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RESUMEN

Los microplasticos (MP) son particulas contaminantes menores de 5 mm que se
presentan en diversas formas y se han reportado en todo el mundo en distintos
ambientes y organismos. Parte del impacto ambiental que causan es la ingesta y
acumulacién de estos (y sus contaminantes) en animales, siendo el estudio de
fecas una forma de investigar MP en mamiferos. Lontra felina, nutria marina
endémica de Peru y Chile en peligro de extincion, presenta reportes de MP en
muestras fecales (Perl) y en especies presa, sin existir conocimientos para Chile.
Considerando los antecedentes se plantea como hipétesis la presencia de MP en
fecas de Lontra felina. El area de estudio considero tres sitios cercanos a Caleta
Chome (Peninsula de Hualpén, regién del Biobio) donde se muestrearon un total
de 27 fecas de nutria marina. La mitad de cada muestra fue digerida con Hidroxido
de Potasio (KOH) al 10% masa/volumen (m/v) utilizando 20 ml g! peso seco
durante 48 horas a 60°C. La observacion se realizé bajo estereoscopio extrayendo
potenciales microplasticos (p-MP) con pinzas de acero inoxidable, posteriormente
se analiz6 la composicion mediante micro espectroscopia infrarroja transformada
de Fourier (UFTIR). Fecas de L. felina solo presentaron fibras, con los colores
negro y azul como los mas abundantes y celulosa como el material que las
compone, por lo que, se rechaza la hipotesis. La presencia de celulosa y ausencia
de MP puede ser explicado mediante las condiciones oceanograficas de la zona
de estudio ademas del tipo de dieta que lleva L. felina. Investigaciones similares
en otros mamiferos demuestran resultados acordes, siendo las fibras de celulosa
el material mas abundante o incluso el unico. Se discuten las limitaciones de
metodologia, técnicas usadas y falta de estandarizacion en protocolos para
resaltar la necesidad de generar conocimiento respecto a la abundancia,
distribucion, interacciones y posibles efectos en organismos por parte de
contaminantes como MP y fibras.



ABSTRACT

Microplastics (MP) are pollutant particles smaller than 5 mm that occur in various
forms and have been reported worldwide in different environments and organisms.
Part of the environmental impact they cause is the ingestion and accumulation of
these (and their pollutants) in animals, with the study of feces being a way to
investigate MP in mammals. Lontra felina, a sea otter endemic to Pert and Chile in
danger of extinction, presents reports of MP in fecal samples (Perd) and prey
species, without any knowledge for Chile. Considering the antecedents, the
presence of MP in feces of L. felina is hypothesized. The study area considered
three sites near Caleta Chome (Hualpén Peninsula, Biobio region) where a total of
27 sea otter feces were sampled. Half of each sample was digested with
Potassium Hydroxide (KOH) at 10% mass/volume (m/v) using 20 ml g* dry weight
for 48 hours at 60°C. The observation was made under a stereoscope extracting
potential microplastics (p-MP) with stainless steel tweezers, then the composition
was analyzed by Fourier transformed infrared micro spectroscopy (UFTIR). L. felina
feces only presented fibers, with black and blue colors as the most abundant and
cellulose as the material that composes them, so the hypothesis is rejected. The
presence of cellulose and absence of PM can be explained by the oceanographic
conditions of the study area as well as the type of diet that L. felina eats. Similar
research in other mammals shows consistent results, with cellulose fibers being
the most abundant or even the only material. The limitations of methodology,
techniques used and lack of standardization in protocols are discussed to highlight
the need to generate knowledge regarding the abundance, distribution, interactions
and possible effects on organisms by pollutants such as MP and fibers.



INTRODUCCION

El plastico es un polimero sintético con variados atributos como baja densidad,
baja conductividad eléctrica y térmica, y resistencia a la corrosion (Frias & Nash,
2019). La durabilidad otorgada por sus propiedades, el bajo costo de fabricacion y
las facilidades para ésta, hicieron despegar la produccion masiva en 1950 (Geyer,
2020). Mundialmente se elaboran 400 millones de toneladas (MT) de plastico al
afio y mas de un tercio de éste es producido para embalaje, consistiendo la
mayoria en productos denominados plasticos de un solo uso (“Single Used
Plastics” en inglés) (Plastic Atlas, 2019). Se proyecta para el afilo 2050 que la

produccion global de este material seria de 1100 MT (Geyer, 2020).

Reconocido como contaminante y con regulaciones en gran mayoria del mundo
sobre el uso y desecho del plastico, actualmente, menos del 20% es reciclado
(Geyer, 2020). Mal manejo en la produccion, distribucién, uso y desecho de
plastico provoca que termine como un contaminante en diversos medios naturales.
En el estudio de Jambeck y colegas (2015) se estimdé el plastico desechado
anualmente por poblaciones que viven a menos de 50 kilometros (km) de la costa
(a nivel mundial) y potencialmente pudo entrar al mar. Entre 4,8 a 12,7 MT de
plastico entraron al océano el 2010, equivalente al 1,7-4,6% del total de plastico
desechado durante ese afio; sin embargo, los autores aclaran que debido a que
no existen estimaciones globales para otras fuentes de ingreso de plastico al mar,
se desconoce que fraccidon representa esta estimacion en el total de plastico que

ingresa al mar (Jambeck et al., 2015).

En el ambiente marino, el 80% o mas de los desperdicios marinos acumulados
corresponde a plastico (Derraik, 2002; Barnes et al., 2009). Las fuentes de origen
y transferencia del plastico que ingresa al mar pueden ser directas o indirectas.
Las redes plasticas de pesca, barcos, botes, acuicultura y otras industrias marinas,
pesca recreacional, turismo en costas y bafistas son fuentes contaminantes de
plastico, ya sea por desechar de forma directa, pérdida en transporte y/o
accidentes; por otro lado, el plastico que ingresa al mar de forma indirecta,

corresponde al que tiene procedencia de: rios, sistemas de descarga de aguas
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legales o ilegales, &reas densamente pobladas y areas industriales (Derraik, 2002;
Barnes et al., 2009; Browne et al., 2011; Cole et al., 2011).

Al muestrear macroalgas en la superficie del mar de Sargasso en 1971, se
encontraron particulas de plastico con un diametro de 0,25 a 0,5 centimetros (cm)
en su mayoria (Carpenter & Smith, 1972). En 1972, en aguas al sur de Nueva
Inglaterra se encontraron esferas de poliestireno (PS) (Carpenter et al., 1972).
Décadas después, el término microplasticos (MP) es acufiado como piezas
microscopicas de plastico (Thompson, 2004; Cole et al, 2011). Cole y
colaboradores (2011) observan la inconsistencia entre diversos autores para
definir el tamafio de los microplasticos, llevando a dificultades para la comparacion
de estudios. Andrady (2011) los define como particulas de plastico que tienen
dimensiones que van de unos pocos micrometros (um) a 5 milimetros (mm). La
formas principales en las que se presentan son fragmentos, fibras y granulos
(esferas) (Cole et al., 2011), pero, también pueden ser catalogados como pellet,

film, filamentos, esponjas y espumas (Frias & Nash, 2019).

Segun el origen de los MP, estos pueden ser primarios cuando son producidos
para tener dimensiones microscopicas y ser utilizados en preparaciones
cosmeéticas, productos de limpieza u otros; y, secundarios, cuando son producto
de la fragmentacién de plasticos de mayor tamafio (Thompson, 2004; Cole et al.,
2011). Considerando las fuentes de origen y transferencia de plastico
mencionadas anteriormente, las causas de origen de MP en el océano son: la
pérdida de MP primarios en el proceso de fabricacion, transporte y/o uso que
llegan de forma directa (Andrady, 2011, 2017), y, la fragmentacion de plasticos
durante el uso o por efecto acumulativo de procesos fisicos, biolégicos y quimicos
(Browne et al., 2007; Andrady, 2011, 2017).

Los microplasticos se han registrado en variedad de sistemas acuaticos en todo el
mundo: aguas superficiales del océano (Barnes et al., 2009), sedimentos marinos
(Thompson, 2004; Barnes et al., 2009), sedimentos de estuarios (Thompson,
2004), playas y lineas de costa (Thompson, 2004; Barnes et al., 2009; Browne et
al., 2011; Hidalgo-Ruz & Thiel, 2013) y rios (Miller et al., 2017; Dris et al., 2018;
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Stanton et al., 2019) entre otros. De igual forma, los estudios de MP en Chile se
han realizado sobre: la circulacion de MP en la columna de agua en las canales
Martinez y Baker (Castillo et al., 2020), distribucion espacial en los sedimentos
marinos del mar interior de Chiloé (Jorquera et al., 2022), el rio Biobio (Correa-
Araneda et al., 2022) y fiordos en el sur de la Patagonia (Marcus et al., 2024).

