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Abstract.

La presencia de microplasticos (<5 mm &) en productos cosméticos y en
articulos de aseo, forma parte de nuestra vida y rutina diaria,
encontrandolos en jabones, pasta de dientes y limpiadores faciales (Fendall
and Swell., 2009).

Inicialmente, todos estos compuestos eran formulados con exfoliantes
naturales de caracter abrasivo, principalmente huesos triturados de
diferentes frutas, pero el uso cada vez mas frecuente de estos limpiadores
por los consumidores de clase media de los paises desarrollados, ha
obligado a la industria a utilizar masivamente microplasticos como

exfoliantes o blanqueadores en formulaciones cosméticas.

En muchos casos, los microplasticos se consideran bioquimicamente
inertes, pero no los aditivos utilizados en su fabricacion, llamados
"plastificantes”, que cambian sus propiedades para aumentar su vida media,
otorgandole plasticidad, resistencia al calor 0 a la degradacion microbiana
(Cole et al., 2011). Ademas, su pequefio tamafio hace que sea tomado
como alimento por el fitoplancton microscépico, entrando en la cadena

alimentaria, que en ultima instancia, podria afectar a los seres humanos.

Su pequefio tamafio también hace que sean dificiles de eliminar en una
planta de tratamiento de aguas residuales convencional. Este trabajo
analiza las principales caracteristicas estructurales, de composicion,
distribucion del tamafio de particula y ecotoxicidad de los microplasticos

presentes en cuatro limpiadores faciales.

Se ha realizado microscopia electronica de barrido, junto con el analisis de
dispersion de rayos X de energia (SEM-EDX) usando un microscopio
electronico de barrido Hitachi s-3500N, para estudiar la forma de los
microplasticos. Su composicion elemental se establecié con un analizador
EDX QUANTAX 200 acoplado a la SEM, y un Mastersizer 2000 (Malvern,
Worcs, Reino Unido) este instrumento de difraccion laser se utilizd para

conocer la superficie especifica y la distribucion del tamafio.
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Finalmente, la toxicidad aguda se evalué mediante la determinacion de la
inhibicion de luminiscencia de la bacteria marina Gram-negativa Vibrio
fischeri (cepa NRRL B-11177), por medio del analizador Microtox® 500.

Los microplasticos contenidos en los cuatro limpiadores faciales muestra
una gran variedad de éareas superficiales especificas, con una media
minima de 0,06 m2 / g para el gel exfoliante C, hasta un maximo promedio
de 5,34 m2 / g para el limpiador facial A. Es evidente que, incluso para los
mas bajos, estas particulas podrian actuar como absorbentes en el medio
ambiente, llevando contaminantes organicos o metales pesados, en
comparacion con bioabsorbentes utilizados en otros experimentos (Bayo,

2012), y siempre con mecanismo doble (fisico y quimico).

Las distribuciones de particula medias fueron: 87,91 M (marca A), 73,60 M
(marca B), 115,07 M (marca C), 185,15 M (marca D). En el microscopio
electrénico de barrido, las particulas microplasticas mostraron una variedad
de formas irregulares, incluyendo elipses, formas granulares y fragmentos
completamente irregulares, como se ha descrito previamente por otros

autores en muestras similares (Fendall y Sewell, 2009).

La composicion de estos microplasticos ha incluido dioxido de titanio,
usado como un ingrediente (protector solar) en muchos cosméticos.
Algunos de ellos incluyen aluminio, asi como de elementos traza como el
cromo, cloro, o hierro. Los andlisis de Microtox® mostraron variabilidad
ecotoxicoloégica segun la composicion y propiedades de lixiviacion

elementales del microplastico.
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1. Objetivos.

General:

El presente trabajo tiene como objetivo principal la caracterizacién de los

microplasticos presentes en productos de limpieza facial de elevado

consumo, asi como su importancia y destino una vez que han pasado a

formar parte del agua residual.

Especificos:

1.

Realizar un estudio morfométrico de los microplasticos contenidos en los
limpiadores faciales objeto de estudio mediante microscopia electronica

de barrido (Scanning electron microscopy — SEM).

Analizar la composicion quimica elemental de este material mediante
espectroscopia dispersiva de rayos X (Energy dispersive X-ray
spectroscopy — EDX).

Determinar la distribucion media de tamafios y superficie especifica de

los microplasticos mediante dispositivo Mastersizer 2000.

Examinar los principales grupos funcionales presentes en las muestras
mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Fourier

transform infrared spectroscopy — FTIR).

Valorar la posible ecotoxicidad aguda de los microplasticos mediante

andlisis de Microtox®.

Estimar los efectos que, en base a sus caracteristicas fisico-quimicas y
de toxicidad, estos microcomponentes pueden ejercer sobre el medio

ambiente.
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2. Antecedentes

2.1. Contextualizacion.

Las aguas superficiales y en especial el medio marino estdn recibiendo,
actualmente, una gran cantidad y variedad de contaminantes de origen

antropogénico.

Entre todos los contaminantes que podemos encontrar cabe destacar la
presencia y abundancia de plasticos y compuestos derivados de los mismos.
Los plasticos son polimeros orgénicos sintéticos que provienen de la
polimerizacién de mondmeros extraidos del gas o del petréleo (Derraik., 2002,
Rios et al.,2007), por lo tanto, su composicion quimica es muy variada

produciendo diferentes afecciones al medio ambiente.

La produccién anual de plasticos y compuestos de plastico ha seguido
incrementandose en los dltimos afios, a pesar de la crisis econdémica que esta
afectando a los paises de la zona euro. Gran importancia han tenido los paises
emergentes (china, Japdn...) en la obtencion de la maxima produccion mundial
de plasticos registrada hasta el momento, 288 Mtonne en 2012
(PlasticsEurope, 2012).

World plastics production grows
1950 1976 1080 2002 2009 2010 2011 2012
<D m | 250 e ©

Fig.1. Evolucion histérica de la produccién de plasticos. Fuente Plastics Europe., 2012.
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2.2. Microplasticos. Origen, tipos y deposicion.

Los microplasticos son pequefias particulas de polimeros (generalmente
polietileno, poliestireno o polipropileno) con un didmetro <5 mm y cuyo origen

en el medio ambiente puede ser causado por varias causas.

Para algunos autores el origen de los microplasticos esta en que forman parte
de la composicion de numerosos productos industriales, son los denominados
Microplasticos primarios (Cole et al., 2011). Otros autores consideran el origen
principal de los microplasticos en la descomposicion y fragmentacion de
macroplasticos (Andrady., 2011; Cole et al., 2011) y son llamados
Microplasticos secundarios.

La diversidad de puntos de partida y distribucion de los microplasticos van a
dificultar de sobremanera implantar de forma eficaz, diferentes técnicas para su
control, retencion y/o eliminacion. Ademas en los Ultimos afios se ha
generalizado el uso de microplasticos en productos cosméticos como pueden
ser jabones, limpiadores faciales e incluso dentifricos, formando parte de

nuestra vida cotidiana (Fendall y Sewell, 2009).

