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3 Resumen del Proyecto

En los ultimos afios el uso de los plasticos se ha incrementado drasticamente y con el problema de COVID
19 a nivel mundial se dispard su consumo (Kahru, 2022; Eisfeld-Pierantonio et al., 2022; Parashar and Hait,
2021). Tan solo en la comunidad europea en 2018 hubo un crecimiento exponencial en la fabricacién de
plastico alcanzando los 380 millones de toneladas anuales y se estimaba que para el 2050 esta cantidad
se triplicara. La falta de estrategias e infraestructuras para su eliminacion han facilitado la formacién de islas
de desechos plasticos en los océanos (Fiagiano et al., 2022), cerca del 830 millones de toneladas se han
acumulado en el sistema marino y de agua dulce como desechos plasticos, lo que convierte al plastico en
una preocupacion ambiental, debido a que se fragmentan gradualmente en particulas pequefas que se
convierten en microplasticos y nanoplasticos. Los microplasticos alcanzan tamanos menores a 5 mm
(Constant et al., 2021), estas particulas presentes en el medio ambiente pueden ingresar al cuerpo humano a
través de diferentes vias de exposicion como la inhalacién, consumo de algunos productos alimenticios y
exposicion dérmica. Estos también pueden ser incorporados al cuerpo humano con el uso de productos de
cuidado personal y cosméticos que los contienen y pueden provocar dafios a la salud (Mupatsi y Gwenzil,
2022). Los micropldsticos pueden incorporarse facilmente a la cadena alimenticia y estar presentes en
diferentes matrices como los productos marinos entre estos los peces pequefios, crustaceos y moluscos entre
otros (Amarieri et al., 2022). Sin embargo, la informacidn actualmente es limitada, esta situacion complica el
poder llevar a cabo la evaluacién de riesgo. Por esta razén el objetivo de este trabajo de investigacion es
determinar la presencia de microplasticos en alimentos, a través de la espectroscopia RAMAN y/o
cromatografia. La generacion de los resultados de este estudio podra permitir evaluar el riesgo a la salud
humana y seran de utilidad para implementar estrategias para su monitoreo. Asi mismo, permitira
adquirir las competencias necesarias en esta tematica para su implementacidon en propuestas nuevas de
investigacion y a través de los proyectos regionales de colaboracién ARCAL en los que ha estado
participando el ITTOL y en el que participara para el 2025 con esta tematica debido a la importancia de la
problematica a nivel mundial.
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5. Introduccion

Los plasticos se han utilizado ampliamente desde su descubrimiento en el siglo XIX debido a sus numerosas
ventajas, que incluyen su facil disponibilidad, ligereza, flexibilidad, resistencia, asequibilidad y durabilidad.
Han encontrado aplicaciones en diversas industrias, como la automotriz, el envasado de alimentos, la
fabricacidn textil y la biomedicina (Huang et al., 2021; Thompson et al., 2019; Fobil & Hogarh, 2016). Sin
embargo, la creciente demanda de pldsticos y los desafios asociados con la gestion y degradacién de los
desechos plasticos han llevado a una crisis ambiental global, con la acumulacidn de desechos pldsticos en
todo el mundo. Se estima que para 2050 se habrdn generado aproximadamente 15 mil millones de toneladas
métricas de residuos plasticos (Vimal et al., 2020). Con el tiempo, los plasticos se descomponen en
microplasticos, que son particulas diminutas que varian en tamafio de 1 um a 5 milimetros. Estos
micropldsticos pueden tener su origen en varias fuentes, la liberacion directa de productos que contienen
microesferas, como productos de cuidado personal (micropldsticos primarios) y la descomposicién de
articulos de plastico mas grandes como botellas y bolsas (microplasticos secundarios) (Binbin Xi et al., 2022;
Vuji¢ et al., 2023; Arthur et al., 2009). Los microplasticos plantean preocupaciones ambientales significativas
debido a su naturaleza persistente, distribucion generalizada y posibles efectos adversos en los ecosistemas
y la salud humana.

Estudios recientes han detectado microplasticos en el aire, el suelo, el agua e incluso en las regiones polares
(O'Brien etal., 2023; Yuxin Huo et al., 2022; Courtene-Jones et al., 2022; Citterich et al., 2023). En los océanos,
los pldsticos constituyen del 50 al 80 % del total de los desechos, lo que representa una amenaza para las
especies marinas. Los organismos acuaticos, incluidos los peces, las aves y los mamiferos marinos, pueden
ingerir microplasticos, confundiéndolos con alimentos, incorporandolos asi a sus cuerpos y a la cadena tréfica
(Lehel & Murphy, 2021; Esposito et al., 2022; Boskovi¢ et al., 2022). Los micropldsticos también pueden
bioacumularse a medida que las especies mas grandes consumen las mas pequefias (Carbery et al., 2018).
Actualmente, mas de 690 especies marinas se han visto afectadas por plasticos y microplasticos, estudios
recientes han revelado la presencia de hasta 10 tipos diferentes de micropldsticos en el tracto digestivo y las
branquias de varios organismos, incluidos los bivalvos (Biatowas et al., 2022; Patterson et al., 2021; Zhang Fe
et al., 2019). Los plasticos pueden contener varios aditivos, como estabilizadores UV, retardantes de llama y
particulas antibacterianas, que pueden constituir hasta el 4 % de la composicion del plastico (Alexandrescu et
al., 2017). Ademas, tienen la capacidad de adsorber contaminantes organicos e inorganicos en su superficie,
aumentando su toxicidad (Sauda et al., 2023). Los aditivos plasticos comunes y los contaminantes adsorbidos
incluyen ftalatos, bisfenol A (BPA), éteres de difenilo polibromados, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAH) y bifenilos policlorados (PCB), que tienen el potencial de afectar la capacidad reproductiva y alterar el
sistema endocrino (Bellanger et al. ., 2015; Habumugisha et al., 2023; Rios-Fuster et al., 2022; Priist et al.,
2020).
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Si bien los mariscos, como los mejillones, las ostras y las almejas, ofrecen numerosos beneficios para la salud
como excelente fuente de proteinas de alta calidad y nutrientes esenciales como los acidos grasos omega-3
y minerales (EFSA, 2014; Marqués et al., 2021), es importante ser consciente de la presencia de posibles
contaminantes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién (FAO) recomiendan limitar el consumo de mariscos a una o dos porciones por
semana (FAO/OMS, 2011). Para abordar el problema de los microplasticos en la seguridad alimentaria, las
agencias reguladoras y la industria alimentaria han estado implementando programas de monitoreo e
investigacion para comprender mejor las fuentes, los niveles y los riesgos potenciales de contaminacién por
microplasticos en los alimentos. Aunque actualmente no existen limites maximos de residuos legislados
especificamente para microplasticos (Reglamento de la Comisidon (UE), 2011), la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA, 2016) recomienda identificar y cuantificar la presencia de microplasticos en los
alimentos (EFSA, 2016; Koketso Ncube et al., 2021). Adicionalmente, algunos paises han tomado medidas
para reducir el uso de plastico en un intento de mitigar la generacion de estas particulas y, en consecuencia,
su presencia en los alimentos (European Strategy for Plastics in a Circular Economy by the European
Commission, 2018). Los mariscos, incluidos los mejillones, las ostras y las almejas, a menudo se consumen
enteros y pueden servir como vias para la exposicion humana a los micropldsticos. Para evaluar los riesgos
potenciales asociados con su consumo, es crucial determinar la concentracién de micropldsticos por gramo
de mejillén consumidos. Se han empleado varios métodos para determinar e identificar microplasticos, pero
existen variaciones significativas en la preparacion de muestras, técnicas de digestién y procesos de
separacion en funcién de las diferencias de densidad, asi como las técnicas espectroscdpicas utilizadas para
la identificacién y cuantificacion.

