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1. RESUMEN/ABSTRACT

Los contaminantes emergentes son sustancias quimicas o materiales que pueden
afectar al medio ambiente, a la salud humana y los seres acuaticos. Los microplasticos
son un tipo de contaminante emergente y se han convertido en un gran problema a
nivel mundial debido a su amplia distribucién y su capacidad para acumularse en los
ecosistemas. Gran parte de los microplasticos proviene de la industria, la agricultura,
la pesca y el consumo de productos plasticos. Durante las ultimas décadas se han
realizado numerosos estudios para su identificacion y analisis. EI muestreo de los
mismos se suele llevar a cabo con redes de arrastre. Después, se someten a técnicas
de pretratamiento y tratamiento para aislarlos e eliminar impurezas del resto de la
matriz. Por ultimo, se identifican con determinadas técnicas de analisis. Las técnicas
mas comunes son la clasificacion visual, la espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier, la espectroscopia RAMAN vy la pirolisis acoplada a cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. En esta revision bibliogréfica se hablara de todo
ello, ademas de mostrar diferentes estudios sobre la contaminacion por microplasticos

en aguas superficiales y la metodologia para su identificacion.

Emerging contaminants are chemicals or materials that can affect the environment,
human health, and aquatic life. Microplastics are a type of emerging contaminant and
they have become a serious problem worldwide due to their wide distribution and their
ability to accumulate in ecosystems. Much of the microplastics comes from industry,
agriculture, fishing and the consumption of plastic products. During the last decades,
numerous studies have been carried out for its identification and analysis. The
sampling of the microplastics is usually carried out with trawl nets. After, they are
subjected to pretreatment and treatment techniques to isolate them and remove
impurities from the rest of the matrix. Finally, they are identified with certain analysis
techniques. The most common techniques are visual classification, Fourier transform
infrared spectroscopy, RAMAN spectroscopy, and pyrolysis coupled to gas
chromatography coupled to mass spectrometry. In this bibliographical review, all this
will be discussed, in addition to showing different studies about contamination by
microplastics in surface waters and the procedure that has been followed for their

identification.



2. INTRODUCCION

A medida que pasan los afios, una cantidad cada vez mayor del agua potable en
Europa se prepara a partir de las aguas superficiales. Debido a esto, se han
descubierto, y se siguen descubriendo con el paso del tiempo, los denominados
contaminantes emergentes en aguas superficiales. El andlisis de estos contaminantes
es claramente un reto para los quimicos analiticos debido a la disparidad de
propiedades, complejidad de las matrices y las concentraciones tan bajas a las que
se encuentran, del orden de nanogramos o picogramos por litro (C.J. Houtman 2010).
Aun asi, gracias al desarrollo de las técnicas analiticas de deteccion, se han podido
observar estos compuestos de origen antropogénico a niveles traza durante las
Ultimas décadas puesto que el alcance de estas técnicas es mayor y pueden
detectarse e identificarse muchos mas compuestos con propiedades muy variadas (A.
Gogoi et al. 2018)

Los contaminantes emergentes son sustancias quimicas que presentan un riesgo
potencial para la salud humana o el medio ambiente, con el agravante de que no se
ha establecido ninguna norma o legislacion que los controle. Se pueden encontrar en
efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales o aguas residuales sin tratar,
en aguas superficiales y en aguas subterraneas (C.A.M. Junior et al. 2019), pero en
este caso nos vamos a centrar en el estudio de aguas residuales. Estos engloban,
entre otros, compuestos disruptores endocrinos (hormonas, por ejemplo), productos
farmacéuticos, drogas ilicitas y no controladas, edulcorantes, productos para el
cuidado personal, agentes complejantes, nanoparticulas, compuestos perfluorados,
retardantes de llama, pesticidas, aditivos para combustibles y plasticos (C.J. Houtman
2010). Dichos contaminantes provienen de abundantes fuentes y las rutas de
incorporacion al medio ambiente también son variadas Estas sustancias, actualmente,
se encuentran de forma habitual en la sociedad moderna debido al crecimiento de la
urbanizacion de grandes ciudades, al aumento de la poblacion, de la calidad de vida
y desarrollo industrial. Ademas, estan ocasionando mucha preocupacion dentro del
mundo cientifico, puesto que se ha notificado un impacto nocivo en toda la biosfera,
en los diferentes formatos de vida acuatica y terrestre, y enla salud humana (A. Gogoi
et al. 2018).



La red NORMAN, la cual favorece el intercambio de informacién acerca de
sustancias ambientales emergentes y fomenta la aprobacién y armonizacién de
métodos de medicion y herramientas de control comunes, identifico, hasta el afio
2019, setecientas sustancias emergentes en el medio acuatico europeo. Incluso a las
concentraciones tan bajas que se encuentran los contaminantes emergentes, son
capaces de provocar efectos indeseables y riesgos para la salud humana, la fauna y
la flora ambiental, como se ha comentado anteriormente (C.A.M. Junior et al. 2019).

Los contaminantes emergentes presentes en el medio ambiente tienen diversos
efectos. Estos pueden ser cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos o alterar el

sistema endocrino de los organismos.

Los contaminantes cancerigenos aumentan la posibilidad de que aparezca un
cancer en aquellos organismos que estan expuestos a ellas. La acrilamida, por
ejemplo, que se utiliza industrialmente para producir plasticos y tintes, es una de ellas.
Ademas, se ha estudiado la concentracion tan elevada de este compuesto en
productos dealimentacion fritos u horneados a una temperatura de 120°C y diversos

estudios han concluido que el cancer es el principal efecto toxico de esta sustancia.

Las sustancias mutagénicas aumentan la probabilidad de que se produzca una

mutacion en las células de los organismos.

Los elementos teratogénicos son sustancias que pueden provocar alteraciones en
el embrién o feto durante su desarrollo. Se ha comprobado que algunos farmacos
utilizados en quimioterapia y algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos causan

estos efectos adversos en los organismos.

Por ultimo, los contaminantes emergentes también son capaces de alterar el
sistema endocrino. Este sistema es el responsable de sintetizar hormonas; las
biomoléculas responsables de las tres funciones vitales en los seres vivos. Cuando
los contaminantes entran en los organismos vivos, pueden alterar la homeostasis

hormonal debido a que alteran la relacién hormona-célula (M. Sanz 2017).

En este trabajo de fin de grado, me voy a centrar, concretamente, en la presencia
de microplasticos (MPs) en aguas superficiales, ya que éstos se encuentran en
numerosos productos de uso diario. Cuando hablamos de aguas superficiales nos
referimoslugares como son los rios, lagos, mares, océanos, estanques, lagunas,

pantanos, humedales, etc.



Los plasticos se han convertido en uno de los principales factores decontaminacion
del mar. En 2018 se informo6 que 13 millones de toneladas de plasticosfluyen al mar
cada afio y alrededor de 100000 especies acuéaticas mueren anualmente.La mayoria
de los pléasticos provenian de los desechos domésticos o se tiraban al vertedero directa
o indirectamente. La gestion inadecuada de los desechos contribuyeal problema de la
contaminacion del agua y del aire, asi como a los problemas de salud. Generalmente,
los plasticos se conocen como materiales no biodegradables y requieren mucho
tiempo para descomponerse. El plastico se usa preferentemente enla industria porque
es significativamente facil de fabricar, de bajo costo de produccidony mas ingenioso
(UNEP 2018).

En el afio 2013, un joven de 18 afios, llamado Boyan Slat, desarrollé un proyecto
llamado The Ocean Cleanup. Dicho proyecto consiste en desarrollar nuevas
tecnologias para eliminar la mayor cantidad posible de plastico de los océanos de todo
el mundo e impedir que el plastico de los rios llegue a los mares y océanos. A dia de
hoy, se encuentran trabajando en La Gran Mancha de Basura del Pacifico y en los
rios mas contaminados. El objetivo de esta organizacion es reducir el 90% del plastico
presente en océanos, sobre todo el plastico flotante, para 2040. Su idea, para un
futuro, es asociarse con varias empresas que utilicen su plastico recolectado para

fabricar sus productos (The Ocean Cleanup).

Figura 2.1. Fuente: The Ocean Cleanup



Segun sus tamafios, los desechos plasticos en el medio ambiente se pueden
dividir en cuatro categorias: nanoplasticos (<0,03 cm), microplasticos (<0,5 cm),
mesoplasticos (0,5-5 cm), macroplasticos (5-50 cm) y megaplasticos (>50 cm) (Wu et
al., 2019).

Figura 2.2. Clasificacion del plastico segun su tamafio.

Una gran cantidad de desechos plasticos se incorporan al océano cada afo.
Se estima que para 2025, 250 toneladas de plasticos estardn acumulados en el

océano.

Recientemente, ademas de los MPs, otra clase de materiales plasticos ha
generado preocupacion; los nanoplasticos Dichos materiales presentan riesgos
similares a los que presentan los MPs, pero estas amenazas se venexacerbadas por
el potencial de ser ingeridos por organismos que se encuentran en la base de la
cadena alimentaria, como los organismos plancténicos. No solo desde una
perspectiva ambiental, sino también desde una perspectiva de salud publica, es quizas
aun mas preocupante que se haya demostrado que los nanoplasticos, una vez
ingeridos, se distribuyen a través de diferentes tejidos y 6rganos, como lo demuestra
la presencia de nanoparticulas de latex acumuladas en los testiculos, higado, sangre,
branquias e intestino de algunos peces de agua dulce.

En esta revision bibliografica sobre contaminantes emergentes en aguas

superficiales, se va a centrar la busqueda en los MPs.

En los ultimos 75 afios, la produccion de plastico y por consiguiente de MP, ha
incrementado de 1,5 millones a 322 millones de toneladas cada afionivel mundial (A.
Hernandez et al. 2019).



Los MPs estan omnipresentes en los ecosistemas marinos y terrestres. Las
proyecciones actuales indican que, si no se obstaculizan, alrededor de12000 millones
de toneladas métricas de desechos plasticos estardn en vertederos oen el medio
ambiente natural para 2050, en comparacion con los 900 millones de toneladas

métricas (el 60 % de todos los plasticos jamas producido) encontradas en 2015.

Los MPs se han definido como particulas constituidas por una mezcla variada
e irregular de materiales de forma mixta denominados fragmentos, fibras/filamentos,
perlas/esferas, peliculas/laminas y granulos con un tamafio inferior a 5 milimetros. Se

pueden clasificar en primarios y secundarios.

Los MPs primarios son aquellos plasticos que tienen un tamafio casi
microscopico y se pueden encontrar en muchos productos de cosméticos y de cuidado
personal comolociones, jabones, exfoliantes, pasta dental, etc, los cuales se utilizan a
diario en todo el mundo. Por ejemplo, las microesferas se encuentran en exfoliantes y
también son empleados como vectores de medicamentosen productos de cuidado
personal). Se van a encontrar en la naturaleza en el mismo estado o muy similares a
como fueron sintetizados en su origen. Se encuentran mayoritariamente en forma de
granulos o microesferas ycuando se utilizan, se pierden directamente por el desagle
(E. Balarezo 2021).

