NACIONES
UNIDAS EP

!;4;;\ Distr. LIMITADA
ONU G

b4 UNEP(DEPI)/CAR WG.46/INF.11
programa para el 23 de mayo de 2025
medio ambiente Original: Espafiol

SéptimoReunion del Comité Asesor Cientifico
y Técnico (STAC) del Protocolo Relativo a
la  Contaminacion Procedente de Fuentes y
Actividades Terrestres (FTCM) en la Region del
Gran Caribe

Virtual, 22 - 25 de julio de 2025

DIRECTRICES REMARCO PARA EL CONTROL DE
MICROPLASTICOS

Esta reunion se convoca virtualmente. Se ruega a los delegados que accedan a todos los documentos de la
reunion por via electronica para descargarlos cuando sea necesario.

*Este documento ha sido reproducido sin edicion formal.



A S i
O

L . A 4

REMARCO

Red de Investigacion de Estresores Marino-Costeros
de América Latina y el Caribe

Determinacion de la abundancia de
microplasticos en arenas de playa

REMARCO
REMARCO-MP-P-01

Diciembre, 2024

e = ol =aa: . = s s



Red de Investigacion de Estresores Marino-Costeros
de América Latina y el Caribe

Elaborado por:

Alonso Hernandez, Carlos Manuel - Laboratorio de
Radioecologia, Laboratorios Ambientales del OIEA, Ménaco.
Barrientos, Eduardo Estevan - Science Department, Faculty of
Science and Technology, University of Belize, Belize.

Carrasco Palma, Daniel - Laboratorio de Toxinas Marinas
(Sede Castro), Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Chile.

Costa Muniz, Marcelo - Laboratério de Radioecologia e
Alteragdes Ambientais (LARA), Instituto de Fisica da
Universidade Federal Fluminense (UFF), Brasil.

Diaz Jaramillo, Mauricio - Grupo Estresores Multiples en el
Ambiente, Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras,
Universidad Nacional de Mar del Plata - CONICET, Argentina.
Gonzalez, Mariana - Grupo Estresores Multiples en el
Ambiente, Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras,
Universidad Nacional de Mar del Plata - CONICET, Argentina.
Helguera Pedraza, Yusmila - Centro de Estudios Ambientales
de Cienfuegos, Cuba.

Lozoya Azcarate, Juan Pablo - Departamento Interdisciplinario
de Sistemas Costeros y Marinos, Centro Universitario Regional
del Este, Universidad de la Republica, Uruguay.
Obando-Madera, Paola Sofia - Programa de Calidad Ambiental
Marina - Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras
(INVEMAR), Colombia.

Ontiveros Cuadras, Jorge Feliciano - Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), México.

Purca Cuicapusa, Sara — Area Funcional de Investigaciones
Marino Costeras — Instituto del Mar del Pert (IMARPE), Peru.
Ramirez Alvarez, Nancy - Instituto de Investigaciones
Oceanoldgicas, Universidad Auténoma de Baja California,
México.

Rios Mendoza, Lorena M. - Program of Chemistry and Physics,
Department of Natural Sciences, University of Wisconsin-
Superior, Estados Unidos.

Ruiz-Fernandez, Ana Carolina - Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), México.

Saldarriaga-Vélez, Juan Fernando - Programa de Calidad
Ambiental Marina - Instituto de Investigaciones Marinas y
Costeras (INVEMAR), Colombia.

REMARCO-MP-P-01

Citar como:

Alonso Hernandez, C.M., Barrientos, E.E.,
Carrasco Palma, D., Costa Muniz, M., Diaz-
Jaramillo, M., Gonzalez, M., Helguera Pedraza, Y.,
Lozoya Azcdrate, J.P., Obando-Madera, P.S,,
Ontiveros Cuadras, J.F., Purca Cuicapusa, S.,
Ramirez Alvarez, N., Rios Mendoza, L.M., Ruiz-
Fernandez, A.C., y Saldarriaga-Vélez, J.F. (2024).
Determinacion de la abundancia de
micropldsticos en arenas de playa. Red de
Investigacion de Estresores Marinos - Costeros
en Latinoamérica y El Caribe — REMARCO. 18 pp.
https://remarco.org/manual-de-procedimientos-
tecnicos-contaminacion-por-microplasticos/

REMARCO agradece al Organismo Internacional de
Energia Atémica (OIEA) el soporte para la
elaboracion del presente documento, a través de
los proyectos de Cooperacién Técnica RLA/7/025y
RLA/7/028;y a Ostin Garcés-Ordofiez, Programa de
Calidad Ambiental Marina - INVEMAR, Colombia, y
Universitat de Barcelona, Espafia.

Imagen de portada: Composicion del muestreo
en playas de arena: a.-b.-c.-d.

Fotos: Emiliano Hines (ARG), Juan Saldarriaga
(COL), Victor Pineda (HON), Ignacio Rubilar-
Donoso (CHI), Juan Guillermo Sagot (COS),
Daniel Carrasco-Palma (CHI), Paola Obando
(coL).

Este material no tiene fines de lucro. Se prohibe su
venta. Todos los derechos reservados. Se autoriza
la reproduccion y difusion del contenido de este
producto para propdsitos educativos u otros fines
no comerciales, sin previa autorizacion escrita de
los titulares de los derechos de autor, siempre que
se especifique claramente la fuente.

Red de Investigacion de Estresores Marinos - Costeros en Latinoamérica y El Caribe - REMARCO
https://remarco.org/

[ * - -— — “



https://remarco.org/

REMARCO =—=:

Red de Investigacion de Estresores Marino-Costeros
de América Latina y el Caribe

Comité Ejecutivo de REMARCO

Presidenta del Comité Ejecutivo
Luisa Fernanda Espinosa Diaz

REMARCO-MP-P-01

Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras “José Benito Vives de Andréis” — INVEMAR

COLOMBIA

Representantes de Acidificacion de Océanos

Cesar Augusto Bernal

Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras “José
Benito Vives de Andréis” — INVEMAR

COLOMBIA

Representantes de Carbono Azul

Ana Carolina Ruiz-Fernandez

Universidad Nacional Auténoma de México — UNAM
MEXICO

Representantes de Microplasticos
Yusmila Helguera Pedraza

Centro de Estudios Ambientales - CEAC
CUBA

Representantes de Eutrofizacion

Joan Albert Sanchez Cabeza

Universidad Nacional Auténoma de México — UNAM
MEXICO

Representantes de Comunicacion
Laura Brenes Alfaro

Centro de Investigacién en Contaminacion Ambiental —

CICA
COSTA RICA

Representantes de Floraciones Algales Nocivas
Joao Paulo de Sa Felizardo

Universidade Federal Fluminense - UFF

BRASIL

Betina Lomovasky
Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras (IIMyC),
CONICET, Universidad de Mar del Plata
ARGENTINA

German Azcune

Centro Universitario Regional del Este (CURE) —
Universidad de la Republica

URUGUAY

Mauricio Diaz Jaramillo
Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras (IIMyC),
CONICET, Universidad de Mar del Plata
ARGENTINA

Alain Munoz Caravaca
Centro de Estudios Ambientales - CEAC
CUBA

Isabela Katime Arroyave

Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras “José
Benito Vives de Andréis” — INVEMAR

COLOMBIA

Ana Martinez Goicoechea
Direccion Nacional de Recursos Acudaticos (DINARA)
URUGUAY

Red de Investigacion de Estresores Marinos - Costeros en Latinoamérica y El Caribe - REMARCO
https://remarco.org/

