Aaay UNIVERSITAT
CEIMS;) POLITECNICA
./ DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Dpto. de Ciencia Animal

Microplasticos como vector de transferencia de
hidrocarburos en ostra japonesa (Magallana gigas)

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Acuicultura

AUTORV/A: Ferri Ibanez, Mireia

Tutor/a: Asturiano Nemesio, Juan Francisco
Cotutor/a externo: Fouz Rodriguez, Belen
Director/a Experimental: Bordehore Fontanet, Cesar

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



\ UNIVERSITAT
% VNIVERSITAT Q‘%“Bﬂﬂ% POLITECNICA
D(;}VALENCIA mm ~ DE VALENCIA

Microplasticos como vector de transferencia de
hidrocarburos en ostra japonesa (Magallana

gigas)

Trabajo de Fin de Master

Septiembre de 2024

Autora: Mireia Ferri Ibafiez
Tutores académicos: Belén Fouz Rodriguez, Juan Francisco Asturiano Nemesio

Tutor externo: César Bordehore Fontanet






RESUMEN

Los residuos plasticos presentes en el medio marino se fragmentan en microplasticos
(= 5 mm), que son capaces de absorber contaminantes (hidrocarburos) y transferirlos a
través de la cadena tréfica, afectando al crecimiento y reproduccion de los organismos,
llegando incluso a causar mortalidad.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar si las ostras, reconocidos bioindicadores
de contaminacion ambiental, son potenciales vectores de transferencia de
contaminantes quimicos y/o microplasticos (MP). Para ello, se estudi6 la palatabilidad
de MP contaminados con y sin diésel en ostra y la capacidad de estas particulas para
absorber y transmitir contaminantes a los organismos.

Se selecciond la ostra rizada (Magallana gigas) y se realizaron pruebas con ejemplares
dispuestos en suelo (posicién natural) y en batea (simulando un sistema de produccion).
Se administraron microplasticos contaminados con diésel y sin contaminar, con unos
tiempos de reposo de 1y 7 dias. En paralelo, se expusieron ostras a agua de mar
contaminada con diésel y sin contaminar para evaluar la actividad de las valvas. Para
detectar hidrocarburos en muestras de agua o tejido de ostra se realizé extraccion
asistida por microondas y analisis por cromatografia de gases masas.

Los resultados mostraron que las ostras podian ingerir y retener microplasticos
contaminados o0 no con diésel, con una ingesta media de 4,92 MP/ejemplar y 0,23
MP/gramo peso humedo. El tiempo de retencién de los microplasticos contaminados
con diésel fue significativamente mayor y el tiempo medio de filtracién aumenté en
presencia de diésel. Asimismo, la actividad de las valvas en presencia de diésel y en
funcion del momento del dia fue significativamente diferente. No se detect6 presencia
de diésel en muestras de tejido ni de agua, sugiriendo que la ostra podria actuar como
organismo depurador de hidrocarburos, tanto si estan presentes en el agua como
adheridos a microplasticos.

Este trabajo se alinea con varios Objetivos de Desarrollo Sostenible (6, 8, 12y 14) de la
agenda 2030 al abordar aspectos relacionados con la contaminacién marina y su
impacto en la biodiversidad y con los sistemas de producciéon y consumo responsable
que promuevan un crecimiento econémico sostenible.

Palabras clave: ostra; Magallana gigas; microplasticos; hidrocarburo; diésel;
contaminacion; ingesta; filtracion.






ABSTRACT

Plastic waste in the marine environment degrades into microplastics (< 5 mm), which are
capable of absorbing contaminants (hydrocarbons) and transferring them through the
food chain, affecting the growth and reproduction of organisms, and even causing
mortality.

The aim of this study is to determine whether oysters, recognized bioindicators of
environmental pollution, are potential vectors for the transfer of chemical contaminants
and/or microplastics (MP). For this purpose, the palatability of diesel-contaminated and
uncontaminated MPs for oysters was studied, as well as the ability of these materials to
absorb and transmit contaminants to the organisms.

The Pacific oyster (Magallana gigas) was selected, and tests were conducted with
specimens placed on the seabed (natural position) and in floating trays (simulating a
production system). Microplastics contaminated or not with diesel were administered,
with resting periods of 1 and 7 days. In parallel, oysters were placed in seawater
contaminated or not with diesel to evaluate valve activity in the presence of
environmental contaminants. The detection of hydrocarbons in water or oyster tissue
samples was performed using microwave-assisted extraction and analysed by gas
chromatography-mass spectrometry.

The results showed that oysters can ingest and retain microplastics, whether
contaminated with diesel or not, with an average intake of 4.92 MPs per specimen and
0.23 MPs per gram of wet weight. The retention time of diesel-contaminated
microplastics was significantly longer, and the average filtration time increased in the
presence of diesel. In addition, the valve activity in presence of diesel and depending on
the time of day was significantly different. No diesel was detected in tissue or water
samples, suggesting that oysters could act as purifying organisms for hydrocarbons,
whether present in the water or adhered to microplastics.

This work aligns with Sustainable Development Goals (SDGs) numbers 6, 8, 12, and 14
of the 2030 Agenda by addressing marine pollution and its impact on biodiversity, as well
as promoting responsible production and consumption systems that support sustainable
economic growth.

Keywords: oyster; Magallana gigas; microplastics; hydrocarbon; diesel; pollution;
ingestion; filtration.
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1. INTRODUCCION

Los plasticos son polimeros sintéticos organicos de elevado peso molecular formados a
través de un proceso de polimerizacion. Durante este proceso los monémeros se
combinan quimicamente para crear macromoléculas, las cuales se agregan formando
un polimero. Posteriormente los polimeros se procesan para fabricar diferentes tipos de
productos plasticos (Carretero, 2022).

Los plasticos y fibras mas frecuentes empleados en produccién son el polietileno (PE,
36%), el polipropileno (PP, 21%), el cloruro de polivinilo (PVC, 12%), el tereftalato de
polietileno (PET, 10%), el poliuretano (PUR, 10%) y el poliestireno (PS, 10%). Cabe
destacar el poliéster, que representa el 70% de la produccion total de fibras acrilicas y
poliamidas. Estos siete polimeros representan el 92% del total del plastico producido
(Geyer et al., 2017).

El término ‘plastico’ aparecio por primera vez en 1930 para describir un material que
podia ser moldeado. Fue en la década de 1970 cuando la produccion global de plasticos
empez6 a revolucionar la vida humana moderna debido a sus multiples aplicaciones
industriales, comerciales, médicas y tecnolégicas (Carretero, 2022; Cruz-Salas et al.,
2023).

Este aumento de la produccién mundial vino acompafiado de una notable acumulacion
de desechos plasticos, que se introducen en el medio marino a través del viento, rios,
lagos, canales, o corrientes (Cruz-Salas et al., 2023). Con el paso del tiempo, éstos se
han ido degradando y fragmentado en pequenas piezas, llegando a lugares de todo el
mundo (Carretero, 2022).

Sucharitakul et al. (2020) han documentado que mas de 690 especies marinas ingieren
desechos marinos, de los cuales el 92% son plasticos. Predicciones futuras advierten
que la cantidad de plastico que entra en el océano cada afo aumentara a 16 millones
de toneladas en 2030, y aproximadamente 32 millones de toneladas en 2050. Ademas,
Carretero (2022) sugiere que, en términos de peso, en 2050 habra mas plastico que
peces en los océanos.

Uno de los riesgos asociados a la presencia de plasticos en los ecosistemas naturales
es la formacion de microplasticos (MP), particulas de <5 mm que pueden ser generadas
directamente o formarse por la fragmentacion de otros plasticos. Los MP varian en
tamano, forma, color, densidad y composicion quimica. Una vez en el mar, éstos pueden
ser transportados por las corrientes marinas, flotar en el agua, mantenerse en la
columna de agua o depositarse en las playas y sedimentos marinos (Cruz-Salas et al.,
2023), representando un serio problema medioambiental a escala global (Fu et al.,
2021).

Existen dos tipos de MP segun su origen: primarios y secundarios. Los MP primarios
son aquellos polimeros que han sido elaborados como materia prima a este tamafio,
generalmente en forma de microperlas para usos cosméticos o como parte de
produccién de pellets de plastico virgen. Los MP secundarios son los mas comunes en
los océanos. Son el resultado de procesos de fragmentacion y degradacion de objetos
de plastico (bolsas, botellas, embalajes y, especialmente, cuerdas y redes) en
fragmentos mas pequenos por la accién de las olas, el viento y las mareas (Carretero,
2022).

Los microplasticos pueden ser internalizados por organismos acuaticos mediante
diferentes estrategias y causar diferentes efectos en los mismos (Gonzalez-Soto et al.,
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2022). Pueden introducirse en las células de las algas, inhibiendo su crecimiento y
fotosintesis (Li et al., 2020) o, pueden ser ingeridos por animales y causarles dafios
intestinales, pérdida de peso y necrosis hepatica (Wang et al., 2020). Ademas, pueden
alterar la actividad digestiva y reproductiva e incluso causar la muerte, como se ha visto
en copépodos y bivalvos (Gonzalez-Soto et al., 2022).