En esta investigacidn se probaron matrices de jaibas, mejillones y camarones con buenos resultados, pero
debido al alto consumo de mejillones se eligid trabajar con la especie Mytilus galloprovincialis para
implementar y validar un protocolo para cuantificar e identificar microplasticos. Los objetivos principales
fueron: (i) Implementar un método enzimatico-oxidativo innovador para la extraccidon de microplasticos, (ii)
Implementar un sistema en cascada que separe efectivamente los microplasticos, simplificando el analisis de
MPs en los mejillones, (iii) Establecer una metodologia simple y robusta que permita la identificacion directa
de micropldsticos mediante espectroscopia LDIR y Raman, (iv) evaluar la concentracién de microplasticos que
una persona podria ingerir al consumir una porcién de 250 g de mejillones y analizar los riesgos potenciales
que dicha ingestion podria representar para los seres humanos salud.
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6. Descripcion de la empresa u organizacion

La Division consta de tres laboratorios que, juntos, constituyen los Laboratorios del OIEA (Organismo
Internacional de Energia Atémica) para el Medio Ambiente Marino. En esos laboratorios se emplean técnicas
nucleares e isotdpicas para interpretar y proponer estrategias e instrumentos destinados a mitigar los efectos
ambientales de los radionucleidos, los oligoelementos y los contaminantes organicos, asi como el cambio
climatico, la destruccidon del habitat y la pérdida de biodiversidad. El Laboratorio ayuda a los Estados
Miembros a evaluar la contaminacidn costera y marina y aumentar la inocuidad de los alimentos marinos
mediante la elaboracion y validacion de métodos analiticos para la medicién de contaminantes, la elaboracion
de material de referencia certificado y la aplicacién de técnicas de isétopos estables para estudiar los procesos
de contaminacion y determinar las huellas de las fuentes de contaminantes. El Laboratorio centra su trabajo
en la elaboraciény validacion de métodos analiticos para la medicidn de contaminantes en muestras marinas,
lo que incluye oligoelementos, metilmercurio, contaminantes orgdnicos persistentes e hidrocarburos de
petréleo y micropldsticos. La informacidn que se genera ayuda a los encargados de tomar decisiones de los
Estados Miembros a aplicar programas de vigilancia de la contaminacion que protegen el medio marino y
apoyan la prestacion de servicios de los ecosistemas. El Laboratorio también desarrolla y aplica técnicas de
isdtopos estables, como, por ejemplo, la espectrometria de masas de relaciones isotdpicas para determinar
las fuentesy los procesos de contaminacion en las costas y estudiar el cambio climatico. El Laboratorio elabora
material de referencia certificado de oligoelementos y contaminantes organicos en matrices marinas, que
incluyen sedimentos y biota (organismos), para que los laboratorios puedan calibrar sus instrumentos con los
mismos patrones de referencia, mejorar la calidad y la fiabilidad de los resultados de las mediciones y
comparar sus resultados con los de otros laboratorios. Con el fin de que los laboratorios de los Estados
Miembros puedan evaluar la calidad de los resultados de sus mediciones en relacién con los de otros
laboratorios, el Laboratorio de Estudios del Medio Ambiente Marino organiza comparaciones entre
laboratorios y pruebas de competencia. Ello ayuda a los laboratorios participantes a mejorar su capacidad de
generar los datos fiables y de calidad garantizada que precisan los encargados de tomar decisiones para
adoptar decisiones fundamentadas con miras a proteger el medio marino y prestar servicios sostenibles de
los ecosistemas. Otra esfera importante de trabajo es la creacién de capacidad. El Laboratorio organiza cursos
de capacitacion para cientificos de los Estados Miembros sobre el andlisis de contaminantes en muestras del
medio marino con las técnicas de andlisis y los principios de garantia de calidad y de control de calidad
utilizados mas habitualmente. Los cursos de capacitacion comprenden sesiones practicas sobre recoleccion,
tratamiento y andlisis de muestras con el uso de instrumentos adecuados.
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7 Problemas para resolver, priorizandolos

El principal problema es implementar una metodologia validada que pueda ser utilizada por los paises
miembros para determinar la concentracidn de micropldsticos en alimentos marinos, especificamente los
mejillones. Como parte del proyecto NUTEC del OIAEA en el que forman parte miembros de paises de los
diferentes continentes se tiene contemplado el realizar un monitoreo para determinar los niveles de
micropldsticos en alimentos marinos, aplicando una misma metodologia validada. Asi mismo, la
estimacion de la concentraciéon de microplasticos en un plato de mejillones de 250g es parte de los
objetivos de este trabajo.

8 Objetivos

Objetivo General

Determinar la presencia de microplasticos en alimentos

Objetivos Especificos

Definir la matriz de estudio

Implementar y aplicar la metodologia para la identificacion de los microplasticos
Realizar el muestreo para obtener las muestras para el estudio

Identificar el tipo de plastico extraido

Evaluar el riesgo asociado al consumo de las matrices de estudio

9 Justificacion

Este trabajo de Investigacion forma parte del proyecto NUTEC Plastics que es la iniciativa emblematica del
OIEA para abordar el desafio global de la contaminacion pldstica. Reline a paises y socios de todo el mundo
para luchar contra la contaminacidn pldstica en dos frentes: en el punto de origen, mediante la introduccién
de nuevas tecnologias para mejorar el reciclaje de plastico; y en el océano, donde termina la mayor parte de
los desechos pldsticos. A través de la iniciativa NUTEC Plastics del OIEA, 63 paises participan en el monitoreo
marino de microplasticos y 30 en todo el mundo estdn desarrollando tecnologias de reciclaje innovadoras. El
objetivo del componente de monitoreo de plasticos marinos de NUTEC Plastics es equipar a mds de 50
laboratorios en todo el mundo con la tecnologia y los conocimientos necesarios para tomar muestras y
analizar microplasticos marinos en los océanos, y permitir informar los resultados.
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Los laboratorios formaran una red de Laboratorios de Monitoreo de Plasticos de NUTEC para apoyar la
armonizacion de protocolos de muestreo y andlisis y el intercambio de experiencias, mejores practicas y datos
sobre la contaminacion por microplasticos marinos. Actualmente, sesenta y tres paises participan en el
componente de seguimiento de pldsticos marinos de NUTEC Plastics. Ayudara a desarrollar la capacidad de
laboratorios de todo el mundo para implementar técnicas nucleares e isotdpicas y monitorear y evaluar el
impacto de la contaminacién plastica marina. La informacién basada en evidencia sobre la abundancia y el
impacto de la contaminacién plastica marina también contribuira a la Asociacién Global sobre Basura Marina,
una asociacién de multiples partes interesadas liderada por el Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente que retne a todos los actores que trabajan en la prevencidn de la contaminacidn plastica y la basura
marina y reduccion.

