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Detection of microplastics in marine species from
Pucusana, Peru, by stereoscopic microscopy and
epifluorescence with Rhodamine B
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Abstract— Microplastic contamination (< 5 um) is a global problem with social, economic and environmental impacts. Its presence in
marine species for human consumption has raised concerns due to the risks to health and ecosystems. Although legislation and analytical
techniques have advanced worldwide, in Peru studies and regulations are still limited.

This research was carried out in the Pucusana fishing market, where microplastic contamination has been detected in the coastal area.
The digestive tracts and soft tissue of Mugil cephalus, Trachurus murphyi and Aulacomya atra were analyzed using stereoscopic
microscopy, obtaining 100% positive cases, with T. murphyi as the species with the highest amount of microplastics. In all the individuals
analyzed, synthetic fibers were the predominant type (> 80%).

For the identification of microplastics by epifluorescence microscopy, Rhodamine B (100 ug/mL) was used and visually compared with
Nile Red (10 ug/mL). Although microplastics treated with Rhodamine B at a concentration of 100 ug/mL showed fluorescence, it was lower
in intensity than with Nile Red at a concentration of 10 ug/mlL.
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Deteccion de microplasticos en especies marinas de
Pucusana, Pert,, mediante microscopia estereoscopica y
epifluorescencia con Rodamina B
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Resumen— La contaminacion por micropldasticos (< 5 um)
es un problema global con impactos sociales, economicos y
ambientales. Su presencia en especies marinas de consumo
humano ha generado preocupacion debido a los riesgos para la
salud y los ecosistemas. Aunque la legislacion y las técnicas
analiticas han avanzado a nivel mundial, en Peru los estudios y
normativas atin son limitados.

Esta investigacion se realizo en el mercado pesquero de
Pucusana, donde se ha detectado contaminacion por
microplasticos en la zona costera. Se analizaron los tractos
digestivos y el tejido blando de Mugil cephalus, Trachurus
murphyi y Aulacomya atra mediante microscopia estereoscopica,
obteniéndose un 100 % de casos positivos, con T. murphyi como
la especie con mayor cantidad de micropldsticos. En todos los
individuos analizados, las fibras sintéticas fueron el tipo
predominante (> 80 %).

Para la identificacion de micropldasticos mediante
microscopia de epifluorescencia, se utilizo Rodamina B (100
ug/mL) y se comparo visualmente con Rojo Nilo (10 ug/mlL).
Aunque los micropldsticos teiiidos con Rodamina B en
concentracion 100 ug/mL presentaron fluorescencia, esta fue
menor en intensidad que con Rojo Nilo en concentracion de 10
ug/mL.

Palabras clave: micropldstico,
contaminacion marina, tincion, rodamina B.

bioacumulacion,

I. INTRODUCCION

Desde su invencidon hasta la actualidad, el uso de
plastico ha sido una practica comiin por sus variadas y
numerosas propiedades aplicativas capaces de sustituir o
complementar materiales como los metales y la madera,
cuyo consumo se ha incrementado a lo largo de los afios de
manera proporcional al crecimiento poblacional en el
mundo, alcanzando, segun el Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo [1], a producirse anualmente mas
de 430 millones de toneladas de este material. Presente en la

mayoria de las grandes industrias, por ejemplo, el sector
médico, de cosméticos, de ropa, de articulos electronicos y
de productos avanzados [2].

Los beneficios del plastico como bien y como insumo
de otros bienes y servicios son equiparables a las
consecuencias negativas de su consumo excesivo y del
desequilibrio entre la gestion de su reciclaje y produccion
[3]. De naturaleza no biodegradable y persistente en el
ambiente, se acumula indiscriminadamente en habitats
terrestres 'y marinos, y en ecosistemas en tamafos
progresivamente mas pequefios [4] como los denominados
microplasticos (MPs), aquellos de tamafio inferior a 5 mm

[3].