- .y - u' ' l ' l ]
o W e -— —



https://remarco.org/

REMARCO AAA REMARCO-MP-P-01

Red de Investigacién d
de América Latina y el Caribe

Pagina 1 de 18

DETERMINACION DE LA ABUNDANCIA DE

MICROPLASTICOS EN ARENAS DE PLAYA Version 00

TABLA DE CONTENIDO

H w DR

(0= | I 1V SO 2
ALCANC E ...ttt ettt e e e ettt e e e e 2
FUNDAMENTO TEORICO ....ooouieieive ettt ene e 2
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS ......ooiiiii i 2
4.1. Equipos y materiales para el trabajo de campo .........ccccevviiiiiiiiiiiiiie e, 2
4.2. Equipos y materiales para el [aboratorio .............c.eeiiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
4.3. REACHVOS Y SOIUCIONES ....coviiiiiiiiiiiee ettt e e e 3
DESCRIPCION DE ACTIVIDADES ......ccoeoiitiecieeeeeeecee et ee et eae e, 4
5.1, MUBSITEO ..ttt ettt e e e ettt e e e a et e e e e e e na s 4
5.2. AnAlisis de MICrOPIASHICOS .....cuvviiiiieieeeee e 7
5.3. Reporte de la abundancia de microplastiCos............ccoeeevvviiiiiieeeiiiiii e, 10
CONTROL DE CALIDAD ....uuiiii ittt e e e e et a s e e e e e e e e e aeaeaennens 10
6.1. Buenas practicas de trabajo de campo y laboratorio............cccceeeeeiiiiiiiinninns 10
6.2. ANALISIS 0E DIANCOS ....uuiiiii i 10
6.3. Repeticion del proceso de deteccion y conteo de microplésticos................. 11
6.4. ENSAYO 08 APUITUT .....uuuii ettt e e 11
MANEJO DE RESIDUOS .....ouiiiiiiiiiieeiieeeeeeeiiiis et a e e e e e e e e e aeeeennes 11
REFERENCIAS ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaeees 122
ANEXOS . ...ttt 133
ANEXO I. Densidades de los polimeros de plastico, semisintéticos y fibras naturales
MAS COIMUINES. ...iiiiiiieeeiitii e s e e e e e e e eeeeeeeeeeaaaa e s aaaaeeaaeeeeeeesessan i aaaaeaeeaeeeeeessssnnnnns 133

ANEXO II.1 Equipos y materiales utilizados para el monitoreo y andlisis de
MICroplasticos en arenas de Playas. ......ccoooeeiiiiiiiiiiiiie e 144

ANEXO II.2 Equipamiento y etapas principales del analisis de microplasticos en
muestras de arenas de Playa........coooiiiiiiiiiiiiiii e 155

ANEXO III. Preparacion de soluciones y materiales necesarios para el analisis de
microplasticos en muestras de arena de playa. .........ccooccovviiiiiiiiiiiie e, 166

ANEXO IV. Plantilla para el registro de los datos del muestreo y abundancia de
MICroplasticos en arenas de PlaYa. .......ccoeeevveviiiiieeeieie e 177



REMGRMCUO A REMARCO-MP-P-01

Red de Investigacién d res
de América Latina y el Caribe

DETERMINACION DE LA ABUNDANCIA DE

MICROPLASTICOS EN ARENAS DE PLAYA Version 00

Pagina 2 de 18

1. OBJETIVO
Determinar la abundancia de particulas de microplasticos (MPs) en arenas de playa.
2.  ALCANCE

Este procedimiento es aplicable para la determinacion de la abundancia de particulas de
microplasticos de densidades < 1,2 g cm3 y tamafios comprendidos entre 300 - 5000 um
(0,3 - 5 mm), en arenas superficiales de playas con un tamafio medio de grano inferior a
2 mm.

3. FUNDAMENTO TEORICO

El procedimiento se basa en el analisis de MPs en dos fracciones de tamafio: de 300 um
almmyde1la5mm. El andlisis de los MPs incluye técnicas de tamizado en seco,
separacion por densidad y conteo de MPs primarios, secundarios y totales, bajo
microscopio de diseccidn o estereomicroscopio.

Los MPs a ser analizados estaran conformados por diferentes tipos de polimeros
sintéticos con densidades especificas variables en el rango de 0,8 a 1,2 g cm3 [1-3] (ver
Anexo 1), ya que en este procedimiento se utiliza una solucién saturada de NaCl (1,2 g
cm?) para la separacion de los MPs. La seleccién del NaCl se debe a su bajo costo e
impacto ambiental [4].

4. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Todo el material empleado para la toma de muestras, su almacenamiento y analisis debe
ser de vidrio o metal.

4.1. Equipos y materiales para el trabajo de campo

— Bitacora de registro de datos de campo y lapiz;

— GPS (grados decimales);

— Cinta métrica de al menos 20 m de longitud;

— Cuadrante de 50 x 50 cm dividido en 4 secciones enumeradas de 25 x 25 cm (ver
Anexo 1.1 A). El cuadrante debe ser de madera, metal o también puede usarse
cuerda de algoddn y estacas metalicas o de madera para delimitar el area de
muestreo;

— Cuchara o pala metélica adecuada para recoleccion de arena superficial (Anexo
1.1 B);

— Contenedores metélicos o de vidrio con tapa, de al menos 1 L de capacidad
(Anexo 1.1 C);

— Cinta adhesiva de papel para etiquetado de muestras;

— Marcadores de tinta indeleble;
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4.2.

4.3.

Papel aluminio.
Equipos y materiales para el laboratorio

Horno (temperatura mayor a 200 °C) o mufla para limpieza de materiales;

Horno para secado de muestras (temperatura < 50°C);

Balanza (sensibilidad de 0,01 g);

Zaranda o agitador automatico/vibratorio para tamizado en cascada (adecuado
para tamices de al menos 20 cm de didmetro y 5 cm de altura) (ver Anexo II.1 D);
Agitador magnético para soluciones;

Sonicador;

Bomba de vacio;

Microscopio de diseccion o estereomicroscopio (40X de magnificacion);
Campana de flujo laminar (recomendado);

Bandejas de vidrio, acero inoxidable o aluminio para secado de muestras;
Tamices de acero inoxidable (de al menos 20 cm de didmetro y 5 cm de altura)
con malla metélica de 300 um, 1 mmy 5 mm (ver Anexo Il.1 E);

Vasos de precipitados de vidrio de diversos volumenes (600 a 1000 mL);

Papel aluminio o vidrios de reloj (para cubrir vasos de precipitados);

Barras agitadoras magneéticas, preferentemente de vidrio, o en su defecto barras
de teflébn de colores llamativos para saber cuando se empiezan a fragmentar
Sistema de filtracion de vidrio para filtros de 25 mm o de 47 mm de diametro (copo
o embudo de filtracion, base con soporte para filtro y pinzas de sujecién) (ver
Anexo 11.2 A);

Matraz kitasato de al menos 1 L;

Filtros metalicos de 25 o 47 mm de diametro (en funcion del sistema de filtrado
gue se disponga) y 250 um de tamafio del poro;

Pinzas de acero inoxidables antiestaticas de punta fina;

Cinta adhesiva de papel para etiquetado de muestras;

Frasco lavador (piseta) para agua destilada o desionizada,;

Bata de laboratorio de algodén;

Placas Petri y viales de vidrio (de boca ancha) para almacenar las particulas
extraidas.

Reactivos y soluciones

Agua filtrada por 250 pm o un tamafio menor;

NaCl (grado industrial, o grado comercial);

Detergente liquido;

Peréxido de hidrogéno 30 - 35%;

Etanol (grado técnico) filtrado para limpieza de materiales y superficies de trabajo;
Solucién saturada de NaCl (1,2 g cm™3).
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Los detalles sobre la preparacion de las soluciones y materiales de trabajo se encuentran
en el Anexo Il de este procedimiento.

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
El diagrama de flujo de las actividades se describe en la Figura 1.

Previo al inicio de las actividades de recoleccion y procesamiento de las muestras, se
deben tomar en cuenta los protocolos de cuidado y limpieza de materiales de campo y
laboratorio, asi como los de control de la calidad de los analisis, descritos en la Seccién
6 de este procedimiento.

5.1. Muestreo
5.1.1. Seleccioén del sitio de muestreo

La distribucion y abundancia de los MPs estan influenciadas por cambios estacionales,
eventos naturales y actividades antropicas que deberan ser consideradas al seleccionar
y caracterizar el sitio de muestreo. Dentro de los aspectos a considerar se encuentra el
uso del suelo circundante (natural, rural o urbano), la cercania de las descargas de aguas
residuales, bocas de tormenta, actividades turisticas y de pesca en la linea de costa y
condiciones meteoroldgicas (ej. oleaje, velocidad del viento, o la ocurrencia de eventos
de tormenta en dias previos).

5.1.2. Recoleccion de las muestras de arena

— Marcar el &rea de recoleccion de las muestras definiendo un transecto de 100 m
de longitud paralelo a la linea de costa y sobre la pleamar mas reciente definida,
correspondiente al ciclo de marea diario (Fig. 2).

Nota 1: El muestreo debera realizarse después que ocurra la pleamar, recordando
que el transecto debe ubicarse en linea recta paralela a la linea de pleamar,
evitando siempre circular sobre el area a muestrear.