La peligrosidad de los microplasticos en el medio marino viene determinada por el tipo
de exposicion y por sus propiedades fisicas y quimicas (tamafio de particula o toxicidad
intrinseca) (CEDEX, 2017). Un riesgo adicional para la biota marina proviene de la
capacidad de los MP para absorber contaminantes organicos persistentes en el medio
ambiente debido a su gran superficie e hidrofobicidad (Fu et al., 2021; Gonzalez-Soto et
al., 2022).

Los efectos de los MP en los organismos acuaticos son objeto de intensa investigacion
en la actualidad, asi como su papel como vectores de contaminantes organicos
(Franzellitti et al., 2019). Si los organismos ingieren MP contaminados, pueden introducir
compuestos téxicos a la cadena tréfica, generando alteraciones quimicas, ecolégicas y
biolégicas en las especies y los ecosistemas, provocando bioacumulacion en
organismos (Cruz-Salas et al., 2023).

Entre los contaminantes organicos mas frecuentes y nocivos del medio marino se
encuentran los hidrocarburos derivados del petroleo (HPs). Destacan por su toxicidad,
bioacumulacion, semivolatilidad y persistencia en el medio ambiente. Llegan
principalmente a través de vertidos de petréleo y derrames de aguas residuales (Song
et al., 2021).

La mayoria de los hidrocarburos flotan y se diseminan sobre la superficie del mar
abarcando amplias zonas por el efecto del oleaje, las corrientes marinas y el viento
(Napoles et al., 2019). En ambientes acuaticos, forman una pelicula de aceite en la
superficie, interrumpiendo el proceso de reoxigenacion, afectando a la calidad del agua
y a los organismos. Ademas, son hidrofébicos, con lo cual son facilmente absorbidos
por los microplasticos (Song et al., 2021).

Hay dos tipologias principales entre los hidrocarburos derivados del petréleo, los
hidrocarburos alifaticos (HAs) y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs). Los
HAs son téxicos a elevadas concentraciones mientras que los HAPs son los mas
peligrosos. Su presencia en el ambiente marino puede provocar impactos en la biota,
como toxicidad o problemas respiratorios y reproductivos (Cavalcante et al., 2023).

Los efectos de la exposicion a los hidrocarburos dependen de la especie, el ciclo de vida
del organismo, y la duracion e intensidad de la exposicion. Por ejemplo, los organismos
adultos pueden sufrir efectos letales cuando se exponen a concentraciones de
hidrocarburos aromaticos en el rango de 10 a 100 ppm (Olaso, 2008).

Es importante destacar, ademas, que los ecosistemas marinos contaminados por
compuestos derivados de la refinacion del petréleo, tales como el diésel, requieren 10 o
mas afos para su recuperacion (Napoles, 2019).

En el contexto de produccién de organismos marinos (acuicultura), los hidrocarburos
pueden provocar, ademas de mortalidad, importantes dafios que derivan en sabor
desagradable o danos mas sutiles, relacionados con el comportamiento, alimentacion,
crecimiento y funciones reproductivas. Los animales en régimen de cria intensiva en
jaulas en ubicaciones fijas y sus productos derivados se ven expuestos a mayor riesgo
al no poder evitar la exposicion a los contaminantes (hidrocarburos) presentes en el
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agua circundante (ITOPF, 2011). Por ello, se necesitan medidas urgentes orientadas a
reducir los dafios en los ecosistemas marinos en aras de cumplir el objetivo de desarrollo
sostenible (ODS) numero 14, para conservar y utilizar de manera sostenible los recursos
marinos, los mares y los océanos ()

La contaminacion de organismos puede derivar en problemas de salud publica. Es dificil
definir un consumo libre de riesgo pero pueden regularse/establecerse niveles
aceptables de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) en pescado y marisco. A
modo de referencia, en la Unidon Europea, el nivel maximo permitido para el HAP
benzo[a]pireno en moluscos bivalvos es <10 ug/kg (ITOPF, 2011).

Los bivalvos son organismos centinela ideales con alto valor ecolégico y amplia
distribucion geografica. Ademas, pueden bioacumular contaminantes y mostrar
diferentes respuestas bioldgicas cuando se estresan o se exponen a factores
contaminantes ambientales (Al-Shamary et al., 2023). Entre ellos, las ostras son de gran
interés para consumo humano y, por ello, existe preocupacion sobre los riesgos que
suponen para la salud, debido a su capacidad de acumular compuestos toxicos. Por
ello, su papel como bioindicadores se ha revalorizado en las ultimas décadas (Gan et
al., 2021).

La potencial acumulacion de MP en la cadena alimentaria, especialmente en los peces
y mariscos, podria tener consecuencias para la salud del ser humano. Es el caso de los
bivalvos filtradores como los meijillones y las ostras (CEDEX, 2017).

La basura marina (macro y microplasticos) puede traducirse en una pérdida de capturas
y/o ventas para los pescadores y suponer un coste econémico para el sector (CEDEX,
2017).

Los moluscos bivalvos de acuicultura han sido seleccionados para ser utilizados tanto
en programas de monitoreo de campo como en estudios de laboratorio para investigar
el impacto de MP en el medio marino. Son organismos abundantes y estan ampliamente
distribuidos, filtradores sésiles que acumulan contaminantes en sus tejidos reflejan
niveles de contaminacién ambiental y muestran respuestas significativas a
contaminantes. Ademas, tienen un papel clave en los ecosistemas y son consumidos
por varias especies de niveles tréficos superiores (Gonzalez-Soto et al., 2022). Entre
ellos, destaca la ostra rizada o japonesa (Magallana gigas), con distribucién mundial.
Por ello, son organismos ideales para cumplir con los ODS numero 12 (Produccion y
consumo responsables) y numero 8 (Trabajo decente y crecimiento econémico) para
promover el crecimiento econémico sostenible mediante la produccién de bivalvos
marinos (Ministerio De Derechos Sociales, Consumo y Agenda 2030, 2021)
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1.1. Descripcion de la ostra japonesa (Magallana gigas)

La ostra rizada Magallana gigas, también denominada ostra japonesa, rizada o del
Pacifico, es una especie endémica de las costas de Japén y de Corea que ha sido
introducida en un gran numero de paises a lo largo de todo el mundo (CETMAR & Xunta
de Galicia, 2017).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de Magallana gigas (WoRMS - World Register of Marine
Species - Crassostrea Gigas (Thunberg, 1793), 2024).

Reino Animalia
Filo Mollusca
Clase Bivalvia
Orden Ostreida
Familia Ostreidae
Género Magallana
Especie Magallana gigas (Thunberg, 1793)
Nombre comun | Ostra rizada
Ostra japonesa
Ostra del Pacifico

M. gigas es un molusco inequivalvo cuya valva superior (derecha) es plana o
ligeramente convexa, mientras que la valva inferior (izquierda) es ahuecada y contiene
el cuerpo del organismo. Las conchas presentan diversidad de formas y colores
influenciados por el entorno en que se encuentran y el método que se utiliza para su
producciéon. La parte externa de la concha tiene una estructura laminar donde cada
lamina o placa representa una fase de crecimiento (Figura 1). La parte interna es una
superficie pulida lisa de nacar que proporciona un ambiente cémodo para vivir. Las
valvas son de carbonato calcico (CaCOs) excepto una capa exterior muy fina no
calcificada que se conoce como periostraco (Mercer et al., 2024). Ambas valvas estan
unidas por un musculo aductor y una charnela (ligamento proteico poco calcificado que
se encuentra sobre la linea medio dorsal). EI musculo aductor sirve para abrir y cerrar
las valvas (Gomes, 2013).

Valvas

Valva izquierda Valva derecha

Posicién del
musculo aductor

Figura 1. Morfologia externa de Magallana gigas (Mercer et al., 2024).
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Las partes blandas estan cubiertas por el manto, el cual tiene funciones sensoriales,
mecanicas y de proteccion. El espacio que hay entre los dos I6bulos del manto se
denomina cavidad paleal y en ella se aloja la masa visceral, que contiene los 6rganos
de la digestion, excrecion, reproduccién y respiracion (Figura 2) (Gomes, 2013).

El sistema digestivo esta formado por branquias, palpos labiales, boca, esoéfago,
estdmago, diverticulos digestivos, intestino, recto y ano. El sistema excretor esta
constituido por el rifidn y el pericardio. El sistema circulatorio es abierto y esta formado
por el corazén, las arterias y los vasos sanguineos. El corazén consta de un ventriculo
y de dos auriculas y se encuentra dentro de la cavidad del pericardio, situado entre la
masa visceral y el musculo aductor. El sistema nervioso es reducido y esta compuesto
por ganglios cerebrales, viscerales y motores. El sistema reproductivo esta constituido
por las gonadas, estructuras difusas que en periodo de reposo sexual desaparecen casi
por completo y, cuando alcanzan la madurez sexual, rodean la glandula digestiva y el
resto de los 6rganos, ocupando el espacio libre que queda entre estos y presentando
una coloracién blanquecina y de aspecto lechoso (Gomes, 2013).