10 Marco Tedrico

10.1 Plasticos y sus propiedades

Los plasticos son polimeros sintéticos que se originan de residuos naturales como los petroquimicos y
carboquimicos (Van der Vegt, 2002; Wang et al., 2019). Estos materiales se hicieron populares debido al costo
beneficio que representan, su alta durabilidad, ligeresa, resistencia entre otras caracteristicas que los hacen
atractivos para su uso (Shim et al., 2018). Los plasticos pueden ser caracterizados de acuerdo con su
estructura quimica, su polaridad y aplicaciéon, el comportamiento quimico se relaciona con los cambios
que sufre segln el cambio de temperatura y se dividen en termoplasticos, termoestables y elastdmeros. En
cuanto a la polaridad esta relacionada con el arreglo atémico y el tipo de enlaces que presenta en su
estructura, con presencia de enlaces covalentes los electrones se desplazan hacia el atomo mas
electronegativo y crea un dipolo. Si la polaridad se incrementa también lo hace la resistencia mecanica,
dureza, rigidez y otras propiedades, mientras que si disminuye también se reduce la dilatacion térmica, el
poder de aislamiento eléctrico, la tendencia a acumular cargas electroestaticas. Enlo que respecta a los
termoplasticos se dividen en: a) Plasticos estandar entre los que se encuentra el polietileno (PE), el
polipropileno (PP), el poliestireno (PS), el policloruro de vinilo (PVC) o el copolimero acrilonitrilo
butadieno estireno (ABS). b) Plasticos técnicos: poliamida (PA), el poliacetal (POM), el policarbonato
(PC), el politereftalato de etileno (PET), el poliéter de fenileno (PPE) y el politereftalato de butileno (PBT) y
c) los plasticos especiales: polimetacrilato de metilo (PMMA), con una gran transparencia y estabilidad a la
luz, o el politetrafluoroetileno (teflén), que tiene una gran resistencia a la temperatura y a los productos
guimicos y finalmente d) Plasticos de altas prestaciones: son en su mayoria termoplasticos con una gran
resistencia al calor, es decir, con una buena resistencia mecanica a altas temperaturas, concretamente a
mas de 150 °C. La poliimida (PI), la polisulfona (PSU), la polietersulfona (PES), la poliarilsulfona (PAS), el
polisulfuro de fenileno (PPS) y los liquid crystal polymers (LCP) son plasticos que resisten al trato rudo
(Schwarz et al.,, 2019). Cabe sefialar que para mejorar las propiedades de los plasticos se utilizan
diferentes tipos de aditivos (Hahladakis et al., 2018), y durante el proceso de fabricacién en algunos casos
son adheridos diferentes metales pesados como Pb, nickel, copper and cobalt (Cherif Lahimer et al., 2017.
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10.2 Microplasticos

El término pldstico proviene del griego “plastikos”, que significado moldeable. Esta definicion hace
referencia a las propiedades de plasticidad y maleabilidad (Crawford, 2017). El plastico se descubrid en los
afios 30, cuando se fabricé por primera vez el polietileno y posteriormente se comenzaron a fabricar
otros plasticos como el poliestireno o el nylon, lo que incrementd su uso en varias aplicaciones y fue en
1972 cuando Carpenter y Smith descubrieron la presencia de residuos plasticos en la superficie del
mar de los Sargazos. A partir de entonces, esa preocupacion empezé a aumentar de forma progresiva y se
comienza a investigar sobre la presencia de plasticos en el medioambiente. Araiz de esta investigacidon
se descubrié ademas que los pldsticos de tamafios grandes no son los Unicos causantes de la
contaminacién del medioambiente, sino que existen otros de tamafio microscépico, los microplasticos,
los cuales se definen como pequefias particulas o fragmentos de plastico cuyo limite superior de tamano
se establece en los 5 mm de didmetro y como limite inferior de 1 um, aunque pocos estudios ambientales
son capaces de identificar particulas con tamafos inferiores a 50 um, debido a la metodologia utilizada.
Los microplasticos suponen un gran riesgo medioambiental, ya que producen una contaminacion invisible.
Este tipo de contaminacién no se encuentra incluido en el monitoreo de programas de tratamiento de
aguas, ademas de la escasa existencia de estudios sobre su efecto en la salud humana y los habitats, tanto
terrestres como marinos.

10.3 Fuentes de los microplasticos

Los microplasticos pueden ser divididos en: a) primarios son aquellos que se fabrican con tamafos de
micras, como los utilizados en abrasivos industriales, granulos de plastico de preproduccion en productos
para el cuidado personal como agentes exfoliantes o cremas y productos de limpieza (Cole et al., 2011).
b) Micropldsticos secundarios: son los microplasticos formados como resultado de la fragmentacion de
residuos de meso (5 - 200 mm) y macroplasticos (> 200 mm), como botellas, bolsas, redes, boyas de
pesca, provenientes de las telas de ropa. Estos plasticos de mayor tamafio van a romperse en otros de menor
por los efectos que produce la radiacion de rayos UV o las altas temperaturas provocando cambios quimicos
en su estructura que los hacen mads fragiles y susceptibles a la ruptura. Los principales factores
fragmentadores de los microplasticos en los medios marinos son la accién de las olasy la exposicion a la
luz solar, mientras que en los medios terrestres la exposicion directa a la radiacién UV, con la ayuda de
los cambios de temperatura (Andrady, 2011). Un estudio detallado de las fuentes de los micropldsticos
es reportado por Belloso, en 2009.

10.4 Estructura de los plasticos

Los plasticos son materiales poliméricos que consisten en moléculas similares a cadenas largas. Su
configuracién estructural afecta muchas de sus propiedades, el polimero mas simple es el polietileno
para los plasticos. Durante la polimerizacion del mondémero etileno el doble enlace se abre permitiendo
que los enlaces simples de carbono sevinculen con las unidades vecinos para formar una larga cadena
de grupos CH2, en todos los grupos a lo largo de la cadena, el dngulo de enlace es fijo. Para un peso
molecular tipico de 300 000, hay alrededor de 21 000 a4tomos de carbono. Los polimeros pueden formarse
mezclado diferentes tipos de mondmeros durante el proceso de la polimerizacidon (Appendix, 2020).
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10.5 Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia RAMAN es considerada como una técnica fotonica de alta resolucién que proporciona en
pocos segundos informacién quimica y estructural de un material organico e inorganico permitiendo su
identificacién. El analisis mediante espectrometria RAMAN se basa en el examen de la luz dispersada por
un material al incidir sobre él un haz de luz monocromatico (dispersion de Rayleigh). Una pequena porcion
de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
caracteristicos del material analizado e independientes de la frecuencia de la luz incidente. El efecto
Raman fue descrito por primera vez por el quimico indio Chandrasekhara en 1928, lo que le permité ganar
el premio Nobel. Sus trabajos se basaron en los realizados por Rayleigh.La figura 1 muestra la dispersion
de la luz al interaccionar con las moléculas (Tureli y Coset 1996). Ls picos que aparecen en el espectro
Raman son cosneuencia de la vinbracién molecular o de la red cristalina. Su posicién aporta informacion
sobre los grupos funcionales y la cristalinidad, la concentracién es proporcional al drea bajo la curva,
el estre residual se determina apartir de la forma y anchura del pico (Skoogy y West, 1980).

10.6 LDIR

Las imagenes por infrarrojos directos con laser (LDIR) proporcionan un camino rapido y simplificado hacia la
obtencidn de imagenes moleculares utilizando un laser de cascada cuantica (QCL) junto con una dptica de
escaneo rapido. El sistema LDIR, emplea como fuente un laser de cascada cuantica (QLC). EI QLC es un laser
de semiconductor en el que los electrones pasan por una serie de pocillos cuanticos y emiten luz, lo que
permite una sintonizacién rapida en el rango de nimero de onda (A-1); en este caso, de 1.800 cm™ a 975 cm’
!, Si se combina con un detector de telururo de mercurio y cadmio (MCT) de un solo punto (refrigerado de
forma termométrica) y un sistema éptico de barrido rdpido, surgen dos modos de funcionamiento muy Uutiles.
En el primero de ellos, el sistema LDIR selecciona una sola longitud de onda y hace un barrido a través del
objetivo mientras se mueve sobre la muestra a gran velocidad. En el segundo modo, el objetivo permanece
fijo en un Unico punto mientras el QCL hace un barrido de todo el rango, obteniendo un espectro completo
en menos de un segundo (Jia et al., 2022).

