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1. Introduccién

El plastico es un recurso que utilizamos todos los dias el cual juega un papel muy importante
en nuestra sociedad (PlascticsEurope, 2020). El plastico es principalmente utilizado para el
embalaje (39,6%), la construccion (20,4%) y la industria del automavil (9,6%) (Alvarez-Risco
etal., 2021). De acuerdo con PlascticsEurope (2020), la produccion mundial de pléstico alcanzd
en el afio 2019 un total de 370 millones de toneladas. Sin embargo, aunque estos conjuntos de
cadenas de polimeros de la industria petroquimica fueron en su tiempo muy revolucionarios,
son también responsables de una parte importante de la contaminacion marina (Andrady, 2017).
De hecho, se estima que cada afio hay entre 4.8 y 12.7 millones de toneladas de plastico
derramado en el mar (EMF, 2017; Geyer et al., 2017; Jambeck et al., 2015).

Entre todos estos desechos podemos encontrar los micropléasticos (MPs) que son los plasticos
de un tamafio inferior a 5 milimetros (Andrady, 2017; Winton et al., 2020). Estas pequefias
piezas de plastico pueden liberar aditivos en el medio (Fauvelle et al., 2021), pero también
adsorber un conjunto de diferentes contaminantes toxicos haciéndolos mas nocivos (Nobre et
al., 2015). En efecto, esos ultimos pueden, por ejemplo, causar el mal funcionamiento de
procesos fundamentales en organismos marinos como su desarrollo, reproduccion,
supervivencia o alimentacion (Bhattacharya et al., 2010; Cole et al., 2014; Devriese et al., 2015;
Meeker et al., 2009; Nanthini devi et al., 2022; Ory et al., 2018). Ademas, uno de los grandes
problemas es que los MPs pueden, por su pequefio tamafo, entrar facilmente en las redes
tréficas desde los eslabones mas bajos de la cadena (Taha et al., 2021; Worm et al., 2017). En
efecto, algunos estudios han demostrado la presencia de MPs en diferentes tipos de zooplancton
(Botterell et al., 2022; Sun et al., 2018; Taha et al., 2021). Por lo tanto, los cientificos se
interesan cada vez mas por las posibles consecuencias de la ingestion de MPs por parte de los
organismos marinos (Figura 1 Anexo), su relacion con las especies que ingerimos, y finalmente
coémo podria afectar a nuestra salud (Do et al., 2022; Rojas-Jimenez et al., 2022; Valencia-
Castafieda et al., 2022; Vital et al., 2021). Y esto implica que algunos investigadores estan
interesados en estudiar el impacto de estos microplasticos ingeridos indirectamente en la salud
humana (Barboza et al., 2020; Bhuyan, 2022; Smith et al., 2018).

La cuantificacion de la contaminacion por MPs se ha estudiado en una gran variedad de
organismos acuaticos como el arenque Opisthonema sp. (Bermidez-Guzman et al., 2020), el
tiburén Galeus melastomus (Alomar & Deudero, 2017) o los corales escleractinicos (Tang et
al., 2021) y muchos otros. Hay también estudios en organismos sésiles filtradores como los

mejillones (Nalbone et al., 2021) y las ostras (Do et al., 2022; Hammadi et al., 2022; Lee et al.,