Los MPs secundarios se generan por la fragmentacién de particulas de plastico
mas grandes. La fragmentacién puede ocurrir durante el uso de materiales como
textiles, pintura y neumaticos, o una vez que los plasticos han sido liberados al medio
ambiente (J. Talvitie et al 2017). Los MPs secundarios provienen de la degradacién
guimica o fisica del plastico mas grande en piezas mas pequefias que se producen
debido a la fotodegradacion, la intemperie o el proceso de hidrélisis (E. Balarezo
2021)..

En resumen, los primarios son los ya emitidos por su origen, fabricados de
manera intencionada y los secundarios son el resultado de la desintegracion de

elementos plasticos mas grandes, como son los macroplasticos.

Los MPs se pueden clasificar también por sus caracteristicas morfologicas:
tamafio, forma y color. El tamafio es un factor muy imortante al estudiar los MPs, ya
gue dicta el rango de organismo a los que puede afectar. La alta relacion entre el area
superficial y el volumen de particulas pequeiias les proporciona un alto potencial de

lixiviacion y absorcion de productos quimicos, es decir, cuanto mayor es el contenido



de MPs, mayor es la probabilidad de actuar como vehiculos de otros contaminantes
toxicos como metales, plaguicidas o contaminantes organicos persistentes (J.R.
Cabrera et al. 2019).

Los MPs se convierten en un problema para la contaminacion marinaporque son
muy pequefios y no se pueden filtrar durante el proceso de tratamiento delagua, que
luego fluye hacia las vias fluviales marinas. Ademas de sus pequefios tamafos, son
de varios colores, por lo que los seres vivos acuéaticos pueden consumirlos como

alimento por equivocacion.

Los estudios ecotoxicoldgicos han mostrado la acumulacion de MPs en varios
organismos acuaticos, incluyendo organismos planctonicos, invertebrados vy
vertebrados. Sin embargo, la evidencia de la ingestion de MPs en organismos de agua
dulce es mucho mas limitada que en los organismos marinos puesto que se han
realizado menos investigaciones y se ha investigado un menor nimero de especies
(D.C. Dioses-Salinas et al. 2019).

Desde 2014, los problemas relacionados con los MPs se han convertido en un
hecho muy preocupante debido a sus efectos negativos en la cadenaalimentaria y la
red alimentaria, que en Ultima instancia afectan al ser humano como principal receptor

de la red alimentaria.

Un creciente cuerpo de evidencia sugiere que los MPs se estan integrando en
alimentos de consumo generalizado a través de animales que ingierenMPs en el
medio ambiente por contaminacion durante la produccion y/o contaminacion por
envases de plastico. Las particulas microplasticas de menosde 130 um de diametro
tienen el potencial de trasladarse a los tejidos humanos, desencadenar una respuesta
inmunitaria localizada y liberar mondémeros constituyentes, sustancias quimicas
téxicas agregadas durante la produccion deplastico y contaminantes absorbidos del
medio ambiente, incluidos metales pesados y contaminantes organicos persistentes
como los PCB (policlorobifenilos) y DDT (dicloro difenil tricloroetano) (S.L. Wright et.
al. 2017).

Los MPs presentan una alta toxicidad, ya que cuando entran a los organismos
vivos llegan a causar estrés por ingestién, adherencia y desprendimiento de
compuestos quimicos, suponiendo una exposicion a los contaminantes asociados, o
cual puede llevar a una bioacumulaciéon de compuestos como son los hidrocarburos

aromaticos policiclicos o agentes endocrindgenos (Castafieta et al. 2020).



Es evidente el impacto que generan los MPs en el medioambiente. Sin
embargo, aun no se ha logrado verificar con exactitud los efectos perjudiciales enla
salud de las personas. La via principal de ingreso de estos MPs en las personas seria
a través del consumo de alimentos, de agua potable e incluso por inhalacién (D. Fimia
2019).

A continuacion, se va a hacer una pequefa introduccion de los métodos de
andlisis mas usuales que se emplean para la deteccion y cuantificacion de MPs.

Posteriormente, seran descritas con mas detalle en otro apartado.

El muestreo de agua, normalmente, se lleva a cabo con redes o filtros de
exclusion de organismos bentonicos y necténicos. Después, se emplea la diferencia
de densidades para separar los MPs de las aguas o los sedimentos. Para finalizar, los

MPs se separan en funcion de sus tamafios mediante técnicasde filtracién o tamizado.

Tras el aislamiento y purificacion de MPs de la matriz de la que se toman
muestras de estas particulas, es necesario cuantificarlas y caracterizarlas con
precision. Los estudios registrados hasta ahora incluyenel examen visual de los MPs
aislados para su deteccion, dimensionamiento,identificacion y conteo. Por tanto, se
considera que, para los MPs, la clasificacion visual es un paso esencial y obligatorio.
En otros estudios realizados en laboratorios de investigacion se han empleado otros
métodos posteriormente al analisis visual, siendo los mas comunes: microscopiode
fluorescencia, espectroscopia infrarroja por transformada de micro-Fourier,
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas acoplada a pirélisis (Pyr-
GC/MS) y espectroscopia RAMAN (J. Pinto da Costa et al. 2019).

3. OBJETIVOS Y METODOLOGIA

El objetivo fundamental de este Trabajo Fin de Grado es realizar una revision
bibliografica de la contaminacién por contaminantes emergentes, concretamente de
los MPs, en aguas superficiales. Otros objetivos principales son: analizar losdiferentes
muestreos, incluyendo sus ventajas y desventajas; estudiar las técnicas detratamiento
de aguas mas utilizadas; y resumir los niveles de contaminacion por MPs en funcion
de los articulos disponibles hasta el dia de hoy, extrayendofinalmente conclusiones a
partir de ellos. Las tareas que se han llevado a cabo son las siguientes:

e Revision de la toxicidad y efectos perjudiciales que pueden ocasionar los

MPs.



e Revision bibliografica de los diferentes métodos de muestreo que pueden

utilizarse en los andlisis de agua.
¢ Revision bibliografica de los tratamientos de muestra mas comunes.
¢ Revision bibliografica de las técnicas de andlisis mas utilizadas.

e Resumen de los resultados disponibles y discusion de los mismos en la

conclusion final del trabajo.

Para realizar el Trabajo Fin de Grado se han utilizado, principalmente, dos
bases de datos muy conocidas; Google Academy y Scopus, asi como algun libro de
técnicas de andlisis, por ejemplo, el liboro Fundamentos de Quimica Analitica, 92

edicién, de Douglas Skoog.

Las etapas llevadas a cabo para realizacién de dicha revision bibliogréafica son
las siguientes: seleccion de las palabras clave, busqueda de las mismas en las dos
bases de antes mencionadas, filtrado de los resultados imponiendo ciertos criterios,
seleccion de referencias bibliograficas aparentemente validas para el trabajo, lectura
de toda la informacion, descarte de informacion inapropiada finalmente, determinacion
de informacién apropiada y consulta de referencias citadas en articulos que si son de
interés, lectura critica de la informacién seleccionada y, por Ultimo, organizacion para

la realizacién del trabajo.

Las palabras clave que han sido utilizadas en la busqueda son microplasticos,
agua superficial, muestreo, tratamiento, técnicas de andlisis, FT-IR, RAMAN, Pyr-
GC/MS. También se han combinado ciertas palabras clave para una blusqueda mas
exacta, utilizando la palabra AND como conector entre ellas. Por ejemplo,
microplasticos AND técnicas de analisis AND agua superficial. La mayoria de la
busqueda se ha llevado a cabo en inglés puesto que es el idioma mas utilizado en la

investigacion y divulgacion cientifica.

Los filtros que se han aplicado han sido: afio de publicacion (entre 2015y 2023),
publicaciones mas citadas/relevantes y que fueran articulos, revisiones bibliogréaficas,
revistas y libros. Concretamente, para la realizacién de la tabla de resultados (capitulo
7), solo se han seleccionado articulos publicados los ultimos 5 afios, con la finalidad
de obtener resultados lo mas actuales posible. También se ha seleccionado algun que
otro articulo anterior al afio 2015 puesto que aparecia citado en un articulo mas
reciente y, tras ser leido, ha resultado de interés.



En la tabla que se muestra a continuacion se pueden ver las diferentes palabras
claves junto a los resultados de su busqueda, antes y después de haber aplicado los

filtros.

-GOOGLE ACADEMY: el unico filtro que se ha aplicado en esta base de datos es el
intervalo de fecha 2015 a 2023.

Tabla 3.1. Busqueda en Google Academy

PALABRA/S CLAVE/S BUSQUEDA SIN RESULTADOS DESPUES DE

FILTROS FILTRAR

Microplastics 166000 32100

Microplastics AND surface 68400 18100

water

Microplastics AND 52100 17100

sampling

Microplastics AND sampletreatment 45700 17500

Microplastics AND analysis 44600 17600

techniques

Microplastics AND FT-IR 8400 15400

Microplastics AND RAMAN 13100 11000

Microplastics AND Pyr-GC/MS 862 848

Debido a la gran cantidad de articulos, revistas, paginas webs... que aparecen
en esta base de datos, se ha seleccionado un total de 60 articulos, las cuales habian
sido citados mas de 100 veces. Una vez se han recopilado, se ha procedido a leer el
resumen de cada uno de ellos, para saber si realmente son de interés. Asi, algunas
referencias, después de haber leido su titulo completo y resumen, han sido finalmente
descartadas. Las referencias de los articulos elegidos que si han sido de interés y se
han empleados para la realizacion del presente Trabajo Fin de Grado aparecen en el
punto final de bibliografia.

- SCOPUS: también se ha utilizado esta base de datos puesto que, en ella, aparte de
filtrar las publicaciones por afio (2015-2023), también ha sido posible ordenar
directamente las publicaciones cientificas de mas citadas a menos citadas, algo que
Google Academy no ofrece. Concretamente, se ha empleado para afinar la busqueda,
combinando determinas palabras clave. Para acceder a esta plataforma, se ha utilizado

mi usuario y contrasefia como estudiante de la Universidad de Jaén.
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Tabla 3.2. Busqueda en Scopus

PALABRA/S CLAVE/S BUSQUEDA SIN RESULTADOS DESPUES
FILTROS DE FILTRAR

Microplastics AND surface AND 2841 2807
water
Microplastics AND sampling 1714 1694
Microplastics AND sample AND 584 545
treatment
Microplastics AND surface AND 71 71

water AND FTIR

Microplastics AND surface AND 238 237
water AND RAMAN

Microplastics AND surface AND 4 3
water AND Pyr-GC/MS

Como se puede observar, también aparece una gran cantidad de publicaciones.
Lo que se ha hecho es escoger, en cada busqueda, 8 publicaciones de las mas citadas
(si ha sido posible) ya que se han ordenado de mas a menos citadas. Una vez se ha
leido el resumen de todas, se ha realizado un cribado, descartando aquellas que
realmente no eran de interés o no aportaban la informacion necesaria, y eligiendo las

gue si eran de interés.

