los detritos plasticos en
los océanos son los barcos mercantes, que desechan 639.000 envases plasticos por
dia alrededor del mundo (Shaw, 1977; Shaw & Mapes, 1979). Ademas de los barcos
mercantes, los de pesca recreativa también contribuyen en este sentido. Otro de los
origenes de estos desechos son las botellas, envoltorios, bolsas y demas objetos
descartados intencional o accidentalmente en la playa. A todo esto se le suman
ademas los residuos acarreados por rios y drenajes de la zona urbana (Lozoya et
al., 2015). Esto no solo afecta la estética de playas y costas, también atenta contra
la fauna relacionada a este ecosistema.

4.2 Microplasticos

Los microplasticos son las particulas plasticas cuyo didmetro es menor a 5
milimetros (Arthur et al., 2009). Se clasifican en primarios y secundarios. Primarios,
los que son manufacturados en ese tamafio, ya sea con prop0sitos cosméticos,
domésticos o industriales. En este grupo entrarian las llamadas “microesferas”,
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creadas para exfoliar, dar color y textura en pastas de dientes, cremas o0 geles
exfoliantes, jabones, productos para limpieza del hogar. También entran en esta
denominacion las brillantinas o purpurinas, producidas con fines decorativos, 0
cosmeticos, como el maquillaje (EFSA, 2016; Peng et al., 2017). Los microplasticos
secundarios son producto de la degradacion, producida por la accion de los rayos
solares, el agua, viento y otros fendmenos naturales o no, sobre piezas plasticas de
mayor tamafio, llamadas macroplasticos.

En cuanto a la clasificacion por tamafio se consideran macroplasticos a las piezas
mayores de 25 milimetros de diametro, mesoplasticos son las que se encuentran en
el rango de 25 a 5 milimetros de diametro. Microplasticos, como nombramos
anteriormente, a las que se encuentran entre 5000 y 0.1 micras de diametro; y
nanoplasticos son las menores de 0.1 micras de didmetro (Romeo et al., 2015;
EFSA, 2016).

Por méas de que su tamafio sea pequefio y eso los haga parecer inofensivos, se ha
comprobado en varios estudios que poseen la cualidad de ser transferidos a través
de la cadena tréfica. En el tracto digestivo de los organismos acuaticos se han
encontrado grandes cantidades de microplasticos. Si bien en peces usualmente
estos 6rganos no se consumen, si se consumen en moluscos bivalvos y algunas
especies de peces pequefios. Esto supone, por un lado el riesgo fisico que puede
producir su consumo en si y por el otro el riesgo de que esta particula traiga consigo
alguna sustancia toxica para el organismo, ya sea algun metal pesado o
contaminante organico persistente adherido o sustancias propias de su composicion
gue se liberan cuando el plastico se va degradando (EFSA, 2016).

Se han realizado diversos estudios en paises de Asia y Europa, destinados a
analizar esta tematica. En nuestro pais también se realizaron investigaciones acerca
de la presencia de contaminantes plasticos en el estuario rioplatense, constatando
este problema también en nuestro territorio (Lozoya et al., 2015). En este estudio,
descubrieron que la mayor parte de la contaminacion provenia de la ciudad de
Montevideo y sus zonas metropolitanas, y que el plastico era el segundo mayor
componente de esta. Se llegd a la conclusion que una de las mayores causas de la
presencia de contaminantes en la costa rioplatense son las cortas distancias
existentes entre los vertederos y los cursos de agua, los cuales sirven de transporte
para dichos materiales a rios, mares y océanos. A la inversa, hay una parte de esos
desechos que vienen desde el océano. A este problema de contaminacion se suma
la mala e ineficiente disposicion de los residuos domeésticos. Lozoya y colaboradores
consideran que para corregir este problema, cada vez mas grave, es importante
educar a la poblacion y hacer campafias interrelacionando a los ciudadanos,
empresas privadas y ONGs para tratar este tema.

4.3 Normativa Nacional

En nuestro pais las normativas que regulan la materia, se amparan en el articulo 47
de la Constitucion, el cual declara la proteccion del medio ambiente de interés
general. Manifiesta que las personas deberan abstenerse de cualquier acto que
cause depredacién, destruccion o contaminacion graves al medio ambiente. La ley
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reglamentara esta disposiciobn y podra prever sanciones para los transgresores.
(Uruguay, 2004).