La permanencia en el tiempo de estos residuos en el
océano ha resultado en su ingreso a la cadena tréfica; en mas
de 700 especies, desde el plancton hasta la ballena azul,
mediante la ingesta [6, 7]. Estudios han identificado la
presencia de MPs en el tracto digestivo de los peces de
paises como México [7], Argentina [8] y Pert [9]; y en el
tejido blando de especies de moluscos de, por ejemplo, el
Mar Mediterraneo Noroccidental [10] y en la Samoa
Americana de Tutuila

[11].

Como fuente alimentaria, las especies marinas con MP
en sus sistemas representan una importante fuente de
exposicion dietética que repercute en la salud humana y se
refleja en riesgos potenciales como el dafio histologico, la
alteracion endocrina, respuesta al estrés, citotoxicidad y
genotoxicidad [12].

Las técnicas desarrolladas para analizar y evaluar MPs
en muestras basadas en la biota son variadas, pero no existe
una estandarizacion de estas [13]. Una de las técnicas mas
comunes y accesibles es la microscopia estereoscopica [14]
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que complementada por la tinciéon con colorantes como el
Rojo Nilo brinda resultados positivos [15]. Sin embargo, la
accesibilidad del colorante es, muchas veces, limitada por el
lugar en el que se desenvuelve el estudio y el presupuesto de
la investigacién, por lo que se plantea aplicar un tinte
fluorescente disponible localmente que permita una mayor
visualizacién en organismos biolégicos como lo son las
especies marinas comercializadas provenientes de la playa
Pucusana y distribuidas en el mercado local del distrito de
Pucusana en Lima, Peru.

De esta manera, el presente trabajo tiene como
proposito evaluar la presencia de microplasticos en especies
marinas comercializadas en el mercado de Pucusana, Lima,
Pert, utilizando técnicas de microscopia estereoscopica y
epifluorescencia. Ademas, se busca comparar visualmente la
eficacia de la Rodamina B (RhB) (100 ug/mL) y el Rojo
Nilo (10 pg/mL) en la deteccion por fluorescencia de
microplasticos en estas especies. En consecuencia, se
pretende determinar si la fluorescencia de RhB es
comparable a la del Rojo Nilo, con el fin de comprobar su
efectividad como colorante alternativo para visualizar
microplasticos en muestras bioldgicas.

II. MATERIALES Y METODOS
A. Seleccion de especies comerciales

Teniendo en cuenta la influencia del tipo de
alimentacion y habitat de la especie sobre la cantidad de MP
bioacumulado, se seleccionaron las especies de Mugil
cephalus (Lisa), Trachurus murphyi (jurel) y Aulacomya
atra (Choro). Los dos primeros se alimentan por filtracion,
por lo que son altamente susceptibles a bioacumular MP;
mientras que el tercero, lo consume durante su etapa de
planctivoro al ser de tamafo similar a las especies
planctonicas de las que se alimenta [16]. Las muestras, 30
por especie, se adquirieron en el mercado del puerto
pesquero Pucusana (Fig.1) ubicado 58 km al sur de la
ciudad de Lima en Perd y se trasladaron en un cooler al
laboratorio de Equipamiento Especializado de Ia
Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) -
Facultad de Ciencias Bioldgicas.
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Fig. 1. Localizacion geografica del lugar de recoleccion de muestras
de dos especies de peces (Mugil cephalus, Trachurus murphyi) y una de

molusco (Aulacomya atra) en Pucusana, Peru.
B. Preparacion de muestra

Se extrajeron los tractos digestivos de ambas especies
de peces y el tejido blando (visceras y el aparato
gastrointestinal) del molusco, siendo registrado el peso de
estos y sometidos a un proceso de digestion con solucion de
KOH al 10% con un volumen de 50 mL en cada vaso
precipitado por muestra [17]. Las muestras se mantuvieron
en una incubadora Beltec Scientific PH-050A a una
temperatura de 40 °C durante aproximadamente 72 horas
[18]. Se le anadi6 a cada muestra 30 mL de solucion de
NaCl al 12% con reposo a temperatura ambiente durante un
periodo de 48 a 72 horas [17, 19] y Tween-20 al 10% para
reducir el crecimiento de espuma [16]. Posteriormente, se
realizé la filtracion al vacio utilizando filtros de fibra de
vidrio de 0.45 um [20], luego colocados en placas Petri para
su secado.