4. METODOS DE MUESTREO
La toma de muestra es el primer paso de la parte experimental de un trabajo. Debe
llevarse a cabo de forma que la muestra sea representativa, es decir, que represente

el agua objeto de estudio.

El muestreo de MPs ha sido un tema muy interesante debido a que los polimeros
tienen distintos tamafios, formas y densidades, asi que no se observa lo mismo con
un equipo que con otro. Ademas, la concentracion de MPs no esla misma a diferentes

profundidades.

A continuacion, se van a describir los diferentes métodos que se emplean en el

muestreo de MPs en aguas superficiales.
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4.1. Métodos de muestra concentrada

Son métodos en los cuales se filtran y/o tamizan las muestras en el sitio de
muestreo, reteniendo los MPs para su analisis posterior. Este tipo de muestreo es el
gue se utiliza generalmente para la toma de muestras en agua (J. Correia-Prata et al.
2019).

4.1.1. Redes de arrastre
El material que se utiliza comunmente para llevar a cabo el método de muestra
concentrada son redes de arrastre mediante embarcacion, formadas por un marco
rigido con una apertura de red rectangular o circular en la superficie, y en el extremo

un recolector donde se va concentrando la muestra.

Estas redes se utilizan preferentemente para el muestreo de aguas superficiales a
profundidades de 0 a 0,5 m y el tamano de malla varia entre 100 y 500 uym, aunque el
tamafio recomendado para el muestreo de MPs es alrededor de 300 ym. Un
inconveniente que puede surgir es que los MPs mas pequefios que las aberturas de
la malla de la red pueden atravesarla, produciéndose asi una subestimacién de la
abundancia de particulas microplasticas. Las particulas con un tamafio menor de 300
Mm se pueden obtener utilizando bombas u otras técnicas. (L. Mai et al. 2018). Los
tipos de red se diferencian entre si por la profundidad a la cual muestrean y sutamafio

de malla:

* Redes de pesca de plancton: es una red basica cuyo tamafio de abertura de los
poros de la malla oscila entre 100 y 500 ym. Puede utilizarse para aguas superficiales
a distintas profundidades.

Figura 4.3. Red placton

12



* Red de manta: es una red mas pequefia y manejable que la anterior pero el
tamafo de poro también se encuentra entre 100 a 500 micrometros (J. Gong et al.
2020). Se emplea para muestrear MPs en los primeros centimetros de la columna de
agua gracias a que el marco de red cuenta con flotadores para impedir que se hunda.
Las redes mantas son muy apropiadas para el muestreo de aguas superficiales de
forma masiva en lagos o mares, puesto que son capaces de filtrar gran cantidad de

agua para recolectar los MPs flotantes (L. Mai et al. 2018).

Figura 4.4. Red manta

* Red de neutson: el tamafio de poro de la malla suele ser superior a 300 um,
inlcuso llegar a los 3 mm. Este tipo de red puede usarse para aguas proximas a la
superficie, entre 60 y 80 metros de cercania, y generalmente se utiliza en entornos
marinos. Permite el muestreo a diferentes profundidades (J. Correia-Prata et al.
2019).

Figura 4.5. Red neutson
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* Red bongo: es una red idonea para aguas de nivel medio. Es una estructura
constituida por dos aros, cada uno de ellos con una malla, por lo que se obtienen dos
muestras simultaneamente en cada muestreo. De esta forma se pueden obtener las
muestras por duplicado o muestrear con dos redes de plancton de distinto tamafo
(J. Gong et al. 2020).

Figura 4.6. Red bongo

En resumen, los equipos mas empleados en el muestreo de aguas superficiales
son las redes de arrastre manta y las neutson. Mientras, en columnas de agua se
utilizan mas las redes de plancton y bongo, los registradores continuos de plancton
(CPR), las redes de apertura y cierre multiples y las redes de arrastre casi de fondo

son las técnicas principales (W. Wang et al. 2018).

Estas redes presentan diversas ventajas, asi como alguna que otra desventaja.
Entre las ventajas se encuentra el poder muestrear grandes volimenes de agua de
forma que la muestra serd representativa;, se puede muestrear a diferentes
profundidades, lo cual es un dato que puede especificarse en la metodologia y que
muchos estudios lo omiten; y se reduce el costo de material voluminoso para el

transporte de las muestras porque se concentran.

Las desventajas que tienen en comun todas estas redes son las siguientes: se
necesita un medio de transporte acuatico; cuando se utilizan tamafios de abertura de
malla mas pequefios de 300 um, las redes pueden atascarse y cuando se utilizan
mayores, la concentracién de MPs puede ser sobreestimada (J. Correia-Prata et al.
2019).
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4.1.2. Bombas para reducir la muestra in situ acopladas con filtros o tamices
Las bombas centrifugas, de teflon o de tornillo excéntrico se han utilizado para

recoger MPs a diferentes profundidades del agua (A. Arredondo-Navarro et al. 2023).

Cuentan con la ventaja de que pueden ser fabricadas de distintos materiales
(normalmente acero inoxidable y politetrafluoroetileno (teflén)) y permiten muestrear

desde la superficie hasta una profundidad de 100 metros.

La cantidad de MPs obtenida con este método va a depender del tamafiode poro de
los tamices y/o filtros acoplados que se elijan. Algunos autores norecomiendan su uso
puesto que pueden contaminar la muestra, pero hay otros que laaconsejan para
muestrear MPs menores a 300 um, ya que es el limite de deteccién para las redes de
arrastre. Aun no hay establecido un tiempo uniforme de muestreo con bombas, ya que
son capaces de trabajar durante horas (J.Correia-Prata et al. 2019).

4.2. Método de muestra global

Con este tipo de muestreo se pueden recolectar MPs de todos los tamafios, pero
la muestra debe tener un volumen pequefio, lo que puede afectar la representatividad
de la misma (W. Wang et al. 2018). La herramienta utilizada para llevar a cabo las
muestras globales son los envases de almacenamiento. Comunmente se utilizan
envases de vidrio para transportarlas al laboratorio deandlisis con el fin de evitar que
la muestra se contamine con trazas de plastico del recipiente.

Una de las ventajas que tiene es que es mas econdmico debido a que el equipo
de muestreo es sencillo y, dependiendo de factores como volumen, tamafio de MPs,
etc, también se puede llegar a conseguir una buena representatividad V. Wang et al.
2018).

La desventaja mas importante es que los envases de vidrio no pueden
almacenar volumenes grandes para asegurar la calidad de la muestra. Dicho
inconveniente puede ser solventado definiendo un volumen minimo de muestra
obtenido después de hacer un analisis de como varia la muestra a diferentes
volimenes y establecer elideal (J. Correia-Prata et al. 2019). Este muestreo se

recomienda para MPs menores de 100 micrometros (W. Wang et al. 2018).
4.3.Control de calidad en muestreo de las aguas

Algunos detalles que deben tenerse en cuenta para mantener la calidad del

muestreo se mencionan a continuacion.

Hay que incluir un medidor de flujo en los métodos para muestras concentradas
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para estimar el volumen de agua filtrada. Aun no esta establecido el volumen de agua
gue debe ser muestreado. Koelmans et al. (2019) han propuesto un volumen minimo
de 500 litros en el caso de agua superficial muestreada con redes (para MPs mayores
de 300 pm). También proponen que para MPs entre 100 y 300 um se tomen

volimenes mas pequefios (L. Cabernard et al. 2018).

Segun Sedlak et al. (2017), es apropiado combinar los métodos o utilizar varios
filtros a la vez, colocando unos sobre otros, de forma que queden superpuestos.
Dependiendo del tamafio de los MPs de interés se puede seguir un procedimiento u

otro.

Durante el muestreo, las principales fuentes de contaminacion pueden ser la
ropa,el instrumento que esta en contacto con la muestra y los dispositivos utilizados
para trasvasar la muestra de los recolectores a los envases de almacenamiento. Por

esto

es recomendable utilizar ropa 100 % de algoddn, guantes de nitrilo o de latex, y que

los instrumentos de laboratorio sean de vidrio o metal.

También es conveniente lavar previamente los utensilios y el equipo de

laboratoriocon agua destilada o prefiltrada.

Para disminuir errores, se sugiere realizar un blanco de procedimiento (agua
pura)y un blanco enriquecido (agua pura con una cantidad conocida de MPs) (L. Mai
et al. 2017).

Para que el método de muestro pueda ser reproducible es fundamental informar
sobre todo lo realizado, como la profundidad a la que se realiza el muestreo, la
velocidad, duracion del arrastre y el resto de pardmetros que se hayan elegido (A.
Arredondo-Navarro et al. 2023).

5. (PRE)TRATAMIENTO DE MUESTRA

Debido a la complejidad de algunas matrices y composicién de los MPs,no es
posible analizarlos directamente. Por tanto, después del muestreo, los MPs deben ser
extraidos de la muestra para su posterior analisis y caracterizacion. Los pasos de pre
y tratamiento tienen la finalidad de eliminar materiales no plasticos, como son los

minerales y la materia organica (J. Pinto da Costa et al. 2019).

Las técnicas utilizadas para extraer los MPs de la matriz son la separacion por
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densidad, el tamizado, la filtracion y la digestion (W. Wang et al. 2018).
5.1.Separacion por densidad

La separacion por densidad aprovecha la diferencia de densidad entre los
compuestos de interés y otros no deseados, utilizando la fuerza de flotacién de un
liguido con una densidad intermedia para separar los compuestos menos densos de

los mas pesados.

Resumidamente, la muestra se mezcla con una solucion de flotacion, agitando
homogenizar la suspension y después se deja reposar durante horas para que los
materiales mas densos se asienten. Por ultimo, las fracciones de sobrenadante son

las que se recogen, mediante filtracion, para analizarlas posteriormente. Este método

suele aplicarse comunmente después de alguna digestion para remover la materia

organica. (A. Arredondo-Navarro et al. 2023).

Las densidades especificas para la mayoria de los polimeros varian
notablemente, entre 0,8 y 1,70 g/cm?3. Existen diferentes soluciones salinas para la

separacion por densidad. (A. Arredondo-Navarro et al. 2023).

La NOAA recomienda utilizar el NaCl (1,202g/cm?) porque es econémico y no
dafino para el medio ambiente. Es adecuado emplear la solucién de NaCl para extraer
los MPs de baja densidad, como el polietileno (PE, 0,917-0,965 g/cm3), el polipropileno
(PP, 0,85-0,94 g/cm?) y el poliestireno (PS, 1,04-1,1 g/cm?) (W. Wang et.al, 2018). Sin
embargo, su baja densidad (1.2 g/cm®) hace que no separe polimeros de alta
densidad, como el PVC (1,3-1,7 g/cm?3), PET (1,4-1,6 g/cm?3), o polimeros que tienen
aditivos (J. Gong et al. 2020), lo que llevaria a una subestimacién de polimerosy, por
consiguiente, de MPs en general.

