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RESUMEN

AGUIRRE-SANCHEZ, A., MONTERO, P. & Purca, S. (2025). Protocolo replicable: muestreo y digestién de la materia
orgdnicaen el cangrejo de manglar (Ucides occidentalis) y en la concha negra (Anadara tuberculosa) para el monitoreo
de la contaminacion por micropldsticos en la Region Tumbes, Peri. Inf Inst Mar Perii, 52(1), 5-18.- Los ecosistemas
de manglar almacenan gran cantidad de desechos plasticos en sus estructuras y sedimento, afectando
negativamente a las especies de invertebrados que habitan en él. Se han aplicado distintas metodologias
para la evaluacién de microplasticos en invertebrados marinos; sin embargo, es necesario estandarizar un
protocolo para la evaluacién de microplasticos en los invertebrados de los manglares peruanos. Por ende, se
elaboré un protocolo metodologico replicable del muestreo y digestion de la materia organica en el cangrejo
de manglar Ucides occidentalis y en la concha negra Anadara tuberculosa, para el monitoreo de la contaminacion
por microplasticos en invertebrados comerciales de la Region de Tumbes, Perts; el cual se detalla en el presente
documento.

PaLaBRrAS cLAve: protocolo, microplasticos, invertebrados, especies comerciales

ABSTRACT

AGUIRRE-SANCHEZ, A., MoNTERO, P. & Purca, S. (2025). Replicable protocol: sampling and digestion of organic
matter in Ucides occidentalis and Anadara tuberculosa was developed for monitoring microplastics pollution
in commercial invertebrates in the Tumbes Region, Peru. Inf Inst Mar Peru, 52(1), 5-18.- Mangrove ecosystems
store a large amount of plastic waste in their structures and sediment, negatively affecting the invertebrate
species that inhabit it. Different methodologies have been evaluated for the evaluation of microplastics in
marine invertebrates; however, it is necessary to standardize a protocol for the evaluation of microplastics
in invertebrates in Peruvian mangroves. Therefore, in this document, a replicable methodological protocol
for the sampling and digestion of organic matter in the mangrove crab Ucides occidentalis and the black ark
Anadara tuberculosa was developed for monitoring microplastics contamination in commercial invertebrates
in the Tumbes region, Peru.

KEeyworbps: protocol, microplastics, invertebrates, and commercial species

INTRODUCCION 1. INTRODUCTION

Los microplasticos son polimeros organicos con
distintas composiciones quimicas, densidades,
formas y tamanos (de 1 pm a 5 mm) (CRAWFORD &
QuinN, 2017). Pueden ser derivados de la degra-
dacidn hidrolitica, foto-degradacién, degradacion
termo-oxidativa y biodegradacion (microplasticos
secundarios) (ZEeNAT ef al., 2021) o ser fabricados
de ese tamafio en especifico (microplasticos pri-

Microplastics are organic polymers with different
chemical compositions, densities, shapes, and
sizes (range 1um-5 mm) (CRAWFORD & QUINN,
2017). They can be derived from hydrolytic
degradation,  photo-degradation, = thermo-
oxidative degradation, and biodegradation
(secondary microplastics) (ZEENAT et al., 2021) or
be manufactured in that specific size (primary
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marios) (LEHTINIEMI et al., 2018). Estos componen-
tes tienen aditivos que son agregados intencional-
mente durante su produccion para mantener y
mejorar sus propiedades (Do et al., 2022); aunque
suelen filtrarse al medio circundante debido a que
los aditivos plasticos no estan unidos covalente-
mente a la matriz (Do et al., 2022; KwaN & TAKADA,
2016). Sus caracteristicas permiten ser transporta-
dos por el viento al medio acudtico y/o terrestre,
favoreciendo su presencia y persistencia en todos
los ecosistemas del mundo, en especial en los eco-
sistemas de manglar (Akpocan & Guven, 2019;
VERLA et al., 2019; ZHANG et al., 2020).