— Colocar a lo largo del transecto 5 cuadrantes de 50 x 50 cm, ubicandolos cada 20
m. El cuadrante de 50 x 50 cm debe estar dividido en 4 secciones de 25 x 25 cm
(ver Anexo 1.1 A).

— El primer cuadrante se colocara a los 20 m del inicio del transecto (Fig. 2). En caso
de no divisarse la linea de pleamar cada 20 m, o que ésta se encuentre alterada
(pisoteo, micro riscos, etc.), el cuadrante podra moverse hasta encontrarla, pero
siempre manteniendo el eje del transecto.



RE MARCO m REMARCO-MP-P-01

Red de Investigacién de Estresores Marino-Costeros
de América Latina y el Caribe

DETERMINACION DE LA ABUNDANCIA DE

MICROPLASTICOS EN ARENAS DE PLAYA Version 00

Pagina 5 de 18

Muestreo de arena superficial Registro de datos
(5 réplicas de 25 x 25 cm) (Anexo 1V)

\ 4

Secado de las muestras a < 50 °C — Registrar el peso seco de las
muestras

v

Separacidn por tamizado en seco, en cascada
de tamices de 300 pum, Immy 5 mm

(15 min)
A\ 4 A\ 4 \4
300 um < fraccion <1 mm 1 mm < fraccion <5 mm Descartar fraccion >5mm
Separacion por densidad con solucion Separacion por densidad con solucion saturada de
saturada de NaCl (1,2 g cm®) NaCl (1,2 g cm™®)
(30 min de agitacion; reposar toda la noche) (30 min de agitacion; reposar toda la noche)
Repetir si es necesario
\ 4 \4
Filtracion de sobrenadantes Filtracion de sobrenadante
(filtro metalico de 250 pm) (tamiz de 1 mm)
Digestion Organica . Identificacion y conteo de MPs, bajo estereomicroscopio.
H,0, 30-35% g Confirmacion de MPs mediante FTIR-ATR o Raman

|

Registro de abundancia de
MPs (Anexo 1V)

Figura 1. Diagrama de flujo del procedimiento para la determinacion de la abundancia de
microplasticos en arenas de playa.
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— En cada cuadrante recolectar el primer centimetro de arena, con una cuchara o
pala de acero inoxidable, de una de las cuatro secciones de 25 x 25 cm. La seccion
del cuadrante donde se va a tomar la muestra debera determinarse al azar y previo
al muestreo, para asi evitar un sesgo.

Nota 2: Recolectar la muestra de rodillas frente al &rea de muestreo y con cara al
viento para minimizar una posible contaminacion. Para cada sitio de estudio se
tendra un total de 5 muestras que seran tratadas como réplicas (R1-R5).

— Registrar las coordenadas del sitio de muestreo en la ubicacion de la muestra R3
del transecto.

— En el caso de encontrarse mesoplasticos, algas, o restos de vegetacién de mayor
tamafio en la seccion a muestrear, estos deberan recolectarse para su posterior
lavado en el laboratorio y evitar la pérdida de particulas de MPs que pudieran estar
adheridos a su superficie.

— Conservar cada muestra en un recipiente de vidrio o0 metdlico cubierto, y a
temperatura ambiente, hasta su analisis.

Vegetacion / Dunas

Linea de
marea alta
T —

Agua

Figura 2. Delimitacién del area de recoleccion de las muestras de arena (transecto de
100 m) en la linea alta de marea (pleamar mas reciente definida) y puntos de
muestreo (R1 a R5) en la playa (Adaptado de Burgess et al. [5] y OSPAR [6]).

5.1.3. Codificacion de las muestras

La identificacion de las muestras se realiza utilizando un cédigo Unico, inequivoco y sin
ambiguedades. Un sistema de identificacion recomendado es el siguiente: cddigo del
proyecto (hasta siete caracteres), codigo del pais (definido por tres caracteres), fecha del
muestreo (seis digitos, dd/mm/aa), sitio de muestreo (tres caracteres que identificaran el
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nombre de la playa), analito (microplastico: MP), tipo de muestra (Arena) y numero de
réplica de la muestra recolectada (R#).

Ejemplo:
Cadigo del pais  Cddigo de la playa Muestra de arena y # de réplica
——

RLA7025CUB310124RLN-MP-Arena R1

Cadigo del proyecto  Fecha (dd/mm/aa)  Microplastico

5.1.4. Informe del muestreo

El registro de los datos del muestreo y cualquier observacién o incidencia ocurrida
durante la recoleccién de las muestras se realiza utilizando la plantilla del Anexo IV.

5.2. Anélisis de microplésticos

Durante el andlisis de las muestras se deben tener cuidados especiales respecto a la
posible contaminacion por fibras y particulas en el ambiente de los laboratorios, por lo
gue se recomienda seguir los protocolos de control de calidad descritos en la Seccién 6
de este procedimiento.

5.2.1. Pre-tratamiento de las muestras de arena de playa

— Secar las muestras recolectadas a < 50 °C hasta peso constante.

Nota 3: Para evitar contaminacion de las muestras por particulas presentes en el
ambiente del laboratorio, cubrir la muestra con papel aluminio durante el secado.
Hacer algunas perforaciones al papel para permitir la salida del agua por
evaporacion.

— Una vez secas las muestras, dejar enfriar a temperatura ambiente cubriendo las
muestras con un nuevo papel filtro, pesar las muestras y anotar el valor (peso seco
de la muestra).

— En un agitador de tamices automatico, realizar un tamizado en seco de las
muestras en cascada de tamices de 300 um, 1 mmy 5 mm, por un tiempo minimo
de 15 minutos.

— Recuperar las fracciones retenidas en los tamices de 300 ym (300 um < fraccion
<1mm)y1lmm (1 mm < fraccién <5 mm).
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5.2.2. Separacion y extraccion de particulas de microplasticos
1 mm < fracciéon <5 mm

- Transferir la fraccién a un vaso de precipitado o varios vasos si es mucha la muestra,
previamente etiquetados.

- Adicionar solucién saturada de NaCl (1,2 g cm3), previamente filtrada por 250 um o
un tamafio menor, asegurando que la solucién cubra al menos cinco veces el volumen
de la muestra (ver Anexo 11.2 B).

- Adicionar una o dos gotas de detergente liquido como tensioactivo, previamente
filtrado, para evitar la adhesion de las particulas a las paredes del vaso de
precipitados

- Colocar una barra de agitacién magnética (preferiblemente de vidrio o de colores
facilmente identificables) en el vaso de precipitado, cubrir con papel de aluminio o
vidrio de reloj el vaso y agitar gentilmente durante 20-30 minutos sobre una placa de
agitacion magnética.

- Pasado el tiempo de agitacion dejar sedimentar toda la noche vy filtrar por tamiz de
1 mm.

- Extraer las particulas directamente desde el tamiz de 1 mm con la ayuda de una
pinza y conservarlas en frascos de vidrio o papel aluminio.

Nota 4: Se recomienda confirmar la longitud maxima de las particulas plasticas de
mayor tamafio, evitando la cuantificacion de mesoplasticos (> 5mm) en esta fraccion.

300 um = fraccion <1 mm

— Transferir la fraccion 300 um-1 mm a uno o varios vasos de precipitado
previamente etiquetados.

— Adicionar solucién saturada de NaCl (1,2 g cm®), previamente filtrada por 250 ym
0 un tamafo menor, asegurando que la solucion cubra al menos cinco veces el
volumen de la muestra (ver Anexo 1.2 B).

— Agregar a la mezcla una o dos gotas de detergente liquido como tensioactivo,
previamente filtrado para evitar la adhesion de particulas a las paredes del vaso.

— Colocar una barra de agitacion magnética (preferiblemente de vidrio o de colores
facilmente identificables) en el vaso de precipitado con la mezcla, cubrir con papel
de aluminio o vidrio de reloj el vaso y agitar durante 20-30 minutos sobre una placa
de agitacion magnética.
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— Pasado el tiempo de agitacion dejar sedimentar por toda la noche.
— Trasvasar cuidadosamente el sobrenadante al sistema de filtracion al vacio de

vidrio, evitando resuspender la arena sedimentada. Filtrar el sobrenadante, a
través de un filtro metalico de 250 uym de poro (diametro de 25 mm o 47 mm).

Si se observa una gran cantidad de particulas en el sobrenadante, repetir los
pasos anteriores de separacion por densidad, con la arena sedimentada en cada
vaso precipitado.