Otros autores aconsejan utilizar Nal o ZnClz en sus investigaciones, puesto que,
debido a sus densidades, alrededor de 1,6 g/cm3, son capaces de separar polimeros
que contengan aditivos o de mayor densidad. El uso de ZnCl: tiene varias ventajas:
presenta hasta 99 % de recuperacion; es econdmico, y la muestra solo necesita ser
lavada, mientras que con NaCl se requieren tres lavados. Pero, la solucion de ZnCl
es dafina para el medio ambiente y corrosiva. En el caso del Nal,el porcentaje de
recuperacion es del 91 %, también se necesita lavar la muestra solo una vez, tiene un
bajo impacto en el medio ambiente y puede reutilizarse hasta diez veces. Las
desventajas que presenta es que es muy costoso y reacciona con los filtrosde celulosa,

haciendo que se vuelvan negros y resulte muy dificil el analisis visual.
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Por otro lado, algunos autores recomiendan realizar dos pasos en este tipo de
separacion; utilizar primero una sal de baja densidad y después una sal mas densa.
De esta forma, se disminuye la cantidad de sal dafina utilizada y se pueden recuperar
polimeros con densidades muy diferentes, aumentando asi el porcentaje de

recuperacion (A. Arredondo-Navarro et al. 2023).

5.2. Filtracion

La filtracion es una técnica que se utiliza para separar particulas microplasticas
de muestras de agua a granel o soluciones sobrenadantes, obtenidas de la separacion

por densidad, mediante el uso de un utensilio filtrante que solo deja pasar el liquido.

Los filtros que pueden usarse son de fibra de vidrio, nitrocelulosa, membranas
de policarbonato, de zooplancton y de isoporos, siendo el primero el mas utilizado. El
tamafio de poro de los filtros suele oscilar variar de 0,45 a 20 mm (W. Wang et al.

2018).

A pesar de que la filtracion es un proceso simple, a veces ocurren
complicaciones porque los liquidos también contienen otros tipos de particulas o
desechos microscopicos, que pueden obstruir facilmente el filtro y, por lo tanto, reducir
su eficacia. Este inconveniente se puede solucionar reduciendo el volumen de la
solucién, dejando reposar los liquidos durante mas tiempo para que se sedimenten el
mayor namero de particulas sélidas pesadas, realizando una prefiltracion con un filtro
de poros mas grandes o afiadiendo ciertos productos quimicos (p. €j., sulfato ferroso)
al liquido para flocular la fraccion sélida (W. Wang et al. 2018). En resumen, hacer una
filtracidn sin haber realizado alguna separacion por densidad o digestién antes puede
provocar que el filtro se sature (P. Kang et al. 2020). Para minimizar la pérdidade MPs
por su adherencia a las paredes del material de laboratorio, se aconseja enjuagar

reiteradamente las paredes del material durante el proceso (W. Wang et al. 2018).

5.3. Tamizado

El tamizado se suele realizar previamente a otros métodos de separacion, como
una digestion, y sobre todo cuando la muestra contiene una gran cantidad de material
bioldgico. Generalmente, se utilizan tamices de metal, como acero inoxidable o cobre,
y filtros de fibra de vidrio. El tamiz atrapa fisicamente los materiales soélidos que son
mas grandes que el tamafio de poro de la malla y deja pasar el agua y las particulas

mas pequefias. Después de cada tamizado es recomendable enjuagar el tamiz o filtro.

Algunas de las desventajas que presenta este método son que se obstruyen

18



facilmente los orificios del tamiz; es dificil obtener fracciones de tamafio de amplio
rango y el procesamiento de la muestra conlleva mucho tiempo. Para ahorrar tiempo,
se pueden usar pilas de tamices superpuestos o filtros con distintos tamafos de
apertura para separar los diferentes MPs.

Los tamafios de malla del tamiz se escogen segun el rango de tamafio de los
MPs de interésy, por lo general, estan en el rango de 38-4750 um (W. Wanget al. 2018).

5.4.Digestion

Este proceso si que forma parte del tratamiento de la muestra, mientras que los

tres métodos anteriormente mencionados se incluyen dentro del pretratamiento.

La digestion es utilizada mayormente para sedimentos marinos o para muestras
bioldgicas, pero algunos autores la recomiendan para cualquier muestra. Es un
proceso que tiene como objetivo eliminar los materiales organicos adheridos a la
superficie de MP y que pueden interferir en la identificacion y caracterizacion precisas
de los MPs. Se han desarrollado varias técnicas para el proceso de disolucion de
biomateriales, que normalmente utilizan compuestos acidos, alcalinos y/o enzimaticos
(W. Wang et al. 2018).

La digestion por oxidacion ha sido examinada por muchos autores, variando tanto
los oxidantes y su concentracién como el tiempo de exposicion de los mismos con la
muestra. El oxidante que ha resultado ser més eficaz es el H202. Nuelle et al. (2014)
informaron en su investigacion que las soluciones de 30 a 35 % de H202 son capaces
de remover mas materia organica que las soluciones de NaOH (20, 30, 40 y 50 %) y
HCI (20 %), pero modificaron el color y tamafio de los MPs. Para impedir que ocurra
esto, se ha probado una modificacion basada en una reacciéon de Fenton, como lo
recomienda la NOAA, con la finalidad de acortar los tiempos de reaccion y llevar a
cabo el experimento a temperatura ambiente. Esta reaccion consiste en mezclar H202

y Fe (II) como catalizador (Y. Adomat et al. 2021).

La digestién acida produce diversos efectos, en funcién del tipo deMP. Algunos
estudios donde se ha analizado el uso de HNOs reportan que este acido es mas
eficiente oxidando la materia organica que otros acidos. Sin embargo, es capaz de
disolver ciertos polimeros como el poliestireno (PS) y elpolietileno (PE). EI HCI no se
recomienda porque no llega a remover toda la materia organica. La digestién alcalina
tampoco es muy recomendada porque afecta a otro tipo de MPs como el
policarbonato (PC), tereftalato de polietileno (PET) y elpolicloruro de vinilo (PVC). Se
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desintegraron utilizando una solucion 10 M de NaOH (Stock et al. 2019). El empleo de
KOH podria ser una soluciéon prometedora, ya que Kihn et al. (2017) descubrieron
que Unicamente afecta al acetato de celulosa (CA) y a otros plasticos

“biodegradables”.

La degradacion enzimatica es una buena alternativa, ademas de eficiente, para
eludir posibles dafios a los propios MPs durante el proceso de degradacionorgénica.
Algunas de las enzimas que se han estudiado son la celulasa, lipasa, amilasa,
proteasa y quitinasa, pero la que demostré mayor eficacia en la degradacion,de hasta
un 97 %, es la proteinasa-k (Y. Pico et al. 2019). Sus principales inconvenientes son
que lleva mucho tiempo para digerir las muestras y se necesitan unas condiciones
especificas para conservar las enzimas, aparte de que es mas costosa que el resto
de técnicas (Y. Adomat et al. 2021).

6. TECNICAS DE ANALISIS
6.1. Método visual

Después de la separacion y purificacion, los MP objetivo son identificados
Opticamente y se separan de la matriz restante empleando unas pinzas u otro utensilio.
Los plasticos de tamafio grande se pueden clasificar directamente, pero los mas
pequefios necesitan una observacion adicional bajo un microscopio (L. Mai et al.
2018).

Algunos investigadores han sugerido criterios para la clasificacion visual de MPs,
pero no siempre son aplicables ya que solo son validos para la clasificacion de MPs
grandes. Por tanto, se tienen que utilizar otras técnicas instrumentales (como FTIR y

espectroscopia RAMAN) para una mayor identificacion (L. Mai et al. 2018).

El método visual permite que los MPs se clasifiquen segun su tamafio, color y
forma, posibilitando las deducciones sobre su origen. Por esta razon, se aconseja
mejorar este método para el futuro y suplementarlo con caracterizacién quimica. Es
cierto que es sencillo y econdmico, pero también es subjetivo. Debido a esto, se puede
llegar a subestimar o sobrestimar la abundancia de MPs, incluso se ha llegado a
probar en diversas investigaciones que cuanto menor tamario tiene el MPs mas falsos
positivos se cometen. Los equipos mas utilizados en los métodos visuales son los que

se mencionan a continuacion:
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e Microscopios Opticos
Los microscopios Opticos son apropiados para visualizar muestras de gran volumen.
Se han empleado diferentes tipos de microscopios para el analisis de MPs,pero los
ma&s usuales son los estereoscopios o0 los microscopios de diseccion (magnificacion
de 10-40 X). Para mejorar el método visual se han utilizado tintes que facilitan la
diferenciacion de los polimeros de otros materiales. Por ejemplo, el rojo Nilose adsorbe
en la superficie del polimero y se identifica con microscopia de fluorescencia. Este
colorante ha demostrado ser el mas eficaz para tefir MPs mayores de 20 um, pero
presenta algunas desventajas comoson la tincion de materiales naturales y que
algunos polimeros se tifien débilmente, como el policloruro de vinilo (PVC) y el
poliacetato (PA). También se han aplicado pruebas de fusion (método de la aguja
caliente), en las que la composicion de los MPs se averigua al fundirse ya que cada
polimero tiene un punto de fusion determinado. El problema se encuentra en que este
método puede dafiar al polimeroy no se recomienda para MPs menores de 1 mm.
e Microscopio electrénico de barrido (SEM)

La diferencia principal entre la microscopia electréonica de barrido (SEM) y la
tradicional es que la SEM emplea un haz de electrones para ampliar la imagen en vez
de uno de luz. Este microscopio tiene mayor resoluciébn que los microscopios
tradicionales, por lo que sus resultados son mas precisos, es capaz de detectar MPs
hasta de 1 um y permite conocer la morfologia de las particulas, asi como su
meteorizacidbn mediante la visualizacion de grietas (W. Wang et al. 2018). También
existen variantes del método, como son el SEM junto con espectroscopia de rayos X
de dispersion de energia (SEM-EDS), que ayuda a diferenciar de manera mas simple
el material natural de los MPs mediante imagenes y analisis elemental. A pesar de ser
un método satisfactorio en la identificacion y caracterizacion de la superficie de los
MPs, se requiere mucho tiempo en la preparacién de la muestra, asi que no es factible
cuando hay muchisimas muestras. Una de las desventajas que presenta es que no
es capaz de identificar el tipo de polimero, solamente el PVC porque contiene cloro (A.
Arredondo-Navarro et al. 2023).

6.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja es una técnica muy potente para identificar
compuestos organicos e inorganicos puros ya que todas las especies quimicas
moleculares (excepto las moléculas homonucleares como Oz, N2y Clz2) absorben
radiacion en el espectro del infrarrojo. Cada compuesto molecular presenta un

espectro de absorcion infrarroja Unico por lo que los espectros IR generados por los
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materiales plasticos tienen patrones y bandas muy diferentes y, por consiguiente, son

muy especificos para cada uno de ellos.