Basandose en este articulo, se crea una ley, la 17.849 que declara en su primer
articulo de interés general la proteccién del ambiente contra toda afectacion que
pudiera derivarse de los envases cualquiera sea su tipo, asi como del manejo y
disposicién de los residuos de los mismos. Dicha ley esta regulada por el Ministerio
de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente, el cual dicta las
disposiciones y aplica las medidas necesarias para regular los tipos de envases y
prevenir la generacién de residuos. A tales efectos, promueve la reutilizacion, el
reciclado y demas formas de valorizaciébn de los residuos de envases, con la
finalidad de evitar su inclusion como parte de los residuos sélidos comunes o
domiciliarios (Uruguay, 2000). A nivel departamental, el manejo y disposicion de los
residuos es responsabilidad de los gobiernos correspondientes.

Sumado a esto, en agosto del 2018 se aprobé la ley numero 19.655 referida al uso
de bolsas pléasticas, en la cual se declara en su primer articulo de interés general la
prevencion y reduccion del impacto ambiental derivado de la utilizacién de bolsas
plasticas, mediante acciones para desestimular su uso, promover su reuso, reciclado
y otras formas de valorizacién” (Uruguay, 2018).

Actualmente el Parlamento estad en estudio de una Ley de Residuos, que planea
crear un modelo de desarrollo sostenible a través de la prevencion y reduccion de
los impactos negativos de las etapas de gestion de los residuos.

A su vez, Uruguay participa mediante acuerdos y tratados internacionales que
implican compromiso con el medio ambiente como ser los tratados del Rio
Uruguay y del Rio de la Plata y su Frente Maritimo; Convencién Internacional
para la Prevencién de la Contaminacion por Buques (MARPOL); Convencion
sobre el Derecho en el Mar; y Agenda 2030; “Mares Limpios” de Naciones
Unidas.

4.4 Moluscos

El phylum Mollusca, a nivel mundial posee entre 45000 y 130000 especies, la
mayoria de ellas marinas (Bouchet, 2006). Comprende diversas especies como por
ejemplo calamares, pulpos, caracoles, mejillones, berberechos. Los moluscos
después de los artrépodos son el phylum que tiene mayor niumero de especies
conocidas. Ellos poseen algunas caracteristicas diagnosticas que los hacen
pertenecer a ese grupo y no a otro.

Primero que nada, son invertebrados de cuerpo blando; eso es lo que significa la
palabra Mollusca en latin. Este cuerpo se divide en cabeza, masa visceral y pie.
Poseen un pie modificado para distintos habitos.

Todos ellos tienen una conchilla calcarea que puede estar con mayor o menor
desarrollo e incluso reducida.

Por dentro de esta conchilla presentan una estructura que se denomina manto. La
pared se extiende mas alla de la masa visceral y forma al unirse con la conchilla una
cavidad que se denomina cavidad paleal.

La mayoria de ellos posee un sistema circulatorio abierto al igual que los crustaceos
y solo en los cefal6podos es cerrado.
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Tienen aparato digestivo completo, el cual comienza en la boca y termina en el ano.
Algunas especies presentan una particularidad que es la presencia de una
estructura denominada radula que sirve para triturar el alimento.
Su hébitat es marino, dulceacuicola y algunos son terrestres. Presentan dos formas
de vida, libres o sésiles.
Dentro de este phylum hay 6 clases distintas, pero son 3 las que albergan las
especies de importancia comercial;