El manglar es un ecosistema intermareal que se
encuentra en las costas subtropicales y tropicales,
considerados “Carbono Azul” por su eficacia en
la captura de didxido de carbono atmosférico para
produccion de biomasa y su almacenamiento en el
sedimento (ALpANA-GUTIERREZ ef al., 2021; JouN et
al., 2022; Sasmrto et al., 2019). Asimismo, son con-
siderados un filtro biologico natural para los de-
sechos plasticos provenientes de fuentes marinas,
terrestres y atmosféricas (Wang et al., 2023). Sus
estructuras actian como trampas para los plasti-
cos, que a través del tiempo son degradados hasta
convertirse en micropldsticos; afectando negativa-
mente al ambiente marino, especialmente a las es-
pecies de invertebrados asociadas a las raices del
mangle (GARCES-ORDOREZ et al., 2020).

Los manglares también hospedan fauna de gran
importancia ecoldgica, social y economica (WangG
et al., 2023). En Tumbes, entre los principales re-
cursos hidrobioldgicos de valor comercial estan
el cangrejo de manglar Ucides occidentalis y la
concha negra Anadara tuberculosa (ORDINOLA ZaA-
PATA, 2022), los cuales se encuentran expuestos a
particulas de plastico provenientes del agua (L1
et al., 2020), sedimento (MAGHSODIAN et al., 2022)
y aire (SRIDHARAN et al., 2021), encontrandose
principalmente en las branquias y tractos diges-
tivos de los cangrejos (AGUIRRE-SANCHEZ ef al.,
2022; WarrTs et al., 2014; ZHANG et al., 2021) y en
todo el tejido blando de los bivalvos (DiNgG et al.,
2021, 2022; WaNG et al., 2021); causando efectos
adversos como variaciones en la fertilidad, estrés
oxidativo, inflamaciones, cambios en el metabo-
lismo entre otros (Hopkovicova et al., 2022).

Para monitorear la presencia de microplasticos
en la biota, se han evaluado distintas metodolo-
glas para aislar microplasticos de invertebrados

microplastics) (Leatiniemr et al, 2018). These
components have additives that are intentionally
added during their production to maintain
and improve their properties (Do et al., 2022).
Although they tend to leak into the surrounding
medium because the plastic additives are not
covalently bound to the matrix (Do ef al., 2022;
Kwan & Takapa, 2019). Its characteristics allow it
to be transported by the wind to the aquatic and/
or terrestrial environment, allowing its presence
and persistence in all ecosystems in the world,
especially in mangrove ecosystems (AKDOGAN
& GuveN, 2019; VErLaA et al., 2019; ZHANG et al.,
2020).

The mangrove swamp is an intertidal
ecosystem found on subtropical and tropical
coasts, considered “Blue Carbon” due to its
efficiency in capturing atmospheric carbon
dioxide for biomass production and its storage
in the sediment (ALpANA-GUTIERREZ et al., 2021;
Jonn et al., 2022; Sasmito et al., 2019). Likewise,
they are considered a natural biological filter
for plastic waste from marine, terrestrial and
atmospheric sources (Wanc et al., 2023). Its
structures act as traps for plastics that degrade
over time until they become microplastics,
negatively affecting the surrounding fauna,
especially the invertebrate species associated
with mangrove roots (GarcEs ORDONEZ et al.,
2019).

Mangroves also host a unique fauna of
great ecological, social and economic
importance (WaNG et al., 2023). In Tumbes,
the main hydrobiological resources of
commercial value are the mangrove crab
Ucides occidentalis and the black ark Anadara
tuberculosa (ORDINOLA ZAPATA, 2022). Which
are highly exposed to plastic particles from
water (L1 et al., 2020), sediment (MAGHSODIAN
et al., 2022), and air (SRiDHARAN et al., 2021),
being found mainly in the gills and digestive
tracts of crabs (AGUIRRE-SAaNCHEZ et al., 2022;
Wartts et al., 2014; ZuaNG et al., 2021) and
throughout the soft tissue of bivalves (Ding
et al., 2021, 2022; WaNG et al., 2021). Causing
adverse effects such as variations in fertility,
oxidative stress, inflammation, and changes
in metabolism among others (Hopxovicova
et al., 2022).
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marinos (Cotk ef al., 2014). Estos distintos méto-
dos presentan diferentes ventajas y desventajas
(ScHrRANK et al., 2022). Por ejemplo, las soluciones
acidas como H,SO,, HNO, y HCl digieren efecti-
vamente toda la materia organica; sin embargo,
danan a los polimeros con baja tolerancia al pH
(Cotk et al., 2014; Imuor et al., 2016; PrerFrer &
FischeR, 2020). Los agentes oxidantes como H,O,
y la reaccion de Fenton remueven efectivamente
el material biogénico, pero en exposicion prolon-
gada a altas temperaturas blanquean los polime-
ros plasticos (CoLrk et al.,, 2014; PrerFrer & Fis-
CHER, 2020; ScHRANK et al., 2022; TaGG et al., 2017),
la digestion enzimatica presenta dificultades du-
rante su implementacion y algunos problemas
de eficacia (Denaur et al., 2016). Sin embargo, el
método alcalino con 10% KOH es el mas efectivo
para la digestion de materia organica en cangre-
jos, peces y mejillon (DEHAUT et al., 2016).