Ligamento

Boca
Palpos labiales

Estomago

‘.\\\\\\m\ém Conductos secundarios

el
»‘ Saco cristalino
;-4).‘
« 3
\3\
\

Eséfago

Diverticulos digestivos

Intestino medio
Gobnadas

Pericardio —

Figura 2. Anatomia interna de Magallana gigas (Mercer et al., 2024).

Es una especie ampliamente distribuida por el mundo. Se encuentra en aguas costeras
y estuarios, preferentemente en la zona intermareal y submareal somera de
aproximadamente 3 metros de profundidad, hasta los 40 metros de profundidad con
preferencia sobre sustratos duros como rocas, piedras sueltas o estructuras artificiales
aunque también se puede encontrar en areas fangosas o de arena. También se fija sobre
conchas de ostras de su misma especie o0 sobre bivalvos de otras especies como los
mejillones (Gomes 2013; CETMAR & Xunta de Galicia, 2017; Guerra, 2004).

Este molusco bivalvo se alimenta por filtracion y obtienen nutrientes principalmente del
fitoplancton y en menor medida del zooplancton y materia organica del agua de mar que
pasa a través de las branquias. Necesitan filtrar grandes cantidades de agua para
obtener suficiente alimento para vivir. De hecho, un organismo adulto es capaz de filtrar
hasta 5 litros por hora (CETMAR & Xunta de Galicia, 2017; Mercer et al., 2024).
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La ostra rizada es una especie eurihalina y euriterma capaz de sobrevivir en periodos
de baja salinidad regulando el grado de apertura de sus valvas (CETMAR & Xunta de
Galicia, 2017; Mercer et al., 2024). El intervalo 6ptimo de salinidad para la especie es
de 20-25 ppt, aunque puede soportar salinidades por debajo de 10 y por encima de 35
ppt. Tiene una amplia tolerancia a la temperatura con un rango 6ptimo de 10 a 22°C,
aunque soporta temperaturas de 3 a 28°C (Gomes, 2013; Mercer et al., 2024). Respecto
al pH tolera valores en el rango de 7 a 9 (Mercer et al., 2024).

M. gigas es una especie hermafrodita protandrica con reproduccién sexual externa.
Primero suelen madurar como machos y luego pueden cambiar a hembras (CETMAR &
Xunta de Galicia, 2017; Gomes, 2013). El momento de la maduracion y desove depende
principalmente de la temperatura: los machos liberan esperma a mas de 14°C y las
hembras liberan huevos a mas de 18°C (Mercer et al., 2024).

La fecundidad es muy alta y una sola hembra puede producir entre 20 y 100 millones de
huevos en una unica puesta. La puesta es sincronica entre machos y hembras y la
fertilizacién tiene lugar en un plazo de 10-15 horas (CETMAR & Xunta de Galicia, 2017;
Mercer et al., 2024).

Las ostras pasan por varias etapas de desarrollo durante su ciclo de vida (Figura 3), que
depende de la localizacion geografica (Mercer et al., 2024). Primero se expulsan los
gametos al agua, donde tiene lugar la fecundacién externa. Luego se desarrolla el huevo
hasta formar una larva trocéfora. Esta larva se desarrolla hasta formar una larva veliger
que continla su desarrollo hasta formar el pie y pasa a llamarse larva pediveliger.
Durante esta etapa la larva busca un substrato para fijarse y con la metamorfosis se
pone fin a la etapa de vida plancténica, pasando a la vida benténica que se mantendra
el resto de la vida del animal. (Gomes, 2013; Guerra, 2004).

Fertilizacion

Larva trocofora

:&‘ a8 70 pm
e, | ‘

988 Desove

Fase plancténica

Fase bentodnica

¥ Larva pediveliger
200 pm

Metamorfosis

Figura 3. Ciclo de vida de Magallana gigas (Mercer et al., 2024).
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1.2. Importancia en acuicultura

La ostra es un molusco de alto valor culinario y muy apreciado para consumo (CETMAR
& Xunta de Galicia, 2017). Los productores de ostra mas antiguos son los japoneses,
los romanos (Guerra, 2004) y los griegos (Gomes, 2013).

En el mundo se producen cerca de 12 especies de ostras, aunque la ostricultura esta
dominada por la ostra japonesa, con un 96% de la produccién mundial. Sus principales
productores son China, Corea, Japén, Francia, Taiwan y Estados Unidos (Gomes,
2013).

Espanfa es el mayor productor de moluscos de acuicultura de la Unién Europea tanto en
volumen de produccion (toneladas) como en valor (millones de euros) (APROMAR,
2023). Las ostras son un grupo muy importante en términos econémicos en Espana,
siendo las especies mas producidas la ostra plana (Ostrea edulis) y la ostra rizada u
ostion japonés (M. gigas). En 2022 se produjeron 1226 toneladas de ostra rizada con un
valor economico de 3,7 millones de euros, mientras que de ostra plana se produjeron
237 toneladas con un valor economico de 1,4 millones de euros (APROMAR, 2023).

El ciclo de produccion de M. gigas (Figura 4) consiste en obtener la semilla por captacion
silvestre (A) o mediante produccion en laboratorio (B), donde se utilizan reproductores
a los cuales se les induce el desove mediante choque térmico o extrayendo
directamente los gametos de las gonadas. Luego se fertilizan los huevos y se
desarrollan en tanques de gran volumen (B1) hasta que se transforman en larvas
pediveliger. Cuando las larvas estan proximas a fijarse, se colocan sustratos de fijacion
(B2) en los tanques para que éstas se adhieran. Seguidamente se crian los juveniles
hasta que alcanzan un tamafo entre 3 y 5 mm y son transferidos a los criaderos al aire
libre (C) o se venden directamente a los ostricultores. En los criaderos se producen los
juveniles hasta que alcanzan los 10-15 mm vy se transfieren a charolas (D) donde se
realiza el pre-engorde. Para el engorde se pueden utilizar varios métodos de produccion:
de fondo (E), separado del fondo (F) o en suspension (G), en funcién de las
caracteristicas del medio. Luego se cosecha a tallas superiores a los 75 mm de longitud
de concha y un peso vivo de 70-100g (FAO Magallana gigas, 2024) Finalmente se lleva
a cabo la depuracion (H), proceso que consiste en la inmersién total de las ostras en
tanques donde se genera una corriente de agua de mar limpia para que los animales
expulsen los contaminantes de su cuerpo durante un periodo de tiempo determinado
(Lee et al., 2010)
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Figura 4. Ciclo de produccion de Magallana gigas (FAO - Crassostrea gigas, 2009). A:
captacion silvestre, B: produccion en laboratorio, B1: desarrollo en tanques, B2: sustratos de
fijacion, C: criadero, D: charola, E: produccién de fondo, F: producciéon separado del fondo, G:
produccién en suspension y H: depuracion.

En este trabajo, se estudiara el comportamiento de la ostra en presencia de
microplasticos contaminados o no con diésel cuantificando la tasa de ingestiéon y
egestion y el tiempo de retencién de éstos en su interior.
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2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio sera determinar si la ostra japonesa (Magallana
gigas) puede considerarse un vector de transmision de contaminantes y/o de residuos
plasticos a través de la cadena trofica. Su potencial como vector dependera de la
cantidad de contaminante o residuo absorbida y del tiempo de retencion en los tejidos.

Para ello se han planteado los siguientes objetivos secundarios:

Determinar las tasas de ingestion y egestién y el tiempo de retencion de
microplasticos contaminados o no con diésel en las ostras.

Determinar la absorcion de hidrocarburos (diésel) por las ostras mediante la
ingesta de microplasticos o filtracion de agua de mar contaminados.

Estudiar la posible variacion de palatabilidad de microplasticos por parte de las
ostras en funcién de su contaminacién o no con diésel.

Evaluar la relevancia de las ostras en la incorporacion de materiales plasticos a
la cadena tréfica.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIA

El trabajo experimental se ha realizado en el Laboratorio Marino UA-Dénia situado en
Dénia (Alicante) y en el Departamento de Quimica Analitica, Nutricion y Bromatologia
de la Universidad de Alicante.

3.1. Agua de mar: preparaciéon de mezclas con hidrocarburos

El agua de mar se recogio en la Platja del Trampoli en Dénia (Alicante), utilizando una
bomba equipada con un sistema de filtracién de hasta 5 micras que elimina las
impurezas del agua y la transporta a través de una manguera hasta los bidones donde
se almacena. Los bidones se trasladaron al laboratorio, introduciendo aireadores para
mantener los niveles de oxigeno hasta su uso (Figura 5).

=

Figura 5. Sistema de captacion y filtracion del agua.

Se realizaron mezclas de diésel (adquirido en gasolinera BP) y agua de mar, a una ratio
1:1000 en botes de plastico, sellados y mantenidos en agitacion durante 65 horas a 190
rpm (Figura 6). Segun la ficha técnica, el diésel es un liquido muy poco soluble en agua
con una densidad de 820-850 kg/m?® y necesita tiempos prolongados en agitacion para
solubilizarse en agua.