1. Gastropoda: caracoles y abalones.

2. Bivalvia: almejas, mejillones, berberechos, ostras, ostiones.

3. Cefalopoda: calamares, pulpos y sepias.
Los Bivalvos, como el nombre lo indica tienen dos valvas. Esas valvas estan
adheridas por una zona de ligamentos.
Algunas especies de bivalvos poseen una glandula, llamada glandula del biso, que
segrega una sustancia cementante que les permite adherirse a sustratos duros. Este
es el caso de los mejillones. En cambio las almejas o berberechos se entierran y
exteriorizan unas estructuras que les permiten la entrada y salida del agua
denominadas sifones. Pueden tener uno o dos sifones los cuales pueden ser de
diferente longitud.
Los bivalvos respiran y se alimentan a través de las branquias. Las branquias son de
un tipo especial que se denominan lamelibranquias y tienen esa doble funcion.
Tienen una zona de intercambio gaseoso para captar el Oz disuelto en el agua y otra
zona que es ciliada y que tiene mucus que permite la captacion de particulas de
zooplancton o fitoplancton que estan en el agua (Helm et al., 2006). A este tipo de
alimentacion se le denomina filtracion. En este caso lo hacen utilizando las
branquias. El agua ingresa y por movimientos ciliares las particulas filtradas van
hacia la boca y en la boca se hace una seleccion con los palpos labiales de tamafio
y calidad de la particula.
La mayoria de los bivalvos tienen sexos separados pero existen bivalvos con
hermafroditismo sucesivo y simultaneo.
Debido a su mecanismo de alimentacion es que consideramos a los bivalvos como
buenos indicadores de los niveles de contaminacion del agua.
La importancia de la presencia ya sea de contaminantes quimicos, o como en el
caso del presente estudio plasticos en estos organismos radica en que el consumo
de bivalvos se realiza en la totalidad de sus partes blandas, incluido el tracto
digestivo y que son utilizados como bioindicadores (Su et al., 2018).

4.5 Mytilus edulis

El mejillon azul o Mytilus edulis es un molusco bivalvo de la subclase Pteromorphia,
orden Mytiloida, familia Mytilidae y género Mytilus (FAO, 2004). La palabra edulis
proviene del latin y significa comestible, bueno para ser comido. Son bivalvos
comestibles que presentan una concha cuyo tamafio oscila entre 5y 10 centimetros
de longitud y presenta una coloraciéon en su parte externa entre negro y azul. La
parte interna es de color blanco perlado, con el borde mas ancho azulado. Su borde
ventral es redondeado y el umbo puntiagudo. Poseen cierta forma triangular
alargada.
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Al igual que todos los moluscos bivalvos su alimentacion esta basada en la filtracion
de agua, de la cual captura e incorpora las particulas presentes, que por lo general
son zooplancton, fitoplancton o algunas que provengan de materia organica en
descomposicion.

Su reproduccién es externa, se liberan los espermatozoides y 6vulos al agua y alli
son fecundados. Ese huevo dara lugar a una larva, llamada veligera, que vive
durante varias semanas suspendida en el agua. Luego esa larva se instala en el
fondo para comenzar su metamorfosis hacia la forma de bivalvo adulto.

Su hébitat natural son las rocas, a las cuales se adhieren mediante una estructura
filamentosa llamada biso. Se distribuyen a lo largo de la costa mediterranea y
atlantica. Poseen una gran capacidad de resistir amplias fluctuaciones de
alcalinidad, salinidad, temperatura, desecacion y tensién de oxigeno. Esta capacidad
es la razén que explica su amplia distribucién a través de la costa de varios paises
(FAO, 2004).

A nivel nacional los bancos de mejillones, de donde se extraen para Ssu
comercializacion desde hace mas de 60 afios, estdn ubicados en la Bahia de
Maldonado y zonas adyacentes y en la Isla de Lobos, localizada frente a esta bahia.

4.6 Extraccion de mejillones en Uruguay

Actualmente para la explotacion del mejillon se necesita un permiso de la Direccién
Nacional de Recursos Acuaticos (DINARA). Este permiso los habilita a extraer 330
kg diarios de mejillones de méas de 4 cm por embarcaciéon (Uruguay, 2019). Ademas
deben tramitar una libreta de buzo, la cual debe ser renovada cada dos afios y una
libreta de embarque. (Blezio, 2010).

Actualmente 10 barcas de Punta del Este y 2 de Piriapolis conforman la pesqueria
de mejillén. Vinculadas a esta actividad hay no menos de 50 personas en forma
directa, esto sin incluir al resto de intermediarios y otros sectores de la cadena de
comercializacion, que muchas veces son del mismo nucleo familiar (Carranza,
2010).