Esta globalizacién del uso de microplasticos, en sustitucion de exfoliantes
naturales (Moore, 2008), ha producido un incremento del consumo en los
distintos sectores industriales, que unido a su pequefio tamafio, impide que
sean retenidos por los mecanismos actuales de depuracién, convirtiéndolo en

un contaminante mayoritario del medio marino (Browne et al., 2007).

La composicion quimica de los microplasticos va a influir de manera muy
significativa en el lugar de deposicion de los mismos. Por tanto, microplasticos
con densidad grande (mayor que la del agua) van a ser depositados en las
cercanias del punto de vertido, aunque a través de corrientes sub-superficiales
pueden ser transportados a otros lugares (Engler, 2012). Finalmente, la
mayoria de microplasticos van a terminar en los océanos marinos, ya sea,

formando parte de los sedimentos o suspendidos en la columna de agua.

La concentracion de los microplasticos en los distintos océanos terrestres, es

bastante dispar, alcanzando una concentracién de 100.002 particulas/m® en las

14



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

costas de Suecia (Noren and Naustvoll, 2010) a 6 particulas/m® en las costas
de Portugal (Martins and Sobral, 2011).

2.3. Factores que afectan a la toxicidad y biodisponibilidad de los

microplasticos. Principales efectos sobre el medio ambiente.

1. El tamafio de los microplasticos va a ser fundamental para
producir efectos sobre los distintos organismos. Diversos autores han
demostrado que un tamafio pequeiio de los microplasticos va a favorecer la
ingesta por parte de fitoplactdon, zooplacton, organismos bentonicos, y

organismos filtradores como mejillones o ballenas.

2. La densidad, tal y como hemos comentado anteriormente va a

influir en el traslado y deposicion de los mismos.

3. El color de los microplasticos va a influir de manera significativa
en las probabilidades de ingestion por parte de los organismos (Wright et
al., 2013). Existen algunas especies peces de importancia econémica, que
son depredadores visuales, los cuales confunden las presas con
microplasticos de color amarillo, beige y blanco (Shaw and Day, 1994).

A continuacion podemos ver de forma esquematica las interacciones vy
efectos que potencialmente pueden producir los microplasticos en el medio
marino, esta imagen, es extrapolable a todos los cuerpos de agua

superficiales.
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Fig.2. Principales mecanismos de difusion de los microplasticos e interacciones

biolégicas. Fuente: Wright et al., 2013.

Los principales efectos de los microplasticos que se han datado y

documentado son:

e Ingesta por diferentes taxones de organismos marinos. De especial
interés son los grupos de zooplancton y la dinAmica que muestran en la
ingestion de microplasticos, que puede producirse por diferentes vias
(exposicion directa, a través de otras especies de plancton). Ademas las
microesférulas plasticas pueden acumularse a través del plancton y llegar
hasta otros organismos superiores tales como camarones (Setéala et al.,
2014). Otros autores han demostrado como pequefios microplasticos de
poliestireno pueden ser ingeridos por algunas especies de moluscos
(Mytilus edulis) (Browne et al., 2008).
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Fig.3. Ingestion de microplasticos por mejillones (Mytilus edulis. Fuente: Browne et
al., 2008.

Los microplasticos no solo afectan a organismos inferiores, sino que pueden

afectar a grandes mamiferos, como a la Ballena Balaenoptera physalus y ser

ingeridos por ellas (Fossi et al., 2012).

e Contaminacion de aguas superficiales para consumo humano, y que en
la mayoria de casos su eliminacion a través de técnicas avanzadas de

oxidacion y filtracion son muy costosas (Benner et al., 2013).

e Contener aditivos que modifican su resistencia térmica, dafio oxidativo y
degradacion microbiana, aumentando su resistencia, toxicidad y durabilidad

en el medio (Browne et al., 2007; Thompson et al., 2009).

e Adsorber metales (Ashton et al., 2010), disruptores endocrinos (Ng and
Obbard., 2006) y otros contaminantes persistentes y hidrofébicos (Rios et al,
2007).

2.4.Caracteristicas del polietileno.

Para entender las técnicas analiticas que hemos aplicado a los
microplasticos y los resultados de las mismas es necesario conocer las

caracteristicas y propiedades de la molécula de polietileno.

El polietileno es quimicamente el polimero mas simple. Los polimeros son
macromoléculas que se caracterizan por tener una unidad que se repite a lo
largo de la molécula. El polietileno se trata de una molécula lineal no

ramificada con la siguiente estructura:
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CH, — CH,
El polietileno se puede clasificar en dos grupos principales:

1. El polietileno de alta densidad (HDPE), es una molécula de cadena lineal
que esta constituida por atomos de carbono concatenados unidos
mediante enlaces covalentes. Los atomos de carbono se unen entre si
formando angulos de enlace tetraédricos caracteristicos (109,5°
aproximadamente). Ademas la distancia entre atomos de carbono es de
1.54 Angstroms. Debido a la rotacion de los enlaces carbono-carbono
estas cadenas rara vez se encuentran en forma lineal si no que
aparecen formando una gran variedad de formas y conformaciones. Los

ejemplos mas utilizados de polietilenos de alta densidad son la parafina

y el decano.
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Fig.4. Estructura ampliada del polietileno de alta densidad. Fuente: Seymour and
Carraher (2002).

2. El polietileno de baja densidad (LDPE), es un polimero ramificado que
presenta extensiones de cadenas o ramas de secuencias de polietileno
en diversos puntos de ramificacion espaciados irregularmente a lo largo
de la cadena. Estas ramificaciones incrementa el volumen y disminuye la
densidad del polimero. Los ultimos avances cientificos y tecnol6égicos

han permitido conseguir, mediante procesos a baja presion, polietilenos

18



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

de baja densidad practicamente lineales. La linealidad suministra

resistencia mientras que la ramificacion otorga tenacidad.
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Fig.5. Figura estructural simulada de un polietileno de baja densidad ramificado.
Fuente: Seymour and Carraher (2002).

Por lo tanto, en cuanto a estructura, los polimeros se pueden clasificar en las
siguientes categorias:

Lineal

Reticulados con reticula de baja
densidad.

Reticulados con reticula de alta
densidad.

Fig.6. Estructura esquematica de polimeros de lineales, ramificados y entrecruzados.

Fuente: Seymour and Carraher (2002).
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2.4.1. Principales caracteristicas de los polimeros.

Temperatura de transicion vitrea (Tqg): Es aquella temperatura a partir de la cual

el polimero adquiere propiedades caracteristicas del vidrio. Esta temperatura
es caracteristica de cada polimero, si el polimero se enfria por debajo de su
temperatura de transicion vitrea se vuelve rigido y quebradizo. Dependiendo
del uso del mismo nos interesara enfriarlo por encima o por debajo de su Tg.

Esta temperatura es exclusiva de los polimeros en estado amorfo.

Capacidad Calorifica: Cantidad de calor requerida para incrementar un grado

Celsius la temperatura de un gramo de polimero.

Viscosidad: Es la medida de la resistencia al flujo. Es el resultado cooperativo
entre segmentos de polimero en estado liquido, se encuentra limitado por el
enmarafiamiento de cadena, las fuerzas intermoleculares, la presencia de

agentes refuerzo y por los enlaces cruzados.
Tacticidad: Distribucion de los radicales del polimero en el espacio.