El fendmeno fisico en el que se basa esta técnica es el cambio de la polaridad
de la molécula (cuantificada por el momento dipolar) cuando se le aplica luz infrarroja,
dando lugar a una determinada absorbancia a distintas longitudes de onda. La energia
de la radiacion infrarroja es capaz de excitar transiciones vibratorias y rotatorias, pero
es insuficiente para excitar transiciones electronicas (D.A. Skoog et al. 2015). Esta
energia vibracional se corresponde con una frecuencia de luz IR y es la responsable
de darnos informacion sobre la composicion de la molécula (atomos que la

constituyen, tipo de enlace, estructura...) (M.A. Martinez 2019).

Espejo fijo
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luz laser

|
|
|
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Divisor de haz

MUESTRA
Detector IR

Figura 6.7. Esquema simple de un equipo FT-IR

Actualmente, los espectrometros FTIR son mas usuales que los elementos
dispersivos utilizados antiguamente. A diferencia de estos ultimos, los instrumentos
de transformada de Fourier no contienen elementos de dispersion, se pueden
detetctar todas las longitudes de onda y se miden simultdneamente utilizandoun
interferometro de Michelson. Para separar las longitudes de onda, la sefial de la fuente
debe modularse y hacerla pasar a través de la muestra para que se registre como un
interferograma. Posteriormente, el interferograma se decodifica mediante una
transformacién de Fourier, que podemos definirla como una operacién matematica
realizada convenientemente por un dispositivo electrénico y la cual es, en la

actualidad, una parte fundamental de todos los espectrometros. El interferometro de
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Michelson estd compuesto por una fuente de luz colimada, un espejo fijo en la parte
superior, un espejo movil a la derecha, un divisor de rayos y un detector, que por lo
general es un espejo similar a los espejos de “dos vias”. El divisor de rayos permite
que una parte de la luz que llega a él pase a través del espejo y que otra fraccion sea
reflejada (D.A. Skoog et al. 2015). El objetivo principal del interferometro es seccionar
el rayo incidente en dos rayos que se mueven por el espacio independientemente y
después se recombinan en el detector. Es en esta zona donde ambos frentes de onda
interaccionan para formar un patron de interferencia constituido por bandas alternas.
Estas franjas aparecen en el detector como una imagen. El andlisis de Fourier nos
muestra que cualquier forma de onda se representa como una serie de ondas de
formas sinusoidales. Sometiendo la sefial sinusoidal a un analisis de Fourier a través
del algoritmo transformada rapida de Fourier (TRF), se puede obtener el espectro de
frecuencia. Como la salida del interferometro es una onda sinusoidal de una sola
frecuencia, el espectro de frecuencia muestra un solo pico de frecuencia v; la de la
onda sinusoidaloriginal. Esta frecuencia es proporcional a la frecuencia 6ptica emitida
por la fuente laser, aunque su valor es mas bajo. Asi pues, puede ser medida y
manipulada electronicamente. A continuacion, se modifica el interferometro para que
se pueda obtener otra onda sinusoidal en la salida (D.A. Skoog et al. 2015). Existen
diferentes modos de analisis por FTIR, proporcionando diversas aplicaciones
cualitativas y cuantitativas y permitiendo analizar distintos tipos de muestras. A

continuacion, se pueden ver:

e Transmisién: Se basa en la absorcion de la radiacion infrarroja de una
determinada longitud de onda a su paso por la muestra. Es la técnica mas
tradicional y se puede utilizar sola o en combinacién con otros instrumentos
como microscopios para analizar una amplia variedad de muestras. Ofrece
buenos resultados tanto en el andlisiscualitativo como cuantitativo y es una

técnica relativamente econémica (M.A. Martinez 2019).

o Reflexidon: La reflexion total o atenuada se produce cuando un haz de luz
atraviesa un medio con diferentes indices de refraccién. Dependiendo de los
cambios en el indice de refraccion y el compuesto, se obtendra un haz reflejado
con una composicidnque varia con estos cambios. Esta modalidad produce
una técnica con alta sensibilidad capaz de detectar elementos de angstrom de

espesor en sustratosmetalicos (M.A. Martinez 2019).
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¢ Reflexion difusa (DRIFTS): al direccionar la radiacion IR a la superficie de una
muestra, laradiacion incidente puede reflejarse en la superficie de la particula
sin penetrarla, o puede reflejarse varias veces en la superficie de ésta sin
penetrarla. La reflexion difusaocurre cuando la radiacion incidente penetra en
una o mas particulas y se dispersa desde la matriz de la muestra. Esta
radiacion dispersada es recogida por el componente Gptico del instrumento y
dirigida a un detector encargado de producir el espectro (Thermo Fisher
SCIENTIFIC).

A parte de lo ya mencionado, la espectroscopia FTIR puede ofrecer datos
complementarios sobre la descomposicion de las muestras de plastico, permitiendo
asi estimar el grado de degradacion, en funcién de la magnitud del grado de oxidacion.
Esto se puede alcanzar, por ejemplo, determinando la cantidad de carbonilo presente,
ya que la formacion de este grupo esta asociado a la oxidacion de algunos plasticos

como son el polietileno (PE) (J. Pinto da Costa et al. 2019).

Otra ventaja que presenta es que es capaz de identificar MPs sin que el
resultado se vea afectado por el fenbmeno de fluorescencia. Como se mencioné al
inicio, la caracterizacion de MPs utilizando FTIR es a dia de hoy la técnica
experimental predominante puesto que la identificacion de materiales mediante esta
técnica no se ve afectada por el tamafio ni la forma de los mismos, entre otras
caracteristicas. Algunas de las limitaciones que presenta son que identifica MPs con
un tamafo superior a 500 ym, que solo puede analizarse una particula a la vez, y que
los resultados pueden verse afectados por la presencia de CO2 y H20, por lo que la
muestra debe estar muy bien secada y realizar el analisis en una atmaosfera inerte (M.
Zhang et al. 2020; A. Arredondo-Navarro et al. 2023).

Una vez se tiene una vision general de la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, se va a ver una variante de la misma; la microespectroscopia

infrarroja por transformada de Fourier.

La microespectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (micro-FTIR)
es el resultado de la combinacion de la espectroscopia de infrarrojo (FTIR) con la
microscopia optica. El principio basico de esta técnica esta basado en la excitacion de
grupos moleculares por un haz de luz infrarroja equivalente a una longitud de onda
comprendida entre 4000 a 650 cm™ (infrarrojo medio), que genera movimientos

vibracionales en los enlaces de la molécula (G. Barraza-Garza et al. 2013).
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Los movimientos vibracionales se diferencian segun el desplazamiento
ocasionado en los enlaces, pudiendo ser vibraciones de tensién o flexion. Las
tensiones ocasionan un estiramiento o estrechamiento del enlace y las flexiones
producen una deformacién del enlace. En el caso de que el nimero de atomos que
forman un enlace sea tres 0 mas, los movimientos también pueden ser simétricos y
antisimétricos (L.M. Miller et al. 2010). En los simétricos los enlaces se desplazan en
direcciones contrarias y en los movimientos antisimétricos se mueven en la misma

direccion o sentido (G. Barraza-Garza et al. 2013).

i

VIBRACIONES DE TENSION ; VIBRACIONES DE FLEXION
Balanceo en plano Tijereteo en plano Simétrica
Antisimétrica
Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura 6.8. Modos de vibracion

El analisis de una muestra por FTIR, como ya se ha explicado anteriormente,
arroja un espectro de absorcién de infrarrojo el cual ofrece informacion de la estructura
y concentraciéon molecular. A este conjunto de sefiales se les conoce como la "huella
dactilar" del compuesto puesto que es algo caracteristico de cada uno.

La micro-FTIR presenta la ventaja de que la radiacién emitida de estas fuentes
noes ionizante, lo que permite alargar los experimentos desde los mili-segundos hasta
varias horas de duracidn sin que exista una fragmentacion de la estructura del

compuesto (G. Barraza-Garza et al. 2013)

De forma general, el analisis por micro-FTIR se lleva a cabo de la manera que
va aser explicada a continuacién. El estudio se realiza mediante la incidencia de un
haz de luz infrarroja sobre la muestra, pudiendo ser en modo de transmision o
reflexion. El parametro principal que hay que tener en cuenta es la relacion sefal/ruido.
La calidad de los resultados obtenidos en estos experimentos va a variar dependiendo
del tipo de fuente de radiacién utilizada ademas de la relacion sefal/ruido obtenida de
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la fuente (L.M. Miller et al. 2006). Las fuentes de radiacion de infrarrojo mas utilizadas
para los estudios de micro-FTIR son la fuente termal convencional(p. €j., global, que es
una fuente de radiacion de cuerpo oscuro) y la fuente de sincrotron. La principal
diferencia entre estas fuentes de radiacién es la resolucion espacial que se puede
obtener con cada una de ellas. Esta depende del nimero de onda utilizada y de la
apertura por la que pasa el haz de luz utilizado (L.M. Miller et al. 2006). La fraccion
sefal/ruidodisminuye en funcion del tamafio de la apertura, generando un limite
practico de resolucion espacial entre los 2 a 10 um. Esto sucede debido a que la
cantidad de fotones que llegan al detector va decreciendo conforme se aproxima al
limite practico (L.M. Miller et al. 2010). Aqui es donde la radiacion de sincrotrén juega
un rol importante ya que a pesar de la pequefa apertura (5 a 10 um), es una fuente
de 100 a 1000 veces mas intensa que las fuentes convencionales, lo que permite que
se puedan realizar ensayos en donde se requiere de una mayor resolucion espectral
(L.M. Miller et al. 2006). El haz de luz que se obtiene de este tipo de fuente de infrarrojo
mejora de manera significativa los resultados obtenidos. El uso de la radiacion de
sincrotrén ofrece ventajas notorias en cuanto a brillantez, pero han sido los recientes
desarrollos en oOptica (ATR) y en detectores (FPA) los que han favorecido la

implantacion y extensiénde esta técnica en los laboratorios.

A modo de aclaracion, se va a explicar brevemente qué es la radiacion de
sincrotrén. La radiacion IR generada en un sincrotron es emitida por electrones que
son acelerados hasta casi la velocidad de la luz en una trayectoria circular u Orbita por
accion de imanes colocados alrededor de un anillo aislado en alto vacio. El haz
extraido es de solo unos micrémetros y dentro de si contiene el rango de los nUmeros
de onda del espectro medio del IR. Después, este haz es focalizado e introducido en
un espectrometro FTIR como una fuente de radiacion (L.M. Miller et al. 2006). En
comparacion, una fuente IR de cuerpo oscuro (p.€j., global) emite su radiacion con
una distribucién de 360 grados, lo que hace que tenga una menor eficaciay perfeccion
(G. Barraza-Garza et al. 2013). A pesar de que se puede obtenerbastante informacion
usando una fuente IR convencional, el uso de una fuente de sincrotron mejora de
forma contundente los resultados que se pueden obtener en un estudio con micro-

FTIR. El analisis de la muestra se concluye cuando la sefial es captadapor un detector.