Una vez filtrada la totalidad de la muestra enjuagar bien con suficiente agua
destilada filtrada las paredes del copo o embudo de filtracién y el filtro metélico,
para arrastrar todas las particulas y eliminar posibles restos de precipitados de sal
gue pudieran haberse formado durante el proceso.

Remover el embudo de filtracién con la bomba aun encendida para reducir la
adhesion de las particulas a los bordes.

Detener la bomba, eliminar el vacio, retirar cuidadosamente el filtro metalico con
una pinza y colocarlo en una caja Petri (ver Anexo 11.2 C).

Codificar la muestra en la cinta adhesiva.

Bajo un estereomicroscopio, realizar un barrido por todo el filtro y contar el nimero
de particulas.

Nota 5: Si es necesario eliminar la materia organica, trasferir el filtro a un vaso de
precipitado con peroxido de hidrogeno 30-35% filtrado, retirar el filtro, enjuagando
y verificando que no queden restos de particulas en el mismo, dejar reaccionar
hasta que no se observen burbujas, si es necesario agregar mas peroxido de
hidrégeno. Filtrar nuevamente por filtro de 250 um siguiendo los pasos anteriores.

Nota 6: Se considerara cualquier particula asemejada a plasticos bajo un
estereomicroscopio (magnificaciéon de 40X) para su conteo como posibles MPs.
Las particulas identificadas como posibles MPs por inspeccion visual no deberan
mostrar estructuras repetitivas como las de origen bioldgico, la coloraciéon debera
ser homogénea a menos que sea transparente. Clasificar segun el Anexo IV.

Para confirmar la huella sintética mediante espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR) o
Raman. Se analizara un minimo de 100 particulas por replica, es decir la totalidad de las
particulas si su niumero es menor a 100 [7].

Reporte de la abundancia de micropléasticos

— Determinar los valores de abundancia de microplasticos por m? y kg de arena

seca, mediante las siguientes ecuaciones:

# total de microplasticos en el filtro®™

Abundancia de MPs (MP m ~2) = - :
Area de muestra analizada (0,0625 m~=2)
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# total de microplasticos en el filtro™

Abundancia de MPs (MP Kg~!) =
undancia de MPs ( 9) Peso seco de la muestra (kg)

(1) El nimero de particulas de MPs identificadas en el blanco de procedimiento se
reportard en conjunto con los valores obtenidos en las muestras del lote
correspondiente (ver Seccién 6.2).

— Registrar los valores de abundancia por tipo de microplasticos (primario o
secundario) y de abundancia total (MP my MP kgpeso seco) de las fracciones
analizadas en cada réplica, utilizando la plantilla del Anexo IV.

6. CONTROL DE CALIDAD
6.1. Buenas practicas de trabajo de campo y laboratorio

Para minimizar la contaminacion por particulas de microplésticos presentes en el
ambiente de trabajo, se recomienda:

— Limpiar cuidadosamente todo el material de trabajo con agua corriente y
detergente, y enjuagar con agua destilada filtrada.

— Descontaminar todo el material de vidrio en mufla a 450 °C por 2 h, o en horno a
200 °C por 12 h, para prevenir cualquier contaminacion por microfibras de plastico.

— Mantener los materiales protegidos con papel de aluminio tras la limpieza hasta el
momento de su uso.

— Tener la precaucién de no generar contaminacion cruzada durante el muestreo,
debido al uso de materiales comunes para la toma de muestras y réplicas.

— Euvitar la circulacion de corrientes de aire en la zona de andlisis; establecer areas
de trabajo alejadas de ventanas, puertas y equipos de aire acondicionado.

— Limpiar meticulosamente el area de trabajo, con alcohol técnico 70 %, para que
esté libre de polvo o particulas.

— Evitar la circulacion de personal en el area de trabajo durante el proceso de
ensayo.

— Evitar el uso de ropa sintética, usar batas de laboratorio 100 % de algodon o de
colores facilmente distinguibles, como los colores naranja y verde empleados en
uniformes del trafico.

— Realizar limpieza de los filtros metalicos en el sonicador usando agua, etanol,
acetona o metanol (grado técnico) y verificacion su limpieza bajo una luz UV bajo
antes de su uso.

— Evitar la exposicidon de las muestras al aire mas de lo absolutamente necesario.

— Realizar idealmente el procesamiento de la muestra en campanas de flujo laminar.

— Filtrar por 250 um, o un tamafio menor, todas las soluciones de trabajo utilizadas
para el analisis de muestras de arena y agua.
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6.2. Andlisis de blancos

Es importante identificar y cuantificar las fuentes potenciales de contaminacion de las
muestras durante el proceso de analisis [8]; por tanto, es necesario realizar blancos de
procedimiento, utilizando 1 L de agua filtrada. Los blancos seran sometidos a todo el
proceso de ensayo junto con las muestras analizadas durante una jornada de trabajo. Se
analizara al menos un blanco de procedimiento por cada lote de 10 muestras como
maximo, es decir, si el lote de trabajo es superior a 10 muestras debe realizar un segundo
blanco. Los valores de los blancos se reportardn en conjunto con los valores de
abundancia obtenidos en las muestras del lote correspondiente.

6.3. Repeticion del proceso de deteccidén y conteo de microplasticos

La repeticion permite evaluar el grado de acuerdo entre los resultados de mediciones
sucesivas realizadas por un analista en un periodo de tiempo breve. Es necesario que el
proceso de deteccidon y conteo de MPs sea realizado por un segundo analista y con el
objetivo de comparar los resultados obtenidos sobre un filtro escogido al azar. Se
recomienda que durante el proceso de implementacion del procedimiento este control se
realice a la totalidad de las muestras.

Los laboratorios deben determinar el coeficiente de variacion de los resultados de
abundancia de MP. Se considera como criterio de aceptacion valores de 10-25 %.

6.4. Ensayo de aptitud

Se recomienda la participacién periddica en rondas de ensayo de aptitud con el objetivo
de evaluar el desempefio analitico del laboratorio.

7. MANEJO DE RESIDUOS

Se recomienda utilizar los protocolos establecidos en cada laboratorio para el manejo de
los residuos generados en este procedimiento. Aunque la solucion saturada de NacCl
ejerce un bajo impacto al ambiente en comparacion con otras soluciones que se utilizan
para la separacion de MPs, se recomienda su reutilizacion en estos procedimientos.
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9. ANEXOS

ANEXO I. Densidades de los polimeros de plastico, semisintéticos y fibras naturales mas
comunes.

Polimero Densidad (g cm™)
Acetato de celulosa [1] 1,22-1,24
Algodon/lino [2] 1,55
Estireno-butadieno [1] 0,94
Cloruro de Polivinilo [1] 1,16 - 1,30
Lana [2] 13

Nilon [1] 1,13-1,15
Poliacrilonitrilo [1] 1,18
Poliéster [1] >1,35
Poliestireno [1] 1,04 -1,09
Poliestireno (expandido) [1] 0,02-0,64
Polietileno de alta densidad [3] 0,93-0,97
Polietileno de baja densidad [3] 0,91-0,94
Polietilentetrafloruro [1] 2,2
Polimetilacrilato [1] 1,17-1,20
Polipropileno [3] 0,895 -0,92
Poliuretano [1] 1,2
Raydn/Viscosa [2] 1,50-1,52
Seda [2] 1,34

Tereftalato de polietileno [1] 1,35-1,39




REMARCO :;—AMM"W REMARCO-MP-P-01

Red de Investigacion de Estresores Marino-Costeros
de América Latina y el Caribe

DETERMINACION DE LA ABUNDANCIA DE

Pagina 14 de 18 MICROPLASTICOS EN ARENAS DE PLAYA Version 00

ANEXO I1.1. Equipos y materiales utilizados para el monitoreo y analisis de
microplasticos en arenas de playas. (A) cuadrante de 50 x 50 cm dividido en cuatro
secciones de 25 x 25 cm, colocado en la linea de marea alta, (B) materiales para el
muestreo, (C) contenedor para muestras de arena, (D) agitador de tamices automatico y
(E) juego de tamices de acero inoxidable con malla metalica.
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ANEXO 11.2. Equipamiento y etapas principales del analisis de microplasticos en
muestras de arenas de playa. (A) sistema de filtracion al vacio, de vidrio y 25 mm de
diametro, (B) separacion de microplasticos por flotaciébn (proporcion 5:1,
solucion:muestra), (C) filtro metalico, con posibles particulas de microplésticos, dentro
de placa Petri para su conservacion e inspeccion bajo estereomicroscopio.
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ANEXO lll. Preparacion de soluciones y materiales necesarios para el analisis de

microplasticos en muestras de arena de playa.