El impacto ambiental del plastico en animales considera el enredo en redes de
pesca activa o redes fantasmas lo que causa lesiones, sofocacion y muerte del
individuo, la ingestion del compuesto causando dafios internos e inanicién y el
transporte de especies no nativas a nuevos habitats (Barnes, 2002; Derraik, 2002;
Browne et al., 2007; Cole et al., 2011). Por otro lado, se suma el efecto toxico de
los contaminantes que son transferidos desde el plastico hacia el organismo
mediante su ingestion, categorizados en: contaminantes organicos persistentes
(sigla POPs en inglés) presentes en el agua marina que se adhieren a la superficie
del plastico debido a la composicion de sustancias hidrofobicas que posee,
aditivos afnadidos al plastico durante la fabricacion y monomeros residuales en
este (Teuten et al., 2009; Cole et al., 2011; Ivar do Sul & Costa, 2014; Andrady,
2017; Nabi et al., 2022). De esta forma, el plastico actia como un reservorio y
transporte de contaminantes quimicos en el ambiente, sin embargo, para los MP
esta caracteristica se ve potenciada debido a que poseen una mayor relacion de
superficie area/volumen que particulas de mayor tamafio (Browne et al., 2007,
Nabi et al., 2022), ademas, debido al pequefio tamafio se considera una mayor

disposicion para la ingesta, y por ende, acumulacion (Cole et al., 2011).

Debido a la dificultad para llevar a cabo investigaciones controladas en
vertebrados marinos de gran tamafio, el muestreo oportunista es el que ha
permitido demostrar interacciones entre estos organismos y MP, de forma
contraria, las investigaciones en invertebrados generalmente se restringen a
experimentos controlados en laboratorios (lvar do Sul & Costa, 2014). Aunque
existe gran discusion sobre las concentraciones de MP que se utilizan en los
experimentos, algunos de los efectos que se han estudiado son: traslocacion y

deposicion de MP en distintos tejidos de mamiferos marinos (Merrill et al., 2023),



dafo intestinal y mortalidad en Artemia franciscana (Kim et al., 2021), cambios en
la alimentacion, funcion y fecundacién en Calanus helgolandicus (Cole et al.,
2015), alteracion en la reproduccion de Crassostrea gigas (Sussarellu et al., 2016),
confusién con presa y reduccién en rendimiento y eficiencia como depredador en
Pomatoschistus microps (Carlos de Sa et al., 2015), alteraciones intestinales en
Dicentrarchus labrax (Peda et al., 2016), cambios en los pardmetros fisiolégicos y
metabdlicos en Petrolisthes laevigatus (Urbina et al., 2023), cambios fisiolégicos,
bioquimicos y moleculares en Artemia franciscana (Varo et al., 2019).

El consumo de plastico de forma directa puede ocurrir de forma accidental por el
tipo de alimentacién que posee el organismo 0 por seleccion activa debido a la
incorrecta identificacion de MP por comida (Ory et al., 2018). EI consumo indirecto
es resultado de la transferencia trofica cuando presas contaminadas son
consumidas por predadores (Farrell & Nelson, 2013; Nelms et al., 2018). Eriksson
& Burton (2003) postularon que la acumulacién de plasticos en el mamifero marino
gue estudiaban podia ocurrir mediante la transferencia tréfica, por la proximidad
de ciertas especies de pez en las que se tenia reportes sobre MP (Donohue et al.,
2019). En condiciones de laboratorio se ha evidenciado la transferencia trofica de
MP (Farrell & Nelson, 2013), sin embargo, la ocurrencia en animales salvajes y
organismos de alto nivel trofico era desconocida hasta la investigacion realizada
por Nelms y colegas (2018). El estudio fue realizado en un ambiente controlado
(santuario de animales) analizando los pescados (Scomber scombrus) con que
eran alimentadas focas grises, Halichoerus grypus, y las fecas de éstas,
demostrando por primera vez evidencia empirica para la transferencia tréfica de

MP desde pescados a un depredador tope marino (Nelms et al., 2018).

Para eliminar microplasticos del sistema interno, varios organismos utilizan el
proceso natural de expulsibn de material digestible y no digestible, las heces
(Perez-Guevara et al., 2021). En carnivoros la materia fecal se presenta en forma
cilindrica o helicoidal, puntiaguda en un extremo, y con subdivisiones (Mufioz,
2010), y se ha evidenciado para diferentes especies de mamiferos, el uso de

letrinas, definidas como una acumulaciéon desde dos hasta varios cientos de fecas



resultado del uso repetido del sitio por el mismo o diferentes individuos (Buesching
& Jordan, 2022).

De acuerdo con Schilling y colegas “las muestras de heces representan una fuente
de datos sobre el estado general de salud de una poblacion” (2015) debido a que
pueden ser usadas para estudios de dieta, deteccion de patégenos, medicion de
parametros fisiolégicos y estudiar la presencia de compuestos toxicos y
contaminantes, como es el caso del plastico. En mamiferos marinos se han
utilizado muestras de heces o partes de ella para realizar diversos estudios, en
varios, el estudio de dieta llevo al hallazgo accidental de plastico en las heces, en
otros, directamente se estudid al contaminante. Se ha estudiado a Ursus
maritimus (lyare et al., 2024) y pinnipedos: Odobenus rosmarus (Carlsson et al.,
2021), Phoca vitulina (Bravo Rebolledo et al.,, 2013; Hudak & Sette, 2019),
Halichoerus grypus (Nelms et al., 2018; Hudak & Sette, 2019; Nelms et al., 2019b;
Desclos-Dukes et al., 2022), Monachus monachus (Hernandez-Milian et al., 2023;
Mclvor et al.,, 2023), Zalophus californianus (Ortega-Borchardt et al., 2023),
Zalophus wollebaeki (Moreira-Mendieta et al.,, 2023), Phocarctos hookeri
(McMahon et al., 1999), Artocephalus gazella (Goldsworthy et al., 1997; Eriksson
& Burton, 2003; Ryan et al., 2016; Garcia-Garin et al., 2020), Artocephalus
tropicalis (Goldsworthy et al., 1997; Eriksson & Burton, 2003; Ryan et al., 2016),
Callorhinus ursinus (Donohue et al., 2019), Arctocephalus autralis (Perez-Venegas
et al., 2018; 2020), Otaria byronia (Perez-Venegas et al., 2020; Ayala et al., 2021)
y Arctocephalus phillippii (Perez-Venegas et al., 2020). Las investigaciones de
Perez-Venegas y colaboradores (2018; 2020) en pinnipedos han sido las Unicas
sobre MP en heces de mamiferos marinos en Chile, sin existir conocimiento sobre
la presencia de estos contaminantes en otras especies endémicas como es el
caso de Lontra felina, nutria marina catalogada “en peligro” de extincion segun la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Valqui &
Rheingantz, 2015), y el Reglamento de Clasificacion de Especies (RCE)(D.S.
44/21 MMA).



L. felina conocida como chungungo, chinchimen y/o gato de mar, pertenece a la
familia Mustelidae, subfamilia Lutrinae, siendo la Unica especie del género Lontra
gue se encuentra de forma exclusiva en habitos marinos (Estes, 1986; Ostfeld et
al., 1989; Lariviere, 1998), en Peru y Chile. Es la nutria mas pequefa con una
longitud promedio de 90 cm y cola de 34 cm, un peso que varia entre 3,2-5,8
kilogramos y ausencia de dimorfismo sexual (Lariviere, 1998). Habita el litoral
costero rocoso escarpado al proveer galerias y cuevas que utiliza como
madriguera (Castilla & Bahamondes, 1979; Valqui, 2012) aunque también puede
usar construcciones humanas como muelles, grietas y botes abandonados
(Medina-Vogel et al., 2007). Utiliza el marcaje de olor defecando en letrinas o en
lugares especificos a la entrada de las cuevas (Valqui et al., 2010; Valqui, 2012),
sin embargo, las heces regularmente son lavadas y/o retiradas por el oleaje o
mareas altas (Castilla & Bahamondes, 1979). La franja costera que utiliza
alcanzaria los 150 metros con una profundidad entre 30 a 40 metros, en tierra la
franja no superaria los 30 metros, siendo la zona de mayor uso entre los 20 y 50
metros dentro de la franja costera (Castilla & Bahamondes, 1979; Sielfeld &
Castilla, 1999). Su alimentacion consiste en crustaceos, peces y moluscos,
ademas de equinodermos y ocasionalmente aves (Castilla & Bahamondes, 1979;
Lariviere, 1998; Valqui, 2012), es un depredador oportunista que se alimenta
principalmente de especies bentonicas, respondiendo a una variacién estacional
en la disponibilidad de presas (Sielfeld & Castilla, 1999; Medina-Vogel et al., 2004;
Valqui, 2012).