Flexibilidad: En los polimeros amorfos, méas alla del estado vitreo, depende de
un tipo determinado de movimiento de flexion de los segmentos de las cadenas
del polimero. Esta flexibilidad aumenta cuando hay muchos grupos metileno

(CH;) o atomos de oxigeno entre los grupos rigidizantes de la cadena. En

cambio esta flexibilidad disminuye si existen en las estructuras del polimero

grupos tales como: p-fenileno, amida, sulfona o carbonilo.

Cristalinidad: Cuando la estructura de un polimero es regular, este se
empaquetara en forma de cristales. Cualquier defecto que reduzca la

regularidad constitucional va a afectar negativamente a esta propiedad.

A medida que aumenta la cristalinidad en un polimero:

o Aumenta la densidad.

o Aumenta la rigidez, resistencia y dureza.

o La resistencia al calor.

o Si el polimero es transparente en estado amorfo, se convierte en un

sélido opaco cuando cristaliza.
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Resistencia: En los polimeros existen diferentes tipos de resistencia entre los

gue cabe destacar los siguientes:

o Resistencia a la traccion. Un polimero sera resistente a la traccion
cuando soporte fuerzas axiales que tienden a alargarlo.

. Resistencia a la compresion. Un polimero sera resistente a la
traccion cuando soporte fuerzas axiales que tienden a compactarlo.

. Resistencia a la flexion. Los polimeros tendran resistencia a la
flexiobn si es capaz de soportar cargas que provoquen movimientos
flectores en su seccion transversal.

o Existen otras resistencias tales como: resistencia al impacto,

resistencia a la torsion etc.
2.4.2. Teoria del efecto de rellenos y refuerzos.

Para terminar de comprender las propiedades que van a albergar los
microplasticos es imprescindible conocer la teoria del efecto de rellenos. Las
caracteristicas fisicas y quimicas de los microplasticos, en la mayoria de casos,

van a estar modificadas por la presencia de estos rellenos adicionales.

La norma ASTM-D-833 de la American Society for Testing and Materials, define
relleno como: un material relativamente inerte que se incorpora al plastico para
modificar su resistencia mecdnica, estabilidad, propiedades de uso, u otras
caracteristicas o para reducir su precio. Estos rellenos suelen ser soélidos,
esféricos o esferoidales de escaso tamafio. Algunos de estos rellenos como el
negro de carbon y la silice amorfa tienden a formar agrupaciones racimosas de

esferas.

En la siguiente tabla podemos observar los principales rellenos que se

adicionan a los polimeros.
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Tabla.l. Principales rellenos de polimeros. Extraida y modificada de Seymour and
Carraher (2002).

Principales tipos de rellenos para polimeros

Materiales organicos

Materiales inorganicos

Productos celulésicos:

a) Papel Kraft
b) Serraduras
C) Serrin gordo
d) Serrin molido

Celulosas finamente divididas:

e) Papel cortado

f) Plancha de
troceada

Q) Plancha de crepé

h) Preformados de pulpa

Fibras:

)] a-Celulosa.

)] Preformados de pulpa

K) Bolas de algodén

)] Subproductos textiles

m) Yute

n) Henequén

0) Rayon.

Productos tipo lignina:

p) Corteza molida
q) Lignina procesada

Fibras sintéticas:

r Poliamidas
S) Poliésteres
t) Poliacrilonitrilo

resina

Productos de la silice:

a) Arena

b) Cuarzo

C) Tripoli

d) Tierra de diatomeas.

e) Silice de proceso humedo

f) Silice pirogénica

g) Aerogel de silice
Silicatos:

h) Asbestos

)] Caolinita

)] Mica

k) Sienita de nefelina

)] Talco

m) Wollastonita

n) Silicato de calcio

0) Silicato de alumnio
Vidrio:

p) Escamas de vidrio

q) Esferas de vidrio

r Vidrio fibroso
Metales.

Filamentos de Boro:

Oxidos metalicos:

S) Oxidos de Zinc
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Carbono: t) Alimina.
i u) Oxido de torio etc
u) Negro de carbon .
) i _ Carbonato de calcio:
V) Carboén de petréleo molido
w) Filamentos de grafito V) Calizas
X) Whiskers de grafito w) Creta
X) Carbonato de calcio
precipitado

Polifluorurocarbonos

Otros rellenos

Por otro lado, un plastico reforzado es un plastico que alberga propiedades de
resistencia muy superiores a la resina basica por la presencia de rellenos de
alta resistencia embebidos en la composicién. Generalmente se utilizan los
refuerzos fibrosos frente a los esféricos debido a que son mucho mas eficaces.
De todos ellos, cabe destacar la fibra de vidrio, actualmente es el refuerzo mas
utilizado, y su efecto en el polimero depende de la longitud de la misma, y la
unién interfacial entre la fibra y la matriz y la coexistencia con agentes de

superficie.

Entre los refuerzos mas sofisticados podemos destacar: fibras de carbono, de

aramidas, tungsteno, titanio de potasio, zafiro etc.

Para profundizar en el conocimiento de los distintos impactos que pueden
producir los microplasticos en el medio acuatico y sobre los distintos
organismos del ecosistema, hemos analizado y caracterizado los

microplasticos presentes en cuatro limpiadores faciales.

Estos cosméticos son de facil acceso para cualquier consumidor debido a su

bajo coste y amplia distribucion en las distintas cadenas de supermercados.
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3. Materiales y Métodos.

Durante el estudio y caracterizacion de los microplasticos es necesario seguir

una metodologia ordenada de cara a obtener resultados 6ptimos.

Para el estudio de los microplasticos en limpiadores faciales hemos realizado

las siguientes fases:
e Eleccion de las muestras.
e Extraccién de los microplésticos.

e Caracterizacion de los microplasticos a través de cinco técnicas

analiticas:
o Microscopia electronica de barrido.
o Dispersion de rayos x.
o Mastersizer 2000.
o Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

o Microtox®

Todos los pasos y etapas que se han realizado a lo largo de este trabajo fin de
master quedan reflejados de forma esquematica y esclarecedora, en el

siguiente diagrama de flujo del proceso.
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Elecciéon de la muestra

étodo de extraccidn

Obtencién de los
No . . L No
Descarte < microplasticos. Suficiente

cantidad y calidad.

Técnica
Analitica

MEB D.RAYOS X MS MICROTOX FTIR

Obtencién de datos y
caracterizacion

Analisis de resultados y
conclusiones.

Fig.7. Diagrama de flujo del proceso de estudio de microplasticos en cosméticos.
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3.1. Composicién quimica de las muestras.