Desde el mes de setiembre a marzo, ellos se dedican principalmente a la pesca del
mejillon, aunque también utilizan otros artes de pesca. Luego de este periodo, de
marzo a septiembre hay veda para la pesca de mejillones, y ahi dejan de ser la
principal actividad hasta el mes de setiembre. Esta época de pesca coincide con el
mejor momento de esta especie en el mercado, el cual principalmente es local, ya
sea venta al publico o a los restaurantes de la zona (Carranza, 2010; Blezio, 2010).
La extraccion y procesamiento de los mejillones en nuestro pais se realiza de forma
completamente artesanal, los buzos se sumergen con una manguera en su boca
para respirar mientras buscan los mejillones, a los cuales extraen utilizando una
cuchara para luego depositarlos en el “salabardo” que es una especie de bolsa
hecha con cuerdas. Luego para subir, tiran de la manguera para que los marineros
gue estan en cubierta los ayuden a subir a la superficie. Cuando llegan a la cubierta
del barco toman un salabardo vacio y vuelven a bajar. Cada periodo de extraccion
bajo el agua lleva aproximadamente media hora y es llevado a cabo por dos o tres
personas porque la bolsa cuando estd llena de mejillones pesa cerca de 70
kilogramos. Los salabardos se vacian en una zaranda de metal para realizar la
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limpieza de la suciedad que traen y tienen adherida. Cuando ya estan limpios se
colocan en bolsas, y éstas van a la bodega del barco (Blezio, 2010).

4.7 Efectos de los Microplasticos en los organismos vivos

Los desechos plasticos interactian con el ecosistema marino, ocasionando dafios
fisicos y hasta la muerte de muchos ejemplares causada por enredos con bolsas 0
cuerdas plasticas, asi como también por asfixia debida al consumo accidental o no
de dichos materiales. Los microplasticos al ser de pequefio tamafio ingresan a los
organismos marinos de diferentes maneras, en ostras y mejillones mediante su
alimentacién por filtracion, en cangrejos y peces a través de las branquias y también
los ingieren confundiéndolos con alimentos. El riesgo asociado al consumo de
microplasticos esta relacionado con tres propiedades a saber: adsorcion, desorcién y
filtracion. La adsorcion se da cuando las piezas de plastico atraen o adsorben del
medio que los rodea sustancias quimicas que pueden ser toxicas y bioacumularse
como por ejemplo los contaminantes organicos persistentes (COPs) (UNEP/GPA,
2006). Dentro de estas sustancias quimicas se encuentran los fertilizantes,
plaguicidas y desechos industriales, son resistentes a la degradacion y ademas
pueden acumularse en los tejidos. Luego de que estas sustancias se adhieren a las
pequefas piezas plasticas puede ocurrir otro fenomeno llamado desorcion, que es la
liberacion de lo que previamente adsorbieron. Pero estas no son las Unicas
sustancias quimicas que pueden acompafar a los microplasticos, ya que mediante
otra de las propiedades, la filtracion, ellos pueden liberar al organismo o al medio
sustancias quimicas propias de su composicion (Michatowicz, 2014; Pérez-Lobato,
et al, 2016).

Se ha demostrado que el consumo de microplasticos afecta al menos 267 especies,
gue incluyen un 86% de las especies de tortugas marinas, un 44% de aves marinas
y un 43% de mamiferos marinos (Laist, 1997)

En aves se han realizado diferentes ensayos con el fin de demostrar de alguna
manera el efecto de los microplasticos en su organismo, y algunas de las hipotesis
gue se pudieron comprobar fueron que al consumir microplasticos se observan
distintos grados de malnutricion ocasionada por la saciedad que provoca el llenado
del estdbmago por las particulas plasticas que no se digieren ni contienen nutrientes y
disminuyen en consumo de alimentos. También se vio que se disminuye la secrecion
de enzimas digestivas, contribuyendo a la malnutricion, y de hormonas esteroideas,
lo que produce atrasos en la ovulacion y fallas reproductivas. (Azzarello, Van-Vleet,
1987). En aves pequefias asi como en peces la ingestion de microplasticos reduce
la ingesta de alimentos y nutrientes y provoca dafios internos y hasta muerte por
bloqueos intestinales (Carpenter et al.,, 1972). Se han observado que algunos
organismos son capaces de regurgitar los restos de plastico ingerido, lo que
disminuiria los posibles efectos adversos en estas especies. En tortugas marinas
también se ha demostrado la presencia de microplasticos en su tracto digestivo
(O'Hara et al., 1998). Ademas se han encontrado restos plasticos en intestinos y
estbmagos de peces y cetaceos. En peces se ha llegado a detectar microplasticos
en musculos (Akhbarizadeh et al.,, 2018), los cuales suelen ser la parte que
consumimos de ellos. En nuestro pais recientemente se realizaron algunos estudios
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ambientales, uno fue realizado en arena de la playa de un balneario de la costa
oceanica (Rodriguez, 2017) y en el otro se constato la presencia de microplasticos
en el tracto digestivo de ocho especies de peces (Lozoya, 2015).