190 rpm
65h

—

o= H -

Diésel Agua de mar

Figura 6. Esquema de la preparacion de la mezcla diésel + agua de mar (ratio 1:1000).
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3.2. Preparacion y contaminacion de microplasticos

Se seleccionaron plasticos de tres colores (rosa, negro y verde) y se cortaron hilos de
poliéster 100% en filamentos de 2 mm con la ayuda de papel milimetrado y una lupa,
para obtener 300 filamentos de 3 colores (100 de cada color). Los filamentos se
almacenaron en tubos Eppendorf separados por colores (Figura 7).

Figura 7. Filamentos de poliéster de color rosa, verde y negro.

La elecciéon de los tres colores se realizd para facilitar la visualizacion de los
microplasticos en el interior de las ostras asi como valorar posibles preferencias de color
por parte de los animales.

Los filamentos de cada color se dividieron en dos subgrupos de 50 y se introdujeron en
recipientes con agua de mar o con diésel 100%, manteniéndolos en agitacion a 150 rpm
durante 72 horas (Figura 8). En paralelo, se mantuvieron recipientes control con agua
de mar o diésel, sin filamentos. El paso siguiente fue extraer los filamentos del recipiente
con diésel y colocarlos en papel absorbente para eliminar el exceso de diésel. Se
retornaron a un recipiente con agua de mar y se sometieron, de nuevo, a agitacion a
170 rpm/28 horas para que liberasen el posible exceso de diésel. El tratamiento de los
filamentos mantenidos en el recipiente con agua de mar fue similar. Finalmente, se
extrajeron los filamentos y se almacenaron en recipientes hasta ser suministrados a las
ostras.

72h 28h

Agua de mar

Figura 8. Preparacién de microplasticos sin diésel (A) y con diésel (B).

-20-



3.3. Ensayos de optimizaciéon del modelo experimental

Se realizé un estudio preliminar sobre el comportamiento en acuario de dos especies de
ostras, la ostra plana (Ostrea edulis) y la ostra rizada (Magallana gigas) para seleccionar
el modelo experimental mas adecuado para el estudio con microplasticos.

Se trabajo con 20 ejemplares de cada especie, suministrados por la empresa Jose M?
Daporta Leiro e Hijos S.L (Figura 9).

JOSE M° DAPORTA LEIRO—

e hijfos,s. /.
. SO

o0

Figura 9. Ejemplares de Magallana gigas (izquierda) y Ostrea edulis (derecha).

Para mantener las ostras, se prepararon dos acuarios (de 50 x 25 cm y de 25 x 25 cm
para las ostras rizada y planas, respectivamente), con un sistema de bombeo (MING.Y
MY-365; Q = 350 I/h) y aireacion (BPS-6089; Q = 300 I/h) en diagonal para generar una
corriente en el tanque y lograr una mejor distribucion del oxigeno y del alimento.

Para los ensayos de ingesta se prepararon cuatro acuarios de 30 x 30 cm y cuatro
acuarios de 25 x 15 cm con el mismo sistema de bombeo y aireacion.

Para valorar el efecto de la disposicion de las ostras, ambas especies se colocaron de
dos formas diferentes: cuatro ejemplares en el suelo, simulando su posicion natural y
cuatro ejemplares en batea simulando un sistema de produccién acuicola (Figura 10).
Asimismo, se colocd un ejemplar de cada especie solo en un acuario, tanto en suelo
como en batea para valorar su comportamiento en solitario (Figura 11).

Figura 10. Disposicién de las ostras en dos modalidades. Ostrea edulis en suelo (a), Ostrea
edulis en batea (b), Magallana gigas en suelo (c) y Magallana gigas en batea (d).

Diariamente se realiz6 un cambio parcial de agua de cada acuario (1/4 del volumen) y
se midieron la salinidad y la temperatura con el equipo CTD Rinko-Profiler ASTD102
(antes del cambio) y con un salindmetro CyberScan Series 600 (tras el cambio) para
conseguir una temperatura entre 17 y 20°C y una salinidad entre 37 y 37,5 ppt.

-21-



Los ejemplares se alimentaron una vez al dia con una mezcla de 150mL de agua de
mar y 1mL de Easy booster (preparado de fitoplancton proporcionado por el
Oceanografic de Valéncia). Se les administré la dieta por la mafana o por la tarde, para
ver como afectaba el horario a su comportamiento. El periodo de luz de mantenimiento
fue de 12 horas (de 9h a 21h).

Una vez aclimatadas, se realizaron pruebas con microplasticos virgenes para
comprobar si las ostras eran o no capaces de ingerirlos y, en caso afirmativo, saber el
tiempo que los mantenian en su interior.

PRUEBAS INGESTA MP

IMM |

1 A2
STOCK
Ostrea edulis I
CONGELAR
PRUEBAS
Crassostrea gigas =\ EXTRACCION
o B1 %’ =)
< |

B2

Figura 11. Esquema del ensayo preliminar de ingesta de microplasticos en Ostrea edulis (1) y
Magallana gigas (2). A1: ejemplar en suelo en solitario, A2: ejemplar en suelo en grupo, B1:
ejemplar en batea en grupo, B2: ejemplar en batea en solitario.

Para la elaboracién del sistema de bateas se utilizaron tubos de plastico de PVC con
hilos de pescar colgantes imitando las cuerdas que se utilizan en las bateas de
acuicultura. Para suspender las ostras se les practicé un agujero en el umbo con un
taladro (broca helicoidal de 2,5 mm) minimizando el estrés causado. En dos acuarios se
colocaron dos ostras en cada hilo y en otros dos acuarios una ostra en cada hilo.
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3.4. Preparacion de muestras para extraccion y determinacion de
hidrocarburos

Una vez distribuidas las ostras en los acuarios (apartado 3.3), se seleccionaron seis
individuos de cada especie para hacer pruebas de extraccion y determinacion de
hidrocarburos en tejidos (Figura 12). Se midi6 la altura y la anchura de las valvas con
un pie de rey (Figura 13), se abrieron para extraer el animal completo, incluyendo el
musculo, secandolo con papel absorbente. A continuacién, se determiné el peso con
una balanza de analisis (KERN ALT 100-4M) y se congelaron a -80°C (Figura 14).

Figura 13. Toma de medidas de las ostras Magallana gigas.

Figura 14. Ostras sin valvas guardadas en botes preparadas para congelar.

En las pruebas preliminares de extraccion y determinacion de hidrocarburos se utilizaron
dos ejemplares de Magallana gigas, una sin manipular para conocer el contenido basal
y otra contaminada con diésel para determinar la eficacia del método.

Tras observar el comportamiento de las dos especies en el estudio preliminar, se decidio
trabajar con ostra rizada mantenida en suelo y en solitario por cuestiones de manejo y
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fiabilidad de resultados, ya que la apertura y cierre de valvas es mas frecuente en esta
especie, el grado de apertura de valvas es mayor y la administracion de los filamentos
es mas sencilla en los ejemplares dispuestos en suelo.

3.5. Ensayos experimentales con Magallana gigas

En esta fase del estudio se utilizaron 24 ejemplares de M.gigas con un tamano de valva
de 5,50 —-7,91 cm de ancho y 10,06 — 13,22 cm de largo, y un peso humedo de 16,01 —
36,14 g.

3.5.1. Mantenimiento de los animales

Los ejemplares de ostra rizada suministrados por la empresa Jose M? Daporta Leiro e
Hijos S.L se aclimataron y mantuvieron en un acuario de 68 x 38cm con aireacion y
sistema de bombeo hasta su distribucion en acuarios de experimentacion (25 x 15 cm
y/o 22 x 17 cm).

La temperatura del agua de los acuarios se mantuvo enfriando o calentando el agua de
forma gradual empleando cubitos de hielo o calentadores, respectivamente.

Los ejemplares de ostra se alimentaron por la tarde, tras finalizar los experimentos de
administracion de microplasticos. Se utilizé “Reef Pulse” (Ocean Nutrition), alimento en
polvo con tamafio de particula entre 5-400 um que contiene un 53% de proteina, 1% de
fibra, 15% de grasa y 10% de ceniza. Se prepard un homogeneizado en agua de mar
(150mL de agua de mar y media cucharada de “Reef pulse”) y se suministré con una
Pipeta Pasteur de 5ml. El cambio de alimentacion se debié a motivos de
disponibilidad/logisticos y avalado por el equipo del Oceanografic de Valéncia.

3.5.2. Administracion de microplasticos

Se administraron a las ostras tres tratamientos: microplasticos (MPs) virgenes, MPs
contaminados con diésel y agua de mar contaminada con diésel. Se mantuvo un grupo
control sin tratar. Los experimentos se realizaron por triplicado y con dos tiempos de
reposo, 24 horas y 7 dias.

Se observo la frecuencia de apertura y cierre de las valvas en ciclos de 10 minutos en
cuatro momentos diferentes a lo largo del dia, dos veces por la mafana y dos veces por
la tarde, dejando aproximadamente una hora entre ciclos.