11. Procedimientos u actividades realizadas
Debido a que este trabajo forma parte del Proyecto Internacional Nutec, son varias las matrices de estudio
entre ellas el agua del océano, los sedimentos y los organismos marinos, en este contexto fue necesario
involucrarme con los trabajos que se realizan al interior del equipo de trabajo por lo que se me incluyé en los
muestreos de arena y agua de mar ademas de aprender a realizar el muestreo, que comprendié desde la
preparacion de los materiales hasta el procesamiento de las muestras, que aunque no era el objetivo de mi
estudio si fue importante para tener una formacioén integral en este tipo de proyectos.
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11.1 Basqueda bibliografica y presentacion power point

Como parte de la formacion en la extraccidn e identificacion de micro plasticos, como primera etapa se realizé
una busqueda bibliografica exhaustiva sobre los métodos de extraccidon de microplasticos y nanoplasticos en
matrices alimentarias marinas. Se me solicitd una presentacidén power point y exposicidon para proponer
alternativas de solucién para la implementacion de una metodologia novedosa que permitiera la extraccion
de MPs.

11.2 Muestreo de agua de mar y arena

En virtud de que el proyecto contempla la determinacidn de microplasticos en diferentes matrices para
realizar el monitoreo, se realizan muestreos de arena, agua y animales acuaticos. Para esto se prepararon
previamente todos los materiales a utilizar para la toma de muestras y que consistieron en tamices, espatulas
recipientes de acero inoxidable y aluminio, frascos de vidrio, papel aluminio, charolas frascos metdlicos, GPS.
Para el muestreo de agua el muestreo se realizd con un barco especial para monitoreo de agua y que
pertenece al Principado de Mdnaco y que cuenta con las Instalaciones adecuadas asi como con el personal
para manejarlo.

11.3 Manejo del equipo RAMAN y LDIR

Durante la estancia de Investigacion fue necesario aprender a conocer el principio, funcionamiento y
herramientas de los equipos con los que se analizaron las muestras de MPs, las técnicas empleadas fueron
las de especroscopia Raman y LDIR, ambas son herramientas importantes para la cuantificacién e
identificacién de los microplasticos. Para lograr ese objetivo se tuvieron sesiones de capacitacién con el
personal que maneja ambos equipos ademas de que me fueron proporcionados los manuales para conocer a
fondo el funcionamiento de ambos equipos, asi como las consideraciones que se deben tener en cuenta para
garantizar la calidad del analisis, y que van desde la calibracidn, ajuste de los parametros de medicidn hasta
la generacién del reporte correspondiente. El uso y manejo de los equipos se llevd a cabo durante toda la
estancia para la identificacidn y cuantificacion de los microplasticos en las muestras de estudio.

11.4 Conteo de particulas de polietileno en el estereoscopio
Con la finalidad de adquirir habilidad en el conteo de las particulas de plastico, se practico repetidas veces el
conteo de esferas de polietileno hasta hacerlo con precisién y rapidez, en un primer momento los ensayos se
realizaron con particulas de 100 um y posteriormente este proceso se repitié con particulas de 35, 50 y 70
pum hasta que se logré la eficiencia deseada, esto fue como parte de la formacién y con el objetivo de practicar
el conteo de particulas e identificacion de los micro plasticos.

11.5 Determinacion del porcentaje de recuperacion de esferas de polietileno

Para determinar el % de recuperacion de las esferas de polietileno en fase acuosa, se colocé un ndmero
conocido en solucidn, en seguida se realizd la separacion por filtracién y se realizaron los conteos en el
estereoscopio para determinar la eficiencia de la recuperacion del polietileno. Este procedimiento tuvo como
propésito el adquirir habilidad y practica en el conteo de microplasticos.
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11.6 Método de digestion de los bivalvos

La especie definida para este estudio pertenece a los bivalvos, que tienen como origen las costas y
supermercados de Mdnaco. Los ensayos en el laboratorio se realizaron probando diferentes condiciones
experimentales y cantidades de reactivos empleados. De acuerdo con los resultados que fueron
obteniéndose, se realizaron multiples cambios experimentales con la finalidad de poder extraer
adecuadamente a los microplasticos, se cambiaron cantidades de tejido de los bivalvos con los que se
realizaron los experimentos, se cambiaron las condiciones de filtrado y tipos de filtro, asi como el tamafio de
poro de estos, el proceso de lavado, el proceso de extraccion, latemperatura, la agitacion, etc., hasta obtener
una metodologia que permitiera extraer adecuadamente a los micropldsticos de la matriz. Este procedimiento
no fue sencillo y tomd tiempo definir las condiciones apropiadas para el proceso de extraccion. En este
proceso se evalud la eficiencia de digestién, porcentaje de recuperacion. Una vez implememtada la
metodologia de extraccion se realizd su validacion.

11.7 Eficiencia de digestion

Para evaluar la eficacia del proceso de digestién, se pesaron los filtros de acero inoxidable antes y después
del procedimiento de filtracién. Al emplear la Ecuacién 1 (Karami et al., 2017), la eficiencia se calculé en
funcién de los pesos registrados antes y después del proceso de digestion de los filtros. Este protocolo se
replicd cinco veces en cada diferente tipo de muestra que se analizd, para garantizar resultados confiables y
validos.

Donde: De es la eficiencia de digestion (%), W;=Peso inicial del material bioldgico, W, = peso en seco del filtro
después del proceso de filtracion y W)= peso en seco del filtro antes del proceso de filtracion.

11.8 Identificacion de los microplasticos

11.8.1 Espectroscopia Raman

En este estudio, se analizaron los micropldsticos en un rango de 0 a 3500 cm™ utilizando un espectrémetro
Alpha 3000 Raman Microscope Oxford®. Para la calibracién del equipo (software Control SIX 6.0) se utilizd un
estandar de silicio con objetivo de apertura 20X, la longitud de onda utilizada fue 532 nm, se realizaron las
correcciones de sefial necesarias para mejorar la calidad del espectro, el Confocal o agujero abierto.
dependiendo del caso hasta alcanzar una intensidad cercana a 5000 considerando: paso = 50 y cuadrado =
1/8. Para el anadlisis de las muestras las condiciones de potencia del laser se fijaron en 10mV; Tiempo de
integracion = 0.5s y Acumulacion =10, el equipo genera una fotografia de la muestra en un tiempo que varia
dependiendo de la cantidad de particulas que se encuentren presentes, posteriormente la imagen es
analizada con el software Witec ParticleScout 6.0 y automaticamente todas las propiedades de la particula se
muestran las particulas por ejemplo area, HQl, Flagged, longitud, etc.
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Posteriormente se compararon los espectros obtenidos con los de la biblioteca creada a partir de patrones
de diferentes tipos de plastico y se consideran aquellos con una coincidencia = 90%.

11.8.2 LDIR

En este estudio, se utilizé el sistema de imagenes quimicas Agilent® 8700LDIR para analizar las muestras. Para
garantizar mediciones consistentes y confiables, las muestras se colocaron cuidadosamente en un soporte
debajo del haz infrarrojo. Las especificaciones del laser incorporado son: potencia maxima: 9,6 mW,
frecuencia de pulso: 500 kHz, duracidon del pulso: 80 ns, longitud de onda: 5-11 um. Divergencia maxima del
haz: medio angulo del 45 grados que llega a un foco en el centro del compartimento de la muestra y diverge
a partir de entonces. El instrumento se calibré utilizando un material de referencia estandar y el rango de
longitud de onda de 975-1800 cm™ vy la resolucién se ajustaron de acuerdo con los requisitos de analisis
especificos. Durante la adquisicién de datos, se empled un método dedicado para lograr la relacién seial-
ruido deseada y garantizar datos de alta calidad. Después de la adquisicién de datos, los datos espectrales
recopilados se procesarony analizaron utilizando un software especializado (Clarity 1.5). El equipo realiza una
comparacion entre la biblioteca y el espectro de la muestra, solo se consideraron los resultados con una
coincidencia mayor al 90%.