En mejillones se han realizado varios estudios, en distintos paises del mundo
confirmando en cada uno de ellos la presencia de microplasticos en los bivalvos.
Uno de los estudios fue realizado en China, donde analizaron nueve especies de
bivalvos de interés comercial resultando cada uno de ellos positivos a la presencia
de microplasticos (Li et al., 2015). Recientemente fue publicado un estudio realizado
en el Golfo Pérsico en donde encontraron distintos tipos de microplasticos en el
tejido blando de los ejemplares analizados, predominando las fibras (Naji, 2018). Se
ha demostrado que en estos individuos, las particulas plasticas de menor tamafio se
pueden translocar desde el tubo digestivo a las células epiteliales que lo componen
induciendo una fuerte respuesta inflamatoria (Von Moos et al., 2012). Ademas del
riesgo que puede significar para los bivalvos en si, los microplasticos suponen un
riesgo para otros organismos marinos ubicados en una posicibn mas alta en la
cadena trofica gracias al fenédmeno de bioacumulacion que se produce, amenazando
la seguridad alimentaria y la salud humana (Van Cauwenberghe & Janssen, 2014).
Asociada a la presencia de estos materiales existe también un posible riesgo
biologico relacionado con microorganismos patdégenos capaces de adherirse y
sobrevivir en los plasticos (Zettler et al., 2013).
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Determinar la presencia de microplasticos en moluscos bivalvos de la costa
uruguaya, destinados a consumo humano.

5.2 Objetivos Especificos
e Adaptar las técnicas presentes en la bibliografia para la determinaciéon de
microplésticos.
e Experimentar la digestion de los bivalvos con una enzima comercial para la
deteccion de las particulas plasticas.
e Caracterizar de los microplasticos hallados segun forma (fibras, fragmentos,
pellets).
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6. MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron 30 muestras de mejillones obtenidos en dos zonas de extraccion de
la costa uruguaya, 15 en La Pedrera en Rocha y 15 en Punta Colorada, Maldonado.
Se seleccionaron dos de las técnicas mayormente utilizadas por otros autores de
distintas partes del mundo. La primera, descrita por Li et al, en el afio 2015 que
consiste en separar el tejido blando de la concha, colocar entre dos y cinco
mejillones (tejido blando solamente) en cada recipiente. Agregar 200 ml de H2O; al
30% a cada muestra. Cubrir las muestras y colocar en incubadora oscilante a 65° C
y 80 revoluciones por minuto, durante 24 horas. Retirar los recipientes de la
incubadora y dejar a temperatura ambiente durante 24 a 48 horas. Preparar una
solucion salina de 1,2 g/ml. Filtrar la solucion salina con filtro <1 um. Agregar 800 ml
de solucion salina a cada recipiente. Mezclar y dejar reposar durante toda una
noche. Filtrar el sobrenadante con filtro de 5 um. Observar el filtrado con lupa
estereoscopica.

La segunda técnica, descrita por Mathalon y Hill, en el afio 2014, se basa en separar
el tejido blando de la concha, colocar 10 gramos de tejido en cada recipiente.
Agregar 150-200 ml de H2O> al 30% a cada muestra. Colocar las muestras en
estufa con agitador a 65° C hasta que el H.O. se evapore. Preparar la solucion
salina concentrada agregando 250 gramos por litro de agua y agregar 100 ml de
solucion salina a cada muestra, luego de que se haya evaporado el H>O,. Agitar
vigorosamente durante 1 a 2 minutos. Dejar reposar de 3 a 6 minutos. Pipetear el
sobrenadante Yy filtrarlo. Observar el filtrado en lupa estereoscopica.