Figura 15. Grado de apertura de valvas observado durante los experimentos en Magallana
gigas.
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La administracion de MPs (Figura 16), se llevd a cabo por la mafana y por la tarde
durante tres dias, con el objetivo de detectar potencial capacidad acumulativa. En total
se administraron seis filamentos a cada ostra, dos de cada color. Cada filamento se
introdujo directamente dentro de la ostra con ayuda de pinzas cuando las valvas tenian
un grado de apertura lo suficientemente amplio (Figuras 15y 17). Se emplearon pinzas
distintas, para los filamentos contaminados con diésel y para los no contaminados.

LUk
P ,’AVAW y %:

Figura 16. Acuarios de ostra Magallana gigas que reciben microplasticos contaminados con
diésel (izquierda) y microplasticos sin contaminar (derecha).

-

Figura 17. Esquema del ensayo de administracion de microplasticos a ostra (Magallana gigas).

CONGELAR
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—> EXTRACCION ——> ANALISIS

Para administrar diésel mezclado con agua de mar se utilizaron acuarios con una
capacidad de 4 litros. Se desconectaron los aireadores y las bombas y se sustituyeron
80 mL de agua de mar por 80 mL de la mezcla con diésel empleando una pipeta de
vidrio (Figura 18). La mezcla se homogeneiz6 en el volumen total y se reconectaron
bombas y aireadores, dejando a los ejemplares en el bafio con diésel durante 24 h.
Pasado este tiempo, se vaciaron los acuarios y se realizé una renovacion completa de
todo el volumen de agua. Se ensayaron tiempos de reposo de 24 hy 7 dias.

CONGELAR

e 1

4L + 0,8 mL I a:\g;) — afn — g —> EXTRACCION ——> ANALISIS

Figura 18. Esquema del ensayo de administracion de agua de mar con diésel en ostra
(Magallana gigas).

Tras cumplir los tiempos establecidos, se extrajeron las ostras de los acuarios (ver
Anexo |, Figura 37) y se tomaron y procesaron las muestras siguiendo el protocolo
explicado en el apartado 3.4 de esta memoria.
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Adicionalmente, se tomaron muestras de agua (250 mL) de los acuarios con diferentes
tratamientos antes de extraer los ejemplares y del agua que se utilizé diariamente en las
renovaciones parciales de agua (Figura 19).
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Figura 19. Muestras de agua de mar de los acuarios.

3.6. Extraccion de hidrocarburos

Se utilizaron dos métodos para la extraccién de hidrocarburos: extraccion asistida por
microondas (para las ostras) y extraccion liquido — liquido (para el agua).

3.6.1. Extraccion asistida por microondas (MAE)

Las muestras congeladas a -80°C, se liofilizaron y se molieron empleando un molinillo
eléctrico VeoHome (Anexo |, Figura 38). A continuacion, se introdujeron en los cilindros
del microondas FlexiWAVE Milestone y se anadieron 8 ml de hidroxido de potasio (KOH)
y 20 ml de hexano a cada una de ellas (Anexo |, Figura 39). Se sometieron a 129°C
durante 27 minutos vy, tras dejar enfriar, se extrajeron (Anexo |, Figuras 40 y 41). Se
centrifugd (10000 rpm x10 minutos) en una centrifuga Gyrozen 1248 R para extraer la
fraccidon organica (Anexo |, Figura 42). Dicha fraccion se mezclé con una disolucién
saturada de cloruro sddico (NaCl) en el vortex y se dejé reposar unos segundos hasta
su separaciéon en dos fases. Se recuper6 la fase menos densa y se guardd en botes
ambar, que se almacenaron en el congelador hasta su posterior uso.

f 20 ml hexano

| 8 mi ko
MICROONDAS

CENTRIFUGA

s N 5 W AN’A'L!SIS
E \U QUIMICOS
;"/ @ ‘

B 10000 rpm/10 min

129°C/27 min

Figura 20. Procedimiento para la extraccion de hidrocarburos de tejidos de ostra Magallana
gigas.
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3.6.2. Extraccion liquido - liquido

Se introdujeron 250 ml de agua en un embudo de decantacién junto a 3 alicuotas de 10
ml de diclorometano (CH2Cl.), se agité el embudo y se dej6 reposar hasta separacion
en dos fases (Anexo Figura 43). Tras recoger la fase inferior, se afiadieron 5g de sulfato
de magnesio (MgSO.) para extraer el agua residual. A continuacion, se filtr6 con un
embudo y se almacend6 en botes ambar sellados con Parafilm en el congelador hasta su
posterior uso.

d-g-

250 ml CH2C12
H20 mar

Figura 21. Esquema del procedimiento de extraccion de hidrocarburos de agua de mar.

3.7. Analisis mediante cromatografia de gases - masas

Para analizar las muestras mediante cromatografia de gases — masas se realizaron
diluciones 1:10 con hexano a las muestras de tejido de ostras y 1:100 con diclorometano
a las muestras de agua. Se filtraron (0,22 micras) 2ml de cada muestra (Anexo |, Figuras
44 y 45).

Las muestras fueron enviadas a los Servicios Técnicos de la Universidad de Alicante
para el andlisis en el cromatografo Agilent 7890A GC System con una columna Agilent
19091S-433HP-5MS (30 m x 250 ym x 0.25 pm).

Los datos obtenidos se analizaron comparando las muestras experimentales con los
patrones control, buscando diferencias entre las muestras de un mismo tratamiento y
sus controles. Se identificaron los 10 compuestos con la mayor sefal de identificacion,
teniendo en cuenta que el porcentaje de identificacion del analisis fuese superior al 90%,
y se analizaron las diferencias en las areas de los compuestos. Los compuestos con un
porcentaje de identificacion inferior al 90% se descartaron para evitar posibles errores
de deteccidn.

3.8. Andlisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos se procesaron y analizaron estadisticamente con el programa
informatico R (version 4.3.3). Se utilizo la prueba ANOVA o la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis en caso de que no se cumplan las condiciones de aplicacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayos de palatabilidad

En los ensayos de palatabilidad, los ejemplares de M. gigas (n=12) alcanzaron un
porcentaje de ingestién del 92% (59 de los 64 microplasticos suministrados) (Figura
22), confirmando que tienen la capacidad de ingerir MP de 2 mm. Estos resultados son
coherentes con los de Dao et al. (2023), quienes detectaron microfibras entre 0,3y 2,9
mm en ostras. Asimismo, Martinelli et al. (2020) identificaron microplasticos de diversas
formas con tamafios entre 0,2 y 13 mm. Otros autores encontraron microfibras de 1,34
mm en M. gigas (Baechler et al., 2019). La presencia de microplasticos de hasta 5 mm
de longitud fue observada en ostras del Pacifico en la costa holandesa del Mar del Norte
(Leslie et al., 2013).

La ingesta media fue de 4,92 MP por ostra, valor muy similar encontrado por Dao et al.
(2023), que detectaron una concentracion media de 4,07 MP por ostra en Crassostrea
angulata. Otros autores confirmaron niumeros medios de particulas ingeridas entre 0,69
y 3,3 MP/ejemplar (Ding et al., 2021; Martinelli et al., 2020; Phuong et al., 2018) e incluso
de 10,95 (Baechler et al., 2019) en Magallana gigas.

En nuestro estudio, la ingesta media de filamentos (MP) por gramo de tejido humedo
fue de 0,23. En otros estudios, la carga media encontrada fue de 0,35 0 0,47 (Baechler
er al.,, 2019; Van Cauwenberghe y Janssen, 2014) Dao et al. (2023) y Phuong et al.
(2018) determinaron concentraciones medias proximas a la nuestra (0,15 — 0,18). Sin
embargo, otros autores encontraron medias superiores (1,13 — 1,5) (Abidli et al., 2019;
Jang et al., 2020 y Ding et al., 2021) en el rango de 0,3 a 3.

Ingerido

= No ingerido

Figura 22. Filamentos de microplasticos Figura 23. Ejemplar de Magallana gigas
totales ingeridos y no ingeridos en el con un microplastico rosa ingerido (circulo
ensayo de palatabilidad en Magallana azul).

gigas.

Del total de MP ingeridos, 33 estaban contaminados con diésel y 26 no. La ingesta media
de MP con diésel fue de 5,50 por ostra y de 0,27 por gramo de tejido humedo, mientras
que la ingesta media de MP sin contaminar fue de 4,33 por ostra y 0,19 por gramo de
tejido humedo (Figura 24).
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Figura 24. Ingesta de microplasticos con diésel y sin diésel por las ostras (Magallana gigas).

No obstante, el analisis estadistico puso de manifiesto que no hubo diferencias
significativas (p-valor = 0,308) en la ingestion de MP en funcion del tratamiento aplicado
(Tabla 2). Por tanto, la contaminacion del diésel no afecté a la palatabilidad de los MP
en las ostras.

Tabla 2. Tabla resumen ANOVA de los resultados de la ingesta de microfilamentos en ostras en
relacion al tratamiento aplicado.