La caza, destruccion de habitat naturales y contaminaciéon (Castilla &
Bahamondes, 1979) junto con la mortalidad accidental en redes de pesca (Mangel
et al., 2010), persecucion y/o caza con transmision de enfermedades por parte de
especies invasoras (perros, gatos y ratas) (Medina-Vogel et al., 2007; Cursach et
al., 2012) y el proceso de urbanizacién acelerado del litoral costero, son factores
criticos para la supervivencia del chungungo. La caza con fines peleteros durante
el siglo XX disminuyo sus poblaciones, actualmente se encuentra prohibida en
Chile por el articulo 24 de la Ley de Caza de 1973, cuya regulacion se rige por la

Ley de Caza de Pesca y Acuicultura; ademas, se encuentra listada en la
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Convencién sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Faunay
Flora Silvestre (CITES) y la Convencion de Especies Migratorias (CMS), sin
embargo, la caza ilegal se ha evidenciado aun en la actualidad (Cérdova & Rau,
2016). El aumento de asentamientos humanos en el litoral costero incluyendo
inmobiliarias, industrias y pesquerias han acelerado la degradacién vy
fragmentacion de habitat del chungungo (Medina-Vogel et al., 2008; Valqui, 2012).
La presencia de contaminantes en el habitat de la nutria marina se ha evidenciado
a través de la ingesta accidental de veneno para ratas (Mangel et al., 2010), el
consumo de basura doméstica (Medina-Vogel et al., 2007) y presencia de plastico
en las heces (Poblete et al., 2019; Santillan et al., 2020).

El trabajo de Poblete y colaboradores en Chile (2019) s6lo menciona el material
plastico dentro de sus registros como material no alimentario pero, no especifica la
metodologia de recoleccion de las muestras ni tampoco las dimensiones del
material encontrado, por lo que no se considera como reporte de MP en heces de
chungungo. En Peru se reporto por primera vez la presencia de fibras, fragmentos
y esferas en fecas de la especie, sin embargo, al no especificar el nimero de
muestras ni la cantidad de particulas encontradas, no se tiene conocimiento sobre
la concentracidon del contaminante (Santillan et al., 2020). De las trece especies de
nutrias existentes en el mundo soOlo tres han evidenciado presencia de
microplasticos en materia fecal: Lontra felina (Santillan et al., 2020), Lontra
canadensis (Heun et al., 2022) y Lutra lutra (Smiroldo et al., 2019; Tetteh-Wright,
2019; O'Connor et al., 2022). Al estudiar la dieta de la nutria de rio norteamericana
(Lontra canadensis) que habita las cuencas de drenaje del rio Mississippi y lago
Michigan, se obtuvo que de las 190 fecas muestreadas un 48% poseia material no
biolégico en forma de perlas, comprobando mediante microscopio electronico que
correspondia a material plastico, sin embargo, mediante la metodologia usada no
se pudo confirmar el tipo de plastico (Heun et al., 2022). En el rio Ticino (Italia) se
analiz6 la dieta de la nutria europea (Lutra lutra) confirmando mediante
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier con reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR) que 2 de los 24 potenciales microplasticos (p-MPs) encontrados

correspondian a plastico, siendo polietileno tereftalato (PET) y poliamida (PA) los

9



compuestos hallados, de igual forma, el resto de p-MP son de fuente antropica
pero de origen natural (celulosa y algodon) (Smiroldo et al., 2019). La misma
especie se estudioé en los rios Stour y Colne (Inglaterra) encontrando 7 p-MP en
forma de perlas en 63 muestras de fecas, siendo confirmada la composicion
mediante espectroscopia de Raman como caucho de butadieno-estireno (SBR)
(Tetteh-Wright, 2019). O’Connor y colaboradores (2022) presentan una
investigacion de mayor complejidad al compararse con los estudios mencionados
anteriormente, trabajaron con las heces de la nutria europea con el objetivo de
evaluar las potenciales vias de aporte de microplasticos y su transferencia dentro
de la cadena trofica en el rio Slaney (Irlanda). Clasificando los sitios de recoleccién
segun regidn, exposicion (alta o baja) a MP (cercania a ciudades, industrias, etc.),
el estado de las muestras (seca, intermedia, fresca) y la variacion estacional,
encontraron 58 p-MP en 53 muestras, de los cuales 40 fueron confirmados
mediante micro espectrometria infrarroja transformada por Fourier (Um-FTIR)
como compuestos plasticos, fibras en su mayoria (O'Connor et al., 2022).
Respecto a las condiciones estudiadas so6lo encontraron diferencias significativas
en la variacion estacional, siendo la estacion de otofio la que presento un

promedio mayor respecto a la concentracion de MP (O'Connor et al., 2022).

También existe evidencia de MP en especies presa del chungungo: Lithodes
santolla (centolla patagonica), Merluccius gayi (merluza comun), Eleginops
maclovinus (rébalo patagoénico), Aplodactylus punctatus (jerguilla), Semimytilus
algosus (mejillén enano), Chiton granosus (chitdn) y Tegula atra (caracol negro);
especies reportadas como parte de la dieta de L. felina en diversos estudios de
analisis de dieta (Castilla & Bahamondes, 1979; Ostfeld et al., 1989; Rozzi &
Torres-Murra, 1990; Sielfeld, 1990; Sielfeld & Castilla, 1999; Medina-Vogel et al.,
2004; Cordova et al., 2009; Poblete et al., 2019). Andrade & Ovando (2017)
analizaron el contenido estomacal de 30 centollas patagonicas encontrando en un
27% fibras de color azul en su mayoria, sin embargo, no se hicieron analisis de
material. En el trabajo de Pozo y colaboradores (2019) se evidencio la presencia
de MP en cinco peces de importancia comercial de la regién del Biobio, tres de los

cuales son presas de la nutria marina: la merluza coman contenia un 10% de MP,
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el rébalo patagonico un 30% y la jerguilla un 20%, segun el numero de individuos
analizados por especies, presentaron fibras de colores rojo y blanco y la
composicion fue categorizada mediante FTIR, siendo polietileno (PE) y PET. Por
ultimo, la investigacion realizada por De-la-Torre y colegas (2020) comparo la
presencia de MP en tres especies de moluscos: el mejillon enano presenté fibras,
fragmentos, esferas y films, con el color azul como el mas abundante, en cambio,
el chitén y caracol negro s6lo presentaron fibras y fragmentos siendo rojo el color
mas abundante; en este estudio sin embargo no ser realizaron andlisis de

material.

Considerando los hallazgos de MP en fecas de nutrias, incluyendo el reporte de
Santillan y colaboradores (2020) en L. felina, la presencia de MP en especies
consumidas por ésta, la ausencia de informacion sobre la presencia de MP en
fecas en nuestro pais y, por ultimo, la necesidad de aumentar y profundizar el
conocimiento que se tiene sobre la especie para mejorar la toma de decisiones

respecto a su conservacion se plantea lo siguiente:
Hipotesis
Las heces de Lontra felina presentan microplasticos.
Objetivos
> Objetivo general:

Evaluar la presencia de microplasticos en fecas de Lontra felina.

» Objetivos especificos:

1) Identificar la presencia de p-MP en heces de L. felina.

2) Analizar el tipo de polimero de los p-MP.
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METODOLOGIA
Permiso de muestreo

Siendo parte del proyecto “Conocimiento y estado de salud de los ecosistemas
marinos de la costa de Chile, a través del muestreo de mamiferos marinos como
centinelas ambientales” del Centro de Estudios de Mastozoologia Marina (CEMM),
se tiene el permiso de pesca de investigacion autorizado por SUBPESCA (R. EX.
N°E-2022-189).

Area de estudio

En la region del Biobio se encuentra la comuna de Hualpén y su peninsula (Fig. 1)
es considerada Santuario de la Naturaleza (D.S. 556/76 ME). La Peninsula de
Hualpén se encuentra limitada en su mayoria por litoral marino del océano
Pacifico, caracterizado por roquerios (Fig. 2A), acantilados abruptos en algunas
zonas y planicies que han sido utilizadas como caletas (GCC Consultores
Limitada, 2002), correspondiendo una de estas a Caleta Chome, localidad desde
donde se trasladé en bote hacia los sitios muestreados. Estos, fueron escogidos
por la accesibilidad desde el bote y de acuerdo con el conocimiento local, el uso

de estos por parte de chungungos.
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Simbologia

I Region del Biobio
[ comuna de Hualpén

* Caleta Chome

O Puntos de muestreo

Figura 1. Area de estudio. A) Mapa de Chile. B) Ubicacion comuna de Hualpén. C) Extremo
de la peninsula de Hualpén. Se indica ubicacion de Caleta Chome (%) (36°46'25" S;
73°12'44" O) y sitios de muestreos: i) Los Chilcos norte (zona expuesta) (36°47°1”3 S;
73°12'15”8 O). ii) Los Chilcos norte (zona protegida) (36°47'4"5 S; 73°12'23"0 O). iii) Isla
Lilambre (36°17'6"5 S; 73°13'3"0 O).