Por este motivo, el presente documento tiene
como objetivo elaborar un protocolo metodolégi-
co replicable del muestreo y digestion de la ma-
teria organica en el cangrejo de manglar Ucides
occidentalis y 1a concha negra Anadara tuberculosa,
para el monitoreo de la contaminacion por mi-
croplasticos en invertebrados comerciales.

2. MATERIALES Y METODOS

Los manglares son considerados sumideros de
microplasticos (ZHANG et al., 2022). En Per, los
ecosistemas de manglar se encuentran en las
provincias de Zarumilla y Tumbes en la Region
Tumbes y Sechura en la Region Piura; los cuales
albergan una gran biodiversidad de flora y fau-
na, destacando entre ellos el cangrejo de manglar
y la concha negra (AnguLro, 2014).

Control de calidad

Previo al muestreo, se deben evaluar los procesos
de control de calidad para minimizar la contami-
nacion cruzada por microplasticos.

En campo. Los investigadores involucrados en la
salida de campo deberan usar equipo de protec-
cion de algodon (Prata et al., 2021). La mayoria de
utensilios que se llevaran al campo seran reempla-
zados por elementos no plasticos: vidrio, madera,
metal; asimismo, deberan ser lavados tres veces
con detergente y agua destilada filtrada previo al
uso (BRANDER et al., 2020; PraTaA et al., 2021).

To monitor the presence of microplastics
in the biota, different methodologies have
been evaluated to isolate microplastics from
marine invertebrates (CoirE et al., 2014). These
different methods have different advantages
and disadvantages (Scurank et al., 2022). For
example: acidic solutions like H,SO, HNO,,
and HCI effectively digest all organic matter;
however, they damage polymers with a low
tolerance to pH (Cotk et al., 2014; ImnOF et al.,
2016; Pre1rrER & F1scHER, 2020), oxidizing agents
such as H,O,, and the Fenton reaction effectively
remove biogenic material. but in prolonged
exposure to high temperatures plastic polymers
bleach (Core et al., 2014; PrerrrerR & FISCHER,
2020; ScHrANK et al., 2022; Tacc et al., 2016),
enzymatic digestion presents difficulties during
its implementation and some efficacy issues
(Denavut et al.,, 2016). However, the alkaline
method with 10% KOH is the most effective for
the digestion of organic matter in crabs, fish and
mussels (DEnauT ef al., 2016).

For this reason, this document aims to develop
a replicable methodological protocol for the
sampling and digestion of organic matter in the
mangrove crab Ucides occidentalis and the black ark
Anadara tuberculosa for monitoring microplastic
contamination in commercial invertebrates.

2. MATERIALS Y METHODS

Mangroves are considered sinks for microplastics
(Zuang et al, 2022). In Peru, mangrove
ecosystems are found in the provinces of Tumbes
and Piura, which are home to a great biodiversity
of flora and fauna, highlighting among them the
mangrove crab and the black ark (Ancuro, 2014).

Quality control

Prior to sampling, quality control processes must
be evaluated to minimize cross-contamination by
microplastics.