C. Observacion por microscopia optica

Los filtros de fibra de vidrio que contenian las
particulas filtradas fueron examinados bajo un microscopio
estereoscopico Leica EZ4, registrandose el nimero, color,
forma y tamafo de los microplasticos presentes. La
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confirmacion de microplasticos se realizd6 mediante el
método de la aguja caliente, el cual permite diferenciar las
particulas plasticas de otros materiales [20, 21].

El examen visual con estereomicroscopio es uno de los
métodos mas utilizados para la caracterizacion de
microplasticos en términos de tamafio, forma y cantidad,
siendo particularmente adecuado para particulas de mayor
tamafio (hasta 50 pum) [20]. Sin embargo, este enfoque
depende del juicio humano para distinguir los microplasticos
de otras particulas, lo que puede introducir un grado de
subjetividad en los resultados. Para minimizar esta
limitaciéon, se complementd con el uso de colorantes
fluorescentes como el Rojo Nilo, y la experimental
Rodamina B, que facilitan la identificaciéon visual de los
microplasticos en las muestras analizadas [20].

D. Preparacion y aplicacion del tinte

El colorante del estudio, Rodamina B (RhB) se prepar6
con etanol como solvente en concentracion de 100 pg/mL
aplicando, posteriormente, 4 mL de la soluciéon en la
muestra, dejando reposar durante 30 minutos y enjuagando
el filtro en 4 mL de agua ultrapura obtenida del Purificador
de agua Direct-Q3 UV de Merck Millipore, que una vez
seco se observo en el microscopio de epifluorescencia Nikon
Eclipse Ci-E [21, 22].

El Rojo Nilo, colorante usado ampliamente por su
interaccion hidrofébica que marca polimeros en colores
desde el amarillo al rojo intenso en muestras ambientales y/o
biologicas [23, 24, 25] , se prepar6 diluyendo 10 pg en 1 mL
de acetona con el que se tifien las muestras dejando reposar
15 minutos y enjuagando la muestra agua ultrapura obtenida
del Purificador de agua Direct-Q3 UV de Merck Millipore
para luego observar con el microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse Ci-E [21].

E. Observacion de fluorescencia

Se procedid a trasladar las muestras en placas Petri de
vidrio selladas con aluminio al laboratorio NIKON (Los
Olivos, Lima, Pert), se utiliz6 el microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse Ci-E equipado con un filtro
adecuado para la excitacion de rodamina B trabajando con
una longitud de onda de excitacion de 480 nm y una
longitud de onda de emision de 510 nm, valores dentro del
rango optimo como se reporta en el estudio de Arbués [26].

Las muestras tefiidas se colocan sobre portaobjetos de
vidrio previamente limpios. Las imagenes fluorescentes se
capturaron utilizando una camara acoplada al microscopio
con parametros estandar de exposicién y ganancia. Se
empled el software especializado NIS-Elements D para
ajustar el contraste y realizar mediciones del tamafio y la

morfologia de los microplasticos. Ademas, las
observaciones se realizaron en un entorno oscuro para evitar
interferencias por la luz ambiental.

F. Analisis estadistico

Los datos de microplasticos encontrados en el tracto
digestivo de Mugil cephalus y Trachurus murphyi y el tejido
blando de Aulacomya atra se presentaron manejando valores
promedio de numero de microplasticos por individuo + el
error estandar de la media, el cual se basa en la desviacion
estandar y proporciona una medida mas precisa del
promedio por especie.