Para realizar el presente estudio se han seleccionado cuatro muestras de
limpiadores faciales (A,B,C,D) cuya composicidn quimica se muestra a

continuacion:
Muestra A:

Water, Kaolin, Glycerin, butylene glycol, zea mays starch, corn starch, Cl 7789,
titanium dioxide, decyl glucoside, polyethylene, sodium laureth sulfate,
chondrus crispus (carrageenan), Peg-7 glyceryl cocoate, benzyl salicylate, ClI
42090 blue 1 lake, eucalyptus globules extract, eucalyptus globules leaf extract,
limonene, linalool, menthol, phenoxyethanol, propylene glycol, pumice, salicylic
acid, smithsonite, smithsonite extract, sodium hydroxide, tetrasodium edta,

xanthan gum, zinc gluconate, parfum, fragrance (F.l.I. B43449/1).
Muestra B:

Aqua, PPG-15 stearyl ether, oxidized polyethylene, Glycerin, stearyl alcohol,
cetyl betaine, salicylic acid, distearyldimonium chloride, sodium Lauryl sulfate,
myristyl alcohol, PPG-30, BHT, steareth-21, steareth-2, alcohol denat, cetyl
alcohol, arachidyl alcohol, behenyl alcohol, disodium edta, parfum, benzyl

benzoate, benzyl salicylate, alpha-isomethil ionene, hexyl cinnamal.
Muestra C:

Water, polyethylene, glycerin, sodium laureth sulfate, xanthan gum, PEG-60
hidrogenated castor oil, Cl 42090 blue 1, CI 47005, acid yellow, CI 77007,
ultramarines, coco-glucoside, decyl glucoside, disodium edta, hidroxipropyl
guar, limonene, mentha piperita extract, peppermint leaf extract, salicylic acid,
sodium benzoate, sodium lauroyl oat amino acide, solum diatomeae,
diatomaceous earth, parfum, fragrance, phenoxyethanol, (FIL B48990/1).

Muestra D:

Aqua, polyethylene, carrot extract, fagus silvatica bud extract, hydrolyzed say
protein, lactid acid, solanum lycopersicum (tomato), fruit/leaf/stem extract, citrus
lemon fruit extract, citrus grandis (grapefruit) fruit extract, vaccinum myrtillus

extract, citric acid, malic acid, glycine, alanine, creatine, aloe barbadensis leaf
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extract, urea, glycerin, polysorbate fO 80, triethanolamine, propylene glycol,
disodium edta, saccharide hydrolysate, parfum, magnesium, iodopropynyl,
butylcarbamate, hexyl cinnamol, methylpropialnol, geraniol, limonene,
hydroxihexyl, carboxaldehyde, C.I. 19140, C.I. 14720.

Los limpiadores son de facil acceso para los ciudadanos, encontrandose en la

mayoria de hipermercados locales, con precios relativamente adsequibles.

Tabla.2. Precios de las muestras estudiadas.

Muestra Precio (€/L)
A 39,67
B 27,00
C 53,33
D 106,75

3.2. Extraccion de los microplasticos.

Pesamos en una balanza de precision 1,60 g de cada muestra. Posteriormente
a la pesada, las distintas muestras se diluyeron en un litro de agua del grifo, a
50°C y con agitacion, emulando asi las condiciones de uso de estos productos.

Fig.8. Pesada de las muestras en balanza de precision.
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Fig.9. Agitacion magnética de la muestra.

Una vez que la suspension quedd homogénea, se procedidé a cribarla por una
serie de tamices con diferente luz de malla, colocando en la base el de menor

tamano.

Tabla.3. Medidas de los tamices, expresadas en diferentes unidades.

US Sieve size | Tyler Mesh | Opening (mm) | Opening (in)
N° 60 60 Mesh 0,250 0,0098
N° 80 80 Mesh 0,177 0,007
N° 100 100 Mesh 0,149 0,0059
N° 140 150 Mesh 0,105 0,0041
N° 200 200 Mesh 0,074 0,0029
N° 270 270 Mesh 0,053 0,0021

De esta manera, se consiguid6 una separacion efectiva y sencilla de los

microplasticos de las distintas muestras.

Se llevo a cabo una separacion por tamafios, en lugar de utilizar tnicamente el
tamiz de 50 um, para comprobar posteriormente a través de Microscopia
electrénica de Barrido, si existian diferencias entre los distintos tamafios de un

mismo microplastico.
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Fig.10. Proceso de cribado de la muestra y posicion de los tamices.

Tras la separacion por tamafio, se procedio al secado de los microplasticos en

estufa de desecacién a 100° C durante 60 minutos.

Fig.11. Secado de las muestras en la estufa.

Después del secado, los microplasticos ya estaban listos para ser almacenados
y conservados adecuadamente. Para ello, se colocaron en envases de vidrio
con tap6n de PVC
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Fig.12. Microplasticos extraidos de las muestras Ay B.

3.3. Aplicacién de distintas técnicas analiticas.

3.3.1.SEM-EDX.

Mediante el uso combinado de la microscopia electronica de barrido y la
espectroscopia de dispersion de rayos x (analisis por energia dispersivas de
rayos X), vamos a caracterizar las distintas muestras de microplasticos

obtenidos.

Para entender mejor estas técnicas vamos a describir el fundamento,

instrumentacion y principales aplicaciones de las mismas.
3.3.1.1. Fundamento de la microscopia electrénica de barrido.

Las imagenes que obtenemos en el microscopio electronico de barrido se
obtienen debido electrones secundarios o retrodispersados, provenientes de
las muestras, como resultado de hacer incidir sobre las mismas un haz de

electrones de entre 5y 30 KeV

Vamos desplazando el haz de electrones sobre la muestra en las direcciones X
e Y, de modo que la posicion del haz coincide con la aparicién de brillo, en un

determinado punto de la pantalla.

El numero atdbmica de la muestra o elementos va a determinar de forma
significativa la emision de electrones retrodispersados. Esta caracteristica nos
va a aportar mucha informacion, ya que, distintas partes de la muestra o
distintos compuestos van a revelarse con distinta intensidad aunque no existan

diferencias topograficas.
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En una pequefia capa superficial de las muestras, de un tamafo del orden de
50 a 100 A, es donde se van a producir los denominados electrones
secundarios. Estos electrones se caracterizan por albergar poca energia
(<50ev) y que pueden ser desviados de su trayectoria inicial permitiendo ver o
apreciar zonas no disponibles al detector. Esta particularidad nos permite

obtener informacion del relieve de las muestras y/o compuestos.
3.3.1.2. Equipo e instrumentacién.

Microscopio electrénico de barrido S-3500N de Hitachi (componentes

principales):

A continuacion hemos desarrollado un listado de los componentes principales
de los que esta formado el microscopio electrénico de barrido que hemos

utilizado para caracterizar nuestras muestras:

Cafion de electrones con un voltaje acelerador de 0.5 a 30 Kv, ajustable

por pasos

e Fuente de electrones con filamento de W, polarizacion automatica y

alineamiento electrénico del canon.

e Sistemas de lentes con supresion de histéresis. Corriente de sonda con
ajuste manual o automatico, ajustable de 1 pA a 1 mA. Correcion de

astigmatismo manual y electrénica.
¢ Movimientos motorizados en los ejes X e Y.

¢ Resolucién de imagen de electrones secundarios de al menos 3.0 nm,

en modo de alto vacio.

¢ Resolucién de imagen de electrones retrodispersados de al menos 5.0
nm, en modo de presion variable. Este detector trabaja en modo

composicional o topografico.

e Rango de magnificacion desde 18x hasta 300.000x, en mas de 60

etapas.

e Céamara infrarroja.
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e Sistema de vacio con control de evacuacion, provisto de una bomba

difusora y dos bombas rotatorias.

e Enfoque manual y automatico con ajuste grueso y fino. Rastreo

automatico del foco.

v VOB |
AX " r
v Q}j "

Fig.13. Microscopio electronico de barrido. Fuente: SAIT UPCT.