In field. The researchers involved in the field trip
must use cotton protective equipment (PraTa et
al., 2021). Most of the utensils that will be taken to
the field will be replaced by non-plastic elements:
glass, wood, metal; likewise, they should be
washed three times with detergent and filtered
distilled water prior to use (BRANDER et al., 2020;
PraTa et al., 2021).
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En laboratorio. Para asegurar y evaluar el control
de calidad durante el proceso de analisis de mi-
cropldsticos, se procederd a usar los métodos de
Prata et al. (2021):

c. Reduccidon de contaminacidon aérea

- Evitar el aire acondicionado (minimizar el
flujo de aire en el laboratorio)

- Realizar todos los procesos en la campana
de flujo laminar

d. Reduccién de contaminacién cruzada

- Emplear materiales de vidrio y metal

- Previo al uso, lavar todos los materiales
tres veces con agua destilada filtrada

- Lavar los materiales entre cada muestra

e. Controles de contaminacion

- Emplear blancos durante la recoleccion de
muestras

- Emplear blancos durante el tratamiento
de las muestras

- Dejar un filtro destapado para el control
de contaminacion aérea

Recoleccion de muestras in situ. Para la recolec-
cion de la biota en el ecosistema de manglar, se
trazara una linea perpendicular al canal de marea
de una longitud de 30 metros, desde la orilla del
canal hacia el interior del manglar empleando una
cuerda graduada. Los especimenes se recolectaran
aleatoriamente en tres metros cuadrados, a distan-
cias de 0, 10, 20 y 30 de la orilla del canal (Figura 1).

La recoleccion de las muestras se realizard duran-
te bajamar o marea baja que tiene una duracion de
hasta cinco horas continuas (MaRTiNEZ GRIMALDO
DE TakaHasHI, 2021). Para el cangrejo de manglar
se empleara el método utilizado por los cangreje-
ros, empleando un alambre de un metro de longi-
tud con la punta doblada en forma de gancho, o
la mano que esté cubierta por guantes y dedales
de tela (OrbinoLA et al., 2010; MARTINEZ GRIMALDO
DE TakanasHI, 2021). Durante la recoleccion de las
conchas negras, cada dedo debe estar cubierto por
dedales hechos de tela o guantes para su proteccion
contra las raices del mangle (AzaBacHE COBENA,
2016; MarTtinEz GRIMALDO DE TAKAHASHI, 2021).

En cada estacion se registraran la hora de inicio y
final del muestreo y la posicion geografica, la que

In lab. To ensure and evaluate quality control
during the microplastic analysis process, the
methods of Prata et al. (2021) will be used:

a. Aerial contamination reduction

- Avoid air conditioning (minimize airflow
in the laboratory).

- Carry out all processes in the laminar flow
hood.

b. Cross contamination reduction
- Use glass and metal materials

- Prior to use, wash all materials three times
with filtered distilled water.

- Wash materials between each sample

c. Pollution controls
- Use blanks during sample collection.
- Use blanks during sample treatment

- Leave a filter uncovered for air pollution
control.

Collection of samples in situ. For the collec-
tion of biota in the mangrove ecosystem, a line
will be drawn perpendicular to the tidal chan-
nel with a length of 30 meters from the edge of
the channel towards the interior of the mangro-
ve using a graduated rope. The specimens will
be collected randomly in three square meters
at distances of 0, 10, 20 and 30 from the edge of
the canal (Figure 1).

The collection of the samples will be carried out
during low tide or low tide that lasts up to five
continuous hours (MARTINEZ GRIMALDO DE TAKA-
HAsHI, 2021). For the mangrove crab, the method
used by crabbers will be used when using a 1 m
long wire with the tip bent in the shape of a hook
or the hand (OrpinorAa et al., 2010; MarTiNEZ GRI-
MALDO DE TakaHAsHI, 2021). During the collection
of black shells, each finger should be covered by
thimbles made of cloth or gloves for protection
against mangrove roots (AzaBacHE CoOBENA, 2016;
MarTiNEZ GRIMALDO DE TAKAHASHI, 2021).

At each station, the start and end time of the
sampling and the geographical position will
be recorded, which will be obtained with a
GPS navigator; geographic coordinates will
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serd obtenida con un navegador GPS; las coor-
denadas geograficas se registraran en unidades
sexagesimales, referidas al Datum WGS 84 (Ane-
xo 1). Los ejemplares extraidos de U. occidentalis
y A. tuberculosa en cada punto de muestreo serdn
contabilizados y luego guardados en una caja
con algodon, para su posterior analisis en el la-
boratorio (AGUIRRE-SANCHEZ et al., 2022).