Las condiciones meteoroldgicas de altas marejadas y fuertes vientos restringieron
los muestreos a las fechas en que se tuvieran ventanas de buen clima. Los dos
muestreos se realizaron en la estacion de primavera en el afio 2022, entre las 09 y
13 horas. El primer muestreo se realizé el 09 de Septiembre y considero el sitio
Los Chilcos norte (zona expuesta) (Fig. 1. C. i) donde se recolectaron 5 muestras
fecales. Para ese dia la temperatura media fue de 9.1°C, ausencia de
precipitacion, humedad relativa de 72% y viento sur (Direccién Meteorolbgica de
Chile). ElI segundo muestreo realizado el 03 de noviembre del mismo afo,
considero dos sitios: Los Chilcos norte (zona protegida) (Fig. 1. C. ii) donde se

obtuvieron 3 muestras, e Isla Lilambre (Fig.1. C. iii), donde se recogieron 19 fecas,
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obteniendo un n total para ambos muestreos de 27. La temperatura media para
ese dia fue de 12.3°C, ausencia de precipitaciéon, humedad relativa de 82.8% y

viento norte (Direccion Meteoroldgica de Chile).
Recoleccién de muestras

Previo a dirigirse al sitio de muestreo se utilizd6 cubrebocas y guantes de nitrilo.

Una vez en el sitio se obtuvieron las coordenadas geograficas mediante GPS.

Figura 2. Habitat de Lontra felina. A) Muestreo en Isla Lilambre. B) Letrina.

Las fecas se conforman por uno o varios pellets, de esta forma, por unidad
muestral se considerd un pellet de feca aislado o pellets que estuvieran unidos
visiblemente. Se recolectaron heces aisladas y en letrinas (Fig. 2B) de facil
acceso, teniendo cuidado de no dafar la estructura de ésta, es decir, se
muestrearon fecas en la superficie o bordes, evitando modificar la conformacion
general de la letrina. Al momento de recolectar cada feca se anoté: el nUmero de
la muestra dado por el sobre de aluminio donde se envaso, la fecha, hora de
recoleccion, sitio donde fue recolectada, pertenencia a letrina, estado (fresca o no
fresca), color y forma. Las muestras fueron almacenadas en una caja de carton

14



forrada interiormente con aluminio. Posterior al guardado y llenado de la planilla,
se limpié la pinza/espéatula utilizada rociando agua destilada, alcohol y agua
destilada (filtrados previamente) para eliminar posibles restos de la muestra y no
contaminar la siguiente a recolectar. Al finalizar las muestras se llevaron al
Laboratorio de Fisiologia Animal Comparada de la Universidad de Concepcion y
fueron congeladas a -20°C.

Preparacién de muestras

Se utilizo el cabello recogido, delantal y guantes de nitrilo durante las tareas de
laboratorio, se limitd el acceso a personas y las corrientes de aire fueron reducidas
al minimo. Se mantuvo puertas y ventanas cerradas, junto con el extractor de aire
apagado en todo momento. El area de trabajo se limpio con alcohol al 70% antes y

después de los procedimientos.

Las filtraciones de agua destilada y otros solventes se realizaron utilizando un kit
de filtracidn al vacio con filtro de celulosa de nitrato (80 mm de diametro con 0,65
pm de poro). Los instrumentos y materiales se lavaron con agua destilada filtrada

previo a su uso.

Usando una balanza (Kern ABJ 220-4 NM, precision 0,0001g) se peso6 primero un
cuadrado de papel aluminio, luego sobre este, se ubicO una muestra ya retirada
del congelador y sin su envoltorio, y se pesé en conjunto. Se realizé el mismo
procedimiento con todas las muestras obteniendo los pesos humedos. La mitad de
cada muestra (aprox.) fue almacenada en un tubo Falcon de 50 ml con etanol al
70% para analisis posteriores (no forman parte de este trabajo). La mitad restante
se utilizé para el estudio de microplasticos. Las muestras envueltas en aluminio se
llevaron al horno (Binder B028-230V?) a 60°C donde se mantuvieron entre 6 a 7
dias (Fig. 3) y se fueron pesando cada 48/72 horas hasta obtener peso constante
(Anexo 1). A este peso se le sustrajo el peso del aluminio donde cada muestra se

encontraba, obteniendo de esta forma el peso seco para cada una.
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Figura 3. Secado de muestras. Dentro de cada caja de aluminio se encuentran las

muestras separadas envueltas en el mismo material.

Para asegurar un tratamiento adecuado de digestion se utilizO una muestra en

pruebas de concentracion y tiempos de calor aplicados al tratamiento.

La digestion de las muestras se realizd con Hidréxido de Potasio (KOH) al 10%
m/v (masa/volumen), utilizando 20 mililitros (ml) de KOH por gramo (g) de muestra
seca. Para aquello se calcul6 la cantidad de volumen a utilizar para el total de
muestras (n=26). Considerando un peso total de 39,94 g se debieron preparar
798,80 ml de disolucion de KOH. Para calcular la cantidad de masa (g) de pellets

de KOH necesaria para preparar la disolucion, se utilizo la siguiente ecuacion:

% (%) _ masa soluto x100% (1)

volumen soluciéon
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Al reemplazar en la Ecuacion 1 el volumen, se obtiene la cantidad de masa para
preparar la disolucién, requiriendo 79,9 g de pellets de KOH. Se tuvo especial
cuidado al momento de preparar la disolucion debido a la reaccion exotérmica de
ésta, filtrdndola una vez haya adquirido la temperatura ambiental.

Cada muestra fue depositada en un frasco de vidrio de 50 o 100 ml segun
volumen donde se afiadié la disolucién de KOH al 10%. Cada frasco fue agitado
unos segundos y cubierto con aluminio el cual poseia una pequefia abertura en

medio para permitir evaporacion. Los frascos debidamente rotulados se ingresaron

al horno donde se mantuvieron a 60°C por 48 horas (Fig. 4).

Figura 4. Digestion de muestras. Cada una reposa en una disolucion de KOH (al 10%

m/v), manteniéndose en el horno a 60° por 48 horas.

Extraccion e identificacién de potenciales microplasticos

Para esta seccion del trabajo se utilizaron siete muestras tipo ensayo para:
observar posible contaminacion y errores en la metodologia, practicar la busqueda

y extraccién de microplasticos con las pinzas, igualar tiempos de basqueda, notar
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el movimiento de los instrumentos y la precaucion de no contaminarlos, y demas
consideraciones que se debieron tener para lograr una correcta metodologia,

siendo esta presentada a continuacion.
A) Observacion bajo lupa

Los criterios utilizados para definir microplasticos son: color homogéneo, ausencia
de estructuras naturales, y para el caso de fibras, éstas deben ser de espesor
constante y sin que se deshilachen en los extremos (Norén, 2007; Hidalgo-Ruz et
al., 2012; Lusher et al., 2014; Lusher & Hernandez-Milian, 2018). Sin embargo,
mientras no se confirme una particula como microplastico (material especificado)
se debe utilizar el término potencial microplastico (p-MP) (Zantis et al., 2021). Al
momento de encontrar p-MP se anot6 el correspondiente numero de la muestra,

numero de p-MPs, forma y color de cada p-MP.

Previo a comenzar observaciones fue requisito lavar con agua destilada filtrada la
placa Petri donde se realizaria la observacion y también, los instrumentos para la
busqueda de los p-MP. Para confirmar la limpieza y que estuvieran libres de
contaminaciéon alguna, tanto placas como instrumentos se observaron bajo lupa
estereoscopica (Modelo MSZ5000-1L-TL).

Cada muestra (Fig. 5) fue trasvasijada en pequefas cantidades a la placa Petri
donde se observé afadiendo un par de mililitros de agua destilada filtrada,
facilitando el desprendimiento de estructuras para su visualizacion y revision. La
placa Petri de cada muestra fue examinada de forma sistematica en un patrén
horizontal desde la zona superior a la inferior asegurando la observacién de toda
la superficie. Se hicieron dos (méaximo tres) lavados con agua destilada al frasco
contenedor para observar cualquier potencial resto de la muestra adherido a éste

y tener la seguridad que se analiz0 la totalidad de la muestra.
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Figura 5. Observacion bajo lupa. A) Fraccion de una muestra en observacion. B) Potencial

microplastico presentado en una muestra.

Cercana a cada muestra observada se mantuvo una placa Petri con agua
destilada utilizandola como blanco para evaluar posibles contaminantes del aire, la
gue fue analizada de igual forma que las muestras. Cada fraccibn de muestra y

blanco tuvieron tiempos similares de observacion.

Se utilizaron pinzas antiestaticas ESD de acero inoxidable (Fig. 6) para facilitar la
basqueda, desprendimiento y/o rotura de estructuras, y, extracciéon de los p-MP,
tanto en las muestras como en sus respectivos blancos. Al momento de utilizarlas
se tuvo el maximo cuidado de que éstas no tocaran superficies para evitar
contaminacién. Debido al complejo manejo de las pinzas para extraer un p-MP, y
el aumento maximo de la lupa, el tamafio minimo de p-MP analizado en este

trabajo corresponde a las 200 um.
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Figura 6. Sujecion de las pinzas de busqueda y extraccion. Se observa que las puntas de

las pinzas se encuentran completamente libres de contacto.