Los microscopios de infrarrojo se equipan normalmente con detectores de
teluro de mercurio-cadmio enfriados con nitrogeno liquido (MCT por sus siglas en
inglés) (L.M. Miller et al. 20010). Sin embargo, en los Ultimos afios se han desarrollado

los detectores de arreglo de plano focal (FPA por sus siglas en inglés) que constan de

26



cientos de elementos detectores de infrarrojo, permitiendo obtener imagenes de
grandes areas con una alta resolucion espacial, lo que significa un gran ahorro de
tiempo en comparacion de los detectores MCT. Aun asi, en la actualidad, los
detectores FPA tienen una relacién sefial/ruido inferior a la de los detectores MCT (G.

Barraza-Garza et al. 2013).
6.3. Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia RAMAN es una técnica espectroscopica no destructiva que
permite observar modos de baja frecuencia en un sistema, como interacciones
rotacionales y vibratorias. Se trata de una técnica fotdnica sencilla que proporciona
una huella estructural (J. Pinto da Costa et al. 2019) e informacién quimica de casi
todos los compuestos, ya sean organicos o inorganicos, permitiendo asi que sean
identificados. Gracias a esto, se ha podido aplicar con éxito en la identificacién de
particulas microplasticas en diversas matrices ambientales (J. Pinto da Costa et al.
2019).

Dispersion Raman Anti-Stokes

Filtro

Espejo

Divisor de haz

Fuente delf—\ e
luz laser \

Rejilla de
difraccion

MUESTRA

Figura 6.9. Esquema simple de un equipo RAMAN

La espectroscopia RAMAN se rige por el efecto RAMAN, asi que es
conveniente explicar en qué consiste. Dicho fendmeno es un efecto de dispersion que
ocurre cuando, al incidir un haz de luz monocromatico con fotones con una
determinada energia, la cual es bastante mayor que la diferencia de energias entre
dos niveles vibracionales, gran parte de ellos son capaces de atravesar la molécula

mientras que una pequefia porcion se dispersa. Esta dispersion se debe a que el foton

incidente provoca que la molécula se excite, por un momento, a un nivel de energia
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vibracional superior no permitido y al relajarse y volver a uno de los niveles permitidos
emite un fotdn cuya frecuencia va a depender del salto energético realizado por la
molécula (C.F. Araujo et al. 2018). Para explicar este efecto, consideramos entoncesa

la radiacion electromagnética como particula.

De forma mayoritaria, los fotones se dispersan elasticamente, es decir, tienen la
misma frecuencia que la luz incidente pero una pequeia fracciéon (1 de cada 107
fotones) si que cambia su frecuencia, conociéndose esto como dispersion inelastica
(C.F. Araujo et al. 2018). Si el choque ha sido inelastico y se ha perdido o ganado
energia, la molécula no va a volver justamente al mismo nivel de partida, sino que se
encontrara en un nivel rotacional o vibracional diferente. La diferencia de energia entre
estos niveles es lo que modifica la frecuencia del foton emitido. Las tres formas de
dispersién que pueden darse se muestran en el siguiente diagrama de energia,

seguido de una breve explicacién de cada una de ellas (J. Otero et al. 2015).

e Dispersién Rayleigh: se produce cuando el choque es elastico, por lo que la
frecuencia del foton incidente y emitido es la misma. Por tanto, si la frecuencia
no varia, tampoco hay variacion en la energia. Este proceso no proporciona

ningun tipo de informacion espectroscopica.

e Dispersibn Raman-Stokes: se da si el choque es inelastico. En este caso, la
frecuencia del foton emitido es menor que la del foton incidente, lo que quiere
decir que ha transferido parte de su energia a la molécula. Asi pues, la molécula

se va a encontrar ahora en un estado vibracional o rotacional superior al inicial.

e Dispersibn Raman Anti-Stokes: también se da cuando el choque es de tipo
inelastico, pero la frecuencia del foton emitido es mayor que la frecuencia del
fotdn incidente. Esto quiere decir que la molécula no se encontraba en su estado
fundamental y, al proporcionarle energia al foton incidente, decae al estado

minimo de energia. (J. Otero et al, 2015).
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Figura 6.10. Tipos de dispersiones RAMAN

La region del espectro donde se percibe el efecto RAMAN depende de dos
factores: la radiacion incidente y la energia de los niveles moleculares involucrados en
el desplazamiento. Normalmente, estas dos energias se encuentran en la region del
visible, pero hay casos en los que se observan en la region del ultravioleta y la region
cercana al infrarrojo. El efecto RAMAN que tiene mayor importancia es el que se
refiere a la energia vibracional, aunque en ocasiones también se estudie en los niveles
rotacionales y electrénicos (J. Otero et al. 2015). Concluyendo, cada materialva a tener
una serie de valores de frecuencias RAMAN caracteristica de su estructuraatomica y

de los enlaces que la conforman.

En general, un espectro RAMAN es una representacion de la intensidad de la
luz dispersada en funcién del nimero de onda al que se produce dicha dispersion. Se
observa una banda central, correspondiente a la dispersion Rayleigh, de gran
intensidad, y a cada lado de ella se colocan, simétricamente, las bandas Raman-
Stokes y Raman Anti-Stokes. (J. Otero et al. 2015).

Una de las principales ventajas de la espectroscopia RAMAN es que permite
una caracterizacion quimica de los MPs sin destruirlos, lo que es muy ventajoso en

aguellos casos en los que se necesite realizar mas de un andlisis de la muestra.

Otras ventajas serian la alta fiabilidad, el alto rendimiento en la deteccion, la

baja cantidad de muestra que se necesita y poca preparacion de la misma, una muy

buena resolucion espacial, rango espectral mas amplio, enlaces espectrales mas
estrechos y menor sensibilidad a la interferencia del agua, lo que hace que se pueda
utilizar para analizar matrices acuosas. Ademas, el tiempo de analisis se puede
considerar corto en comparacion con otras técnicas como FTIR. Incluso si se combina

la espectroscopia RAMAN con microscopia, dando lugar a la micro-RAMAN, es
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posible identificar MPs de hasta 1 um de tamafio, lo cual es muy dificil de conseguir

con otras técnicas espectroscopicas (W. Wang et al. 2018).

A continuacién, también se van a nombrar algunas de las desventajas que
también presenta. El principal inconveniente de las técnicas RAMAN es que interfieren
facilmente los aditivos, pigmentos o productos quimicos unidos a los MPs, pudiendo
afectar de manera negativa a la precision de la identificacion. La relacion sefial/ruido
de esta espectroscopia es demasiado baja y, por lo tanto, puede hacer mas dificil el
andlisis del espectro, pero, a pesar de eso, no impide que la espectroscopia RAMAN
sea una valiosa técnica analitica en la investigacion de MPs (W. Wang et al. 2018).

La fotoluminiscencia también es un problema en las mediciones porque
ocasiona alteraciones en los picos espectrales. Puede darse fluorescencia o
fosforescencia, siendo la fluorescencia el fendbmeno que aparece comunmente. La
intensidad de dicha sefal es mas grande que la de la dispersibn Raman-Stokes en
varios ordenes. Aun asi, se han desarrollado métodos que permiten disminuir, o

incluso eliminar, la emision por fluorescencia (A. Villanueva-Luna et al. 2013).

La espectroscopia RAMAN también se puede aplicar en el analisis de
moléculas homonucleares. A diferencia de la espectroscopia infrarroja, en la que es
necesario un cambio en el momento dipolar de la molécula, para la espectroscopia
Raman es necesario un cambio en la polarizabilidad, lo cual permite obtener
informacion espectral complementaria sobre moléculas homonucleares (J. Otero et al.
2015).

Otra desventaja que presenta la técnica RAMAN es que es posible que caliente
la muestra debido al laser que se utiliza como fuente de luz, produciendo una emision
de fondo y a veces la degradacion del MP (C.F. Araujo et al. 2018). Un detalle atener
en cuenta seria que el equipo RAMAN es hasta cinco veces mas caro que uno FTIR
(L. Mai et al. 2017).

Una variante de la espectroscopia RAMAN que se emplea para la identificacion
de MPs es la microscopia confocal RAMAN. Se trata de un sistema mejorado que
proporciona informacion sobre las estructuras de muestras delgadas de forma

exhaustiva.

La microscopia confocal ofrece una resolucion espacial mas alta, ademas de
permitir el analisis de perfiles de profundidad en estructuras muy finas

tridimensionales. Simplemente con agregar un microscopio a un espectrometro
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RAMAN no se consigue un resultado controlado, por lo que se necesita un filtro
espacial. La microscopia confocal RAMAN hace referencia a la capacidad de filtrar
espacialmente el volumen de andlisis de la muestra en los ejes xy (lateral) y z
(profundidad), lo permite analizar particulas o capas individuales con dimensiones de

1 um o menos.

Un microscopio micro-RAMAN consiste en un microscopio optico estandar con
motorizacién x-y-z, un laser de excitacién, un monocromador, un cabezal RAMAN, un
espectrometro y un detector sensible, como un dispositivo de carga acoplada (CCD)
o un tubo fotomultiplicador (PMT). Con este método, se puede reducir la intensidad de
la sefial de fluorescencia, usando una fuente de microscopio confocal, que hace que
solamente la radiacion dispersada por el area enfocada pase a través de la segunda
abertura y llegue al detector.

De esta forma, se eliminaria la radiacion dispersada en una zona menos
enfocada. Debido a que las lentes objetivo de los microscopios enfocan el rayo laser
a varios micrometros de diametro, el flujo de fotones es mucho mayor que en los
instrumentos RAMAN convencionales. Esto también provoca que disminuya el
fenémeno de fluorescencia. Sin embargo, el alto flujo de fotones puede llegar a
ocasionar la degradacion de la muestra, y por este motivo algunas configuraciones
requieren de un sustrato que conduzca térmicamente para que actle como un
disipador de calor y se pueda frenar este proceso de degradacion. La aplicacién de la
microscopia RAMAN confocal en andlisis de productos farmacéuticos, polimeros y

nanotecnologia incluye también un analisis cualitativo.

Debido a que los polimeros exhiben espectros RAMAN caracteristicos, este
enfoque permite la identificacion de particulas sospechosas en cuestion de minutos
(J. Pinto da Costa et al. 2019). Combinando la microscopia RAMAN con técnicas
como la imagen espectral RAMAN, es posible obtener imagenes con distribucién
espacial quimica y, en teoria, andlisis espectral de filtros de membrana completa con

alta resolucion espacial (M.G.J. Loder et al. 2015).