Camara digital de alta resolucién:

e Resolucion minima de 2624x4000 pixeles

¢ Adquisicion de hasta 8 cuadros/segundo

e Integracion de cuadros

e Obtencion de imagenes con hasta 16 bits de rango dindmico
e Enfriamiento por Peltier

e Obturador electrénico

e Exposicion ajustable de 10 ms a 10s

Accesorio criogénico PolarPrep 2000 de Quorum Technologies

¢ Platina enfriada con nitrégeno liquido.

e Dispositivo de anticontaminacién
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e Céamara de preparacion con platina enfriada y dewar
¢ lluminacion de la camara de trabajo

e Cabezal de recubrimiento metélico con tarjeta de oro
e Cabezal de evaporacion de fibra de carbdn.

¢ Unidad de control para regulacion de vacio, recubrimiento y temperatura

Fig.14. Accesorio criogénico. Fuente: SAIT UPCT.

Sistema de metalizaciéon SC7610 de Quorum Technologies

¢ Anillos para metalizar con oro

e Tamafio de grano inferior a 5nm

¢ Incremento de la temperatura inferior a 10°C.

e Uniformidad en el recubrimiento mejor del 10%

Sombreador de Carbono CA7615 de Quorum Technologies

e Evaporacion mediante varilla de grafito
e De uso en la preparacién de muestras para microanalisis

Desecador por punto critico CPD 030 de BAL-TEC

e Hasta 9 posiciones de procesado.
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e Velocidad de enfriamiento de 2°C/min

Aplicacién para el andlisis de imagen Image-Pro Plus de Media Cybernetics

e Mide longitudes, redondez, aspecto, angulos, areas, perimetros y

huecos.
e Exporta las medidas a hojas de calculo y paquetes estadisticos.
3.3.1.3. Aplicaciones.

Las aplicaciones de la técnica son muy numerosas, casi infinitas, aunque

podemos destacar las siguientes:

Ciencia de los materiales

Ciencias biomédicas

Botanica.

Inmunologia

Hematologia.
3.3.1.4. Requisitos de las muestras.

e Las muestras deben estar secas, exentas de liquidos y humedad a

excepcion de si vamos a utilizar la unidad de criogenizacion.

e Las muestras deben ser conductoras, si no lo son, se procedera a

someterlas al tratamiento adecuado.

e El tamafio maximo de la muestra debe de ser de 1cm de altura.

35



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

3.3.2. Espectroscopia de dispersion de rayos X.

Los rayos x son radiaciones electromagneticas que se caracterizan porque su

longitud de onda es del orden de 10*°m.

La espectroscopia de dispersion de Rayos X esta basada en las interferencias
Opticas que se producen cuando una radiacion monocromatica atraviesa una
rendija de espesor comparable a la longitud de onda de la radiacion. Los Rayos
X tienen longitudes de onda de Angstroms, del mismo orden que las distancias
interatdbmicas de los distintos componentes de las redes cristalinas.

Los Rayos X, al ser irradiados sobre la muestra se difractan con angulos que
dependen de la distancias interatdmica de los compuestos que forman parte de

la muestra.

El método analitico del Polvo, establece la fuente de r-x y el detector a igual
distancia y angulo de la superficie de la muestra. El angulo 26 se varia de

forma continua.

La muestra es pulverizada y estda conformada por multitud de cristales
colocados al azar en todas las direcciones posibles. Si la orientacién no es al
azar se produce el fendbmeno conocido como orientacién preferente y altera de

forma significativa las intensidades medidas.

En estas condiciones es cuando podemos irradiarla con rayos x y aplicar la Ley
de Bragg: nA = 2d . senB, en la que “d” es la distancia entre los planos
interatobmicos que producen la difraccién. A través de esta distancia vamos a

poder determinar la composicion quimica de la muestra.
3.3.2.1. Equipamiento.

Analizador por energias dispersivas de rayos X de Bruker AXS Microanalysis:

e Resolucién de 128 eV en el pico Ka del Mn a la mitad de su altura.
e Area activa de 10 mm2.

e Aplicacion informatica Quantaz 200, capaz de manejar espectros de

energias dispersivas de rayos x, perfiles de distribucion de elementos a
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lo largo de una linea y mapas de distribucion de elementos en un area

seleccionada.
3.3.2.2. Aplicaciones.

e |dentificacion de fases. Una fase cristalina siempre produce un

patrén de difraccién caracteristico, aun siendo un constituyente de
una mezcla. ElI andlisis cuantitativo se realiza mediante la
identificacion y caracterizacion de esta patrén utilizando para ello la
base de datos Power Diffraction File.

e Pureza de muestras.

e Medida de tensiones.

e Analisis cuantitativo.

e Determinacion de diagramas de fase.

e Determinacion de estructuras cristalinas.

e Estudio de texturas.

3.3.2.3. Mastersizer 2000.

La difraccién laser se basa en el principio de que las particulas grandes
dispersan la luz a angulos bajos y las particulas pequefias dispersan la luz a

angulos altos.

Los diferentes instrumentos miden la energia de la luz dispersada sobre un
rango de angulos y transforma dicha informacién en distribuciones de particula.

Es de vital importancia conocer las propiedades opticas de la muestra, asi
como, utilizar modelos de dispersién éptimos. Este método es el mas utilizado
para determinar el tamafio de particula, la textura, estudios granulométricos en

seco y disperso en un fluido.
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3.3.3.1. Equipamientos.

Analizador Master Sizer 2000LF De Malvern Instruments.

Este instrumento permite medir el tamafio de particula en un rango de 0.02 a
2000 pm.

Fig.15. Master Sizer 2000LF de Malvern Instruments. Fuente: SAIT UPCT.

Las principales caracteristicas y componentes que alberga son:

Banco 6ptico:

e Laser de He-Ne combinado con una fuente de luz azul de estado sélido

de baja.
e Compensacion por la solucion de Mie.
¢ Alineamiento automatico de laser.
¢ 5 segundos de tiempo de andlisis.

El ensayo en nuestras muestras se realizd con la unidad de dispersion Hydro
2000G para dispersion en agua. Cuenta con ultrasonidos, agitacion y caudal

controlados.
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3.3.4.Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Fundamento

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier es un método muy
Optimo para identificar compuestos organicos e inorganicos puros debido a que
las especies moleculares absorben radiacion infrarroja, albergando espectros
de absorcién caracteristicos, indicandonos el tipo de enlaces y grupos
funcionales. De esta forma vamos a poder correlacionar el espectro de un

sustancia conocida con el del analito a estudiar.

La energia de la radiacion infrarroja excita las transiciones vibracionales y
rotacionales, pero no es suficiente para excitar las transiciones electronicas
(Skoog et al, 2005). Los espectros de absorcion infrarroja presentan bandas de
absorcién estrechas y poco espaciadas resultantes de las transiciones entre

distintos niveles vibracionales.

Un espectro de absorcidon, contiene una gama muy numerosa de bandas bien
definidas. Las bandas de absorcion que nos ayudan a identificar los grupos
funcionales de los compuestos se localizan entre 2.5 uym y 8.5 um, donde las
posiciones de las posiciones de los maximos de absorcibn se ven poco

afectadas por la estructura de carbono.