Los p-MP se almacenaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml con agua destilada

filtrada debidamente rotulados.

Para una correcta estandarizacion de los resultados, para cada muestra se
sustrajo el nimero de p-MP encontrados en su correspondiente blanco que
compartieran forma y color (O'Connor et al.,, 2022; Bergami et al., 2023),

considerando el resultado de esta diferencia el total.
B) Analisis mediante pFTIR

Previo a la micro espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (UFTIR), los
tubos Eppendorf fueron ubicados destapados en el horno a 60° por 48 horas para

eliminar el agua destilada.

De las 19 muestras analizadas, se escogieron las con mayor abundancia de p-MP
para ser analizadas mediante UFTIR en el Centro de Microscopia Avanzada. Por

separado, se extrajeron las fibras de los tubos Eppendorf bajo microscopio
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(Modelo Nikon SMZ18). Se observé que las muestras estaban dispersas en sales

formadas dentro de los tubos (Fig. 7), dificultando la extraccion.

Para el andlisis mediante UFTIR las fibras se ubicaron sobre un disco de Bromuro

de Potasio (KBr) y fueron procesadas en el sistema de imagen microscopico
(Spotlight 400 FT-IR Imaging System).

Figura 7. Fibras en una muestra con presencia de sales. Se observan dos fibras
contenidas en parte de las sales almacenadas en el tubo Eppendorf.
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En la Fig. 8 se observan las fibras de una muestra, en cada una se selecciono la
region que tenia menos impurezas para que el equipo generara el espectro. El
area analizada para obtener cada espectro fue de 100x100 pm, con una
resolucion espectral de 4 cm™, intervalo de 2 cm™ y un rango espectral de 4000 a
650 cm™. El espectro fue obtenido de un promedio de 16 escaneos. Una
correccion de base substrayendo sefiales de CO. y H>O se realiz6 de forma
automatica por el equipo. La identificacion del compuesto se hizo estudiando las
bandas principales de los espectros y la comparacién entre estos y los de la

libreria de referencia del centro.
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Figura 8. Fibras para analizar bajo el sistema de microscopio de imagen. Se pueden
observan las fibras identificadas por el nimero de muestra y de fibra. Las flechas negras

indican zonas con agrupacion de cristales en la fibra, que corresponde a las sales.

Andlisis estadistico

Dado el objetivo de la investigacidon, no se realizaron andlisis estadisticos.
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RESULTADOS
A) Observacion bajo lupa

De 19 muestras analizadas se encontraron p-MP en 12 de ellas (63,16%), con una
abundancia promedio de 1 p-MP muestra! y una concentracion total de 0,53 p-MP
g peso seco. Las fibras fueron la tnica forma presente y fueron categorizadas en
los colores: azul, negro, rojo, transparente, blanco, e indeterminado cuando no fue
posible clarificar el color. En la Fig. 8 se cuantifica los p-MP encontrados en las
muestras y el total de p-MP, diferencia entre las muestras y sus respectivos

blancos.

A Cuantificacian p-MP en muestras B Cuantificacion p-MP Total
4

1

8
mAZUl = MNegro mRogo
oOBlanco @ Transparente @indeterminado

Figura 9. Cuantificacion de p-MP observados bajo lupa. A) Fibras observadas en las

muestras segun color. B) Total de fibras observadas segun color.

Dado que se trabajé con aproximadamente la mitad de cada muestra (ver
Metodologia) y la distribucion de contaminantes no se debe asumir de forma
homogénea, los resultados presentados pueden ser no representativos del total de

la muestra.
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B) Analisis mediante pFTIR

Se analizaron 7 muestras (13 fibras) y el control de una de las muestras (4 fibras).
En la Fig. 10 se presenta el espectro correspondiente a una de las fibras

analizadas, los espectros de las otras fibras analizadas se muestran de forma
conjunta en Anexos (Anexo 2).
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Figura 10. Espectro de PFTIR para fibra perteneciente al control de la muestra nimero 17.
T%: Transmitancia. cm™: unidad de medida de longitud de onda.

El analisis del espectro de la Fig. 10 y las otras fibras analizadas concluy6 una

composicion de celulosa (referencia en Anexo 3) en base a las bandas tipicas de
este material.
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DISCUSION
Colores reportados para fibras

Los microplasticos en forma de fibras son la forma mas abundante en el ambiente
marino (Wright et al., 2013; Barrows et al., 2018; Gago et al., 2018; Suaria et al.,
2020). Los tres colores con mayor abundancia reportados tanto para agua marina,
sedimentos y biota son azul y negro, y luego rojo, existiendo diferencias leves
entre los diversos estudios (Gago et al., 2018; Santini et al., 2022). En la revisién
de Zantis y colaboradores (2021) en los estudios de fecas se evidencia que la
mayoria reporto fragmentos como la forma mas dominante, aunque se menciona
gue algunas investigaciones so6lo encontraron fibras y, generalmente, los colores
se informan para el conjunto de particulas encontradas. En las investigaciones en
nutrias, fibras fueron reportadas en el trabajo de Santillan y colegas (2020) para
Lontra felina y, en la investigacion de O’Connor y colaboradores (2022) en fecas
de Lutra Lutra fueron el 85% de los MP encontrados. En Chile, en el trabajo de
Pérez-Venegas y colaboradores del afio 2018, las fibras fueron la Unica forma
presente siendo el 45% de color azul, por otro lado, en la investigacion del afio
2020 se encontraron fragmentos, pero las fibras mantuvieron la abundancia y
preponderancia del color azul (Perez-Venegas et al., 2018; 2020). En Zalophus
wollebaeki, las fibras fueron la forma mas frecuente de MP encontrados y en
conjunto los colores mas predominantes fueron azul y negro (Moreira-Mendieta et
al., 2023); en Zalophus californianus el 92% encontrado correspondio a fibras y los
colores azulados y negros fueron los mas abundantes (Ortega-Borchardt et al.,
2023); en Monachus monachus las fibras tuvieron una prevalencia del 88,9% vy el
color azul el mas frecuente (Mclvor et al., 2023); en Halichoerus grypus las fibras
correspondieron al 61% de las particulas detectadas y los colores azul y negro los
mas abundantes (Desclos-Dukes et al., 2022); en Callorhinus ursinus los
fragmentos fueron mas abundantes que las fibras, éstas estuvieron presentes en
el 41% de las muestras presentandose en diversos colores (Donohue et al., 2019);
en el trabajo de Nelms y colaboradores (2018) con Halichoerus grypus las fibras

fueron el 31% de los MP encontrados con el negro como el color mas comun, en
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un segundo trabajo sobre la misma especie, el 76,5% de los MP detectados
correspondieron a fibras y los colores azul, rojo y negro los mas abundantes para
el conjunto de MP (Nelms et al., 2019). Por ultimo, el trabajo mas reciente en un
mamifero marino Ursus maritimus, reporté la presencia de MP en fecas colectadas
de forma tradicional y fecas halladas en el colon de animales cazados, tanto en
forma de fragmentos y fibras, pero sin mencionar el color de éstos (lyare et al.,
2024). En fecas de aves las fibras también se han encontrado como la forma mas
abundante: en Pygoscelis papua el 58% con los colores azul y transparente como
los mas comunes (Bessa et al., 2019) y en Aptenodytes patagonicus el 77% con
colores negro, gris y azul (Le Guen et al., 2020). Conforme a la Fig. 9B los colores
negro y azul fueron los mas abundantes con una variacibn minima entre ambos,
similar a los reportes mencionados anteriormente, mientras que para el color rojo

so6lo se caracterizo una fibra, las posibles explicaciones a esto se trataran luego.
Analisis mediante uFTIR

El andlisis del espectro de pFTIR se realiza mediante cada equipo en conjunto con
la libreria de referencia que se posea, siendo importante que la persona
encargada de llevar los analisis tenga los conocimientos adecuados, puesto que,
no existen librerias estandar para investigadores y librerias comerciales pueden
presentar referencias inexactas (Cai et al., 2019). Al analizar la Fig. 10 se puede
descartar el compuesto celulosa de nitrato (Anexo 3), material de los filtros
utilizados, debido a la ausencia de depresiones que demuestran los grupos nitro
(NO2) entre los 1300 a 1600 cm™ (Larkin, 2011). En la regién de los enlaces
simples (4000 a 2500 cm™) se presentan dos bandas, la primera de 3344 cm™
representa el estiramiento del grupo hidroxilo (OH) caracteristico de la celulosa y
la segunda de 2914 cm dado por el estiramiento del enlace carbono hidrégeno
(C-H) (Chung et al., 2004; Portella et al., 2016). Cercano a los 1600 cm™ se
presenta una depresion debido a la absorcion de moléculas de agua (Chung et al.,
2004; Geminiani et al., 2022). Las bandas en los 1425 y 1316 cm™ refieren al
movimiento vibracional del enlace C-H, por otro lado, la gran depresion en los