Analisis en laboratorio

Con el empleo de un vernier digital, se medira el
ancho del cefalotorax (AC) de cada ejemplar; con
una balanza digital se obtendra el peso total del
ejemplar. Los tejidos objetivo de la investigacion
seran diseccionados, pesados individualmente
y, posteriormente, seran cubiertos en papel alu-
minio, etiquetados y codificados adecuadamente
para su preservacion por congelacion hasta su
analisis (Najr et al., 2018).

Separacion por densidades

La separacion por densidades es una técnica que
se utiliza para la extraccion de microplasticos del
sedimento (Nakajima et al., 2019), esta se realiza
agitando el sedimento en una solucién sobresatu-
rada (THOMPsoN, 2015). Debido a que el Laborato-
rio Costero se encuentra ubicado en una zona con
falta de disposicion de desechos, se empleard la
solucion de cloruro de sodio (NaCl) la cual es am-
bientalmente benigna, disponible y barata (Quinn
et al., 2017). Sin embargo, solo los polimeros con
una densidad menor a 1,2 g.m?® pueden flotar en
esta solucion (Anexo 2) (QuINN et al., 2017).

be recorded in sexagesimal units, referred
to Datum WGS 84 (Annex 1). The extracted
specimens of U. occidentalis and A. tubercu-
losa at each sampling point will be counted
and then stored in a box with cotton for later
analysis in the laboratory (AGUIRRE-SANCHEZ
et al., 2022).

Laboratory analysis

With the use of a digital vernier, the width of
the cephalothorax (AC) of each specimen will
be measured; with a digital scale the total wei-
ght of the specimen will be made. The target
tissues of the investigation will be dissected,
weighed individually, and later, they will be
covered in aluminum foil, labeled and coded
appropriately for their preservation by freezing
until analysis (NaJ1 et al., 2018).

Separation by densities

Density separation is a technique used for
the extraction of microplastics from sediment
(NakajiMma et al., 2019), this is done by shaking
the sediment in a supersaturated solution
(TrHompsoN, 2015). Because the coastal labora-
tory is in an area with a lack of waste disposal,
sodium chloride (NaCl) solution will be used,
which is environmentally benign, available,
and cheap (QuinN et al., 2017). However, only
polymers with a density less than 1.2 gcm?
can float in this solution (Annex 2) (QUINN et
al., 2017).

Figura 1.- Area de muestreo para la biota del ecosistema de manglar
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Elaboracion de la solucidn hipersalina. La solu-
cion hipersalina de NaCl se elaborard disolvien-
do la mayor cantidad de sal en agua destilada a
punto de ebullicién hasta hipersaturarla y alcan-
zar la densidad de 1,2 g.cm? (Figura 2), la solucion
se filtrara dos veces en una membrana de vidrio
Whatman de 10 um para remover las impurezas
de la solucién (Tabla 1) (Coprock ef al., 2017). Esta
sera guardada en un envase de vidrio (1L) para su
proximo uso. Usando la ecuacion de Quinn et al.
(2017), se asegura la saturacion de la solucion.

Preparation of the hypersaline solution. The
hypersaline NaCl solution will be made by dis-
solving the largest amount of salt in distilled wa-
ter at the boiling point until it is hypersaturated
and reaches a density of 1.2 gem? (Figure 2), the
solution will be filtered twice through a Whatman
glass membrane. of 10 pm to remove impurities
from the solution (Table 1) (Corrock ef al., 2017).
This will be stored in a glass container (1L) for its
next use. Using the equation of Quinn et al. (2017),
the saturation of the solution was ensured.