12 Resultados
12.1 Muestreo de agua de mar y arena

Para el agua de mar, se obtuvieron diferentes muestras que fueron recolectadas usando un barco para
muestreo del principado de Mdnaco equipado con una bomba especial, en donde se establecieron diferentes
puntos de muestreo y en los que las muestras de agua fueron obtenidas variando el volumen y profundidad
en la toma de las muestras del mar que rodea Madnaco (Fig. 1-a), posteriormente se realizé la separacién e
identificacidn de los plasticos encontrados.

Para la recoleccion de la arena de playa fue complicado porque la principal caracteristica de las playas de
Madnaco es la ausencia de esta, en su lugar se encuentran rocas de diferentes tamafios, pero en su mayoria
de alrededor de entre 1cm a 5 m aproximadamente, esta caracteristica dificultd la tarea obteniéndose
Unicamente pocas muestras en Mdnaco, por lo que se realizé el muestreo también en las playas de Francia
cercanas al principado de Mdnaco (Fig. 1 b-c).
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Fig. 1 a) Playa de Mdnaco, b-c) Imagenes de las rocas que se encuentran en las playas de Mdnaco

12.2 Conteo de particulas de esferas de polietileno

Para determinar el % de recuperacion de las esferas de polietileno en fase acuosa, se colocé un ndmero
conocido en solucidn, en seguida se realizd la separacion por filtracidon y se realizaron los conteos en el
estereoscopio para determinar la eficiencia de la recuperacion del polietileno. En los primeros experimentos
la eficiencia fue <70%, en esta etapa fue necesario analizar en dénde se estaban perdiendo las particulas, asi
tuve que practicar “n” cantidad de veces hasta obtener resultados de recuperacién del 100% (Fig. 2 a-c).
Todos los experimentos fueron realizados con microplasticos de 35, 50 y 70 um.
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Fig. 2 a) Esferas de polietileno después de 18 horas de contacto, b) 1hora de contacto, c) 3 horas de contacto
y se puede observar que el polietileno no presenta ningun dafio después del tiempo de exposicion.

12.3 Método de digestion de los bivalvos

La especie definida para este estudio pertenece a los bivalvos, que tienen como origen las costas y
supermercados de Mdnaco. Los ensayos en el laboratorio se realizaron probando diferentes condiciones
experimentales y cantidades de reactivos empleados. De acuerdo con los resultados que fueron
obteniéndose, se realizaron multiples cambios experimentales con la finalidad de poder extraer
adecuadamente a los microplasticos, se cambiaron cantidades de tejido de los bivalvos con los que se
realizaron los experimentos, se cambiaron las condiciones de filtrado y tipos de filtro, asi como el tamafio de
poro de estos, el proceso de lavado, el proceso de extraccién, la temperatura, la agitacién, etc., hasta
obteneruna metodologia que permitiera extraer adecuadamente a los microplasticos de la matriz. Este
procedimiento no fue sencillo y tomé tiempo definir las condiciones apropiadas para el proceso de extraccion.

Una vez que se realiza la extraccion de los MPs en los mejillones un primer paso fue cuantificarlos a través del
estereoscopio por lo que se realiza en los filtros un procedimiento de tincién con el colorante Rojo para que
puedan ser observados. Parte de los resultados obtenidos se presentan en la Fig 3 donde se observa que
existe la presencia de plasticos en las muestras, aunque en este caso también se observa una fraccién de
materia organica.
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Filtro/RN

Fig 3. Bivalvos: a-c) sin muestra; b) blanco. Muestras analizadas
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Cuando las condiciones del método de extraccidon fueron mejoradas al realizarse algunos cambios de los
reactivos y procedimeinto en el laboratorio se obtuvieron los resultados que se observan en la Fig.4 donde se
nota una clara mejoria con una significativa disminucion de la cantidad de materia organica.

Figura 4. a-e) Algunas de las muestras analizadas con la metodologia modificada

18



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

EDUCACION

Instituto Tecnolégico de Toluca

Finalmente la metodologia de extraccion quedé definida tal como se representa en el diagrama de la Fig 5.

Tejido del mejillon

4

Agente Oxidante

-

Agente X

.4

Surfactante/Buffer

Filtracion Sedimentacién

2

filtracion usando filtros
de oro

4

Anélisis por LDIR and
RAMAN

Fig 5 Método de extraccién de MPs en mejillones

En donde puede observarse que en la primera etapa es necesario utilizar una cantidad conocida de tejido del
mejillén para que en base a esta se adicionen las cantidades de reactivos adecuadas. Para la obtencion del
tejido es necesario sacar el contenido del mejilléon de sus valvas a través de un proceso de diseccién con un
bisturi (Figura 6).
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Tejido blando del mejillon

Tejido fibroso del mejillon

Fig. 6) Diseccién del mejillén donde se observa una parte blanda y la otra rigida o fibrosa

12.4 Eficiencia de digestion

Para evaluar la eficacia del proceso de digestidn, se pesaron los filtros de acero inoxidable antes y después
del procedimiento de filtracion. Al emplear la Ecuacién 1, la eficiencia se calculé en funcion de los pesos
registrados antes y después del proceso de digestion de los filtros. Este protocolo se replicé cinco veces en
cada diferente tipo de muestra que se analizd, para garantizar resultados confiables y validos. Algunos de los
resultados obtenidos de eficiencia del proceso de digestién de la muestra de mejillén se pueden observar en
la Tabla 1 en donde los valores son obtenidos variando las cantidades del agente X durante el proceso.
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igestion
Reactivo Peso del Cantidad Peso del Peso Peso final Eficiencia de
(ng/g) bivalvo del Bivalvo (g) | inicial del del filtro la digestion
No inicial (g) reactivo filtro (g) (g) (%)
(mL)
1 500 2.813 1.5 0.32 0.136 0.137 99.69
2 800 2.175 1.8 0.25 0.137 0.139 99.20
3 1000 1.956 2 0.22 0.137 0.139 99.11
4 1500 1.817 3 0.21 0.138 0.139 99.52

12.5 Proceso de Validacion
12.5.1. Recuperacion

La validacion del proceso de recuperacién es crucial para garantizar la recuperacion y cuantificacidn exitosa
de los micropldsticos. Se realizan experimentos de control utilizando cantidades y tipos conocidos de
particulas de microplastico para determinar la eficacia del método para recuperar los microplasticos
introducidos. En este estudio, se prepararon muestras para cada rango de tamafio de particulas esféricas
fluorescentes de polietileno (Cospheric® Innovations en microtecnologia) con didametros de 32-38 um, 53-65
pm y 106-125 um respectivamente. Para ello se seleccioné el polietileno, un contaminante frecuente en el
medio ambiente. A cada muestra de mejillones se le agregaron x esferas, lo que garantiza una cantidad
conocida de microplasticos para evaluar el proceso de recuperacion. Las muestras enriquecidas se sometieron
a la metodologia de extraccidn propuesta (Fig. 5), que implicéd digestion, filtracion y separacién basada en
densidad. Estos pasos son cruciales para aislar y recuperar particulas micropldasticas de las muestras de
mejillén. Tras el proceso de recuperacion, las particulas microplasticas recogidas se cuantificaron utilizando
un estereoscopio Leica® y una ldmpara UV Nightsea® B - Royal Blue (Ae = 440-460 nm). Luego se comparo la
cantidad medida de microplasticos recuperados con la cantidad inicial agregada. La eficiencia de recuperacion
se calculé dividiendo la cantidad medida de microplasticos recuperados por la cantidad inicial conocida y
expresandola como porcentaje. Los datos de eficiencia de recuperacion se analizaron para evaluar la eficacia
del método de recuperaciéon empleado en el estudio.
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Las Figuras 7 a-c presentan los resultados y revelan que las tasas de recuperacion mas sustanciales se lograron
con las particulas mas pequefias (100%), lo que demuestra una divergencia insignificante en comparacién con
sus contrapartes de mayor didmetro. En todos los escenarios, los porcentajes de recuperacién oscilaron entre
el 96% y el 100%. Estos valores trascienden los documentados en investigaciones alternativas que utilizan
NaCl como medio segregante (Song et al., 2022). Este comportamiento implica que el procedimiento de
extraccion mantiene la integridad de la superficie del PET, produciendo una separaciéon mas eficiente en el
Nal.