Las soluciones por utilizar en el procedimiento deberan filtrarse con el mismo tipo de filtro
gue se usara para la separacion de las particulas de microplasticos, o uno menor (gj. filtro
metalico de 250 um o0 menor), para evitar contaminacion por otras particulas de plasticos
ajenas a la muestra.

Solucién saturada de NaCl (~ 1,2 g cm3): En un matraz Erlenmeyer donde previamente
se han afadido 900 mL de agua destilada, se afladen ~358 g de NaCl, empleando un
agitador magnético para facilitar la disolucion, cuando ya no disuelva mas el NaCl y haya
cristales en el fondo, llevar a un litro en volumen con agua destilada. Verificar la densidad
de la solucion usando un matraz volumétrico, densimetro o un picnémetro. Previo a su
utilizacion o reutilizacién la densidad de la solucién debe ser verificada.

Preparacion y limpieza de filtros metdlicos y tamices: Los filtros metalicos de 25 o0 47
mm de diametro, se preparan manualmente, a partir de mallas metalicas que pueden
adquirirse en el mercado. Para evitar la contaminacion de las muestras por residuos de
materia organica o de plastico en los filtros o los tamices, limpiarlos con etanol (70 %)
filtrado, sonicarlos por 10 min antes de su uso y verificar efectividad de la limpieza bajo
una luz UV o un estereomicroscopio o microscopio de diseccion.
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ANEXO |V. Plantilla para el registro de los datos del muestreo y abundancia de
microplasticos en arenas de playa.

IDENTIFICACION DEL SITIO DE MUESTREO

Hoja No. 1/3

Pais:

Sitio de estudio:

Cadigo del Sitio @:

Primer nivel de divisién administrativa del pais @:

Segundo nivel de division administrativa del

pais @:
Tipo de area: (x) Proximidad a: (x) Presencia de: (x)
Area protegida Industria Basura flotante
Urbana Instalaciones turisticas Macroalgas

Rural

Descargas de residuales

Contaminacién

Puertos

Huellas de autos

Facilidades de pesca

Quema de residuos

Zona no antropizada

Animales muertos

Instalaciones acuicolas

Rios o esteros

Recolecciéon de mariscos

DATOS DE MUESTREO

Fecha de muestreo:

Hora inicio/término:

Coordenadas de la Réplica 3 (centro del transecto) en
grados decimales ©:

Latitud:

Longitud:

Identificacion de las muestras ®:

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Réplica 4

Réplica 5

Incidencias y comentarios:

Responsable por el muestreo:

D cadigo de tres letras mayusculas que identifican el sitio de estudio (playa): ej. RLN (Rancho Luna)
@ pPrimer/segundo nivel administrativo del pais: ej. Regién/Comuna; Provincia/Municipio;

Departamento/Provincia.
® Coordenadas (Grados decimales): ej. - 43,13895 y -73,61636 (Chile); 22.03576 y -80.42056 (Cuba).
@ 1dentificacion de la muestra: cédigo seglin Seccién 1.5.1.3.
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MICROPLASTICOS EN ARENAS DE PLAYA
REPORTE DE ABUNDANCIA DE MICROPLASTICOS: Hoja No. 2/3
300 um = MPs <1 mm '
o Primarios ©® Secundarios ® Totales
Codigo de la Muestra MPm? | MPkg? | MPm? [ MPkg! | MPm? | MPkg®

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Réplica 4

Réplica 5

Promedio

Observaciones:

Responsable (s) del analisis:

REPORTE DE ABUNDANCIA DE MICROPLASTICOS:

1 mm £ MPs <5 mm Hoja No. 3/3

Primarios ©® Secundarios © Totales

Codigo de la Muestra MPm? | MPkg® | MPm2 | MPkg® | MPm? | MPkg?

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Réplica 4

Réplica 5

Promedio

Observaciones:

Responsable (s) del analisis:

®) MPs Primarios: pellets, esferas, granulos.
©® MPs Secundarios: fragmentos, lineas, peliculas, espumas, etc.
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1. OBJETIVO

Determinar la abundancia de microplasticos (MPs) flotantes en aguas marinas
superficiales.

2. ALCANCE

Este procedimiento es aplicable para la determinacién de la abundancia de
microplasticos flotantes, de densidades < 1.2 g cm? y de tamafios comprendidos entre
300 um y 5 mm, en aguas marino- costeras superficiales usando una red manta.

3. FUNDAMENTO TEORICO

El método consiste en la recoleccion de tres réplicas de muestras de agua de mar,
mediante el arrastre de una red manta, la separacion cada muestra en dos fracciones de
tamafio (300 pm -1 mm; T mm - 5 mm;) por tamizado en cascada y la extraccion de MPs
por flotacién con una solucién saturada de cloruro de sodio (NaCl, densidad (d) ~ 1.2 g
cm3). Para reducir la interferencia en el conteo de las posibles particulas de MPs, se
realiza una digestiéon quimica con peréxido de hidrégeno (H202 30 %). La identificacién y
cuantificacion de MPs primarios, secundarios y totales se realiza bajo un
estereomicroscopio, y su composicion polimérica se confirma usando espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR, por sus
siglas en inglés) o espectrometria Raman [1-5].

Dado que el procedimiento usa una solucion saturada de NaCl (d ~ 1.2 g cm-3 [6]) se
espera encontrar MPs compuestos por polimeros con densidades entre 0.02y 1.2 gcm=3
(Anexo 1). Los La seleccién de NaCl se basa en su bajo costo y minimo impacto
ambiental.

4. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Todo el material empleado para la toma de muestras, su almacenamiento y analisis
deberia ser preferentemente de vidrio o metal. Todas las soluciones de trabajo deberan
filtrarse, usando un filtro de tamafo de poro menor al que se usara para la separacion de
las particulas de MPs. Los detalles sobre la preparacion de materiales y las soluciones
de trabajo se encuentran en el Anexo Ill de este procedimiento.

4.1. Equipos y materiales para el trabajo de campo

— Bitacora de registro de datos de campo y lapiz;
— GPS (grados decimales);
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4.2.

Red manta (dimensiones de la boca o apertura= 70 cm x 30 cm; longitud de la red
= 3 m; luz de malla de la red = 300 yum) con copo, cubilete o bolsa colectora
desmontable con malla de 300 pm (ver Anexo I1.1);

Soportes, estructuras, cuerdas y ganchos, preferiblemente metalicos, necesarios
para el arrastre de la red manta dependiendo de la embarcacién (grda, winche,
polea, arnés o brida);

Flujémetro;

Crondmetro;

Bomba sumergible o balde para lavado de la red;

Tamices de acero inoxidable (de al menos 20 cm de didmetro y 5 cm de altura) y
malla metalica de 5 mm (ver Anexo I1.2);

Cucharay pinzas metalicas;

Frasco lavador (piseta);

Frascos de boca ancha para almacenamiento de muestras;

Papel aluminio;

Cinta adhesiva de papel para etiquetar muestras;

Marcadores de tinta indeleble;

Guantes (si es que son necesarios).

Equipos y materiales para el laboratorio

Horno (temperatura de 200 °C) o mufla para limpieza de materiales;

Horno para secado de muestras (temperatura < 50°C);

Balanza (sensibilidad de 0.01 g);

Agitador magnético para soluciones;

Bafio ultrasoénico;

Bomba de vacio;

Microscopio de diseccion o estereomicroscopio (40X de magnificacion);
Campana de flujo laminar (recomendado);

Tamices de acero inoxidable (de al menos 20 cm de didmetro y 5 cm de altura)
con malla metalica de 300 pm, 1 mmy 5 mm (ver Anexo I1.2);

Vasos de precipitados de vidrio de diversos volimenes (250 a 1000 mL);

Papel aluminio o vidrios de reloj (para cubrir vasos de precipitados);

Barras agitadoras magnéticas, preferentemente de vidrio;

Sistema de filtracién de vidrio para filtros de 25 mm o de 47 mm de didmetro (copo
o embudo de filtracién, base con soporte para filtro y pinzas de sujecioén) (ver
Anexo 11.2);

Matraz Kitasato de al menos 1 L;
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— Filtros metalicos de 25 0 47 mm de diametro (en funcién del sistema de filtrado
que se disponga) y tamario del poro menor de 300 pm;

— Pinzas de acero inoxidables antiestaticas de punta fina;

— Placas Petri y viales de vidrio (de boca ancha) para almacenar las particulas
extraidas;

— Cinta adhesiva de papel para etiquetado de muestras;

— Frasco lavador (piseta) para agua destilada o desionizada;

— Bata de laboratorio de algodén (se recomienda de color llamativo para la
identificacion en los blancos);

— Guantes y gafas de seguridad para preparacion y manipulacion de las soluciones
de trabajo.