(peso del frasco con la solucion (g) — Peso del frasco (g))

Densidad =

Volumen del frasco (cm®)

(weight of the bottle of solution (g) — jar weight (g))

Density =

jar volume (cm?3)

Tabla 1.- Cantidad de NaCl agregado con la densidad obtenida

Cantidad de NaCl (g)

Densidad lograda (gcm™)

450

1,18

Figura 2.- Preparacion de la solucién hipersalina

Digestion de los tejidos blandos

Identificar presencia de microplasticos en los te-
jidos de la biota es un gran desafio, debido a que
pueden estar enmascarados por material biold-
gico, detritos, algas y adherencias microbianas
(LusHER et al., 2017). El aislamiento de estos poli-
meros se puede realizar mediante la digestion de

10

Soft tissue digestion

Identifying the presence of microplastics pre-
sent in biota tissues is a great challenge because
it can be masked by biological material, debris,
algae and microbial adhesions (LusHER ef al.,
2017). The isolation of these polymers can be
performed by tissue digestion using oxidative
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los tejidos utilizando métodos oxidantes (LusHER
et al., 2017; NueLLE et al., 2014), acidos (CLAESSENS
et al., 2013), alcalinos (Cotk et al., 2014; DeHAUT
et al., 2016) y enzimaticos (CoLk et al., 2014), de-
jando solo los elementos recalcitrantes (LUSHER et
al., 2017).

Sin embargo, la seleccion de la metodologia mas
apropiada debe estar de acuerdo a los objetivos
del estudio y sin degradar los polimeros plasticos
(Bessa et al., 2019). La base fuerte de hidréxido de
potasio KOH 10% se utiliza para degradar mate-
rial bioldgico, hidrolizando los enlaces quimicos
y desnaturalizando las proteinas (Jix et al., 2009).
Actualmente, se emplea este método de digestion
por ser el mas eficiente con un menor grado de de-
gradacion de los polimeros, con un costo beneficio
rentable en el tiempo (LorEs et al., 2022).

Por este motivo, la digestion de los tejidos blan-
dos para los invertebrados se realizara siguiendo
el Protocolo 1b de Denaur ef al. (2016) con mo-
dificaciones (Figura 3). Las muestras seran in-
cubadas durante 48 horas, a 60 °C con 50 mL de
KOH al 10% (w/v) (AGUIRRE-SANCHEZ et al., 2022).
Posteriormente, se filtrara el sobrenadante en un
filtro con un tamafio de poro menor a 5 mm.

Debido a la presencia de sedimento en las mues-
tras de tejido, se procederd a realizar la separa-
cion por densidades, agregando el doble (25 mL)
de solucioén hipersalina (1,18 g/mL de NaCl) en
un tubo Falcon, agitdndolo y dejandolo reposar
entre 5 y 8 minutos (Paso 6, Fig. 3). Finalmente,
se volvera a filtrar el sobrenadante en un filtro
con tamano de poro de 45 um (Paso 7, Fig. 3).
Inmediatamente se colocard el filtro en una placa
Petri, sellada con una lamina transparente de ole-
fina (Corrock et al., 2017).

Caracterizacion visual

Al finalizar la digestion del tejido blando, utili-
zando un estereoscopio, se realizara la clasifica-
cién descriptiva de los posibles microplasticos
en dos categorias: morfologia y propiedades
opticas (LusHER et al., 2020). Teniendo en cuenta
la forma de los posibles microplasticos, la mor-
fologia sera clasificada segin Kova¢ VIRSEk et
al. (2016) en: Fragmentos, Films, Pellets, Fibras o
Filamentos, Tecnopor y Granulados o microper-
las (Tabla 2, Fig. 4).
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methods (LusHeRr et al., 2017; NUELLE et al., 2014),
acid (Cragssens et al., 2013), alkaline (CoLE et al.,
2014; Denavur et al., 2016) and enzymatic (CoLE et
al., 2014), leaving only the recalcitrant elements
(LusHeR et al., 2017).

However, the selection of the most appropriate
methodology must be chosen according
to the objectives of the study and without
degrading the plastic polymers (Bessa et al.,
2019). Potassium hydroxide KOH 10% strong
base is used to degrade biological material by
hydrolyzing chemical bonds and denaturing
proteins (JiNn et al., 2009). Currently, this
digestion method is used because it is the most
efficient with a lower degree of degradation of
the polymers with a cost-effective benefit over
time (Lopes et al., 2022).

For this reason, soft tissue digestion for
invertebrates will be performed following
Protocol 1b of Denaur et al. (2016) with
modifications (Figure 3). The samples will
be incubated for 48 hours at 60°C with 50 mL
of 10% (w/v) KOH (AGUIRRE-SANCHEZ et al.,
2022). Subsequently, the supernatant will be
filtered through a filter with a pore size of less
than 5 mm.