En la figura 15 se enumeran algunas de las posiciones de los maximos de

absorcién caracteristicos de algunos de los grupos funcionales mas comunes
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cm™  Enlace/Vibracién/Gpo. Funcional
920 C-H stretch (fructosa)
990 C-OH stretch (glucosa)
1053 C-O-C stretch (enlace glucosidico)

1069 C-OH bend
C-O-C stretch antisimétrico (anillo

1104

de glucosa)
1130 C-OH stretch/bend (fructosa)
1365 CH; bend simétrico (pectina)
1348 CH, bend wagging (sacarosa)
1323 C-OH bend, -COO- stretch

(pectina)

1430 C-O-H. O-C-H bend (fructosa)
1460 CH, bend tijera (Cg en glucosa)
COO' stretch carboxilo (pectina),

1636 OH stretch (fructosa)

1640 Cc=0 Astrerch ester/ acido carboxilico
(pectina)

1745 C=0 stretch carboxilo no 16nico

3565 OH libres stretch

Fig.16. Principales picos caracteristicos de absorcidn en infrarrojo. Fuente: Rosas and
Fernandez., (2012).

3.3.4.1 Equipamiento.

Los espectrémetros de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) tienen una
alta sensibilidad, rapidez y resolucidbn en comparacion a los espectrometros
convencionales. Detectan y miden todas las longitudes de onda de forma
simultdnea. Se debe modular la sefal de la fuente e irradiar la muestra, de esta

manera obtendremos un interferograma.

A través de la operacion matematica conocida como transformada de Fourier
vamos a decodificar el interferograma. Actualmente estos calculos se realizan

de forma automatica con software especifico.

Para el andlisis de nuestras muestras hemos utilizado el espectrofotometro
Thermo Nicolet 5700.

El sistema 6ptico utiliza el principio del interferometro de Michelson de barrido
continuo con conduccion de espejo movil mediante colchon neumatico y
dispone de una bancada oOptica monobloque, construida con fundicion de

aleacion de aluminio bajo presiéon, lo que le confiere una estabilidad
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excepcional, caracteristica imprescindible en un sistema IRTF de altas

prestaciones.
Cuenta con las siguientes caracteristicas:

¢ Interferébmetro tipo Michelson de geometria en 45°, de colchon de aire
generado por el propio mecanismo interferométrico, de modo que no

necesita fuente externa de gas para trabajar.

¢ Alineamiento automético y autoalineamiento dindmico continuo asistido

por laser.
¢ Resoluciéon mejor de 0,5 cm-1

e Velocidad de barrido del espejo movil comprendida entre 0,158 y 5,06

cm/s.

e Precisién en longitud de onda mejor de 0,01 cm-1 para cada punto de

dato, medida a 2000 cm-1 y controlada por el laser.

e Precisién en ordenadas mejor del 0,07 % de desviacién, medida a 4 cm-

1 con lamina de poliestireno de 8 um.
« Divisor de haz de Ge/KBr, con un intervalo espectral de 7400 a 350 cm™.
e Detector DTGS/KBr, con un intervalo espectral de 12500 a 350 cm-1.

e Fuente infrarroja ceramica, operando a 1525 K, con un intervalo

espectral de 9600 a 15 cm-1.

e Laser de referencia de helio-nedn, operando a 15798 cm-1, prealineado

y de alta capacidad.

e Generador de gas de purga, para eliminar la contribucion espectral

ambiental.
¢ Programa «Omnic», para la evaluacion y manipulacién de espectros.
e Accesorio «<Smart Orbit», para el analisis por reflexion total atenuada de

solidos y liquidos.
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e Accesorio de acoplamiento al analizador termogravimétrico, para el

analisis de los gases desprendidos por la muestra en el horno.

Fig.17. Espectrofotémetro de absorcion infrarroja. Fuente: SAIT UPCT.

3.3.4.2. Aplicaciones.

La espectrometria infrarroja es una de las técnicas mas versatiles pero

podemos destacar las siguientes aplicaciones:

e Caracterizacion e identificacion de materiales (polimeros, plasticos,

catalizadores, minerales etc).
¢ Analisis de productos farmacéuticos y de sintesis.
e Ciencia forense (identificacion).
e Biomedicina (analisis de tejidos).
e Conservacion artistica (analisis de pigmentos y materiales).

e Seguimiento de procesos quimicos.
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3.3.5. Microtox®. Introduccién.

El método Microtox® es un bioensayo destinado a determinar la toxicidad de
ciertos elementos o compuestos utilizando para ello la bioluminiscencia de la

bacteria Vibrio fischeri, denominada previamente como Photobacterium

phosphoreum. Fue disefiado por Azur Environmental y podemos encontrarlo

perfectamente descrito en la bibliografia.

Este método se caracteriza por ser analitico rapido, barato, y fiable en
contraposicion de otros ensayos de toxicidad que utilizan otras especies de
organismos como pueden ser: peces (truchas y gripis), microcrustaceos

(Daphnia, Artemia y Gammarus), Algas (Chlorella, Selenastrum), que

encarecen el coste, dificultan el desarrollo del ensayo o necesitan instalaciones
especificas y personal muy cualificado. Es por ello, por lo que los
investigadores prefieren utilizar este método frente a los anteriores para
determinar la toxicidad de aguas (superficiales, subterraneas, residuales...) y

lixiviados de muestras solidas.

Ademas este ensayo, junto con el de Daphnia, estd homologado en Espafia

para la caracterizacion de residuos toxicos y peligrosos (BOE 1989).
3.3.5.1. Vibrio fischeri.

Vibrio fischeri, es una bacteria gran negativa, anaerobia facultativa, de la familia

Vibrionaceae, cuya caracteristica mas representativa es la bioluminiscencia. Es
importante resefiar que presenta estabilidad en la emision de luz, asi como,
una gran sensibilidad a la mayoria de compuestos téxicos. Es por ello, que a
pesar de que existen varias bacterias luminiscentes ha sido esta especie la

mas optima para desarrollar y aplicar estudios de toxicidad y contaminacion.

La cepa utilizada es la nombrada como NRRL B-11177. Una de las razones
para elegir esta cepa es que nunca se ha manifestado como agente patégeno.
La Asociacion Profesional de la Industria Quimica alemana, en su hoja
informativa BO06 1/92 ZH 1/346, ha clasificado a la bacteria dentro el grupo de
riesgo 1, es decir, como no peligrosa para las personas y animales

vertebrados.
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3.3.5.2. Concepto de toxicidad, tipos y medidas de la misma.

Para entender el ensayo debemos conocer o definir el concepto de toxicidad,
que se puede describir como la capacidad o potencial intrinseco de una
sustancia para causar efectos negativos en organismos vivos, pudiendo ser

estos efectos letales o sub-letales (Sprague and Mcleay, 1992).

Los efectos de la toxicidad se pueden clasificar en agudos 0 cronicos
dependiendo de como de rapido se manifieste la respuesta del organismo. En

la siguiente tabla podemos observar una clasificacion sencilla de los mismos.