La micro-RAMAN confocal, permite la deteccion e identificacion departiculas
plasticas en células y tejidos, con precision subcelular. Combinado con la microscopia
de fuerza atdbmica (AFM), RAMAN también puede permitir la identificacion de
nanoplasticos, operando AFM tanto en modo de contacto como sin contacto (W.J.
Shim et al. 2017). Sin embargo, seria dificil y llevaria mucho tiempo encontrar y

enfocar el laser AFM- RAMAN en una sola particula de tamafio nanométrico y, como
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tal, incluso si se demuestra de manera efectiva como una alternativa viable para la
identificacion de nanoplasticos en muestras ambientales, no seria factible en elanalisis

de un gran nimero de muestras (J. Pinto da Costa et al. 2019).
6.4. Degradacién térmica junto a espectrometria de masas

Las técnicas de degradacion térmica, como la pirdlisis (Pyr) o la extraccion y
desorcién térmica (TED), junto con la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas (GC/MS) son técnicas destructivas que permiten la
identificacion del tipo de polimero (PP, PE, u otros) de MPs mediante el analisis de
sus productos de degradacion térmica (J. Pinto da Costa et al. 2019). En estas
técnicas, la identificacion se basa en la comparacion del espectro o pirograma
obtenido con los espectros o pirogramas de polimeros/copolimeros conocidos (P.
Kusch 2017). En primer lugar, debe saber que la pirdlisis es una degradacién térmica
de una muestra en ausencia de oxigeno. Los productos resultantes se introducen en
un cromatografo de gases para separar los constituyentes quimicos y la determinacién
de los mismos se lleva a cabo con espectrometria de masas (MS). Resumiendo, a
partir del analisis de los productos se puede saber el tipo de MP que es (J.S. Hanveya
et al. 2017).

Gas portador (He) —— i\b Muestra
Inyector GC IJ = Pirolizador

Ventilacion dividida —»

— I~

e

MS GC Columna de separacion
J N N
Espectro de masas Pirograma Libreria/base de datos

Figura 6.11. Esquema simple de un equipo Pyr-GC/MS

Como se ha comentado anteriormente, la pirélisis acoplada a cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (Pyr-GC-MS) es una técnica que

descompone térmicamente las moléculas grandes con alto peso molecular, mediante
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una ruptura favorecida por el calor en presencia de una atmdsfera inerte o vacio, con
el fin de obtener una serie de fragmentos de bajo peso molecular (C.B. Crawford et al.
2017). Bajo condiciones controladas y a un rango de temperatura entre 500 y 1400°C,
utilizando un gas inerte como es el helio, se forman productos de descomposicion
reproducibles caracteristicos de la muestra original de polimero. Los productos de
pirdlisis se separan mediante cromatografia de gases, utilizando una columna capilar
de silice fundida, y posteriormente se detectan con un espectrémetro de masas (P.
Kusch 2017), el cual proporciona informacion caracteristica sobre la composicion
estructural de las muestras de moléculas grandes, lo que permite identificar la
composiciéon de la muestra inicial (C.B. Crawford et al. 2017). El uso de bases de datos
de pirogramas y espectros de masas (p. €j., NIST o Wiley) de polimeros de referencia,
asi como la interpretacion de los datos experimentales, permiten la identificacion fiable
de los MPs (S. Veerasingam et al. 2022).

En funcién del mecanismo de calentamiento, los sistemas de pirdlisis pueden
clasificarse en dos grupos: el pirolizador de modo continuo (pirolizador de horno) y el
pirolizador de modo pulsado (pirolizador flash), como el filamento calentado, el punto

de Curie y el pirolizador laser. La seccion de pirélisis se encuentra unida directamente

al puerto del inyector del cromatégrafo de gases. Cuando la muestra de polimero se
ha degradado, los fragmentos volatiles son arrastrados por el gas portador (helio)
desde la unidad de pirdlisis calentada hasta la columna del cromatégrafo de gases,
donde se separan en sus componentes. La técnica para detectar los compuestos
separados es la espectrometria de masas normalmente, pero también se han utilizado

otros detectores de GC dependiendo de las intenciones del analisis (P. Kusch 2017).

Aunque la técnica mas utilizada sea Pyr-GC/MS, también es conveniente
comentar algo acerca de la TED-GC/MS. El método de espectrometria de masas
acoplada a cromatografia de gases con desorcion por extraccion térmica (TED-
GC/MS) se emplea mas para el analisis de polimeros y sus procesos de degradacion.
Este método consta de dos pasos: primero, la muestra se descompone en un
analizador termogravimétrico (TGA) y los productos de degradacién gaseosos quedan
adheridos a un adsorbedor de fase solida. Luego, el adsorbedor en fase sélida se
analiza mediante cromatografia de gases de desorcion térmica-espectrometria de
masas (TED-GC/MS).

La gran ventaja de Pyr-GC-MS es que la técnica permite introducirdirectamente

la muestra sin apenas un tratamiento previo. Por lo tanto, a diferencia de la GC-MS
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tradicional, no se precisa de la preparacion de una solucién organica altamente
refinada y la muestra se puede analizar directamente. (C.B. Crawford et al. 2017). Esto
también ocurre con la TED-GC/MS, por lo que son dos técnicas que permiten eliminar
cualquier paso de pretratamiento y pueden identificar multiples particulas en un solo
paso, ya que no se requiere clasificacion individual, exigiendo cantidades minimas de
muestra (5-200 microgramos) (J. Pinto da Costa et al. 2019). Por ejemplo, se pueden
analizar simultdneamente tanto el tipo de polimerocomo los aditivos organicos que

tengan los MPs en muestras ambientales (L. Mai et al. 2018).

Aun asi, aunque solo sea necesaria una pequefia cantidad de muestra, en Pyr-
GC/MS las particulas tienen que colocarse de forma manual en el tubo de pirdlisis.
Ademas, hay que tener en cuenta que ambas técnicas no permiten realizar un estudio
fisico de las muestras analizadas, incluyendo el numero, color y tamafio (J. Pinto da
Costa et al. 2019).

Si comparamos ambas técnicas, TED-GC/MS es mas grande, mas
representativo es capaz de analizar matrices mas complejas y es mas facil de manejar
con cantidades de muestra de hasta 10 mg (S. Veerasingam et al. 2022)., por lo que
Pyr-GC/MS se puede aplicar mas favorablemente en analisis de trazas (W. Wang et
al. 2018). También, la posibilidad de modificar dos pardmetros fundamentales, como
son la velocidad de calentamiento y el flujo de gas para purgar el TGA, se puede
aprovechar para optimizar el proceso de extraccion (S. Veerasingam et al. 2022).

Otro detalle a tener en cuenta sobre Pyr-GC/MS es que, al extraerse las
muestras de matrices ambientales, las particulas de plastico se destruyen
térmicamente antes de determinar la composicion polimérica de cada muestra con
GC/MS (L. Mai et al. 2018). Ademas, esta técnica permite que solamente una particula
atraviese el tubo de pirdlisis por ciclo, lo que requiere mas tiempo ya que unamedicion
tarda entre 30 y 100 minutos (W. Wang et al. 2018) y esta limitada por el tamafio de
la abertura del tubo (< 1 mm) (L. Mai et al. 2018).

La Pyr-GC/MS también presenta un inconveniente a nivel de mantenimiento ya
gue necesita revisiones y mantenimientos constantes. Esto se debe a que los restos
procedentes de la desintegracion de MPs pueden concentrarse en el capilar,entre la
camara de pirdlisis y el cromatdgrafo de gases, pueden ocasionar asi la contaminacién
de las muestras siguientes. Tampoco detecta aditivos inorganicos o polimeros con
subunidades polares. Sin embargo, con la técnica TED-GC/MS se evaden los

problemas de obstruccion que se encuentran en Pyr-GC/MS (A. Arredondo-Navarro
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et al. 2023).

Debido a que en Pyr-GC/MS las muestras solo se pueden manejar hasta cierto
limite de tamafo, se restringe de manera inherente el andlisis de particulas muy
pequefas y puede arriesgar la representatividad de la muestra, sobre todo en matrices
complejas, ya que las muestras pueden no ser homogéneas a una escala mas

pequefia.

Puesto que la Pyr-GC/MS est4 limitada a cantidades bajas, complica su
aplicacion en el estudio de numerosas muestras y, por lo tanto, no es apropiada para
examenes de alto rendimiento.Dichas limitaciones pueden evitarse haciendo uso de
la TED-GC/MS, concretamente para los tipos de polimeros mas comunes como son
PE, PP, PS, PAy PET.

Una vez mas, sin embargo, la determinacion de particulas y la caracterizacién
morfologica de materiales aislados sigue siendo una grave limitacion de este método,
qgue ha sido validado Unicamente para los tipos de polimeros mas comunes antes
mencionados, aunque aun no ha sido validado experimentalmente para otros
polimeros, como PVC, PUR o PC (J. Pinto da Costa et al.,2019).

Las técnicas analiticas térmicas son conocidas generalmente como métodos
de analisis de MPs complementarios a las técnicas espectroscopicas comoson las

espectroscopias FTIR y RAMAN, para conseguir asi un analisis completo de MPs.
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7. TABLA DE RESULTADOS

Tabla 7.3. Resultados del analisis de microplasticos en aguas superficiales en diferentes lugares. Muestreo, tratamiento, analisis y concentracion de los

mismos.

LUGAR DE

MUESTREO MUESTREO

(PRE)TRATAMIENTO MUESTRA

TECNICA DE ANALISIS

RESULTADO

REFERENCIA

300 m? durante 10 min con
arrastres con red manta

Costa libanesa

Filtraciéon sobre tamiz de acero inoxidable +
filtracién a vacio + conservacién en placa
Petri de vidrio

Estereomicroscopio +
micro-Raman

4,3 + 2,2 microplasticos/m®

(77,5 % fragmentos,
15,25 % fibras
7,25 % microesferas)

M. Kazour et al. 2019

Arrastres con red manta
cada 750 m
aproximadamente

Lago Superior

Filtracion sobre tamiz de 250 micrémetros +
resuspension de las particulas del tamiz en
agua milliQ + secado +oxidacion con
reactivo de Fenton + separacion por
densidad con NaCl + filtraciéon

Estereomicroscopio + Py-
GC/MS

19500 microplasticos/km?

(70% fibras, el resto eran
particulas no plasticas)

E. C. Minor et al. 2020

43 muestras de 30 L cada
una (cada muestra se
recogia durante 15 min)

Flandes (Bélgica)

Almacenamiento a 4 °C + digestion con KOH
+ filtracién + centrifugacion de las aguas de
enjuague + filtracion del sobrenadante +
dilucién del sedimento con Nal +
centrifugacion + filtracion del sobrenadante
+digestion de los filtros de celulosa con

KOH

+ filtracion + secado

Espectroscopia micro-
FTIR

480 + 940 microplasticos/m®

(49% PP
49% PS
2% PVC)

|.Semmouri et al. 2023

Muestras de 1L en
condiciones de flujo bajo

Sistemas karsticos

Filtracion + secado de filtros en estufa +
oxidacién con H,0,

Linterna UV +
Espectroscopia micro-
FTIR

26000 microplasticos/m®

(95,1% fibras
4,3% fragmentos
0,6% microesferas)

V. Balestra et al. 2022

Rio Quin 420 muestras

Filtracién + oxidacion con H,O, + disolucion
de NaCl + reposo 24 h + filtracién a vacio del
sobrenadante + secado en estufa

Microscopio 6ptico
vertical con camara +
microscopia FTIR

3 microplasticos/m?