Due to the presence of sediment in the tissue
samples, the separation by density will be carried
out by adding double (25 mL) of hypersaline
solution (1.18 g/mL of NaCl) in the same Falcon
tube, shaking it and letting it settle between 5-8
minutes (Step 6-Fig. 3). Finally, the supernatant
will be filtered again on a filter with a pore size of
45 um (Step 7- Fig. 3). The filter will immediately
be placed in a Petri dish sealed with Parafilm
(Corrock et al., 2017).

Visual characterization

At the end of the digestion of the soft tissue, using
a stereoscope, the descriptive classification of
possible microplastics will be carried outinto two
categories: morphology and optical properties
(LusHeR et al., 2020). The morphology according
to the shape of the possible microplastics will
be classified according to Kovac¢ VIRSEk et al.
(2016) in: Fragments, Films, Pellets, Fibrers
or Filaments, Foam and microbeads (Table 2,
Figure 4).
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Tabla 2.- Caracteristicas de los tipos de microplasticos segtin su morfologia

Clasificacion seguin su morfologia

Caracteristicas

Pelicula

Fibras / Filamentos

Presentan forma irregular, son delgados, flexibles, planos.

Presentan forma de hilo alargado, pueden ser de distintos
colores.

Fragmentos De forma irregular, rigidos y gruesos.
[ De un tamafio grande, planos por un lado y redondo por
Granulos
el otro.
De color amarillento-blanquecino, tienen forma irregular
Tecnopor
con textura suave.
. Presentan una forma esférica simétrica, la mayoria de color
Microperla

transparente.

Método para la extraccion de microplasticos en los tejidos
blandos del cangrejo de manglar y la concha negra

EAE"‘ &60'0
3

Incubar

Agregar 50 mL
de 10 % KOH.

Pesar el tejido Filtrar el sobrenadante
en un filtro menor a

5mm.

Filtrar nuevamente el
sobrenadante y colocar el filtro

Agitar el tubo y
dejar reposar entre
sobre una placa petri. 5a 8 min. falcon.

Agregar 25 mL de
microplasticos en un NaCl al mismo tubo

estereo.

( Idenliﬁcar?s tipos de 1 L

Created in BioRender.com bio

Figura 3.- Método para la extraccién de microplasticos en los tejidos blandos del cangrejo de manglar
(Ucides occidentalis) y concha negra (Anadara tuberculosa) (Elaborado con Biorender.com)

TAMARNO DE
MICROPLASTICO -l
L4 o "8 =
. A%
- .

Figura 4.-Tipos de microplasticos segtin su morfologia
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La morfologia segtin el tamarfio, sera calculada en
micras (um) a una escala de 25x mediante el pro-
grama Motic Images Plus 3.0 (Fig. 5). Debido al
blanqueamiento de los polimeros durante el pro-
ceso de digestion con KOH (BrATE et al., 2018), se
emplearan los colores base para clasificar los ran-
gos de tonos de una sola categoria en las propie-
dades opticas (ejemplo: turquesa, celeste como
azul) (LusHeR et al., 2020) (Anexo 4).

Se seleccionara una submuestra del 10% de los
posibles microplasticos para su andlisis mediante
FT-IR (Infrarrojos por transformada de Fourier)
(Stockin et al., 2021).

En Microsoft Excel se recomienda anotar el co-
digo de la placa, tipo de microplastico, color y
tamano (Anexo 3). Cada registro fotografico de-
berd incluir la escala en ym o mm.

3. CONCLUSIONES

La estandarizacion del protocolo para la diges-
tion de tejidos blandos en los invertebrados Uci-
des occidentalis y Anadara tuberculosa es importan-
te para el andlisis de microplasticos en los man-
glares de la region de Tumbes.

Es necesario efectuar un muestreo continuo para
evaluar la incidencia temporal de microplastico
en este ecosistema tan importante.

Este protocolo, servird para una identificacién
rapida y efectiva de los posibles microplasticos
encontrados en los tejidos de ambas especies en
laboratorios con escasa disposicion de los insu-
mos quimicos.