32-38
00 00 00 00 00

% Recovery

1 2 3 4 5
Repeat number

53-63

% Recovery

4 5 1 2 3
Repeat number

106-125
700 700 100 00

% Recovery

1 2 3 4 5
Repeat number

Figura 7. Recuperacién de microplasticos esféricos de polietileno fluorescentes aplicando el proceso de
extraccion: a) 32-38 um; b) 53-63 um yc) 106-126 pum.
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12.5.2 Evaluacion de la integridad de los microplasticos: Estabilidad de la coloracion y efectos quimicos.

Evaluar la integridad quimica y el color de los micropldsticos es importante para comprender su composicion
y sus posibles efectos en el medio ambiente. Por lo tanto, para evaluar el efecto del proceso de extraccién
sobre el color de los microplasticos y su estabilidad quimica, en este estudio se seleccionaron esferas de
micropldsticos de diferentes colores y se dividieron en grupos de control y grupos de prueba. Los grupos de
prueba se sometieron al proceso de extraccion, mientras que los grupos de control no recibieron tratamiento
y sirvieron de referencia. Las esferas de colores fueron sometidas al proceso de extraccion mediante el
método descrito en la fig 5. Luego del proceso de extraccidn, se realizé un analisis de color de las muestras
de microplastico utilizando el diagrama de cromaticidad del espacio de color, donde se obtuvieron los valores
como el brillo (L*) y componentes de color (a* y b*). Ademas, las muestras fueron analizadas mediante
espectroscopia Raman.

Por otro lado, para evaluar la estabilidad quimica de los microplasticos, se prepararon muestras utilizando
algunos gramos de mejillén agregando particulas plasticas de referencia: polietileno de baja densidad (LDPE),
polipropileno (PP) y naylon poliamida de Goodfellow® Cambridge, Inglaterra. Las particulas de plastico,
inicialmente de un tamafio de 2 a 3 mm, se redujeron a particulas de entre 30 y 150 um, elegidas por su
prevalencia en la naturaleza. Posteriormente, las muestras de plastico digeridas se analizaron mediante
espectroscopia Raman para identificar posibles cambios en la composicidn quimica de los microplasticos tras
el proceso de extraccién. Una vez validada y optimizada la metodologia, se aplicd a mejillones comerciales
del océano Atlantico con laintencién de determinar la concentracion de micropldsticos por gramo de musculo
de mejillén y estimar la cantidad que se puede ingerir en un plato de 250g.

En la Figura 8a-b se muestran las esferas sometidas al proceso de digestién, donde se puede observar que su
color se mantuvo sin cambios. Asi lo demuestra el analisis de coordenadas cromadticas y valores de
luminosidad: azul profundo (a* = +70, b* = -70, L* = 17), rojo vibrante (a* = +87, b* = +87, L * = 70), verde
lima (a* =-60, b* = +60, L* = 58), violeta radiante (a* = +58, b* = -58, L* = 32), amarillo 6xido ( a* = -63, b* =
+63, L* =74), blanco y negro; todos conservaron sus tonos originales, lo que indica que el proceso de digestion
no afecta el color de los micropldsticos. Este resultado estd respaldado por los espectros Raman (no
presentados aqui), donde se puede observar que los espectros de los microplasticos se superponen con los
de la base de datos, sin alteraciones en las intensidades o posiciones de los picos. Esto sugiere que el proceso
de extraccidon no promueve la degradacién o modificacién quimica mediante la despolimerizacién, como se
ha observado en algunos estudios no enzimaticos (Karami et al., 2017).
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Fig 8 Efecto del proceso de digestion en la estabilidad del color.
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12.6. Deteccion y cuantificacion de microplasticos en mejillones

Los filtros que contenian micropldsticos, junto con los blancos de control y de referencia, se analizaron
mediante espectroscopia LDIR y Raman. Los blancos de control exhibieron un ndmero limitado de fibras
dentro del drea de trabajo. LDIR identificd nueve tipos diferentes de polimeros: polietileno (PE), etileno-
acetato de vinilo (EVA), tereftalato de polietileno (PET), polimetacrilato de metilo (PMMA), polipropileno (PP),
politetrafluoroetileno (PTFE), poliuretano (PU), polivinilo. cloruro (PVC) y polisulfuro de fenilo (PPS) (Figura
9).
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Fig. 9 Espectros LDIR de algunos de los microplasticos identificados en las muestras de mejillén.
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Por el contrario, mediante espectroscopia Raman, sélo se encontré un nimero limitado de particulas de MMA
(Fig 10).
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Fig 10. Espectro del PMMA identificado en las muestras de mejillén

La prevalencia de microplasticos en las muestras reveld una variabilidad significativa, dependiendo de los
criterios utilizados para evaluar la calidad del espectro y las comparaciones de bases de datos. A medida que
aumenté el rigor de los criterios, el nUmero de particulas consideradas en el estudio disminuyé notablemente.
Esta tendencia se ilustra claramente en las Figuras 11a-c: con un umbral de calidad >0,9, el recuento de
particulas por gramo de tejido de mejilldn se situd en 5; este recuento aumentd a 35 particulas/g con un
umbral de 20,85 y aumentd alin mas hasta 255 particulas/g con un umbral de >0,75. La ausencia de un criterio
estandarizado ha dado lugar a inconsistencias sustanciales en los hallazgos informados en la literatura
existente. Mientras que Hansen et al. (2023) abogan por un valor Q de 0,9 para mitigar los falsos positivos,
otros estudios han adoptado umbrales mas bajos (Ourgaud et al., 2022; Tian et al., 2021). Para abordar esta
variabilidad, el presente estudio emplea tres niveles de confidencialidad: bajo (Q=0,75), medio (Q=0,85)y alto
(Q=0,90), segun lo especificado por el proveedor del equipo (Agilent®). La Figura 10 describe la prevalencia
de microplasticos bajo diferentes umbrales de calidad (Q). Con Q=0,75, la jerarquia de prevalencia es la
siguiente: PE (84%) > PET (4%) > PTFE (3,8%) > PMMA (3,6%) > PP (2,70%) > EVA (1,2) > PU (0,3). %) > PVC
(0,2%) = PPS (0,21%). En particular, PE, PET, PETFE, PMMA y PP exhiben los porcentajes de prevalencia mas
altos y se han asociado con aditivos identificables (Fries et al., 2013; Ivleva, 2021). Cuando Q20,85, la
distribucién cambia a PE (82,24%) > PP (12,3%) > PET (2,8%) > PTFE (2,5%) > PVC (0,30%), con EVA, PMMA,
PU y PPS cada vez menos. prominente. En este contexto, los micropldsticos mas abundantes son PE, PP y PET.
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Con Q>90%, el PP (58,3%) emerge como el polimero predominante, seguido del PE (33,3%) y el PET (8,3%) (

255 items/g

Q2>0.85

03% 2.5% 5 gos
|

35 items/g

[ PET
o PP

333%

583%

5 items/g

Fig. 11 Identificacién de microplasticos en las muestras de mejilldn a diferentes valores de Q.
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Es evidente que, dentro de los parametros de confidencialidad medios y altos, PE, PP y PET constituyen los
constituyentes primarios en términos de abundancia (22+0,68 MPs mejillén-1; 540,27 items g™). Estos mismos
polimeros se han detectado constantemente en ambientes marinos y especimenes de mejillones del Atlantico
(Shidhar et al., 2022; Lusher et al., 2017; Erni-Cassola et al., 2019; Bajt, 2021).