(105 fibras

105 fragmentos
50 lineas

130 ldminas

30 espumas)

L. Zhang et al. 2020

PP: polipropileno
PS: poliestireno
PVC: cloruro de polivinilo
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min en 3 sitios diferentes
(las orillas izquierda y
derecha y en el medio del
rio)

-3 réplicas de 40 L de
agua en cada sitio de
muestro (profundidad de 0
a 30 cm)

metilaldheido en un lugar fresco y oscuro +
tamizado con diferentes tamices + digestion
con H,O,en el caso de que hubiera materia
organica + filtracion con filtros GF/F +
secado del filtro a temperatura ambiente

estereoscopico +
espectroscopia FTIR

(-Método de arrastre:
32,1% fibra

47,9% fragmentos
17,4% espuma

2,6% granulos

-Método de agua filtrada:
63,4% fibra

29,4% fragmentos

4,6% pellet

2,6% espuma)

Tarragona 45,2 m® en total de las tres | Filtracion con diferentes tamices + digestion Microscopio 1,3 microplasticos/m?® N. Exposito et al. 2021
zonas muestreadas alcalina con KOH + proceso Fenton (H,O, + estereoscopico +
FeSO,) + digestion enzimatica espectroscopia FTIR (54%-63% fibras
29-46% fragmentos)
Rio Yangtze -Muestreo durante 12-30 Conservacioén de las muestras con Microscopio 1635 microplasticos/m3 D. He et al. 2021

7 muestras de 2,5 L cada
una

Rio Llobregat

Filtracién con diferentes tamices +
separacion del plastico agregando ZnCl, +
filtraciéon del sobrenadante con filtros de
PTFE

Microscopio
estereoscopico +
microscopia FTIR

960 + 460 microplasticos/ m®

(55,4% fibras
44,6% fragmentos)

J. Dalmau-Soler et al. 2021

uno de los 15 lugares de
muestreo mediante
bombeo, 6 veces
repetidamente)

pretratamiento con NaCl + filtracién del
sobrenadante + secado de los filtros

+ SEM

(38,25% - 61,95% fibras
17,4% - 38,2 % peliculas
10,6% - 20,3% fragmentos
0,4% - 7,8% granulos)

Rio Ebro Muestreo de agua durante | Filtracion a vacio + secado de los filtros de Microscopio 3,5 + 1,4 microplasticos / m® L. Simon-Sanchez et al.
30 min contracorriente fibra de vidrio + almacenamiento en placa estereoscopico + 2019
Petri microespectroscopia (46,1% fibras
FTIR 39,4% fragmentos
13,5%peliculas)
Kattegat/Skagerrak Filtracion de 1,04 + 0,16 Adiccion de SDS a los filtros de acero + Microespectroscopia 39 + 23 microplasticos / m? K. Gunaalan et al. 2023
m3 por estacion (14 digestion enzimatica + oxidacion Fenton + FPA-FTIR
estaciones en total) tamizado + separacion por densidad (44% fibras
afadiendo SPT y reposo + recuperacion de 56% fragmentos)
la fraccién flotante + adiccion de etanol
Rio Wei 450 L en total (5 L en cada | Tamizado + digestion oxidativa con H,O, + Microscopio metalografico | 7185 microplasticos / m® L. Ding et al. 2019

PTFE: politetrafluoroetileno

SDS: dodecilsulfato sédico

SPT: superfosfato triple

SEM: microscopio electrénico de barrido
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Rio Amarillo

3 muestras de 5L cada
una

Eliminacion del sobrenadante +
centrifugacion del residuo + recuperacion del
residuo y extraccién de los microplasticos
con NaCl (método de flotacion por densidad)
+ adiccion del sobrenadante al sobrenadante
de las muestras de agua y filtracion con
diferentes tamices + digestion oxidativa con
H,O, + filtracion a vacio + almacenamiento
de los filtros

Microscopio electronico
optico + espectroscopia
ATR-FTIR

744250 microplasticos / m*

(93,12% fibras
2,12% fragmentos
4,76% particulas
microplasticas no
identificadas)

M. Han et al. 2019

2 subcuencas del mar
Baltico (golfo de Riga
y cuenca oriental de
Gotland)

Muestreo con red manta
durante 1 hora. Volumen
total filtrado 639,1 + 197 4
m3

Almacenamiento en frasco de vidrio en frio +
digestion con NaOH + bafio de agua en
agitacion + filtracion + digestion oxidativa
con Hy0, + filtracion + digestion enzimatica +
filtracién con filtros GF

Microscopio
estereoscopico +
espectroscopia ATR-FTIR

0,18 microplasticos / m®

(229 fibras

6513 fragmentos
475 peliculas

162 microesferas)

M.Barone et. al 2023

Lago Wuliangsuhai

2L

Almacenamiento en frio + digestion oxidativa
con H,0 + filtraciéon + secado de los filtros

Microscopio metalografico
+ espectroscopia FTIR

7190 microplasticos/m?

R. Mao et al. 2020

Costa este de la India
(desde Ennore hasta
Kovalam)

34 muestras con redes de
arrastre de 750 mL cada
una) (25,5 L en total)

Filtracion con tamices + digestion oxidativa
con H;0, + separacioén de densidad con
NaCl + filtracion con filtros GF + secado al
aire

Microscopio
estereoscopico +
caracterizacion por SEM-
EDX + espectroscopia
ATR-FTIR

417 microplasticos/m?

(59% fibras
10% fragmentos
24% peliculas
7% granulos)

P.M. Velmurugan et al.
2023

Bahia de Todos los
Santos (Brasil)

40 L en cada uno de los
tres sitios muestreados,
en total 120 L

Tamizado + separacién por densidad +
digestion oxidativa con H,O, + filtracion con
filtros GF + secado a temperatura ambiente

Microscopio
estereoscopico +
espectroscopia ATR-FTIR

5180 microplasticos/m®

(52,67% fibras
43% fragmentos
2,33% peliculas
2% granulos)

L.S. Trindade et al. 2023

Rio Ganges

Filtracion de 3600L (de los
10 sitios muestreados)

Microscopio 6ptico +
espectroscopia FTIR

38 + 4 microplasticos/m®

I.E. Napper et al. 2021

modo transmision (91% fibras
9% fragmentos)
Costa sur de Sri 12 muestras Tamizado + secado de los tamices en horno Microscopio trinocular de 17,45 £ 3,35 AMAIK Athapaththu et al.

Lanka

+ digestion oxidativa con H,O en caliente +
separacion por densidad + filtracion de la
capa superior

alta potencia +
espectroscopia FTIR

microplasticos/m?

(99,37% microfilamentos
0,25% microfilms

0,25% microfragmentos
0,13% varillas)

2020

Filtro GF: tipo de filtro de fibra de vidrio

SEM-EDX: microscopio electronico de barrido con detector de energia dispersiva
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8. CONCLUSION

La contaminacién por MPs es un tema que esta en auge desde las ultimas
décadas debido al aumento de contaminacién en océanos, lagos y rios de todo el
mundo. Al tratarse de sustancias de muy pequeiio tamafio, pueden distribuirse
facilmente, ser ingeridas por organismos acuaticos y acumularse a lo largo de la

cadena alimentaria.

En la actualidad, a pesar de no existir una normativa global sobre la
contaminacion por MPs, diversos paises y organizaciones internacionales han tomado
medidas para abordar este problema y disminuir la cantidad de MPs que llegan al
medio ambiente. Por ejemplo, en Estados Unido, en 2015,se aprobd la Ley de aguas
libres de microesferas, la cual prohibe la presencia de microesferas en productos
cosmeéticos y pastas de dientes, fabricados o distribuidos en Estados Unidos (S.D.
Richardson et al., 2020). El Parlamento Europeo también aprob6 una nueva ley por la
que se prohiben los articulos de plastico de un solo uso (cubiertos, platos, vasos,
pajitas, bastoncillos de algodon, etc.) en toda la Unidén Europea a partir de 2021 (UE
2019). En otros paises como Canada, Australia y Nueva Zelanda también se han
implantado ciertas medidas para reducir la contaminacion por MPs. Ademas, la
Organizacion Maritima Internacional (OMI) ha adoptado una resolucién para abordar
la contaminacién marina, desarrollando un plan de accidnpara reducir la descarga de

basura marina, incluyendo los residuos plasticos (OMI)

Dicho esto, a partir de la tabla del apartado anterior se pueden obtener varias
conclusiones a cerca de los métodos de analisis llevados a cabo para estudiar la

contaminacion por MPs en diferentes lugares del mundo.

Como se ha podido observar, el método de muestreo es muy variado, no esta
establecido el método mas adecuado, ni un volumen fijo de agua a muestrear ni las
réplicas que se deberian tomar. Cada investigador ha muestreado la cantidad de agua
gue le ha resultado apropiada en cada caso y dependiendo del fin de la investigacion.
En muchos estudios ni siquiera se detalla el material o utensilios que se han utilizado
para muestrear. Por lo que se puede observar en los estudios que si lo detallan, las

redes de arrastre son el método mas comun para el muestreo.

Respecto al tema de pretratamiento, lo que se suele realizar es una filtracién,
después una separacion de los MPs por el fendbmeno de diferencia de densidad

y por ultimo otra filtracion. En algunos casos, también se realiza un paso detamizado
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con diferentes tamices posterior a la filtracion y previo a la separacion por densidad.
Para el tratamiento de la muestra se lleva a cabo una digestion para degradar la
materia organica que pueda haber presente. La solucion mas empleada para la
digestion es una solucion de H202. Por ultimo, se recogen los MPs mediante una

filtracion y se dejan secar para su posterior analisis visual y cuantificacion.

En cuanto a la clasificacion visual, se utiliza comdnmente un microscopio
estereoscopico. En este proceso solo se analizan los MPs fisicamente parasu
posteriormente clasificacion, en funcién de su tamafo, color y forma. A continuacion,
se debe aplicar una técnica de analisis que permita su identificacion quimica. La
técnica mas utilizada es la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
incluso en algunos casos se especifica el modo de trabajo (ATR, FPA, etc). Ahora, se

muestra un esquema del procedimiento de analisis mas comun.

MICROPLASTICOS

Muestreo
Filtracién
Separacion por densidad

Tamizado

Digestion quimica

Clasificacion visual

FT-IR RAMAN Pyr-GC/MS

Figura 8.12. Esquema general de los métodos de analisis para microplasticos
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Los tipos de MPs que aparecen en mayor cantidad en todos los estudios
recogidos en la tabla son las fibras y los fragmentos. Las fibras provienen sobre todo
de la industria textil y del uso de las prendas ropa, toallas, sabanas, etc. Los
fragmentos se originan por la degradacion de productos/utensilios plasticos. Ademas,
los neumaticos para automoviles son una de las principales fuentes de contaminacion

por MPs en general debido a las particulas que liberan durante su erosion.
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