4. RECOMENDACIONES

Durante el proceso de digestion de los tejidos se
presentaron distintas dificultades por lo cual se
estructuro la Tabla 3, en la que se encuentran las
recomendaciones de procedimiento ante presen-
cia de sedimento en los tejidos evaluados, gran
cantidad de lipidos en los tejidos y ausencia de
instalacion para buena disposicion de residuos
en la zona donde se emplearan los quimicos para
la digestion.
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On the other hand, the morphology according
to the size will be calculated in microns (um)
at a 25x scale using the Motic Images Plus 3.0
program. (Figure 4). Due to the bleaching of the
polymers during the KOH digestion process
(BRATE et al., 2018), the base colors will be used
to classify the ranges of shades of a single
category in the optical properties (example:
turquoise, light blue or blue) (LusuEer et al.,
2020) (Annex 4).

A subsample of 10% of the possible microplastics
will be selected for analysis using FT-IR (Fourier
Transform Infrared) (Stockin et al., 2021).

It is recommended to write down in Microsoft
Excel: the plate code, type of microplastic, color
and size (Annex 3). Each photographic record
must include the scale in pm or mm.

3. CONCLUSIONS

The standardization of the protocol for the
digestion of soft tissues in the invertebrates U.
occidentalis and A. tuberculosa is essential for
the analysis of microplastics in the mangroves
of the Tumbes region. Therefore, continuous
sampling can be carried out to assess the
incidence of microplastics over time in this
important ecosystem.

Likewise, this protocol is ideal for a rapid and
effective identification of possible microplastics
found in the tissues of both species in coastal
laboratories with little disposal of chemical
residues.

4. RECOMENDATIONS

During the digestion process of the tissues,
various difficulties arose, for which Table 3 was
drawnup, which contains the recommendations
given the difficulty of the presence of sediment
in the evaluated tissues, a large amount of
lipids in the tissues, and the absence of good
waste disposal in the area where the chemicals
will be used for digestion.
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Tabla 3.- Recomendaciones para enfrentar dificultades encontradas durante los procesos

Proceso

Dificultad

Recomendaciéon

Digestion de tejido blando
digestivo

Presencia de sedimento en el tracto

Agregar solucion de NaCl para la
separacion por densidades

Digestion de tejido blando
ricos en lipidos

Saponificacion al utilizar KOH con tejidos

Emplear la metodologia realizada por
DawsoN et al. (2020)

Separacién por densidades
residuos

Ausencia de una buena disposicion de

Emplear NaCl en vez de ZnCl,

Se recomienda, que los investigadores adectien el
protocolo segun la especie de invertebrado que
estén investigando; asimismo, asociarse con la-
boratorios que realizan este tipo de investigacion
y que sean cercanos al drea de muestreo, para
disminuir la contaminacién cruzada por micro-
plasticos provenientes del aire.

Se recomienda, realizar cursos de capacitacion a
los ciudadanos donde se esté realizando el mues-
treo de microplasticos, compartiendo los resulta-
dos y este protocolo.
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ANEXOS
Anexo 1.- Hoja de muestreo
Codigo de | Lugar | Hora de | Hora Latitud | Longitud | Anchodel | Peso total | Peso
muestra inicio final cefalotorax | (g) tejido
(AC) (8)

Anexo 2.- Tabla de densidad de los polimeros segtin Frias et al. (2019)

Abreviatura Polymer Densidad (g cm?®)
PS Polystyrene 0,01-1,06
PP Polypropylene 0,85-0,92
LDPE Low-density polyethylene 0,89-0,93
EVA Ethylene vinyl acetate 0,93-0,95
HPDE High-density polyethylene 0,94-0,98
PA Polyamide 1,12-1,15
PA 6,6 Nylon 6,6 1,13-1,15
PMMA Poly methyl methacrylate 1,16-1,20
PC Polycarbonate 1,20-1,22
PU Polyurethane 1,20-1,22

Anexo 3.- Ejemplo de hoja de registro

Coédigo de Lugar Tipo Color Tamafio (m) Notas
muestra
Anexo 4.- Colores base y sus rangos de tonos
Base colour Tone range

yellow

green

black
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