Asimismo, se calcularon las proporciones (%) de los
tipos de microplasticos identificados por especie, asi como
sus errores muestrales estandar (EE) en el software
MINITAB.

Del mismo modo, se contemplé la comparacion del
grado de contaminacion por microplasticos de las dos
especies de pescados mediante una prueba t de Student para
muestras  independientes.  Aplicando un nivel de
significancia del 5% (0=0.05), verificando la normalidad de
los datos mediante el test de Anderson-Darling y
considerando significativo un valor p < 0.05. Todo calculo
realizado en el software MINITAB.

G. Protocolo de seguridad

Las muestras fueron manejadas siguiendo los estdndares
de higiene y bioseguridad del laboratorio de la UNMSM.
Para evitar la contaminacién con microfibras sintéticas, se
restringi6 el uso de materiales plasticos en el area de trabajo
y se prioriza el uso de prendas de algodén en los
procedimientos experimentales. Ademas, se implementaron
medidas de control para minimizar la contaminacién
cruzada, incluyendo la limpieza previa de superficies con
aire filtrado y el uso de guantes de nitrilo [13].

Dado que RhB es una sustancia altamente toxica y
potencialmente carcinogénica, su manipulacion, al igual que
la del Rojo Nilo, se realiz6 evitando la inhalacion de vapores
y la exposicion prolongada. Se utilizaron guantes, bata de
laboratorio y gafas de seguridad en todo momento. Su
almacenamiento se llevéd a cabo en envases herméticos y en
areas designadas para sustancias peligrosas. Los residuos
generados fueron gestionados de acuerdo con los protocolos
de manejo de desechos quimicos peligrosos, asegurando su
correcta disposicion [13].

III. RESULTADOS

Los 30 individuos evaluados de cada especie evaluados
en el microscopio estereoscopico Leica EZ4 presentaron
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microplasticos en sus tractos digestivos (intestinos y
estomago), en peces, y en el tejido blando (visceras y el
aparato gastrointestinal), en el molusco bivalvo.

El Aulacomya atra, en un individuo, por ejemplo,
presentd el valor de 100 microplasticos identificados siendo
94 MP de tipo fibra transparente, 2 bolitas de tecnopor, 2 de
tipo plastico irregular, 2 de fibra negra. Los 29 individuos
restantes presentaron valores similares en cuanto a la
cantidad y morfologia de microplasticos encontrados (Fig.

2).
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Fig. 2 Morfologia de los microplasticos hallados en las especies (Mugi!
cephalus, Trachurus murphyi y Aulacomya atra). El tipo fibra transparente
(a., c., e. y f.) fueron las mas comunes, mientras que las bolitas de tecnopor

(d.) y fibra azul (b.) fueron las menos frecuentes.

Para el tracto digestivo del Mugil cephalus y Trachurus
murphyi, los 30 individuos de cada especie presentaron MPs.
Como se muestra en la Tabla 1, se registran datos de 131.52
+ 4.46 MPs/ind; 186.04 + 1.82 MPs/ind y 54.72 + 2.24
MPs/ind para las especies Mugil cephalus, Trachurus
murphyi 'y Aulacomya atra, respectivamente.

Tabla 1
Estadisticas descriptivas de micropldsticos por especie

Especie N Media Desv. Estandar | Error est.Media
T. murphyi 30 186.04 9.12 1.82
M. cephalus | 30 131.52 22.31 4.46

A. atra 30 54.72 11.19 2.24

En todos los casos, la fibra sintética transparente fue el
tipo de MP mas frecuentemente identificado. Mas del 80%
de MPs hallados fueron de tipo fibra transparente; asimismo,
también se hallaron fibras azules, rojas y negras. En detalle,
los valores que presentd cada especie respecto al numero de
MPs de tipo fibra transparente fue de 82.06% + 8.41% para
Mugil cephalus, 82.19% = 7.26% para Trachurus murphyi'y
88.93% =+ 1.55% para Aulacomya atra.