4.3. Reactivos y soluciones

— Agua destilada;

— Alcohol 70% para preservacion de muestras;

— NaCl (grado industrial o comercial);

— Etanol o metanol (grado técnico) para limpieza de materiales y superficies de
trabajo;

— Solucién saturada de NaCl (d~ 2 g cm™®);

— Perdxido de hidrégeno al 30% (H202)

— Detergente liquido;

5. DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
El diagrama de flujo de las actividades se describe en la Figura 1.

Previo al inicio de las actividades de recoleccion y procesamiento de las muestras, se
deben tener en cuenta los protocolos de cuidado y limpieza de materiales de campo y
laboratorio, asi como los de control de la calidad de los analisis, descritos en la Seccion
6 de este procedimiento.

5.1. Muestreo

El muestreo de microplasticos flotantes en aguas marinas superficiales se realizara por
arrastre con una red manta, desde una embarcacion. La embarcacién utilizada para el
muestreo con una red de este tipo debe navegar entre 1 y 3 nudos para estabilizar
adecuadamente la red, prevenir su desgarre y evitar turbulencias en la boca de la red.
Durante la toma de las muestras es importante evitar la estela generada por el motor de
la embarcacién y la contaminacion generada por la propia embarcacién. Lo ideal es
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desplegar el dispositivo a unos 3 - 4 m de distancia del costado del barco, con ayuda de
un brazo u otro dispositivo. Otra alternativa es usar una cuerda para la sujecién de la red
manta a la embarcacién lo suficiente larga (ej. 50 m) (ver Anexo I.1 A-B).

El muestreo de microplasticos flotantes debe realizarse en condiciones de calma, para
evitar los efectos causados por la turbulencia en la columna de agua. No debe ejecutarse
el muestreo cuando las condiciones del mar no son favorables como, por ejemplo,
durante la ocurrencia de florecimientos de algas y/o proliferacion de zooplancton.

En cada sitio de muestreo se realizaran tres arrastres para obtener de 3 réplicas de
muestras. El tiempo de arrastre por cada uno de los 3 transectos deber ser de 5 a 20 min,
dependiendo de la concentracion de solidos suspendidos y/o abundancia de organismos
en el sitio de muestreo.

De acuerdo a las caracteristicas del sitio de muestreo, como su geomorfologia,
batimetria, entre otras, se decidira el recorrido. Se recomienda hacer transectos de
navegacion que cubran la mayor area de muestreo, en zig-zag si el area es muy cerrada,
o bien, paralelo a la linea de costa. Para evitar sesgos en el muestreo se recomienda
decidir el area de recoleccion de la muestra con anterioridad.

5.1.1.  Recoleccion de las muestras de agua superficial

— Antes de iniciar la recoleccién de las muestras, lavar la red manta por fuera con agua
del sitio de muestreo para eliminar cualquier material contaminante.

— Armar la red manta con la disposicién y altura correcta de sus flotadores, con el fin
de que se obtengan muestras de superficie.

— Sujetar lared manta a la embarcacion con un cabo de seguridad para evitar su pérdida
(ver Anexo I1.1).

— Colocar el flujometro a la mitad de la entrada de la boca de la red y registrar la lectura
inicial antes de lanzar la red al agua.

— Lanzar la red manta al agua asegurandose de que la posicidon respecto a la
embarcacién sea correcta (ver Anexo II.1) y dandole suficiente cuerda para que se
desplace suavemente. Verificar que las alas de la estructura de la manta estén en la
superficie del agua y la boca de la manta esté completamente sumergida.

— Registrar la hora y coordenadas de inicio.

— Realizar la recoleccidén de las muestras durante un tiempo de arrastre de entre 5y 20
minutos, a una velocidad de 1 - 3 nudos.

— Alfinalizar el tiempo de arrastre de cada transecto, subir la red manta con precaucion
a la embarcacion y registrar la lectura del flujdmetro (lectura final), la hora y
coordenadas finales.
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— Enjuagar la red manta por fuera con agua del mismo sitio de muestreo, para
recolectar en el copo todos los materiales adheridos a la red.

— Desmontar el copo de la red manta y transferir la muestra a un frasco de vidrio o
metalico de boca ancha, con ayuda de cucharas, pinzas metalicas y un frasco lavador
con agua filtrada (ver Anexo Il.; Nota 1)'.

1 Solo si es necesario, usar guantes de algodén o carnaza durante este proceso para evitar lesiones causadas
por organismos con estructuras urticantes. Si la muestra tuviese mucho material grueso (ej. ramas,
vegetacion, restos de basura), pasarla por un tamiz de 5 mm, enjugando bien con agua filtrada para arrastrar
las particulas que pudieran estar adheridas.
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Muestreo de agua superficial
con red manta
(3 réplicas; 5-20 min; 1-3 nudos)

> Informe de muestreo

(Anexo IV.1)
v
Tamizado humedo en cascada de tamices:
Smm-1mm-300pum
Fraccién = 5 mm 1
1T mm = fraccién < 5 mm —L

A 300 pm = fraccion < 1 mm

Descartar |
v
Repetir Separacion por densidad Repetir
(sies (solucion saturada de NaCl) (sies
necesario) r c necesario)

|_l ]

Eliminacion de materia
organica (H202 30%)

¢Alto
contenido
de

materia

Identificacién y conteo de
No posibles MPs bajo
estereomicroscopio

A 4

Confirmacion de la huella
sintética (FTIR-ATR; Raman)

v
Registro de abundancia de
MPs (Anexo 1V.2)

Figura 1. Diagrama de flujo del procedimiento para la determinacién de la abundancia de
microplasticos en aguas marinas superficiales (red manta).
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— Etiquetar la muestra, adicionarle etanol 70 % (relacién 3:1) y conservarla en una
hielera para su traslado al laboratorio.

— En el laboratorio mantener la muestra refrigerada (ver Anexo Ill) si no va a ser
analizada de inmediato.

5.1.2. Codificacion de las muestras

La identificacidn de las muestras se realiza utilizando un cédigo Unico, inequivoco y sin
ambigliedades. Se recomienda usar el cédigo del proyecto (hasta siete caracteres),
cédigo del pais (definido por tres caracteres), fecha del muestreo (seis digitos: aammdd),
cédigo de sitio de estudio (tres caracteres), analito (micropldstico: MP), tipo de muestra
(Manta) y numero de réplica de la muestra recolectada (R#).

Ejemplo:

Cadigo del pais  C6digo del rea de muestreo # de réplica

— —— I_I_I
RLA7025CUB310124RLN-MP-Manta R1

Cadigo del proyecto Fecha (dd/mm/aa)  Microplastico

51.3. Calculo del volumen final de agua filtrada

— Calcular el volumen final de agua filtrada durante la recoleccion de la muestra por
arrastre, mediante la ecuacion del flujometro utilizado. Por ejemplo:

Basado en un flujdmetro modelo 2030R series General Oceanic®, la ecuacion seria:
Vi(m 3) = (A* Nr*Cr) / 99999

Donde:

V¢ = volumen final (m?)

A = drea de la boca o apertura de la manta (m?)

Nr = diferencia entre la lectura final y la lectura inicial del flujdémetro
Cr = velocidad estandar constante (26873) del motor del flujometro ™
99999 = |imite méaximo del conteo en el flujdmetro ()
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Si el flujometro es un Hydro-Bios con una hélice de tres aspas acoplada directamente
a un contador de cinco digitos que registra cada revolucion? de la hélice usar la
siguiente ecuacion:

Vf=Nr*A*B

Donde:

Vs = volumen final (m?3)

A = area de la boca o apertura de la red manta (m?)