Suma de Media Grados
o de F p-valor
cuadrados |cuadratica| ,.
libertad
Tratamiento 0,069 0,06897 1 1,057 0,308
Residuales 3,655 0,06527 56

Se realizé un analisis de regresion lineal entre la longitud de la valva derecha de las
ostras respecto a la cantidad de MP ingerida y no se encontré correlacion (R? = 0,0908).
En consecuencia, la ingesta de MP no parece estar influenciada por el tamafo de la
ostra (Figura 25). Estos resultados estan en consonancia con los encontrados por
Baechler et al. (2019) cuyo analisis mostré que ni la longitud de la valva ni el peso
corporal presentaban correlacion con el numero de MP ingerido por ejemplar.
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Figura 25. Andlisis de regresién de microplasticos ingeridos en relacién al tamario de la valva
de la ostra (Magallana gigas).

En relacion al color del filamento, en el caso de MP contaminados con diésel (Figura
26), el 43% de los filamentos ingeridos fueron de color rosa (n=15), el 31% verdes (n=11)
y el 26% negros (n=9). En el caso de los microplasticos sin contaminar con diésel (Figura
27) el 38% fueron rosa (n=11), el 34% verdes (n=10) y el 28% negros (n=8). Dado que
no se detectaron diferencias estadisticas significativas en la ingesta asociadas al color
del filamento (p-valor = 0,7299), se puede afirmar que las ostras no mostraron
preferencia por ninguno de los tres colores ensayados. Dao et al. (2023) encontraron
fibras de color azul y rojo en las ostras, siendo las azules las mas comunes (83-100%).
Martinelli et al. (2020) identificaron fibras de color azul, negro, amarillo, blanco, rojo,
morado y verde y Baechler et al. (2019) de color azul, gris y negro.

= Rosa = Rosa
= Verde = Verde
= Negro = Negro
Figura 26. Microplasticos de colores Figura 27. Microplasticos de colores sin
contaminados con diésel ingeridos (%) por diésel ingeridos (%) por ostra (Magallana
ostra (Magallana gigas). gigas).

-30 -



Se estimaron los tiempos de retencion de 15 filamentos, 8 contaminados con diésel y 7
sin contaminar, resultando muy variados (Tabla 3). En el caso de los contaminados con
diésel, el menor tiempo de retencion fue de 6 minutos, el mayor de 24 horas y 5 minutos
y el tiempo medio de 5 horas y 56 minutos (SD = 591,1). En los no contaminados, el
menor tiempo de retencién fue de 4 minutos, el mayor de 1 hora y 33 minutos y el tiempo
medio de 21 minutos (SD =32,1).

Tabla 3. Tiempo de retencioén (minutos) de microplasticos contaminados con diésel o no en
ostra (Magallana gigas).

Tiempo de retenciéon (min) en ostra
Micropléstico con diésel | Microplastico sin diésel
6 8
8 4
30 21
31 11
1445 93
1165 4
111 9
56 -

Media: 357; SD: 591,1 Media; 21; SD: 32,1

Se detectaron diferencias estadisticas significativas (p-valor = 0,001327) en el tiempo
de retencién de los microfilamentos en funcién del tratamiento. El tiempo medio de
retencién de los microplasticos contaminados con diésel fue superior al de los no
contaminados, diferencia que podria deberse a que alguno de los compuestos del diésel
mejore la ingesta de los filamentos haciendo que las ostras los retengan durante mas
tiempo. Otras explicaciones posibles podrian ser: a) que las ostras estén absorbiendo
el diésel presente en los filamentos, y por eso los retienen durante mas tiempo o b) que
el diésel facilite la retencion de los filamentos en su interior generando adherencia o
viscosidad. En relacion a estas ultimas hipétesis, durante la preparacion y manejo de
los MP contaminados con diésel se observé la tendencia a adherirse entre si y a las
paredes del recipiente. Ademas, algunos autores han demostrado que los MP de tamaiio
>1000 pym pueden ser filtrados por las ostras pero se quedan retenidos o adheridos en
la cavidad interna de las valvas o en el tejido muscular sin incorporarse al interior del
organismo (Choi et al., 2022; Graham et al., 2019)
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Figura 28. Tiempo medio de retencién de microplasticos (MP) contaminados o no con diésel en
ostra (Magallana gigas).

El analisis de regresion entre el tiempo de retencidén de microplasticos y el tamaro de la
ostra puso de manifiesto que no hay dependencia entre estos caracteres (R? = 0,0045).
Por tanto, el tiempo de retencion de los microplasticos no depende del tamaino de las
ostras.
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2 _
1000 R?=0,0045
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200 -------------------------------------------------------------------------

0 o ® Py . .
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Longitud de la valva derecha (cm)

Figura 29. Anélisis de regresion entre el tiempo de retencién de los microplasticos y el tamafio
de las valvas de las ostras (Magallana gigas).

Los resultados de eficiencia en ingesta de microplasticos por parte de las ostras
observados en el presente estudio sugieren que estos organismos podrian actuar como
vectores de transferencia de estos contaminantes. No obstante, dado que no los
acumula durante tiempos prolongados, no podria considerarse un organismo relevante
en la incorporacién de materiales plasticos a la cadena tréfica.
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4.2. Actividad de las ostras

Analizando la actividad de los animales observamos que en el grupo control el 60% del
tiempo las ostras estaban filtrando, de forma similar al grupo expuesto a microplasticos
no contaminados (permanecieron filtrando el 58% del tiempo) (Figura 30). Sin embargo,
las ostras expuestas a agua contaminada estuvieron filtrando el 79% del tiempo, como
ocurrié en el grupo expuesto a microplasticos contaminados con diésel (Figura 30).

100%
90%
80%

70%
60%
50%
40% 79% 81%
30% 60% 58%
20%
10%
0%

Control Agua con diésel Microplastico con Microplastico sin
diésel diésel

Tratamiento

m Filtrando No filtrando

Figura 30. Actividad de las ostras (Magallana gigas) expuestas o no a diésel medida como
porcentaje de filtracion.

El analisis estadistico demostré que las diferencias en porcentaje de filtracion entre los
diferentes grupos eran significativas (p-valor 0,0000364) (Tabla 4). Por tanto, se podria
afirmar que el comportamiento de las ostras cambia cuando el diésel esta presente en
el medio, incrementando el tiempo de filtracién.

Tabla 4. Tabla resumen ANOVA de los resultados del tiempo de filtracion en los diferentes
grupos de ostras.

Suma de Media Grados
cuadrados | cuadrética| ,. de F p-valor
libertad
Tratamiento 5,54 1,8457 3 9,516 |0,00000364
Residuales 105,34 0,1929 546

La diferencia de comportamiento de las ostras en presencia de diésel podria ser
ventajosa para el cumplimiento del ODS numero 6. En este sentido, el uso de
organismos bivalvos filtradores capaces de absorber contaminantes del agua, como es
el caso de las ostras, ayudaria a conseguir una agua limpia y servicios de saneamiento
e higiene adecuados (Ministerio De Derechos Sociales, Consumo y Agenda 2030,
2021).
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En un estudio sobre el comportamiento de apertura valvar del mejillén Mytilus edulis
expuesto a petroleo, los autores demostraron una tendencia a aumentar el movimiento
de apertura de valvas durante el primer dia de exposicion (Redmond et al., 2017), de
forma similar a las observaciones realizadas en nuestro estudio con ostras. Ademas, la
introduccion de diésel en el medio no provoco el cierre de las valvas ni en las ostras ni
en los mejillones.

Asi mismo, se observé que no existe correlacion entre el nimero de filtraciones y el
tamanio de las ostras (R? = 0,0848) (Figura 31).
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Figura 31. Numero de filtraciones respecto al tamano de las ostras Magallana gigas.

En cuanto a la actividad de las ostras, se observé que, aunque hubo mayor actividad
antes del suministro de MP contaminados con diésel (71%) que a posteriori (29%)
(Figura 32), la diferencia no fue significativa. En el caso de los filamentos no
contaminados tampoco hubo diferencias significativas en la actividad (p-valor = 0,0824)
antes (56%) y después (44%) de suministrarlos (Tabla 5).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Microplasticos con diésel Microplasticos sin diésel

Tratamiento

B Antes ingesta Después ingesta

Figura 32. Actividad de las ostras (Magallana gigas) antes y después de suministrarles
microplasticos con y sin diésel.
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Tabla 5. Tabla resumen ANOVA de los datos de filtracion antes y después de suministrar
microplasticos.

Suma de Media Grados
cuadrados |cuadréatica| . de F p-valor
libertad
Tratamiento 0,673 0,7628 1 3,061 0,0824
Residuales 30,771 0,2198 140

Al analizar la actividad de las valvas de las ostras en funcion del momento del dia (Figura
33), se comprobd que en el grupo control las ostras tienen mayor actividad por la tarde
(56%) que por la mafana (44%). Una situacion similar se observo en el grupo tratado
con microplasticos sin diésel (55% vs 45%). En el grupo tratado con agua contaminada
con diésel las ostras estan mas activas por la manana (71%) que por la tarde (29%),
como también ocurrié en el tratamiento con microplasticos contaminados con diésel
(65% vs 35%).

100%
90%
80%
70%

60%
50%
40%
0% Al 65%
20% 44% 45%
10%
0%

Control Agua con diésel  Microplastico con Microplastico sin
diésel diésel

Tratamiento

B Manana Tarde

Figura 33. Actividad de las valvas de la ostra (Magallana gigas) por la mafiana y por la tarde.