Para este estudio, se combinaron ambas técnicas, adaptandolas a las instalaciones
y materiales disponibles en el laboratorio. De las 30 muestras recolectadas se
procesaron 20 (10 de Rocha identificadas como MH y 10 de Maldonado identificadas
como MPH) de la siguiente manera, para cada muestra se extrajeron 10 gramos de
tejido blando, en un vaso de Bohemia y se procedio a la digestiéon quimica de los
mismos. Para esto se utilizaron 150 ml de una solucién de peroxido de hidrégeno
(H202) a una concentracion de 30% (100 voliumenes). Se colocaron las muestras
con H202 en una plancha calefactora con agitador a 120° C para llegar en la mezcla
65°C y 100 rpm hasta que los tejidos fueran digeridos y la mayor parte del liquido se
hubiera evaporado. Esto demoraba unas 12 + 2 horas. Luego de retirarlas de la
plancha caliente se les agregd 100 ml de la solucion salina concentrada (250 g/l)
para separar los microplasticos por flotacidn, agitando vigorosamente durante unos
minutos la muestra y dejandola reposar de 5 a 10 minutos.

Posteriormente de la separacion mediante la técnica de flotacidon, se procedio a filtrar
las muestra mediante un sistema de vacio Sartorius®, con un filtro de 8 micrometros
de tamafio de poro.

Por ultimo, se observd bajo la lupa estereoscopica Nikon® x 40 y en microscopio
digital Ecvilla® x 200, cada uno de los filtros, determinando de esta manera la
existencia de microplasticos en las muestras analizadas, basandonos en el patrén
publicado en 2015 por Li et al. Se realiz6 el conteo de las particulas plasticas
presentes diferenciandolas en fibras (Figura 6), fragmentos (Figura 8) y pellets
(Figura 10) segun la clasificaciéon de Jabeen, 2017.
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Adicion de H,O, vy
colocaciéon en plancha
calefactora con agitador.

Agregado de la solucién )
salina y agitacion. Filtrado.

Observacion en lupa
estereoscopica.

Figura 1. Método con peroxido de hidrégeno.

Ademas de la técnica de Mathalon y Hill modificada, se ensay6 un método basado
en la digestion enzimatica de los tejidos. Para esto se utilizdO enzimas obtenidas de
microorganismos del género Subtilis y Aspergillus, producida por la Compafia
Novozymes®. La mezcla de enzimas, comercialmente llamada FPH es disefiada por
la empresa alemana Flottweg en la produccién de hidrolizados proteicos para
consumo humano.

Con las 10 muestras restantes se teste6 este método enzimatico, se seleccionaron 5
muestras de cada zona, las de Rocha se identificaron como ME y las de Maldonado
como MPE. Se colocaron 10 gramos de tejido blando en un vaso de Bohemia para
cada muestra y a cada una de ellas se les agregd agua a 60° Celsius hasta enrasar
100 ml. Posteriormente se les agregd 0.1 ml de la enzima FPH a cada una y fueron
llevadas a la estufa a 60° Celsius durante 8 a 10 horas, tiempo que demoraba la
enzima en digerir los tejidos. Luego de retirarlas de la estufa se les agregé 100 ml de
solucion salina concentrada, agitando vigorosamente y dejando reposar unos
minutos. Mas tarde cada una de las muestras fue filtrada de la misma manera que
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en la técnica descrita anteriormente, con la excepcion de que en las procesadas con
la enzima, el proceso de filtracion se realizaba dos veces.

Los ensayos se realizaron en el laboratorio del Instituto de Investigaciones
Pesqueras (lIP).

Pesaje de tejido blando y agregado de agua L Muestras colocadas en
a 60° C, a enrasar 100 ml. Adicion de 0,1 ml de estufa a 60°C.
enzima comercial FPH.

Agregado de la solucion Filtracion.

Observacion del filtro bajo
salina concentrada.

lupa estereoscopica.

Figura 2. Método enzimatico.
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7. RESULTADOS

En las 30 sub-muestras de tejido de mejillon analizadas se identificaron en total 321
fibras, representando un 52.6% y 289 fragmentos plasticos correspondiendo a un
47.4%. (Figura 3).

Si los clasificamos segun la zona de extraccion de los mejillones resulté un total de
163 fibras y 148 fragmentos en Rocha y una suma de 158 fibras y 141 fragmentos
en Maldonado (Figuras 4y 5).