Toxic Effects

1. acute

2. chronic | 2.1 biochemical and physiological

2.2 genotoxic |2.21 carcinogenic

2.22 mutagenic

Fig.18. Clasificacion de los efectos toxicos. Fuente: Weyer, (1995).

Los efectos agudos se van a producir en un periodo corto de tiempo, que
generalmente no supera el 10% de la vida del organismo testado, mientras que
los efectos cronicos se van a manifestar en periodos de tiempo largo (Weyer,
1995).

Por tanto, el microtox, en nuestro proyecto de investigacion, va a determinar y
cuantificar los efectos agudos que van a producir los lixiviados obtenidos de las

distintas clases de microplasticos extraidos.

La evaluacion de la toxicidad va a estar determinada por las correlaciones entre
las distintas dosis de los microplasticos y el efecto adverso que produzcan
sobre la bacteria. Para medir este efecto, se emplea comdnmente las

siguientes medidas:
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e ECso: concentracidon de la sustancia que produce la inactivacion del 50%
de los organismos.
e LCsp: concentracion de la sustancia que produce la muerte del 50% de

los organismos.

Segun el valor de EC50 obtenido, las muestras podran clasificarse como
(Directiva 93/67/EEC):

e Muy tdxicas para organismos acuaticos - EC50 <1 mg/L

e Toxicas para organismos acuaticos - 1 mg/L < EC50 < 10 mg/L
e Daifiinas para organismos acuaticos > 10 mg/L < EC50 < 100 mg/L

e No dafiinas para organismos acuaticos - EC50 > 100 mg/L

3.3.5.3. Fundamento del método.

La luminiscencia de la bacteria se produce principalmente debido a la
existencia de un complejo enzimatico compuesto por NAD (P)H:FMN,

oxidoreductasa y luciferasa (Xioyan et al., 2014).

Primero, FMN se reduce a FMNH, a través de la enzyma oxidoreductasa
NAD(P)H:FMN. Después la luciferasa bacteriana produce FMN e presencia de
una larga cadena de aldehido (RCHO) y oxigeno (Inouye, 1994), tal y como

podemos ver en la siguiente figura:

MAD{P)H:FMN oxidoreductase

NAD(P)H + FMN + H" =——  NAD(P)"+FMNH,

Luciferase

FMNH,+RCHO + 0, — 5 FMN + RCOOH + H,0 + hv

Fig.19. Ecuaciones del proceso de luminiscencia. Fuente: Xioyan et al., (2014).

La emision de luz esta estrechamente relacionada con el metabolismo celular,
ya que, la intensidad refleja el estado metabodlico de la bacteria. Cuando la
bacteria es expuesta a sustancias contaminantes, la luciferasa puede inhibirse

o reducir la intensidad de luz emitida rapidamente (Xioyan et al., 2014).

45



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

La toxicidad del compuesto se puede cuantificar comparando la luminiscencia
que alberga una muestra control con las muestras sometidas a diferentes

concentraciones del elemento a analizar.

Generalmente este método se ha utilizado para cuantificar la toxicidad de
aguas residuales, aunque también se puede aplicar a muestras solidas. Para
ello, es necesaria la transferencia de los contaminantes desde la fase solida a
la fase liquida. Utilizaremos diferentes disolventes para extraer los toxicos tanto
organicos e inorganicos, que seran analizados de forma independiente. El
ensayo sobre las fases solidas, fue desarrollado por Azur Environmental y es
denominado Microtox® Solid Phase Test (SPT).

3.3.5.4. Realizacion del bioensayo
Materiales:

e Sistema Microtox® modelo 500. .

e Pc con software especifico acoplado al microtox.

e Bacteria liofilizada.

e Solucién diluente (NaCl 2%).

e Solucion de ajuste osmotico (NaCl 22%).

e Solucion de reconstitucion (agua ionizada).

e Lixiviados procedentes de los microplasticos extraidos.
e Viales de ensayo.

e Micropipetas.
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Fig.20. Sistema Microtox® Modelo 500.

Obtencién y mantenimiento de la bacteria:

La bacteria Vibrio fischeri en estado liofilizado se obtuvo de una empresa

distribuidora de la misma en el estado espafol. Ademas, es de vital importancia
establecer un protocolo de manejo y conservacion de la bacteria, puesto que,
un uso incorrecto de la misma puede influir sensiblemente en los resultados del
ensayo. Por ello, la bacteria debe mantenerse en el congelador para evitar la

degradacion de la misma.
Activacion de la bacteria liofilizada:

En primer lugar, se procede a la reconstitucion de las bacterias, que se
encuentran liofilizadas y congeladas. Para ello, se afiade 1 ml de solucion
reconstituyente al propio vial de las bacterias. Tras homogeneizar el contenido,
se trasvasa a un vial de ensayo y se sitia en el pocillo correspondiente a
bacterias reconstituidas, hasta que se alcance la temperatura de 15 °C
(esperamos entre 20 y 30 minutos).

Elaboracion de la muestra:

1. Obtencidn de los lixiviados. En una balanza de precision pesamos 0.5¢g

de los microplasticos obtenidos de cada muestra y los suspendemos en
5 ml de diluyente. A continuacién los agitamos a 400 rpm durante 10

minutos, para favorecer la trasladacion de los contaminantes de los
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microplasticos hasta la solucién diluyente. Finalmente tamizamos la
solucion, utilizando para ello un filtro con una luz de malla de 0.45 pm
.De esta manera obtenemos el inéculo a introducir en el ensayo

microtox®

Fig.21. Preparacion de la muestra (pesada y suspension).

-

Fig.22. Preparacion de la muestra (Agitacion). Fig.23. Preparacion de la

muestra (filtrado).
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Fig.24. Lixiviados y blanco.

2. Preparacion de las muestras:

mi (OO OO0 _—:EIE%E@
2 OO0O0O0O0

s () O 0O 00O q

Fila 4 O O O O (D\ Ieffﬁﬁﬁias
Fila 5 O O O O O \ (T*=15°C)

B ()OO OO | mpocimos=sec

pocillo de lectura
con control de T*

P

Fig.25. Esquema analizador de toxicidad.

La Fila 1 se reserva para la muestra original concentrada, de la que queremos
evaluar su toxicidad. Para ello, en el primer pocillo de la parte superior derecha
colocamos un vial con 2,5 ml de la muestra problema y 0,25 ml de la solucion
de ajuste osmadtico (OAS: Osmotic Adjusting Solution), debido a que Vibrio
fischeri es una bacteria marina, que necesita de una presion osmotica

adecuada para mantenerse viva.

En el resto de los pocillos de la primera fila colocaremos 1 ml de la solucién
diluyente, y en los viales de la Fila 2 pondremos 0,5 ml de la misma solucién

diluyente.
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A continuacion, realizaremos diluciones seriadas de la muestra, tomando 1 ml
del pocillo superior derecho y pasandolo al inmediatamente siguiente a su
izquierda; tomando a continuacién 1 ml de este ultimo pocillo y pasandolo al

siguiente a su izquierda, y asi hasta el penultimo vial de la primera fila. En el

altimo no afiadiremos nada, pues nos servira de control.

1 ml 1ml 1 ml
Muestra

‘/‘_\\ ‘/"_\\ ‘/‘_\\ concentrada

s O OO O

Fig.26. Esquema de las diluciones.