2022; Wootton et al., 2022), los cuales pueden encontrarse de manera abundante en muchos
lugares del mundo (Pousse et al., 2017). Ademés, estos organismos pueden estar
particularmente expuesto a los MPs biodisponibles en su entorno y acumular grandes cantidades
en sus tejidos, lo que los convierten en buenos bioindicadores de contaminacion (Lee et al.,
2022; Wootton et al., 2022). La ostra es también una fuente de alimentacion apreciada por los
humanos (Wootton et al., 2022), incluido en Costa Rica donde la contaminacién por plastico
alcanza umbrales bastante importantes causa de una mala gestion de los desechos (Nufiez
Chacon, 2019). Sin embargo, existen pocos datos sobre la cuantificacion en MPs en lugares
donde la contaminacion por plastico es importante, como es el caso de Ameérica Latina (ONU,
2018; Sdez & Urdaneta, 2014). No obstante, recientemente se realizé un estudio en el Golfo de
Nicoya en la costa pacifica de Costa Rica, que permitié cuantificar los MPs en diferentes
especies de moluscos: Asthenometis asthenodon, Leukoma aspérrima, Leukoma ecuadoriana,
Mytella strigata, Mytella guyanensis y Tagelus affinis (Rojas-Jimenez et al., 2022). Por lo tanto,
realizar un estudio con las ostras podria permitir una comparacién de concentracion entre estos
moluscos y las ostras en Costa Rica, y también comparar la presencia de MPs con otros estudios
que se han realizado en ostras en diferentes lugares del mundo. Asi, el objetivo de este estudio
es determinar el grado de contaminacién por microplasticos en las ostras del Golfo de Nicoya,
Costa Rica para compararlo con la literatura disponible al nivel local con otros moluscos y a
nivel internacional con ostras. Por lo tanto, se plantea la hipdtesis que la concentracion de MPs
en las ostras del Golfo de Nicoya va a ser similar con la de los otros moluscos del golfo porque
se encuentran en el mismo entorno, pero va a tener pocas diferencias por culpa de los diferentes
metabolismos. Ademas, podemos pensar que las concentraciones en las ostras del golfo van a
ser diferente de las ostras de otros lugares del mundo por culpa de la morfologia del territorio

y quizas también por la tasa de polucién en las aguas que es diferente.



2. Materiales y métodos
2.1.Busqueda bibliografica

Se realizé una busqueda bibliogréafica con “Scopus™ para crear una base de datos que recogiera
las publicaciones que habian medido las concentraciones de MPs en ostras. Se utilizaron las
palabras clave "microplastic” AND "oyster” OR "bivalve” OR "mollusc™ OR "shellfish",
identificando asi un total de 596 publicaciones relevantes. Para seleccionar los estudios
relevantes, nos basamos en el trabajo de Wootton et al. (2022), quienes crearon diferentes
criterios de seleccion. De hecho, los métodos utilizados en la literatura difieren en muchos
puntos, por lo que es importante seleccionar datos que se hayan obtenido con métodos similares
para que sean comparables. Por lo tanto, hemos compilado una base de datos de 30 estudios

utilizando los siguientes criterios (Tab.1).

Tabla 1: Criterios para la seleccién de los estudios

N° Criterios utilisados

1 Utilizacién de ostra como objeto de estudio

2 Un tamafio de muestra de 10 o mas individuos

3 Una etapa de digestién quimica para disolver la materia organica

4 Uso de tamices pequefios (<50 um) para filtrar el material y un microscopio para la identificacion inicial de los

microplasticos

5 Uso de la garantia de calidad y de los controles de calidad

6 Informar de la carga de plastico en una unidad comparable (microplasticos/gramo de peso himedo, valor
medio de todas las muestras recogidas

2.2.Estrategia de muestreo

Entre noviembre de 2022 y diciembre de 2022 se o

llevaran a cabo una compra en un cultivo de un

105N T---

ostricultor del golfo de Nicoya (n = 24) (Fig.1). Tras

Costa Rica

la compra, las ostras se enviaran al Centro de 2.
Investigacion en Ciencias del Mar y Limnologia
(CIMAR) de la Universidad de Costa Rica en San

José, a una temperatura de 5-6°C en metal o e e R x\
(alternativas al plastico para no introducir un sesgo oW meW  mow wiw  wow s
en el experimento). Figure 1: Carta del lugar de estudio, el Golfo

de Nicoya, Costa Rica.