La actividad de las valvas en presencia de diésel en funcidon del momento del dia fue
significativamente diferente (Tabla 6) (p-valor = 0,00013). Los tratamientos que
contienen diésel generaron mayor actividad en las ostras por la mafiana, mientras que
en los grupos que recibieron tratamiento sin diésel la actividad fue similar a lo largo del
dia. Vasquez et al. (2024) también observaron diferencias en el comportamiento de las
ostras entre la noche y el dia, diferencias que podrian estar relacionadas con el ritmo
circadiano, el cual suele estar sincronizado en estos animales con sefiales ambientales
tales como la luz, la disponibilidad de alimento, las mareas y la temperatura.
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Tabla 6. Tabla resumen ANOVA de los datos de filtracion por la mafiana y por la tarde.

. Grados
Sumade Media de = p-valor
cuadrados |cuadratica| .
libertad
Tratamiento 4,81 1,6045 3 7,029 | 0,00013
Residuales 86,96 0,2282 381

Cuando se analizo la actividad individual de las ostras se observd que cada ejemplar
presentaba un comportamiento diferente (Tabla 7).

Tabla 7. Tiempos medios de filtracion (media, SD) en los diferentes grupos de ostras

(Magallana gigas).
Sin tratamiento (Control) Tratamiento con Agua con diésel
Ejemplar (OSTRA) TI(EZAQF;O SD Ejemplar (OSTRA) TI(EIZI;;O SD
C1 402 168,29 D1 186 162,86
Cc2 254 177,23 D2 160 154,93
C3 328 164,70 D3 92 37,20
C4 107 64,71 D4 274 163,93
C5 141 88,94 D5 98 93,32
C6 166 76,52 D6 214 236,88
Control 233 115,58 Agua con diésel 171 69,96
Tratamiento con Microplésticos con diésel | Tratamiento con Microplésticos sin diésel
Ejemplar (OSTRA) TI(EZIQP)O SD Ejemplar (OSTRA) TI(EZI;)O SD
El 230 119,55 E4 207 111,58
E2 248 209,73 E5 207 79,82
E3 61 90,63 E6 250 154,34
E7 255 82,95 E10 346 190,50
E8 362 614,24 E1ll 274 161,00
E9 389 164,71 E12 257 188,40
Microplasticos con diésel 257 116,25 | Microplasticos sin diésel 257 51,65

Tras realizar un estudio de correlaciéon entre el tiempo de filtracion y el tamafo de las
valvas de las ostras (Figura 34), se puede observar que estas variables son
independientes entre si (R? = 0,0295).
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Figura 34. Relacion entre el tiempo de filtracion y el tamafio de las ostras (Magallana gigas).

La temperatura y la salinidad pueden afectar al comportamiento de apertura y cierre de
valvas en las ostras. Bamber, S.D. (2023) comprobé que durante los periodos de caida
de salinidad (de 33,6 a 18,2 ppt), las ostras europeas (O. edulis) redujeron el ancho de
apertura de valvas y que la apertura de valva fue significativamente mayor en
condiciones de luz reducida en periodos de 24h.

Los bivalvos modulan su relacion con el entorno mediante movimientos valvares para
responder a diferentes estimulos, desde la apertura activa cuando se alimentan vy
respiran hasta el cierre completo cuando detectan amenazas, como depredadores o
condiciones de deterioro en la calidad del agua. En nuestro estudio, la actividad de
filtracion y la apertura valvar de las ostras mantenidas entre 17 y 20°C y una salinidad
entre 37 y 37,5 ppt fueron mayores en agua contaminada con hidrocarburos. Es
probable que otros parametros del entorno en el que viven los bivalvos dicten el
desarrollo de su comportamiento de apertura de valvas (efecto de la profundidad del
agua y la fuerza de las corrientes de marea) (Bamber S.D., 2023).
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4.3. Absorcion de diésel

Las muestras de agua y tejido de ostra fueron analizadas mediante cromatografia de
gases — espectrometria de masas y los resultados obtenidos se analizaron
comparandolos con los patrones control. Los resultados no presentaron una tendencia
regular en ninguno de los grupos en estudio sometidos a diferentes tratamientos.

En las muestras de agua solamente se ha detectado diésel en dos de ellas; un agua
control utilizada en los acuarios de los tratamientos con un tiempo de descanso de 7
dias y la del acuario de la ostra E9 tratada con microplasticos con diésel con un tiempo
de descanso de 7 dias. El unico compuesto encontrado en estas muestras ha sido
dodecano, con un tiempo de retencién de 10,525 (Tabla 8). No obstante, en ninguno de
los ejemplares que estuvieron en contacto con estas aguas se ha detectado diésel.

Tabla 8. Comparacion de los tiempos de retencién de los compuestos identificados en las
muestras de agua y el patréon. En amarillo se muestran los compuestos de patrén, en verde los
compuestos de las muestras de agua y en azul los compuestos que coinciden tanto en el
patrén como en las muestras de agua.

COMPUESTOS 120 Hzo H20 5 _HZD 12006 [H2omep [ P20 P! | oo mp | 20 €7 | H20E8 | H20E10 | H20EL | H2OE12 TRPATRON
control | control |control 7d| Diésel 24h 7d DICLOROMETANO

Cyclotetrasiloxane, octamethyl- 9,662
Cyclopentasiloxane, decamethyl- 11,954
Dodecane 10,525 10,525 10,565
Oxalic acid, 6-ethyloct-3-yl hexyl ester 13,348
Decane, 2,3,5-trimethyl- 13,543
Oxalic acid, 6-ethyloct-3-yl ethyl ester 13,862
Trichloroacetic acid, 6-ethyl-3-octyl ester 13,956
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 14,074
Docosane 15,569
Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- 15,963
Heneicosane 17,997 | 17,998 17,997 17,998 | 17,997 17,997 | 17,998 16,289
Hexadecane 16,959
Heptadecane 17,904
2-Bromotetradecane 18,019
Octadecane 19,865 18,803
Dodecane 13,521 13,520
Heptacosane 17,998 17,998
Heptacosane 19,863 19,863
Heptacosane 21,550 | 21,549 21,550 21,548 | 21,548 21,549
Heneicosane 19,863 | 19,864 | 19,865 19,864 19,862 19,863 19,864
9-Octacenamide, (7)- 21,721 21,720 21,857
Hexadecanamide 21,858 21,857 21,857 21,858 21,857 21,857
9-Octacenamide, (Z)- 23,192 | 23,192 | 23,189 23,187 23,191 23,189 23,182 23,196 23,192 23,182 23,186 23,190 23,931
Octadecane, 1-iodo- 21,550 | 21,549
Heptane, 2,4-dimethyl- 5,473
Hexadecane 21,858
Bis(2-ethylhexyl) phthalate 24,417 24,419
Octacosane 23,981
Isopropyl myristate 19,004
Pentacosane 21,550

En las muestras de tejido no se detectd diésel (Tabla 9), con excepcion de la muestra
de la ostra D6, perteneciente al tratamiento agua con diésel con un tiempo de descanso
de 7 dias. Se detectaron tres compuestos, heptano 2,4-dimethyl-, hexadecano y
heneicosano, aunque solamente uno de ellos coincide con el tiempo de retencién del
patrén (heneicosano, 18,000 vs 18,020). Este ejemplar muri6 durante el periodo
experimental, lo cual sugiere que fue capaz de absorber diésel e incorporarlo a los
tejidos pero no pudo eliminarlo o transformarlo como, a priori, pueden haber hecho el
resto de ostras. Se ha visto que las ostras realizan una serie de procesos tales como la
biotransformacion, en la que producen una variedad de enzimas y otras proteinas y la
detoxificacion, en la que alteran el metabolismo de los lipidos protegiéndolos del estrés
oxidativo (Boutet et al., 2004). Otra posibilidad es que los tejidos absorban el diésel
después de que la ostra haya muerto.

Choi et al. (2022) observaron en su estudio que la cantidad de sustancias contaminadas
absorbidas a través de la ingesta de microplasticos puede cambiar segun la condicion
fisiologica y ecoldgica de la ostra M.gigas. Ademas, calcularon un tiempo efectivo de
depuracion para eliminar los contaminantes de 24 horas.
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Tabla 9. Comparacién de los tiempos de retencién de los compuestos identificados en las
ostras y el patrén. En amarillo se muestran los compuestos de patrén, en verde los compuestos
de las ostras y en azul los compuestos que coinciden tanto en el patrén como en las ostras.