B = distancia por revolucion de la hélice en el flujémetro (0.3 m, valor constante)
Nr = diferencia entre la lectura final y la lectura inicial del flujdmetro

— En caso de que el flujometro no funcione, la distancia del arrastre se puede estimar a
partir de la georreferenciacion del punto inicial y el final de cada transecto. El volumen
final se calcularia mediante la siguiente ecuacion: Vi = A*D

Donde:

Vs = volumen final (m?3)

A = drea de la boca o apertura de la manta (m?)

D = distancia del arrastre desde la georreferenciacion (m)

5.1.4. Informe del muestreo

El registro de los datos del muestreo y cualquier observacion o incidencia ocurrida
durante la recoleccion de las muestras se realiza utilizando la plantilla del Anexo IV.

5.2.  Analisis de microplasticos

Durante el analisis de las muestras se deben tener cuidados especiales para evitar la
posible contaminacion por particulas flotantes en el ambiente de los laboratorios, por lo
que se recomienda seguir los protocolos de control de calidad descritos en la Seccion 6
de este procedimiento.

5.2.1. Pretratamiento de las muestras de la muestra

— Tamizar la muestra en himedo (usando agua filtrada), a través de una columna de
tamices de 5 mm -1 mm - 300 um. En el proceso de tamizado, retirar con ayuda de
pinzas las particulas de mayor tamafo, enjuagandolas cuidadosamente sobre el

2 Tener en cuenta que el contador del Hydro-Bios no se puede reiniciar, por lo que el nimero de revoluciones
debe leerse antes y después del despliegue de la red manta.
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tamiz para evitar la pérdida de particulas de menor tamano que puedan estar
adheridas.

— Transferir el material retenido en los tamices de Tmm (1 mm < fraccién < 5 mm) y 300
pum (300 pm < fraccion < 1 mm) a vasos de precipitado previamente etiquetados,
usando solucién saturada de NaCl (1.2 g cm™®).

— Una vez transferida toda la fraccion adicionar solucion saturada de NaCl hasta
asegurar que se cubra unas 5 veces el volumen de la muestra.

— Cubrir los vasos precipitados con las fracciones usando papel de aluminio o vidrio
reloj.

5.2.2. Separacion, extraccion y conteo de particulas de microplasticos

— Agregar a la mezcla una gota de detergente liquido como surfactante, para evitar la
adhesidn de particulas a las paredes del vaso.

— Depositar una barra de agitacion magnética en el vaso de precipitado con la mezcla,
cubrir con papel de aluminio o vidrio de reloj el vaso y agitar moderadamente durante
20-30 minutos sobre una placa de agitacion magnética.

— Pasado el tiempo de agitacion dejar sedimentar durante toda la noche o por al menos
8 horas.

— Filtrar el sobrenadante, usando un sistema de filtracién al vacio (ver Anexo I1.2) y un
filtro metdlico de 250 pm (didmetro de 25 mm o 47 mm). Trasvasar cuidadosamente
el sobrenadante al sistema de filtracidon para evitar la resuspension del sedimento.

— Repetir una vez mas el procedimiento de separacion por densidad, si es necesario.

— Una vez filtrada la totalidad de la muestra lavar bien las paredes del embudo de
filtracidon y el filtro, tres veces usando agua prefiltrada para arrastrar todas las
particulas y eliminar posibles restos de precipitados de sal que pudieran haberse
formado durante el proceso.

— Remover el embudo de filtracion con la bomba aun encendida para reducir la
adhesion de las particulas en los bordes del embudo.

— Detener la bomba, eliminar el vacio, retirar cuidadosamente el filtro metalico con una
pinzay colocarlo en una caja de Petri, previamente codificada.

— En la fraccién 1 mm - 5 mm no se espera encontrar un alto contenido de materia
organica, pero si éste fuera el caso, se recomienda seguir los pasos indicados
posteriormente (eliminacién de materia organica) para la fraccién de 300 pm - T mm.
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— Cuando la fraccion de T mm - 5 mm no tiene un alto contenido de materia organica,
extraer las posibles particulas de MPs del filtro bajo un estereomicroscopio y ayuda
de unas pinzas?.

— Colocar las particulas extraidas en frascos de vidrio etiquetados para su posterior
analisis.

— Transferir el filtro metalico con la fraccion 300 pm -Tmm a un vaso de precipitado
seco y limpio, y ahadir lentamente H202 30 % (para evitar el exceso de burbujas) hasta
cubrir el filtro, para eliminar la materia organica restante.

— Dejar enfriar y volver a agregar H202 30 %; si ocurre efervescencia, repetir el paso
anterior.

— Si ya no ocurre efervescencia, lo que indica la completa eliminacion de la materia
organica, anadir 20 mL de agua desionizada filtrada y enjuagar el filtro sobre la propia
solucién asegurandose que no hayan quedado particulas en el mismo (observandolo
bajo una luz UV).

— Filtrar la solucién usando un filtro metalico de 250 um en un sistema de filtracion al
vacio.

— Enjuagar las paredes del frasco de vidrio tres veces con agua prefiltrada para
recuperar cualquier particula que se haya quedado en el frasco.

— Detener el vacio y retirar el filtro y colocar en una placa de Petri de vidrio previamente
etiquetada.

— Extraer del filtro las posibles particulas de MPs bajo un estereomicroscopio y
conservarlas en una placa de Petri de vidrio limpia y seca, previamente codificada.

— Confirmar la huella sintética de las particulas de ambas fracciones, usando FTIR o
Raman.

— Para confirmar la huella sintética mediante espectroscopia de infrarrojo (FTIR-ATR-)
o Raman se analizara un minimo de 100 particulas por réplica, es decir la totalidad de
las particulas si su nimero es menor a 100 [7].

5.3. Reporte de la abundancia de microplasticos

— Determinar los valores de abundancia de potenciales MPs por m® mediante la
siguiente ecuacion:

) 5 # total de microplasticos en el filtro
Abundancia de MP (MP/ m*>) =

Volumen de agua filtrada (m3)

3 En ambas fracciones, cualquier particula mayor a 1Tmm y a 300 um, respectivamente, que, bajo un
microscopio de diseccion, a una magnificacion de 40X, se asemeje a plastico sera cuantificada como posible
MP. Las particulas identificadas como MP por inspeccidn visual no deberan mostrar estructuras repetitivas
como las de origen bioldgico, la coloracion debera ser homogénea, a menos que sea transparente.
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— Para cada sitio, registrar los valores promedios y desviacion estandar de abundancia
total de MPs, MPs primarios y secundarios, de acuerdo a la plantilla del Anexo IV.

— EI nimero de particulas de MPs identificadas en el blanco de procedimiento se
reportara junto con los valores obtenidos en las muestras del lote correspondiente
(ver Seccion 6.2).

6. CONTROL DE CALIDAD
6.1. Buenas practicas de trabajo de campo y laboratorio

Para minimizar la contaminaciéon por particulas de microplasticos presentes en el
ambiente de trabajo, se recomienda:

— Limpiar cuidadosamente todo el material de trabajo con agua corriente y detergente,
y enjuagar con agua destilada filtrada.

— Descontaminar todo el material de vidrio en mufla a 450 °C por 2h, o en horno a 200
°C 12h, para prevenir cualquier contaminacién por particulas de plastico.

— Mantener los materiales protegidos con papel de aluminio tras la limpieza hasta el
momento de su uso.

— Tener la precaucién de no generar contaminacion cruzada durante el muestreo,
debido al uso de materiales comunes para la toma de muestras y réplicas.

— Evitar la circulacion de corrientes de aire en la zona de anélisis; establecer areas de
trabajo alejadas de ventanas, puertas y equipos de aire acondicionado.

— Limpiar meticulosamente el area de trabajo, con alcohol técnico 70 %, para que esté
libre de polvo o particulas.

— Evitar la circulacién de personal en el area de trabajo durante el proceso de ensayo.

— Evitar el uso de ropa sintética, usar batas de laboratorio 100 % de algodén o de colores
facilmente distinguibles, como los colores naranja y verde empleados en uniformes
del trafico.

— Realizar limpieza de los filtros metalicos en bafio ultrasénico, usando agua, etanol 70
% o metanol (grado técnico), y verificar su limpieza bajo una luz UV antes de su uso.

— Evitar la exposicion de las muestras al aire mas de lo absolutamente necesario,
cubriéndola con vidrio de reloj o aluminio durante todo el procedimiento.

— Realizar el procesamiento de la muestra bajo campana de flujo laminar, pero no es un
requisito obligatorio para este procedimiento.