1058 cm™ corresponderia al estiramiento C-O (Chung et al., 2004; Geminiani et
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al., 2022). Esta banda puede ser utilizada para comprobar la naturaleza de la fibra
segun Cai y colegas (2019), de manera que si se encuentra ausente o atenuada
corresponderia a una fibra semi sintética, mientras que, si se presenta de forma
acentuada como en el espectro analizado, corresponderia a una fibra natural,
siendo este el caso para la celulosa. Se debe considerar que la espectroscopia
vibracional presenta una fuerte relacién respecto al ambiente de las moléculas que
examina, debido a que éstas presentaran distintas rotaciones y se expondran de
diferente forma dependiendo del estado de la materia en que se encuentren
(Larkin, 2011). Existe evidencia de las limitaciones respecto al uso de
espectroscopia mediante FTIR al analizar fibras textiles, la variaciébn entre los
distintos espectros que pueden ser producidos del analisis de fibras del mismo tipo
(Stanton et al., 2019) y las bandas de baja intensidad que pueden exhibir
materiales naturales (al compararse con sintéticos) propensas a la interferencia
causada por tintes (Geminiani et al., 2022) son algunas limitaciones. Junto con lo
mencionado, la presencia de humedad y sales de KOH en las fibras analizadas,
explicarian las notorias diferencias observadas en los espectros de las Figuras 13
y 14. Debido a la posibilidad de que materiales similares presenten espectros
semejantes (Geminiani et al., 2022) e informar un tipo incorrecto de celulosa, los
resultados de este trabajo se reportan como fibras naturales de celulosa sin

especificar el tipo de éstas.
Zona de estudio

La zona de estudio, como se observa en la Fig. 1C, corresponde al costado
expuesto de la Peninsula de Hualpén, en la abertura noreste del Golfo del Arauco
(GA). Considerando la estructura del paisaje de la zona y el conjunto de
condiciones meteoroldgicas y oceanograficas, se explican distintos procesos que
ocurren en la costa y se deben incluir para la interpretacién de los resultados
obtenidos. Estos procesos se deben considerar de forma general, puesto que a
diario van a existir variaciones en la descarga del rio, direccion e intensidad del
viento y otros factores, utilizando datos promedios y muchas veces histéricos para

la explicacion de estos fendbmenos. Las descargas del rio Biobio alcanzan los
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mayores valores en meses de invierno (Junio-Septiembre) y los menores valores
en los meses de verano (Diciembre-Marzo), tienen efecto en la salinidad,
estratificacion vertical y direccion e intensidad de las corrientes en el GA, por
altimo, la zona de influencia que tendra en el GA esta directamente relacionada a
la amplitud de la descarga (Vergara et al., 2023). La actividad del anticiclén del
Pacifico Sur (APS) en los meses de primavera y verano reduce las
precipitaciones, lo que conlleva una disminucién en la descarga del rio Biobio
favoreciendo la surgencia costera, condicionada por la direccion de los vientos
meridionales y en menor medida, vientos zonales, ocurre aproximadamente desde
Septiembre hasta Diciembre (Sobarzo et al., 2007). La predominancia e intensidad
de los vientos sur/suroeste favorecen el ascenso de las aguas formando un
movimiento antihorario en el GA, la corriente norte permite la entrada de aguas por
el lado oeste del GA y la salida en direccion este del GA (Parada et al., 2001),
zona donde se encuentra el area de estudio. Por ultimo, Correa-Araneda y colegas
(2022) estudiaron la presencia de MP en el rio Biobio analizando 18 sitios desde
su origen hasta la desembocadura en el GA, encontrando fragmentos (37+6
particulas m) y fibras de MP (7+2 particulas m) en todos los sitios muestreados
a excepcion de dos que no presentaron fibras, ademas, se caracteriz6 mediante
FTIR las particulas de 4 sitios correspondiendo a siete tipos de polimeros (PAGE,
PE, PET, PMMA, PP, PSy PVC).

El primer muestreo de Septiembre se realiz6 luego de una temporada de
marejadas altas lo que afecto la disponibilidad de muestras debido al efecto de
remocion de las olas. El segundo muestreo realizado en el mes de Noviembre se
enmarca en un periodo de descarga minima del rio Biobio y surgencia costera, la
corriente norte conduce las aguas con menor concentracion de O, menor
temperatura y mayor cantidad de nutrientes. Las fibras de celulosa poseen una
densidad de 1,50 g cm3 (Sanchez-Vidal et al., 2018), mayor a la de los polimeros
plasticos y al agua marina, tendiendo a hundirse. Las aguas profundas que
ascienden durante la surgencia pueden traer consigo fibras de celulosa
depositadas anteriormente, esto apoyado por datos que demuestran que la

principal fibra encontrada en los sedimentos marinos son fibras de celulosa
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(Sanchez-Vidal et al., 2018), incluso en Chile es reportando para sedimentos
marinos en fiordos del sur, caracterizando mediante FTIR aproximadamente el
60% de los p-MP encontrados, de los cuales el 45% se correspondié con
materiales similares a la celulosa y un 20% similares al algodén (Jorquera et al.,
2022). Las fibras de celulosa y sus distintos tipos tienen un origen principal en la
industria textil, al igual que los MP, éstas pueden llegar al océano por dispersion a
través del aire (Stanton et al.,, 2019) o través de las descargas de plantas de
tratamientos de agua debido a los efluentes de las lavadoras (Browne et al., 2011,
Zambrano et al., 2019). Browne y colegas (2011) reportaron que tejidos de
poliéster pueden generar mas de 1900 fibras por lavado, sin embargo, la
investigacion realizada por Zambrano y colaboradores (2019) revelo que las
tejidos basados en celulosa (algodon, rayon, compuesto poliéster-algodon) liberan
mayor cantidad de fibras que tejidos de poliéster con las mismas estructuras de

fabricacion.

Fibras antropogénicas

Suaria y colegas (2020) estudiaron fibras presentes en el océano alrededor del
mundo y de la submuestra analizada mediante pFTIR, el 91,8% correspondié a
fibras naturales de origen animal o de plantas y el 8,2% a fibras sintéticas. Las
fibras textiles generalmente se clasifican en base al origen que posean siendo
“naturales” cuando son de origen celulésico (plantas), proteinico (animal) o mineral
y “fabricadas por el hombre” cuando son artificiales (regeneradas) o sintéticas
(polimeros de plastico) (Cesa et al., 2017). Se utiliza también el concepto de fibras
extruidas, debido a la forma en que son fabricadas al hacer pasar un polimero
fundido a través de una apertura de seccién transversal fija resultando en fibras
individuales de diametro uniforme, siendo estas exclusivamente las fibras

sintéticas y regeneradas (Stanton et al., 2019).
Celulosa reportada en investigaciones

Al comparar la presencia de celulosa en fecas de Lontra felina con investigaciones

realizadas en otras nutrias, el trabajo realizado por Smiroldo y colaboradores
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(2019) es el unico que reporta la presencia de celulosa. En 101 muestras fecales
analizadas de Lutra lutra se encontraron 24 p-MP de los cuales la mayoria
correspondia a huevos de sapo, reportan una particula de PET y otra de PA, y
celulosa y algodon como fuente antropogénica, pero de origen natural sin
presentar mayor detalle. A pesar de diferencias entre las presas consumidas por
Lontra felina y Lutra lutra, ambas especies consumen especies acuaticas y
semiacuaticas (en el caso de L. lutra) y habitan lugares cercanos a zonas
antropogénicas, lo que explicaria que en sus fecas se hallen compuestos
celulésicos. Al comparar los resultados presentados en esta investigacion con los
estudios en pinnipedos que caracterizaron mediante espectrometria infrarroja p-
MP vy reportan fibras celulésicas como uno de los compuestos encontrados se
tiene: la investigacion de Perez-Venegas y colegas (2020) encontré microfibras
(MF) en su mayoria seguido de fragmentos presentando una concentracion de 2-
15 particulas g * (peso himedo), analizaron las particulas de 6 muestras mediante
MFTIR confirmado un 51,5% correspondiente a algodon y 30% a polimeros (PET y
nylon), mientras que el 18,5% restante lo clasifican como no concluyente aunque
mencionan que los espectros presentaron bandas tipicas de celulosa; en
Zalophus wollebaeki se encontraron 253 p-MP en un 37% de las heces
muestreadas (n=180) con una concentracion de 0,04 + 0,05 particulas g * (peso
hamedo) siendo las fibras la forma méas abundante seguido de fragmentos y films,
mediante UFTIR se analizaron 46 particulas reportando un 17% para celulosa y
correspondiendo el resto a una variedad de polimeros sintéticos (PP-PE, PP, PE,
PVC) (Moreira-Mendieta et al., 2023); en Zalophus californianus se muestrearon
48 fecas dentro de las cuales se encontraron 294 p-MP en una concentracion de
0,14 + 32 particulas g " (se asume peso hiimedo al no ser informado) presentando
un 92% de fibras y 8% de fragmentos, de las particulas analizadas mediante
MATR-FTIR el 66% se categoriz6 como polimeros naturales de celulosa (n=152) y
algodon, el porcentaje restante correspondieron a variedad de polimeros sintéticos
y semisintéticos (PET, PP, PE, ABS, PAN, PVA, PV, PEA, PEU, viscosa) (Ortega-
Borchardt et al., 2023). En aves, una investigacion en fecas del pingiino rey