COMPUESTOS AGUA CON DIESEL CONTROL TR PATRON
TRD124h | TRD224h | TRD32ah | TRDA7d | TRDS7d | TRD67d | TRCizah | TRC22ah | TRC324h | TReazd | TRCs7d | TRCsd HEXANO
[Feptane, 2,4-dimethyl- 5,584 13,342
15,913 13,601
15,567
Eicosane 15,933
18,000 18,020
19,887
20,230
2methyl- 21,300
21,576
Ot 21,880
Ot 23,113
Methyl 18,149 18,143 18,154 18,155 18,131 18,137 18,143 18,134 18,145 18,123 18,136
Methyl hexadec--enoate 19,728 19,729 19,735 19,702 19,714
ic ac 19,735 19.710 19,716 19,723 19.715 19,722
19,965 19,958 19979 19,987 19,919 19,863 19,929 19,948 19,921 19,957 19,898 19,933
20,693 20,691 20,701 20,707 20,680 20,681 20,688 20,680 20,698 20,684
1.4.8 21,207 21,207 21,215 2,222 21,185 21,191 21,204 21,187 21,207 21,196
9,12-¢ ethyl ester 21,259 21,243 21,247 21,257 21,234 21,258 21,232 21,249
9 acid (2)-, methyl ester, (E)- 21,342 21,304 21,345 21,313 21,330 21,306 21,328 21,320
9- acid (2)-, methyl ester, (E)- 21,384 21,380 21,306 21,373 21,350 21,358
= ic acid, methy ester 21,337 21,399 21,368 21,353 21,338 21,286
[Methyl stearate 21,510 21,501 21,516 21,525 21473 21,477 21,495 21478 21,501 21,462 21,488
ic acid, methyl ester, (all-2)- 22,619 22,618 22,637 22,682 22575 22,586 22,608 22,579 22,620 22,550 22,590
ethyl ester 22,773 22,768 22,783 22,792 22,749 22,762 22,747 22,771 22,733 22,754
id, methyl ester 22,836 22,830 22,850 22,806 22,810 22,823 22,810 22,795
ic acid, methyl ester 22,844 22,746 22834 22817
4,710,136, ic acid, methyl ester, (all-Z)- 23,907 23,501 23922 23,526 23,858 23,871 23,890 23,859 23,901 23,835 23,873
[Methyl 7,10,13,16.1 23,949 23,915 23,93 23,915 23,547
|11-(3,4-Dimethyl-5-pentyl-2-furyl)-dedecanoic acid, methyl ester 24,050 24,055
COMPUESTOS MICROPLASTICOS SIN DIESEL MICROPLASTICOS CON DIESEL TR PATRON
TR E4 24h TR ES 24h TR E6 24h TR EL0 7d TRE117d TRE12 7d TR E1 24h TRE2 24h TR E3 24h TRE? 7d TREB7d TRES 7d HEXANO
Heptane, 2.4-dimethyl- 13,342
13,641
15,567
Eicosane 15,933
18,020
19,887
20,230
2-methyl- 21,300
21,57
Octacosane 21,880
|Octacosane 23,113
Methyl 18,147 18,159 18,137 18,139 18,144 18,137 18,137 18,139 18,129 18,122 18,127
Methyl hexadec-9-enoate. 19,719 19,725 18,732 19,718 19,719 19,709
acid, methyl ester, (Z)- 19,715 19,723 19,716 19,720 19,702 19,710
1 ester 19,950 19,977 19,982 19,941 19,958 19,93 19,936 19,937 19915 19,892 19,914
ic acid, methyl ester 20,687 20,699 20,687 20685 20,692 20,685 20685 20,685 20679 20,680
142 iene, (EEE)- 21,198 21,203 21.220 21,196 21,207 21,198 21,198 21,198 21182 21471 21,183
5,12 ienoic acid (2.7}, methyl ester 21,250 21,256 21,250 21,254 21,259 21,251 21,251 21,251 21,240 21,25 21,041
9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester, (E)- 21,371 21,397 21,361 21,379 21,323 21,323 21,319 21,304 21,286 21,304
9-Octads ic acid (Z)-, methyl ester, (E)- 21,361 21,368 21,344 21,324 21,344
8-Oct: ic acid, methyl ester 21,321 21,325
Methyl stearate 21,487 21,485 21,509 21,486 21,486 21,502 21,048 21,487 21,487 21,477 21,463 21,474
ic acid, methyl ester, (all-Z) 22,598 22,608 22,637 22,601 22,595 22,623 22,584 22,600 22,595 22,570 22,548 22,570
11-Ei . 22,755 22,760 22,785 22,760 22,757 22,769 22,755 22,757 22,754 22,743 22,732 22,744
22,826 22,814 22,820 22,805
22817 22,851 22,820 22,830 22816 22,798 22,805
4 acid, methyl ester, (all-ZJ- 23,883 23,888 23,921 23,034 23,882 23,907 23,881 23,888 23,883 23,85 23,834 23,851
Methyl 7,10,13,16, 23,962 23,887 23,949 23,929 23,933 23,931 23,913
11.(3,4-Dimethyl-5-pentyl-2-furyl) d, methyl ester 24,027 24,057 24,037 24,007

En el presente estudio no se detectdé presencia de diésel en las ostras en ninguno de
los tratamientos (ni en las que ingirieron microplasticos contaminados con diésel ni en
las que estuvieron en contacto directo con agua de mar contaminada), pero en otros
trabajos si se ha demostrado que estos organismos son capaces de acumular
hidrocarburos en sus tejidos. Boutet et al. (2004) cuantificaron un incremento de 1,4
mg/kg a 34,6 mg/kg de tejido de peso seco en ostras expuestas a hidrocarburos en
condiciones experimentales y Fiori et al. (2024) detectaron metales (zinc y cobre) en
tejidos de las ostras expuestas a diferentes concentraciones de hidrocarburos. Ademas,
estos autores observaron que las ostras presentaban alteraciones morfolégicas en las
glandulas digestivas y mayores indices de oxidacion lipidica, lo que indica un potencial
dafo celular (Fiori et al., 2024).

La exposicion a hidrocarburos se considera un importante estrés para la ostra. Jeong y
Cho (2007) demostraron que cuando hay una exposicion prolongada a estos
compuestos, las ostras minimizaban la ingesta de energia metabdlica y facilitaban el
metabolismo excretor para eliminar las toxinas intrusivas. También observaron que
cuando se exponian a concentraciones variables, las ostras se adaptaban con diferentes
estrategias segun el nivel de exposicion. A niveles bajos, inicialmente mantenian su
metabolismo a ritmo normal y, si la exposicion se prolongaba, tendian a disminuir su
gasto energético. A niveles mas altos de exposicion, la ostra suprimia la ingesta de
energia metabdlica y facilitaba el metabolismo excretor desde el inicio de la exposicion.

Los resultados positivos en las muestras de agua podrian deberse a la presencia de
contaminacion cruzada en los acuarios o el material del laboratorio. Finalmente,
destacar que los periodos de descanso de 24h y 7 dias podrian haber sido suficientes
para que las ostras hayan depurado los hidrocarburos de sus tejidos o los hayan
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metabolizado y transformado, como otros autores han sugerido (Boutet et al., 2004;
Jeong y Cho, 2007).

Los resultados del presente estudio sugieren que la ostra podria actuar como organismo
depurador de hidrocarburos, tanto si estos compuestos estan presentes en el agua
como adheridos a microplasticos. Por ello, en un entorno de produccion de ostras, la
presencia de hidrocarburos en el medio (provenientes de actividades maritimas) no
representaria una amenaza para su comercializacion, al no retenerlos ni acumularlos,
ya que los “depurarian” con eficiencia (eliminandolos o transformandolos), en funcién de
la concentracién presente en el agua.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio de exposicién de ostra japonesa (Magallana
gigas) a contaminantes permiten concluir que:

1.

No podria ser considerada un vector de transmisién de hidrocarburos tales como
el diésel al no detectarse restos de este contaminante en los tejidos.

Podria considerarse un vector de transferencia de microplasticos por su
capacidad de ingesta de estos productos. No obstante, dado que no los acumula
durante tiempos prolongados, no puede considerarse un organismo relevante en
la incorporacién de materiales plasticos a la cadena tréfica.

Son capaces de ingerir microplasticos. No se han observado diferencias de
ingesta entre microplasticos contaminados con diésel y sin contaminar pero el
tiempo de retencion de los contaminados es significativamente mayor.

Se comporta de manera diferente en presencia de diésel en el medio, tanto si
esta adherido a microplasticos como “disuelto” en el agua, incrementando
significativamente su actividad de filtracion.

La ausencia de diésel en los tejidos tras la exposicion a este hidrocarburo podria
indicar una buena detoxificacién, lo cual podria tener ventajas competitivas
frente a otras especies cuando el medio esta contaminado. Sin embargo, seria
necesario comprobar con mas investigacion si el diésel se detoxifica lentamente
con menores tiempos de exposicion.

Comprender el comportamiento de las ostras puede llevarnos a implementar mejores
practicas de acuicultura. Sincronizar las actividades de produccion de ostras
(alimentacion) con los ritmos circadianos podria optimizar las tasas de filtracion, el
crecimiento, el éxito reproductivo y la salud de los organismos.
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7. ANEXOI

Figura 35. Salinometro CyberScan Series Figura 36. CTD Rinko-Profiler ASTD102.
600.

Figura 38. Ostras control liofilizadas (izquierda) y molidas (derecha).
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Figura 39. Preparacion de las muestras para el microondas.

R~

Figura 41. Comparacion de las muestras de ostras control (izquierda) y agua con diésel
(derecha) después del microondas.
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Figura 45. Muestras preparadas para el

Figura 44. Filtracion de las muestras para K
cromatografo.

el cromatdgrafo.
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