— Filtrar por 25 pm, o un tamafo menor, todas las soluciones de trabajo utilizadas para
el andlisis de muestras (agua, etanol, metanol, solucién saturada de NaCl, detergente,
H202 30 %).
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— Identificar el tipo de material con el que esta fabricada la manta utilizada en el
muestreo, de manera que pueda identificarse una posible contaminacion de la
muestra con este material, debido al desgaste o desgarre de la red.

6.2. Analisis de blancos

Es importante identificar y cuantificar las fuentes potenciales de contaminacion de las
muestras durante el proceso de muestreo y analisis. En cada ocasién de muestreo se
recomienda realizar uno o mas blancos de lavado de la red, antes de lanzarla al agua.
Adicionalmente, se llevara al muestreo un frasco (preferentemente igual al de las
muestras) con 1L de agua filtrada, que serd destapado cada vez que se realiza la
transferencia de la muestra desde la red al frasco.

Se realizaran blancos de procedimiento utilizando 1L de agua filtrada, los cudles seran
sometidos a todo el proceso de ensayo, junto con las muestras analizadas durante una
jornada de trabajo. Se analizara al menos un blanco de procedimiento por cada lote de
10 muestras; es decir, si el lote es superior a 10 muestras, se debe realizar un segundo
blanco. Los valores de los blancos se reportaran junto a los valores de abundancia
obtenidos en las muestras del lote correspondiente.

6.3. Repeticion del proceso de deteccion y conteo de microplasticos

La repeticion permite evaluar el grado de concordancia entre los resultados de
mediciones sucesivas realizadas por un analista en un periodo de tiempo breve. Es
necesario que el proceso de deteccién y conteo de posible MPs sea realizado por un
segundo analista y con el objetivo de comparar los resultados obtenidos sobre un filtro
escogido al azar. Se recomienda que durante el proceso de implementacion del
procedimiento este control se realice a la totalidad de las muestras.

Los laboratorios deben determinar el coeficiente de variacién de los resultados de
abundancia de MPs, reportados por diferentes analistas. Se considera como criterio de
aceptacion valores de 10 a 25 %.

6.4. Ensayo de aptitud

Con el objetivo de evaluar el desempefio analitico del laboratorio se recomienda la
participacion periodica en rondas de ensayos de aptitud.
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7. MANEJO DE RESIDUOS

Se recomienda utilizar los protocolos establecidos en cada laboratorio para el manejo de
los residuos generados en este procedimiento. Aunque la solucion saturada de NaCl
ejerce un bajo impacto al ambiente, en comparacidn con otras soluciones que se utilizan
para la separacién de MPs, se recomienda su reutilizacion en estos procedimientos.
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9.

ANEXOS

ANEXO I. Densidades de los polimeros de plastico y semisintéticos mas comunes.

Polimero Densidad (g cm)
Acetato de celulosa [1] 1.22-1.24
Estireno-butadieno [1] 0.94
Nilén [1] 1.13-1.15
Poliacrilonitrilo [1] 1.18
Poliéster [1] >1.35
Poliestireno [1] 1.04 -1.09
Poliestireno (expandido) [1] 0.02 - 0.64
Polietileno de alta densidad [8] 0.93-0.97
Polietileno de baja densidad [§] 0.91 - 0.94
Polietilentetrafloruro [1] 2.2
Polimetilacrilato [1] 1.17-1.20
Polipropileno [10] 0.895-0.92
Poliuretano [1] 1.2
Polivinilo [1] 1.16 - 1.30
Tereftalato de polietileno (PET) [8] 1.35-1.39
1GESAMP [1]

SPlasticsEurope [8]
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ANEXO I1.1. Monitoreo con red manta. (A-B) Colocacién recomendada de la red manta.




REMARCO REMARCO-MP-P-02

Red de Investigacién Marino-Costera

P4dina 18 de 21 DETERMINACION DE LA ABUNDANCIA DE Version 00
9 MICROPLASTICOS FLOTANTES USANDO RED MANTA

ANEXO I1.2. Equipamiento y etapas principales del analisis de microplasticos en aguas
marinas superficiales. (A-B) Procesamiento de la muestra por tamizacién en cascada,
(B) sistema de filtracién al vacio, de vidrio y 25 mm de diametro, (C) filtro metalico, con

posibles particulas de microplasticos, dentro de placa Petri para su conservacion e
inspeccidn bajo estereomicroscopio.
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ANEXO IIl. Preparacion de soluciones y materiales necesarios para el analisis de
microplasticos en muestras de aguas marinas superficiales.

Para evitar contaminacién por otras particulas de plasticos ajenas a la muestra, las
soluciones que se utilizan en este procedimiento deberan filtrarse, usando un filtro de
tamafio de poro menor al que se usara para la separacion de las particulas de MPs (p. €j.
filtro metdlico de 100 pm, 25 ym, o filtros GF/C).

Solucion saturada de NaCl (~ 1.2 g cm™3). En un matraz Erlenmeyer afiadir 900 mL de
agua destilada y ~358 g de NaCl; agitar con un agitador magnético para facilitar la
disolucion. Cuando no se disuelva mas el NaCl y se observen cristales en el fondo,
enrasar a un litro el volumen de la soluciéon con agua destilada. Verificar la densidad de
la solucién usando un matraz volumétrico, densimetro o un picnémetro. La densidad de
la solucion debe verificarse previo a su uso o reuso.

Preparacion y limpieza de filtros metalicos y tamices. Los filtros metalicos de 25 o 47
mm de diametro, se preparan manualmente, a partir de mallas metalicas que pueden
adquirirse en el mercado. Para evitar la contaminacién de las muestras por residuos de
materia orgdnica o de plastico en los filtros o los tamices, limpiarlos con etanol (70 %),
metanol, agua o acetona filtrados, someterlos a bafno sénico por 10 min antes de su uso
y verificar efectividad de la limpieza, bajo una luz UV o un estereomicroscopio o
microscopio de diseccion. Repetir la limpieza hasta que no se observen particulas bajo
la luz UV.
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ANEXO IV. Plantilla para el registro de los datos del muestreo y abundancia de
microplasticos en aguas marinas superficiales.

IDENTIFICACION DEL SITIO DE MUESTREO | Hoja No. 1/3
Pais:
Sitio de estudio: Codigo del Sitio ™:
Primer nivel de divisién administrativa del pais ©@: Segundo nivel de division
administrativa del pais @:
Tipo de area: (x) Proximidad a: (x) Presencia de: (x)
Area protegida Industria Basura flotante
Urbana Instalaciones turisticas Macroalgas
Rural Descargas de residuales Contaminacién
Puertos Huellas de autos
Instalaciones pesqueras Quema de residuos
Zona no antropizada Animales muertos
Instalaciones acuicolas
Rios o esteros
Recoleccién de mariscos

DATOS DE MUESTREO
Fecha de muestreo:
Réplicas Identificacion | Coordenadas en grados Hora Lectura del
de las decimales ) flujometro
muestras @ Latitud Longitud Inicio | Término | Inicio | Final
Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3

Incidencias y comentarios:

Responsable por el muestreo:

(M Codigo de tres letras mayusculas que identifican el sitio de estudio (playa): ej. RLN (Rancho Luna)

@ Primer/segundo nivel administrativo del pais: ej. Region/Comuna; Provincia/Municipio;
Departamento/Provincia.

@ |dentificacion de la muestra: cddigo segun Seccion 5.1.3

) Coordenadas del punto de inicio de cada transecto (Grados decimales): ej. - 43,13895y-73,61636 (Chile);
22.03576 y -80.42056 (Cuba).
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REPORTE DE ABUNDANCIA DE MICROPLASTICOS: Hoja No. 2/3
300 pm = MPs <1 mm

Codigo de la Muestra Primarios ©® Secundarios © Totales
MP/m3 MP/m3 MP/m3
Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3
Promedio
Observaciones:
Responsable (s) del Analisis:
REPORTE DE ABUNDANCIA DE MICROPLASTICOS: .
1 mm < MPs <5 mm 2L RS
Codigo de la Muestra Primarios ©® Secundarios © Totales
MP/m?3 MP/m?3 MP/m?3
Réplica 1
Réplica 2
Réplica 3
Promedio

Observaciones:

Responsable (s) del Analisis:

®) MPs Primarios: pellets, esferas, granulos
© MPs Secundarios: fragmentos, lineas, peliculas, espumas, etc.
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