La prevalencia de estos micropldsticos esta estrechamente relacionada con su exposicion a organismos
marinos, particularmente en la columna de agua. Las diferencias de densidad desempefian un papel crucial:
los microplasticos mas densos que el agua salada tienden a hundirse, mientras que aquellos con densidades
mas bajas permanecen flotando. Sin embargo, el envejecimiento y la despolimerizacidén pueden afectar este
comportamiento, aumentando potencialmente la accesibilidad de los microplasticos a los organismos
marinos (De la Fuente et al., 2021; Erni-Cassola et al., 2019; Lenaker et al., 2019).

Como consecuencia del envejecimiento y las alteraciones de la superficie, pueden surgir discrepancias entre
los espectros de la base de datos y los obtenidos de micropldsticos procedentes de organismos marinos
cuando se someten a espectroscopia LDIR o Raman, influenciadas por las condiciones y la duracién de la
exposicidn. En consecuencia, estas variaciones pueden conducir a valores de calidad (Q) disminuidos. Por lo
tanto, se recomienda una seleccién juiciosa de espectros con un criterio moderadamente especifico para una
cuantificacion precisa. Si bien un indice de correlacién 20,9 es adecuado para el anadlisis de micropldsticos
pristinos, se podria considerar un umbral mas adaptable para los microplasticos del mundo real. Sin embargo,
se debe tener precaucion para evitar asignaciones erréneas en casos de valores excesivamente bajos (Dong
et al,, 2022).

12.7 Tamaiio y caracteristicas de los microplasticos

Segun los resultados de solidez y circularidad proporcionados por LDIR, las particulas se pueden clasificar en
granulos, no granulos y peliculas o fibras. Considerando los criterios publicados previamente por Jia et al.
(2022), se establece que si la circularidad es 2 0,6, la particula microplastica puede considerarse un pellet,
mientras que valores por debajo de eso indican particulas no pellet. Ademas, cuando los valores de solidez
son < 0,3, los microplasticos pueden considerarse fibras, y cuando > 0,3, se clasifican como peliculas. En este
estudio se observé que el numero de fibras encontradas es limitado, mientras que aproximadamente el 69%
de las particulas se identifican como peliculas no pellets y el 31% se clasifican como peliculas pellets. Los
micropldsticos encontrados se encuentran en forma de pequeiios fragmentos, algunos ejemplos de los cuales
se muestran en la Figura 9, que ilustra diversas morfologias.
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El tamafio de los micropldsticos extraidos se encuentra dentro del rango de 20 a 100 um (Figura 12), siendo
el tamano de particula mas predominante <60 um. Entre ellos, el PU (24, 182 um) presenta el rango de
didmetro mas amplio, seguido del PET (20-96 um), PP (20-82 um), PE (20-79 um), EVA (20-72 um), PTFE (69-
75 pum), PVC (25-52 um) y PPS (25-34 um), segun los resultados obtenidos.
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Fig. 12 Relacién entre el didmetro y la abundancia de microplasticos.

Estos datos ponen de relieve que la mayoria de las particulas son muy pequefias, y sélo unas pocas superan
los valores de 100 um. De acuerdo con Eo et al. (2018), los microplasticos mas abundantes en el medio marino
suelen estar dentro del rango de 1 a 5 mm, lo que coincide con los hallazgos de este estudio. Sin embargo,
pueden ocurrir variaciones segun la especie de mejillén investigada (Li et al., 2021).
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12.8 Estimacion del nimero de microplasticos por gramo de mejillon y posible riesgo a la salud humana

Siguiendo nuestra metodologia, el calculo del volumen de las particulas se multiplicé por su correspondiente
densidad para obtener la masa de cada particula. Sumando las masas individuales se calculé la masa total.
Segun los resultados obtenidos en este estudio, cuando Q > 0,75, la masa total es de 7 ug de microplasticos
por gramo de mejillén. De manera similar, para Q = 0,85, la masa calculada es 2 pg, y para Q 2 0,90, la masa
estimada es 1 ug por g de mejillén. Estos resultados proporcionan evidencia de la vulnerabilidad de los
mejillones a la ingestidn de microplasticos. La abundancia de micropldsticos registrada en este estudio excede
significativamente las cantidades reportadas previamente por varios autores utilizando diferentes métodos
de extraccién (ver Tabla 2). Segun la EFSA, una porcion de 225 g de mejillones podria contener hasta 7 ug de
microplasticos (EFSA, 2016; Gallo et al., 2018). Sin embargo, segln nuestros propios resultados, una porcion
de 250 mg de mejillones con Q = 0,75 podria contener hasta 65025 particulas microplasticas con una masa
total de 1.890 pg. Considerando Q 2 0,85, este nimero disminuiria a 870 particulas, con una masa de 552 pg,
y para Q 20,90, 750 particulas con una masa total de 250 pg de micropldsticos. Estas estimaciones difieren
considerablemente de las informadas en otros estudios (ver Tabla 2). Estos resultados no solo resaltan la
notable capacidad de los mejillones para filtrar eficientemente el ambiente acuatico que habitan (Gongalves
et al,, 2019; Li et al., 2021; Ward et al., 2019), sino que también sefalan un problema potencial en términos
de seguridad alimentaria y un riesgo para la salud humana. Esto se debe a que los microplasticos pueden
acumular contaminantes en sus superficies (Sauda et al., 2023; Habumugisha et al., 2023; Rios-Fuster et al.,
2022; Prist et al., 2020). El recuento de particulas observado en nuestro estudio podria estar relacionado con
la proximidad de fuentes de muestreo en el Océano Atlantico, relacidn que podria atribuirse a la presencia
sustancial de particulas de plastico derivadas de la mancha de basura del Atlantico (Lebreton, 2022).
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Tabla 2. Microplasticos identificados en diferentes tipos de mejillones, incluidos los resultados del estudio

. - Abundance Microplastic Particle size
No| Sample Species and Origins (items/g) Items/mussel identified range (um) Reference
Mytilus galloprovincialis
1 Qingdao, China 1.6-2.6 0.8-2.1 PVC, Rayon 7-5000 (Ding et al., 2021)
Perna perna 4
2 Brazil 16.10 + 14.20 —  |cellulose, PMMA|  1-5000 (Vasques Ribeiro, etal.
2023)
Cellulose, PET,
Mytilus spp. EVA, PP, SBR, .
3 97%2. S5 t2. - .
Norway 0.97+2.61 1.5+2.3 PAN, SAN, PCV, 70-38700 (Lise et al., 2018)
PE
M. modiolus, 0.086+0.031| 3.0+0.9
4 Mytilus spp PET, Poly (ether Catarino et al., 2018
urethane)
UK 3.5+1.29 3.2+£0.52 0.2-2000
Mytilus galloprovincialis rayon, PET, PS, .
5 . . < .
Viscaya, Spain 0.26 1.62 PE, and PDAP 10 Masia et a., 2022
PE, PES,
Mytilus galloprovincialis synthetic
6 North-West 8.17+ 10 18.6 + 23.0 | cellulose, PVDF, Expdsito et al., 2022
Mediterranean PP, PAN, PA,PC,| 0.02-1000
PU, PS
1.06-1.33 PE>PP, PET, and
Mytilus galloprovincialis fragments equal amounts
7 .62-0. - i .
Northern Adriatic Sea 0 6.2 0.63 of PS, PLY, and 20-40 Gomiero etal., 2013
fibers
PVC
8 . . PP, PE, polyester
Mytilus edulis 30- 200
+ —_—
French Atlantic coast 0.23+0.09 ABS Ngoc Phuong et al., 2018
Mytilus galloprovincialis PP, PE, PU, PS, .
9 .
Montenegrin Adriatic coast ABS, PTFE. De Simone et al, 2021
Viscosa, rayon
Mytilus galloprovincialis PP, PE, PS, PVC,
+ —_— -
10 Marseille Bay 4+2 PET 100-200 Ourgaud et al., 2022
Mytilus galloprovincialis
11 Greek waters --- 1.9%0.2 PE, PP, PTFE 100-500 Digka et al, 2018
(Mediterranean Sea)
M. galloprovincialis PE, PP, PET,
12 - gatioproving 5£0.27 22:0.68 | PTFE,PVC, 20-186 This work
Northern Atlantic Sea PMMA
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13 Conclusiones del estudio