El promedio del total de fibras/ gramo de tejido fue de 1.07, y para lo fragmentos fue
de 0.96 fragmentos / gramo.

Hubo hallazgos similares en las zonas de Rocha y Maldonado en el contenido de
particulas / gramo. En Rocha se obtuvo un promedio de 1.09 fibras / gramo y 0.99
fragmentos / gramo, mientras que en Maldonado se identificaron 1.05 fibras / gramo
y 0.94 fragmentos / gramo.

Sub-muestra Fibras Fragmentos Otros (pellets, granulos, esferas)

MH1 28 4

MH2 11 16

MH3 22 8 Esferas blancas

MH4 7 14

MH5 3 14 Objetos plasticos no identificados
MH6 4 16

MH7 12 8

MH8 5 13 Esferas blancas

MH9 27 15

MH10 12 10

ME1 6 5

ME2 7 3

ME3 12 9

ME4 5 6

MES 2 7

MPH1 13 9

MPH2 14 12 Formas blancas no identificadas
MPH3 9 11

MPH4 13 9

MPH5 12 7 Esferas blancas

MPH6 15 9
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MPH7

11

Esferas blancas

MPH8

10

MPH9

14

Esferas blancas

MPH10

15

12

MPE1

MPE2

14

11

MPE3

MPE4

11

MPES

Tabla 1.

Numero de fibras, fragmentos y otros objetos plasticos hallados.

FRAGMENTOS
47.4%

FIBRAS 52.6%

Figura 3. Gréfica de porcentajes del total de fibras y fragmentos identificados.
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FIBRAS

MALDONADO

ROCHA 49.2%

50.8%

Figura 4. Gréfica de porcentajes de fibras halladas en la zona de Rocha y fibras
halladas en Maldonado.

FRAGMENTOS

MALDONADO

ROCHA 48.8%

51.2%

Figura 5. Gréfica de porcentajes de fragmentos encontrados en Rocha y fragmentos
encontrados en Maldonado.
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Figura 6. Imagen de una fibra tomada
con el microscopio digital.

Figura 7. Medicion de una
fibra bajo la lupa

¥

»

Figura 8. Imagen de un fragmento plastico tomada
con el microscopio digital.

Figura 9. Medicion de un
fragmento bajo la lupa
estereoscopica.

Figura 10. Imagen de pellets tomada con el
microscopio digital.
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8. DISCUSION

La mayor proporcion de particulas plésticas halladas corresponde a fibras plasticas,
correspondiendo al 52.6%. Esto coincide con el estudio realizado por Li et al. (2014)
en China, aunque en este estudio el porcentaje de fibras identificadas fue mayor,
ocupando un 65%. Sin embargo estas proporciones no concuerdan con el trabajo
realizado en Brasil por Santana et al. (2016), en el cual la mayor proporcion de
microplasticos eran fragmentos.

Mathalon y Hill (2014) detectaron la presencia de microplasticos en el 100% de las
muestras recolectadas, al igual que en el presente estudio, no coincidiendo con el
trabajo realizado por Santana et al. (2016) en el cual hallaron particulas plasticas en
el 75% de las muestras.

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se detecto la presencia de microplasticos en todas las muestras analizadas.

Dentro de las particulas plasticas identificadas encontramos un 52.6% de fibras y un
47% de fragmentos.

La proporcion por gramo fue de 1.07 fibras / gramo y 0.96 fragmentos / gramo de
tejido vivo.

No se hallaron diferencias importantes en la cantidad de particulas encontradas
entre las dos zonas de extraccion de muestras.

El método mas efectivo para la deteccion de microplasticos fue el resultante de la
combinacion de las técnicas de Li (2015) y la de Mathalon y Hill (2014), ya que
facilitd la observacion e identificacidon de microplasticos.

Se comprobé que la digestion mediante la enzima comercial FPH es efectiva, con el
unico inconveniente de dificultar un tanto la posterior visualizacion.

Se recomienda continuar con otros estudios que determinen la presencia de
microplasticos y nanoplasticos en otros productos hidrobiolégicos, para conocer el
alcance de la contaminacion por plasticos en los ambientes acuaticos de nuestro
pais.
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