2.3.Manipulacion en el laboratorio

Para comparar correctamente los datos con los obtenidos de las seis especies de moluscos del
Golfo de Nicoya en el estudio de Rojas-Jimenez et al. (2022), realizaremos el mismo proceso
de manipulaciones de laboratorio. También haremos una modificacion que es la adicion de un
control de calidad para cumplir con todos los criterios establecidos para la seleccion de estudios

en nuestra busqueda bibliografica.
2.4.Las ostras

Las ostras se abriran para extraer los tejidos blandos, que se enjuagaran con agua destilada para
eliminar la materia organica externa (MO). A continuacién, estos tejidos se disolveran en
hidréxido de potasio (KOH) al 10% (48 horas de incubacion). La mezcla resultante se filtrara a
través de un filtro de microfibra de vidrio "Whatman® GF/C" de 47 mm utilizando una bomba
de vacio. Posteriormente, los filtros se colocaran en placas de Petri. Por fin, se entrarian en un

horno a 30 °C durante 24 horas para secar los filtros.
2.5.Los microplasticos

Como lo hicieron Rojas-Jimenez et al. (2022), los filtros se examinaran bajo una lupa binocular
(DM-143-FBGG, Motic) con un aumento de 10x-40x para identificar los MPs (tamafio entre
0,1-5 mm). Contaremos Yy distinguiremos fibras, peliculas y fragmentos y registraremos los
colores. Después, se separardn y caracterizardn mediante un Micro-FTIR Perkin Frontier
(resolucion 2 cm- 1, apertura en el rango de 40 um x 150 pm a 128 pm x 12 pm, rango espectral
3900-900 cm- 1). A continuacion, se recuperan co-scans para cada MP con un software que se
Ilama Omnic™ Picta™. Y con el software Perkin Elmer Spectrum Image y se compararan con

bibliotecas de espectros existentes para identificar el tipo de plastico.
2.6.Control de calidad

Para reducir el riesgo de contaminacién por MPs de nuestras muestras procedentes del medio
ambiente, se seguiran procedimientos estrictos, como los indicados en el trabajo de Wootton et
al. (2022). Los bancos de trabajo y las campanas de humos se limpiaran con agua ultrapura y
papel de fibra. Las distintas herramientas se enjuagaran tres veces en agua ultrapura y las
manipulaciones se llevaran a cabo bajo campanas de flujo laminar. Cuando las muestras estén
potencialmente expuestas, deben cubrirse con papel de aluminio. Para hacer las manipulaciones
las personas deberian llevar batas de laboratorio de algoddn-poliéster de colores visibles para

identificar y eliminar las posibles fibras que podria incorporar las muestras durante el analisis.



Para cada paso se realizard un control con contenedores abiertos (con o sin agua ultrapura) se
colocaréan en las mismas condiciones y se someteran a los mismos pasos que nuestras muestras
de ostras para ver si hay o no contaminacion externa con microplasticos en relacion con el
entorno de trabajo y asi cuantificarla para deducirla de las muestras de ostras. Se tamizaran en
cada sesion y se analizaran con una lupa binocular para detectar y cuantificar potencialmente
la contaminacion por microplastico. El trabajo se llevara a cabo lo mas rapidamente posible en

una sala cerrada con presion positiva.
2.7.Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se procesaran y analizaran estadisticamente con el programa informatico
Rstudio versién 4.2.2 (RStudio Team, 2022) y las figuras se realizaran con el paquete ggplot2
(Wickham H, 2016). Para comprobar las diferencias estadisticas utilizaremos la prueba
ANOVA o su prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis en caso de que no se respeten las
condiciones de aplicacidn, asi como la prueba de Student o su equivalente no paramétrico

(prueba de Wilcoxon).

3. Cronograma

2022 2023
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4. Presupuesto
ACTIVIDADES Y NinmGrT COSTO COSTO PERSONAL FINANCIAMENTO
MATERIALES (UsD) (UsD) COSTO (USD) | INSTITUCION
Carro x1 220 - -
Comida x4 50 50 -
Cajas de metal x1 20 20 120
Ostras 24 20 20
L Agua destilada 2,5L 6 - 6 UCR
; Agua ultrapura 25[L 25 - 25 UCR
o Aluminio x1 3 3 3
: Hidréxido potasico 1L 63 - 63 UCR
T Toallitas sin pelusa 1 10 - 10 UCR
:‘ Whatman® GF/C 47 mm x100 100 - 100 UCR
1 DM-143-FBGG, Motic 1 1650 - adquirido UCR
O Micro-FTIR Frontier Perkin x1 not found - adquirido UCR
Total (USD) 2167 93 207
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Figura 1: Evolucion de los articulos en el tiempo sobre el tema de las ostras y de la ingestion
de microplasticos
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