encontré sélo fibras en una concentraciéon de 21,9 + 5.8 MF g (peso seco) con
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presencia en el 77% de las muestras (n=47), de 264 fibras encontradas 236 fueron
analizadas mediante PATR-FTIR correspondiendo 84,7% a fibras de origen
celulésico (celulosa, algoddn), 3% lana 'y 12,3% a fibras sintéticas y semisintéticas
(acrilico, PET, PP, viscosa), la celulosa fue el polimero mas abundante (46,6%)
(Le Guen et al., 2020). La ausencia de MP en fecas de un mamifero marino
depredador tope como lo es Lontra felina no es novedad. Garcia-Garin y colegas
(2020) esperaban encontrar MP en las fecas de Arctocephalus gazella (Isla
Decepcibn, Antartica) debido a previos estudios que demostraron la presencia de
MP en especies pelagicas de la red tréfica que habita el Estrecho de Bransfield,
sin embargo, 10 p-MP encontrados en 42 fecas correspondian a minerales de
silicato y quitina. En estudios de 6rganos en mamiferos marinos, los analisis de
estbmagos de las especies Atlantic walrus y Pusa hispida no reportaron particulas
antropogénicas, considerando los p-MP encontrados como contaminacion dentro
del laboratorio debido a las similitudes que compartian las muestras y controles
(Jardine et al., 2023a; 2023b).

En investigaciones de otros grupos de animales en los que se han reportado fibras
celulésicas se tiene: muestras de intestino (n=38) y musculo (n=19) de cuatro
tiburones (Carcharhinus leucas, Sphyrna lewini, Galeocerdo cuvier y Carcharodon
carcharias) reportan un 92% de fibras de las cuales las celulésicas (algodén y
viscosa) se categorizaron en el 70% de las muestras de intestino y 83% de las
muestras de musculo, siendo los porcentajes restantes PET (Lu et al., 2024); en
estbmagos e intestinos de Harpagifer antarcticus y Harpagifer bispinis se
encontraron 358 MF y 1 forma irregular de MP, de lo cual 42 MF fueron analizadas
mediante UFTIR encontrando fibras de celulosa como el material predominante en
un 67,7% y 72,7% para cada especie, los otros compuestos categorizados
correspondieron a PET, acrilico y pelos similares a la lana, junto con 6 particulas
indeterminadas para H. antarcticus (Ergas et al., 2023); en tractos digestivos de
Sparus aurata se encontraron fibras exclusivamente mientras que en Cyprinus
carpio fibras y fragmentos, para ambos peces las particulas caracterizadas
consistieron en algodén, lana, fibras semisintéticas (viscosa, lyocell y lino), fibras

sintéticas (nylon, PA, PE, PC, PTFE), fibras compuestas y fragmentos de PTFE
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(Savoca et al.,, 2021); en tractos digestivos de Boops boops el 63,3% de los
individuos presento fibras que fueron analizadas mediante micro espectroscopia
de Raman (LRaman) y microscopia electronica de barrido con detector de rayos x
(SEM-EDX) las cuales correspondieron a viscosa (Savoca et al., 2019); en tractos
digestivos de Zoarces viviparus se encontraron solo fibras de las cuales una
submuestra fue analizada mediante FTIR en las que se encontré celofan y
polimeros en base a proteinas (quitina/quitosano) (Wesch et al., 2016); en el
trabajo de Remy (2015) 235 tractos intestinales de crustaceos que habitan las
praderas formadas por la planta acuéatica Posidonia oceéanica fueron analizados
encontrando 91 potenciales fibras artificiales, de los cuales se categorizaron 11
mediante espectroscopia Raman correspondiendo a viscosa; por ultimo, Bergami
y colaboradores (2023) analizaron 36 individuos de Neobuccinum eatoni
encontrando 19 p-MP de los cuales 14 fueron categorizados por MFTIR
encontrando PET, viscosa y material compuesto de celulosa y PA. Los trabajos
anteriormente citados demuestran la presencia de fibras celulésicas en muestras
de fecas y organos en distintos grupos de organismos considerando mamiferos
marinos, aves, tiburones, peces, crustaceos y una especie de gasteropodo.
Aunque los reportes de fibras de origen natural como la celulosa son variables,
este material estd presente en forma natural y en forma extruida como fibras
semisintéticas, notando ademas que en diversas investigaciones se reportan fibras

gue presentan composicion mixta.

Limitaciones metodologia

Pérez-Guevara y colegas (2021) destacan en trabajos de campo la importancia de
gue las muestras fecales a utilizar deben ser tomadas inmediatamente después de
la deposicion, evitando las heces que ya se encuentran en el ambiente debido a la
posible contaminacion externa. El disefio experimental de esta investigacion
consideré el ambiente y naturaleza del chungungo, cuyo tiempo de estadia en
madrigueras es de aproximadamente el 80% (Medina-Vogel et al., 2006; Medina-
Vogel et al., 2007), mismo tiempo oculto de la vista de investigadores, junto con

las facilidades de acceso, permanencia en los sitios de muestreo, y climatologia
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durante los meses propuestos para desarrollar los muestreos, no fue posible
realizar la investigacion con esa recomendacion. Por otro lado, se debe mencionar
gue en terreno se observo que el “estado de la feca” no se podia utilizar como
dato a causa de que algunas heces aparentaban ser frescas por encontrarse
humedecidas por efecto del mar o directamente en pozas de agua dejadas por las
mareas altas. El muestrear sitios diferentes se hizo para aumentar el n de la
investigacion, debido a las cercanias entre sitios no se puede estudiar diferencias
entre estos ya que se encuentran dentro del rango de kildmetros de dispersion que
puede tener el chungungo (<4.5 kilbmetros de largo)(Medina-Vogel et al., 2007;
Medina-Vogel et al., 2008).

En este trabajo no se utilizaron controles negativos y los blancos para controlar la
contaminacion por aire se utilizaron solo durante el analisis de muestra, al utilizar
mayor cantidad de controles y en las distintas etapas se puede tener mayor
conocimiento de la potencial contaminacion, asi como mejoras en la
estandarizacion de los resultados. Se debe considerar que la deteccion de p-MP
viene dada por la capacidad humana de poder detectarlos, de manera que,
particulas de colores “naturales” puede ser subestimadas (Nelms et al., 2018;
Perez-Guevara et al., 2021), en este caso, las fecas de chungungo presentan
coloracion rosacea debido en gran parte al consumo de Allopetrolisthes punctatus,
por lo que, particulas de colores rojo, blanco y transparentes pueden haber sido
subestimadas al ser confundidas con estructuras naturales propias de las presas
gue conforman parte de la dieta. De forma general las investigaciones sobre MP
analizan una submuestra de p-MP mediante instrumentos de espectroscopia
infrarroja debido al alto costo de estos analisis y al tiempo que conlleva la
preparacion de las muestras anterior a éste. Previo al andlisis mediante uFTIR se
escogieron las muestras con mayor abundancia de p-MP, dado que las fibras se
recolectaron en tubos Eppendorf con agua destilada filtrada, fue necesario
ubicarlos en el horno para evaporar el agua y obtener las fibras completamente
secas, sin embargo, el tiempo de permanencia no fue el ideal. Las Figuras 7 y 8
demuestran que se obtuvieron fibras himedas e incluso con presencia de sales de

KOH que dificultaron el analisis, éstas sales se generaron al momento de la
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evaporacion del agua destilada, agua que debe haber contenido una pequefia
fraccion de la disolucion de KOH, debido a que al momento de extraer las fibras de
las muestras éstas se encontraban empapadas en la disolucion. Una solucion a
este problema seria limpiar las fibras al momento de la extraccion en agua
destilada y centrifugarlas por 30 segundos para eliminar cualquier elemento
adherido a éstas (Savoca et al., 2019).