En cuanto a la prueba t de comparacion de medias
realizada con los valores de las especies de pescado de la
Tabla 1, el analisis mostrd una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas especies (p < 0.05), con un valor
estadistico t de 11.31. El intervalo de confianza del 95% para
la diferencia de medias fue de [44.70, 64.34], lo que indica
que, en promedio, 7. murphyi presenté una mayor cantidad
de MPs que M. cephalus, como se presenta en la Tabla 2.

Tabla 2
Prueba t de Student para muestras independientes - Minitab

0,
Diferencia IC de‘95 o p.ara la Valor T Gf‘ados de Valor P
diferencia libertad
54.52 (44.69, 64.35) 11.31 31 0.000

Respecto a la prueba de fluorescencia realizada
posterior al analisis de MPs en el estereoscopico Leica EZ4,
al tefiirse las muestras y observarse en el microscopio de
epifluorescencia, como se muestra en la Fig. 3, los MPs
presentaron fluorescencia en tono verde.

Sin embargo, se evidencié como los MPs tefiidos con
Rojo Nilo (B) presentaron una fluorescencia mas intensa y
homogénea en comparacion con aquellos tefiidos con
Rodamina B (A), cuya fluorescencia fue mas tenue y de
menor contraste con el fondo. En las imagenes obtenidas
mediante epifluorescencia, se observd que el Rojo Nilo
permiti6 una identificacion mas clara de los microplasticos,
mientras que con Rodamina B algunos fragmentos
fluorescieron con menor intensidad.

Trachurus murphyi

Mugil eephalus

Aulacomya atra

Fig 3. Observacion con fluorescencia de microplasticos. (A) es RhB 100
pg/mLy (B) es Rojo Nilo 10 pg/mL.
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IV. DISCUSION

La totalidad de los individuos evaluados de Mugil
cephalus, Trachurus murphyi y Aulacomya atra, obtenidos
en el mercado pesquero de Pucusana, presentaron
microplasticos en sus tractos digestivos y tejido blando.
Esto concuerda con estudios previos como los de Acevedo
y Sambolino et al. [27, 28] que sefialan la bioacumulacién
de microplasticos en el tracto digestivo de los peces debido
a su alimentacion y exposicion en el medio acuatico. En el
caso de A. atra, los resultados coinciden con lo reportado
por Dellisanti et al. [20], donde se destaca que los moluscos
bivalvos, por su alimentacion filtradora, son altamente
susceptibles a acumular microplasticos en sus tejidos
blandos, al punto de ser considerados bioindicadores de
contaminacion por estas particulas.

Mas del 80% de los microplasticos encontrados en las
muestras fueron de tipo fibras sintéticas (84.42% en M.
cephalus, 86.89% en T. murphyi'y 81.73% en A. atra). Estos
resultados son consistentes con lo reportado por [28], donde
los microplasticos de tipo fibra oscilaron entre el 81% y
87% en especies como Sardina pilchardus, Engraulis
encrasicolus y Trachurus trachurus, esta ultima de la misma
familia que T murphyi. Asimismo, el estudio de Lopes et al.
[16] reportd un 80 % de fibras en peces evaluados, aunque
con predominancia de colores azul y negro, a diferencia de
este estudio, donde la fibra transparente fue la mas
frecuente.

Los microplasticos fueron identificados visualmente
bajo microscopia estereoscopica y confirmados mediante el
método de la aguja caliente [29]. Sin embargo, este método
presenta limitaciones, ya que la determinacion visual tiene
un margen de error de hasta el 70 % para particulas menores
a 500 pm, y no se realizaron analisis de composicion
polimérica, lo que introduce incertidumbre sobre la
naturaleza de algunas particulas [16].