Como resultado se esta investigacidn, se implementd una nueva metodologia para la extraccién de particulas
microplasticas en mejillones (Mytilus galloprovincialis). Este enfoque se ve reforzado por etapas de validacién
destinadas a mostrar la viabilidad de cuantificar la posible ingestidn de microplasticos a través del consumo
de mejillones. Es destacable la eficacia de la digestidn en la eliminacidon de materia orgdnica, consiguiendo
una eficiencia superando el 99%. La concentracidn y composicion de los micropldsticos se evaluaron mediante
LDIR y espectroscopia Raman, revelando que la calidad (Q) de los espectros en las muestras influye
significativamente en el calculo de los microplasticos presentes y, en consecuencia, en la evaluacién de los
riesgos asociados en los mejillones. Adoptando una postura cautelosa con Q 20,90, se estima que una porcion
de 250 g de mejillones del Atlantico norte alberga 750 particulas con una masa estimada de 250 pg de
microplasticos. Este valor refleja fielmente los hallazgos de Expdsito et al. (2022), quienes examinaron
muestras provenientes de lugares similares a las de este estudio. Sobre la base de estos resultados, es de
suma importancia promover medidas que limiten el uso de plasticos desechables, se adopten practicas
sostenibles para mitigar la contaminacion ocednica, para salvaguardar asi tanto el bienestar de las especies
marinas como la del ser humano. Es pertinente contemplar incorporar informacién sobre las cantidades de
microplasticos en las etiquetas de los productos marinos. Ademas, se recomienda a las autoridades que
aceleren la implementacion de regulaciones que establezcan los limites maximos de microplasticos en los
productos del mar, especialmente los mejillones, considerando que su consumo es generalizado,
especialmente entre la poblacion europea. Estas iniciativas contribuiran a mantener la seguridad alimentaria
y produciran ventajas sustanciales para la salud humana.

Adicionalmente a los logros alcanzados cabe sefialar que durante esta estancia continue con la atencién a mis
estudiantes de Doctorado y de servicio social, obteniendo el grado uno de los alumnos de Doctorado. En
conjunto con el estudiante estructuramos un proyecto de investigacion que fue sometido a CONACYT para
que el egresado continuara con una estancia posdoctoral en el ITTOL para retomar y continuar con el estudio
de microplasticos en las Instalaciones del ITTOL bajo mi direccidn, el proyecto fue aceptado por CONACYT.
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14 Competencias desarrolladas

Las competencias desarrolladas fueron varias, una de ellas fue primero practicar dos idiomas el francés e
inglés, relacionarme con gente de diferentes nacionalidades y ser parte de los equipos de trabajo, todos
bastante profesionales propositivos y muy comprometidos con el trabajo. Adquiri las competencias y
habilidades necesarias en el laboratorio para realizar de forma eficiente la extraccidon de micropldsticos en
matrices marinas enfocdandome en los mejillones de dos especies. El manejo de los equipos LDIR y Raman
fue otra de las competencias adquiridas, asi como el aprender a interpretar adecuadamente los resultados
gue proporciona cada equipo. Una de las competencias aplicadas fue la redaccidn de articulos cientificos
y manejo de la informacién cientifica.
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16 Productividad

Como resultado de esta investigacidn se envid un articulo cientifico para su posible publicacién a la
revista Journal of Hazardous Materials y actualmente se esta trabajando en el segundo articulo
cientifico.

Se envid ademas un trabajo para participar en el International Symposium on Food Safety and Control
a realizarse en Viena para el 2024.

Debido a la cantidad de resultados y al interés del grupo de trabajo en el laboratorio de Mdnaco, fue
necesario ampliar mi estancia hasta el mes de Octubre con la finalidad de concluir con todos los
pendientes y terminar el segundo articulo cientifico.

Durante mi estancia, también atendi y di seguimiento por TEAMS a los estudiantes de tesis, un
alumno de doctorado obtuvo el grado el viernes 24 de febrero de 2023.

Algunos estudiantes de Ingenieria Quimica también mostraron interés en la investigacion y se
encuentran trabajando en temas a fines para continuar algunos de ellos con la Residencia.

Como resultado del trabajo en conjunto a distancia el alumno Edgar Odilon recién graduado del
programa de doctorado participd en la convocatoria de CONACYT para solicitar una beca de estancia
posdoctoral, con el tema de presencia de microplasticos en alimentos que desarrollara bajo mi
direccidn y que contard con la colaboracién del equipo de trabajo del laboratorio del IAEA en Monaco.
Durante el periodo de estancia también di seguimiento al tramite para que se pueda sacar de estado
de abandono un cromatdgrafo de gases que fue donado por el IAEA a través de un proyecto de
investigacion a mi cargo, consiguiendo que SENER junto con la CNSNS a través del apoyo de los
directivos apoyen al ITTOL con los tramites.
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17 ANEXOS

1.Envio de un articulo cientifico para su posible publicacion a la Revista Journal of Hazardous
Materials

Journal of Hazardous Materials

Assessment of microplastic characteristics in edible mussels (Mytilus galloprovincialis)
using LDIR and RAMAN spectroscopy

--Manuscript Draft--

Manuscript Number:
Article Type: Research Paper
Keywords: Mussels, Microplastics, Corolase, RAMAN, LDIR.
Corresponding Author: G. Garcia-Rosales
Technological Institute of Toluca
Mexico, Mexico MEXICO
First Author: G. Garcia-Rosales
Order of Authors: G. Garcia-Rosales
C.M Hernandez-Alonso
F Oberhaensli
Abstract The potential presence of microplastics in shellfish raises significant human health

concerns. In this study, we developed and validated an optimized protocol using
H202-Corolase-SDS to efficiently digest tissue from commercial mussels (Mytilus
galloprovincialis) to address this pressing issue. Our comprehensive assessment
focused on three key parameters: percentage recovery, repeatability, and chemical
integrity and color stability. For accurate and reliable analysis of commercial samples
to identify microplastics, we employed LDIR (Low Density Infrared Spectroscopy) and
Raman Spectroscopy. Our digestion process demonstrated exceptional efficiency,
achieving a remarkable organic matter removal rate of over 99%. We successfully
identified a total of nine types of microplastics, with polyethylene (PE), polyethylene
terephthalate (PET), and polypropylene (PP) as the most prevalent (22+0.68 MPs
mussel-1; 520.27 items g-1). Most of the microplastic particles had diameters ranging
from 20-60 pm and were predominantly characterized as films, with some appearing as
fragments. These findings underscore the importance of monitoring and understanding
microplastic contamination in shellfish for safeguarding human health and the
environment.
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