Sugerencias para estandarizacion de investigaciones

Comparar investigaciones sobre MP y/o fibras sea cual sea la matriz de estudio es
complejo debido a las diferencias en las metodologias y presentacion de
resultados. La contaminacion de las muestras puede ocurrir durante el muestreo,
preparacion y analisis de éstas, por lo que, se sugiere el uso de controles en todas
las etapas de investigacion, junto con el correspondiente analisis (Perez-Guevara
et al., 2021; Zantis et al., 2021). Protocolos validados que impidan la
contaminacion de muestras por parte de las indumentaria que lleven los
investigadores, deberian ser exigidos en las investigaciones sobre MP sugieren
Scopetani y colegas (2020) y al considerar fibras naturales y semi sintéticas en
estudios de contaminacidon antropogénica, se puede utilizar vestimenta de colores
gue usualmente no son reportados en muestras ambientales como naranjo o
rosado (Athey & Erdle, 2022). Respecto a la digestion de muestras se sugiere
utilizar bajas temperaturas por la menor probabilidad de destruccion de fibras
naturales o semisintéticas (Athey & Erdle, 2022). Los reportes de MP y/o fibras en
fecas de animales varian en la forma de ser presentados por lo que la
interpretacion de los resultados es compleja y dificultosa, por ejemplo: se
presentan promedios para el conjunto de muestras o solo para las muestras
positivas (Perez-Guevara et al., 2021), se informa el nimero de muestras y no
siempre se presenta el volumen de esta o0 a la inversa (Perez-Guevara et al.,
2021), no se reporta la totalidad de compuestos encontrados, etc. Se sugiere
reportar: el nimero total de muestras analizadas junto con el nimero de muestras
positivas como también el namero total de particulas encontradas, ademas de,

particulas por gramo especificando si es peso seco o himedo (Zantis et al., 2021).
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En las investigaciones sobre MP las fibras antropogénicas de origen natural no
siempre son reportadas en los datos (Barrows et al., 2018; Concato et al., 2023), y
no siempre se caracteriza quimicamente las particulas encontradas de forma que
la abundancia de fibras de microplasticos probablemente ha sido sobreestimada
(Suaria et al., 2020) existiendo una subestimacion en la abundancia de fibras
antrépicas de origen natural (Barrows et al.,, 2018; Concato et al., 2023). Otro
factor que provoca falsas estimaciones es la suposicion sobre las fibras
regeneradas, que al ser fabricadas por extrusién y procesadas de forma industrial
se han considerado como sintéticas, lo que dentro del contexto de fibras textiles
no es correcto (Cesa et al., 2017; Concato et al., 2023). Solo las fibras sintéticas
deberian ser consideradas microplastico como tal (Cesa et al., 2017), sin
embargo, la falta de coherencia en el uso de conceptos ha llevado que a fibras de
origen natural y semi sintéticas sean reportadas dentro de los MP en gran mayoria
de estudios. Por dltimo, junto con las limitaciones que existen al utilizar
metodologias como la espectrometria para estudiar fibras textiles, el uso de
librerias acotadas y su algoritmo de busqueda, puede generar una evaluacion
incorrecta del espectro, por ende, incorrecta identificacion de la fibra (Kappler et
al., 2018; Cai et al.,, 2019; Geminiani et al., 2022). Gran parte de los autores
recalcan la necesidad urgente de estandarizar los protocolos de investigacion y
reporte de resultados en investigaciones de contaminantes antropogénicos tanto

en MP como fibras.
Futuros estudios

Al igual que los MP, las fibras naturales contienen contaminantes, ya sea, por
guimicos afiadidos durante su fabricacidbn como tinturas y agentes de proteccién o
por compuestos adsorbidos del agua marina (Ladewig et al., 2015; Suaria et al.,
2020; Athey & Erdle, 2022; Geminiani et al., 2022; Concato et al., 2023). Debido a
la percepcién comun sobre que los compuestos de celulosa se biodegradan (Dris
et al., 2018) el estudio de fibras antropogénicas ha sido descuidado en
investigaciones sobre la contaminacion marina (Ladewig et al.,, 2015). Se

desconocen los tiempos de degradacion de fibras en ambientes acuéticos
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(Sanchez-Vidal et al., 2018) asi como los efectos que podrian causar los
contaminantes de éstas y el consumo y acumulacién en la biota, siendo necesario
enfocar los estudios en la caracterizacion de fibras antropogénicas, las
propiedades fisicas y quimicas, los contaminantes que puedan poseer y los
efectos de consumo y potencial acumulacién (Santini et al., 2022; Concato et al.,
2023).

La aparicién de fibras de celulosa en fecas de chungungo puede sugerir la
transferencia tréfica desde presas contaminadas, aunque no se debe descartar el
consumo directo accidental ni potenciales fuentes de contaminacion de las heces
debido al medio ambiente o vestimenta de los investigadores durante la
recoleccion. Santos y colaborares (2021) explican que el volumen y la distribucion
de plastico en el ambiente junto con las estrategias de alimentacion de los
organismos determinan el encuentro entre ambos, ademas, la susceptibilidad de la
interaccion y/o ingesta de MP guiara el potencial de los MP para causar dafio en el
organismo (Wright et al., 2013). Este razonamiento se puede aplicar de igual
forma para otros contaminantes como lo son las fibras textiles, en este caso, las
fiboras de celulosa. Confirmar si un organismo ha consumido las particulas de
forma directa o indirecta es dificil (Au et al., 2017) y la investigacion en presas
ofrece una herramienta para entender mejor el consumo indirecto (Moore et al.,
2022). Para explorar los niveles de contaminacién y postular la transferencia
trofica como fuente de contaminacion, es necesario estudiar de forma simultanea
muestras fecales del depredador, presas y medio ambiente (considerando
diversos sustratos como también investigadores) (Le Guen et al., 2020; Ortega-
Borchardt et al., 2023). También se deben evaluar metodologias innovadoras que
puedan aportar eficiencia e informacion mas especifica como lo es el protocolo
propuesto por Nelms y colegas (2019) donde combinan técnicas moleculares e
identificacion de MP. Utilizando metabarcoding de ADN presente en las fecas al
mismo tiempo que el estudio de MP investigaron la relacion potencial entre dieta y
abundancia de MP de un depredador tope mamifero marino, obteniendo
resultados que sugerian relacién (Nelms et al., 2019). Consecuentemente, para

evaluar contaminantes que pueden estar afectando a Lontra felina y hallar una
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relacién a través de la dieta, es necesario expandir el estudio a otras matrices
ademas da las muestras fecales: presas, sustrato donde se encuentran las fecas,
agua marina, entre otros; entendiendo ademas los factores que determinan la
distribucién y abundancia de los contaminantes, expandir el estudio a mayores

escalas temporales y espaciales es recomendado.
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CONCLUSIONES

Las heces de Lontra felina que habita las cercanias de Caleta Chome no
presentaron microplasticos, rechazando la hipétesis planteada. Se hallaron
exclusivamente fibras con abundancia de colores que siguen las tendencias
reportadas y al ser analizadas mediante pFTIR fueron categorizadas como fibras
de celulosa. Investigaciones recientes han demostrado que la abundancia de
estas fibras en los medios acuéticos ha sido subestimada debido a un conjunto de
factores como metodologias usadas y ausencia de reportes. Las condiciones
oceanograficas y meteorolégicas del Golfo de Arauco durante los muestreos
podrian explicar la ausencia de microplasticos y la presencia de celulosa,
considerando principalmente la surgencia como factor. Debido a que la celulosa es
de mayor densidad que polimeros plasticos y el agua marina esta tendera a
hundirse, sin embargo, la surgencia costera eleva aguas profundas hacia la
superficie. Se considera ademas que la gran mayoria de presas que forman parte
de la dieta del chungungo son bentonicas, por lo que, tendrian mayor potencial de
encuentro en ingerir celulosa. Los resultados de esta investigacion presentan
similitudes con diversos estudios alrededor del mundo que han reportado fibras de
celulosa en conjunto a la presencia de microplasticos o de forma exclusiva: en
heces de mamiferos marinos y aves, y en érganos de tiburones, peces, crustaceos
y gasterépodos. Respecto a la metodologia utilizada mejoras deben ser
implementadas para realizar investigaciones de forma mas eficiente y con mayor
credibilidad en los resultados. Las investigaciones que se realizan en
microplasticos y los recientes estudios en fibras, apuntan a la dificultad para
comparar investigaciones debido a la falta de estandarizacién en protocolos y
reporte de resultados, haciendo necesario el desarrollo de metodologias que
estandaricen las distintas etapas de investigacion en contaminantes. Se debe
generar conocimiento de todos los contaminantes incluyendo fibras y MP,
estudiando abundancia, distribucion e interacciones y efectos en el medio
ambiente y organismos, enfatizando la investigacion en transferencia tréfica como

factor de ingesta de estos contaminantes.
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ANEXOS

Anexo 1. Curvas de deshidratacion para las muestras obtenidas en ambos

terrenos.
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Figura 11. Curvas de deshidratacion de las muestras correspondientes al primer muestreo
(n=5).
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Figura 12. Curvas de deshidratacion de las muestras correspondientes al segundo

muestreo (n=19).
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Anexo 2: Espectros pFTIR para fibras analizadas.
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Anexo 3: Espectros de referencia de distintos compuestos.
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Figura 15. Espectro FTIR de celulosa de nitrato. cm™: unidad de medida de longitud de onda.
Analizada en un Nicolet iS10 FTIR en modo transmisién a una resolucién de 4 cm?* y 100
escaneos. Figurada tomada de CAMEO, 2020.
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Figura 16. Espectro FTIR de celulosa de nitrato. cm™: unidad de medida de longitud de onda.
Analizada en un Nicolet iS10 FTIR en modo transmisién a una resolucion de 4 cm? y 100
escaneos. Figurada tomada de CAMEO, 2016.
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