El analisis estadistico mostr6é que 7. murphyi presentd la
mayor cantidad de microplasticos. Esto puede estar
relacionado con factores como su habitat, habitos
alimenticios y lugar de captura. El jurel es una especie que
se alimenta de macrozooplancton, larvas de peces y
pequetios crustaceos [30], lo que sugiere una posible
bioacumulacion de microplasticos a través de la cadena
trofica. Ademas, dado que los microplasticos tienden a
concentrarse en la superficie oceanica debido a su baja
densidad, es probable que las especies que habitan esta zona
estan mas expuestas [20].

El uso de colorantes fluorescentes facilita Ia
visualizacion de microplasticos, siendo el Rojo Nilo una de
las opciones mas utilizadas debido a su afinidad de
adsorcion en la superficie de los polimeros y su intensa

emision de fluorescencia tras la excitacion [31]. No
obstante, su disponibilidad puede verse limitada por
restricciones econdmicas y logisticas. En este estudio, se
evalu6 la Rodamina B como alternativa viable. Se observo
que los microplasticos tefiidos con Rojo Nilo presentaron
mayor intensidad y homogeneidad en la fluorescencia,
facilitando su identificacion, mientras que los tefiidos con
Rodamina B mostraron fluorescencia mas tenue y menor
contraste con el fondo.

A pesar de esta diferencia, la Rodamina B resulto
efectiva en la tincion de microplasticos pequefios (<5 mm),
especialmente aquellos de color blanco y transparente. Esto
confirmado por sus antecedentes de fluorescencia positiva
en muestras de particulas y polimeros artificiales adquiridos
por comercio y en muestras ambientales de agua de rio [22].
Ademas, su estabilidad en soluciones como KOH,
empleadas en la digestion de materia orgénica, refuerza su
potencial aplicabilidad en estudios de microplasticos en
biota marina [22]. Se trabaj6 con una concentracion de 100
pug/mL en etanol, obteniéndose una fluorescencia maxima de
24 horas y con una longitud de onda de excitacion entre
450-510 nm y de emision entre 495-575 nm en filtro verde,
en concordancia con lo registrado por Arbués y Ribeiro et
al. [26, 31]. No obstante, es necesario optimizar la
concentracion de Rodamina B para mejorar su intensidad de
fluorescencia y su aplicabilidad en estudios futuros.

V. CONCLUSION

Los resultados confirmaron la presencia de
microplasticos en la totalidad de los individuos analizados
de Mugil cephalus, Trachurus murphyi y Aulacomya atra,
obtenidos en el mercado pesquero de Pucusana. Esto es
preocupante, ya que indica una contaminacion extendida en
especies marinas de consumo humano. En particular, 4.
atra, un molusco bivalvo ampliamente comercializado y
cuyo tejido blando es altamente consumido. La ingesta
directa de este organismo por los consumidores humanos
podria representar un riesgo de exposicion, ya que los MPs
pueden actuar como vectores de contaminantes quimicos y
bioacumulativos, con posibles efectos adversos en la salud.

En cuanto a la metodologia, se realizé una evaluacion
preliminar del uso de Rodamina B como colorante para la
deteccion de microplasticos mediante epifluorescencia,
explorando su viabilidad como alternativa al Rojo Nilo. Sin
embargo, se observd que los microplésticos tefiidos con
Rojo Nilo presentaron mayor intensidad y homogeneidad en
la fluorescencia, facilitando su identificacion, mientras que
los teflidos con Rodamina B mostraron fluorescencia mas
tenue y menor contraste con el fondo, lo que podria
dificultar su visualizacion en ciertos casos. Dado que la
Rodamina B permiti6 la deteccion de microplasticos, aunque
con menor intensidad que el Rojo Nilo, se recomienda
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realizar  estudios adicionales para determinar la
concentracion dptima que mejore su eficacia.

Estos hallazgos aportan evidencia sobre la
contaminacion por microplasticos en especies marinas de
consumo humano en Perd, resaltando la necesidad de
optimizar las metodologias de deteccion y comprender
mejor los riesgos asociados a la exposicion humana a estos
contaminantes.
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