Por tanto, tenemos los siguientes porcentajes de dilucién de la muestra:

0% Ilml 5D + 1ml M 43%=22,5%

QOO G
23mlM + 023 ml OAS =90%
lml M

ImlSD + 1ml M 90%= 45%
Iml 5D + 22.5%=11,25%

M= Muestra
5D = Seolucion diluyente

Fig.27. Porcentaje de dilucion de cada muestra original.

A continuacion, se toman 10 ul del vial donde estan las bacterias reconstituidas
y los afiadimos al primer vial ubicado en la fila 2. Se repite esta operacion hasta
que cada uno de los viales de esta fila contenga 10 pl del reactivo. Después, se

espera entre 10 y 15 minutos para efectuar las lecturas.

Bactenaz

reconstitidas
2 (OO O OO

10 10p 10W 10p 104

Fig.28. Bacterias reconstituidas
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Para conseguir realizar el ensayo de forma correcta, es necesario cumplir con

una serie de condiciones y parametros que quedan definidos en la siguiente

figura:

Facilities and equipment

Reconstitution solution
Control/dilution water

Test temperature

Sample pH, salinity and color/murbidity
Aeration

Subsamples for moisture content

Primary dilution

Test concentrations

Test species

Inoculum

Incubation

Filtrate transfer
Observations
Endpoint

Reference toxicant

Photometer {Microtox® Model 500 Analyzer) reading light output at 490 + 100 nm; incubator for
single cuvette at 5.5 £ 1°C; controlled-temperature room or incubator at 15 £ 0.5°C

Pure, nontoxic water

Diluent purchased from the same commercial supplier or 3.5% NaCl solution
1520.5C

No adjustment or correction

None required

Three replicates of 5+ 0.2 g dried at 100 + 0.5°C for 24 h

7.00 % 0.05 g whole, homogenized sediment in 35 mL dilution water in a beaker, mixed for 10 min
on a magnetic stirrer, at a rate such that the vortex depth is half the height of the liquid level

Maximum test concentrations normally 197,000 mg L™ (19.7%, wet wizvol) on wet-weight basis
with two-fold dilutions, for a total of 12 test concentrations in disposable polystyrene tubes: four
control solutions; left for 10 min to equilibrate to the test temperature

Vibrio fischeri strain NRRL B-11177, reconstituted by swirling vial three to four times, and mixed
ten times with 0.5 mL pipette and held at 5.5 £ 1°C for 30 min

20 pL into each test concentration, mixed three times with 1.5 mL pipette.

20 min ar test temperature, filter columns inserted into top of SPT tubes above surface of test
concentrations

500 pL inte disposable glass cuventes at test temperature
Light levels of all test filtrates and controls measured
IC30 (mg L), calculated by software; normalized for moisture content of sediment

Performed within one month of each test, using suitable positive control sediment and the procedures
and conditions for measuring the toxicity of test sediment

Fig.29. Parametros y condiciones a seguir para el desarrollo del SPT con la bacteria
marina Vibrio Fischeri. Fuente: Casado et al (2006).

Debemos comentar que hemos realizado algunas modificaciones en los

parametros anteriores, sin que estos signifiquen cambios o alteraciones

significativas para el bioensayo.

Lectura.

Transcurridos los 10-15 minutos, se procede a la lectura de cada uno de los
viales de la Fila 2, que es donde se encuentra el reactivo (las bacterias).
Valores similares entre los distintos viales es indicativo de que hemos realizado

un buen pipeteo.

Para este proceso, tomaremos el vial del primer pocillo de la Fila 2 y lo
introduciremos en la celda del fotomultiplicador. Pulsamos SET y después

pulsamos READ para medir la emision de luz de las bacterias contenidas en
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este vial y anotamos el dato. Introducimos a continuacion el segundo vial de la
Fila 2 en la celda del fotomultiplicador y pulsamos READ, tomando también
este dato. Haremos esto mismo con los viales tercero, cuarto y quinto de esta
segunda fila. Todos estos valores se corresponden con el parametro |y, es
decir, el valor maximo de emision de la bacteria, que, como hemos comentado

anteriormente, deberan ser muy parecidos.

A continuacion, procedemos a trasvasar 0,5 ml de cada uno de los viales de la
Fila 1 al inmediatamente inferior de la Fila 2, comenzando siempre por el mas
diluido hasta el mas concentrado, es decir, de izquierda a derecha, con objeto
de acumular un error minimo. Después se esperan 10-15 minutos para que el
posible toxico contenido en nuestra muestra haga su efecto sobre la capacidad

luminiscente del Vibrio fischeri.

Una vez transcurridos el tiempo, se procede a la lectura de cada uno de los
viales de la Fila 2. Para ello, introduciremos, de uno en uno, los viales de esta
fila en la celda del fotomultiplicador, pulsando cada vez READ. Cada uno de
estos valores es un valor de emisién (110 6 115), es decir, de toxicidad a los 10 6

15 minutos.
Tratamiento de los datos:

El programa calcula automaticamente el valor de la EC50 (al introducir el
valor lp e 110 0 l15). Es conveniente que este valor esté comprendido entre
las concentraciones de las diluciones de nuestras muestras. Si este valor de
ECs calculado no cae dentro de este entorno, se cometera bastante error al

ser calculado por extrapolacion.

Pudiera ocurrir que todos los viales de la Fila 2 (excepto el del extremo
izquierdo, que no contiene muestra) dieran valor 0. Esto indicaria que la
sustancia es extremadamente téxica (ni siquiera la muestra mas diluida ha
dejado bacterias con capacidad de emitir luz). En este caso habria que diluir

la muestra de partida y repetir el analisis desde el principio.

En el caso de que todos los viales dieran un valor alto de lectura, indicaria
gue se trata de una sustancia poco toxica. En este caso, podria esperarse

otros 15 minutos y dar el valor de I3.
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3.3.5.5. Principales aplicaciones:

El ensayo microtox® tiene una gran aplicabilidad, sobre todo, en numerosos

aspectos de la ingenieria ambiental, entre los que podemos destacar:

e Efluentes de aguas residuales.

e Evaluacion de la toxicidad aguda.

e Ensayos de sedimentos lacustres y marino.

e Monitoreo y de aguas superficiales y/o de consumo para la identificacion
de contaminacion.

e Monitoreo y seguimientos de suelos y substratos contaminados.
3.3.5.6. Interferencias

Existen diferentes situaciones o compuestos quimicos que pueden alterar el
ensayo microtox®, obteniendo unos resultados erréneos. Por ello, debemos

considerar las siguientes limitaciones:

e Color. Si se tiene certeza o incluso sospecha de que existe interferencia
por este aspecto, realizaremos la correccion de la lectura, de acuerdo a
los procedimientos existentes.

e Turbidez. Si no existe mucha turbidez podemos dejar sedimentar y
extraer el sobrenadante. En caso de que la muestra albergue demasiada
turbidez, procederemos a centrifugarla y obtendremos de esta manera
el sobrenadante.

e pH. Este tipo de bacterias se mantienen en condiciones Optimas,
siempre que el pH se encuentre entre 6-8.5. Por ello, cualquier ensayo
microtox que se realice fuera de este rango no sera representativo.

e Muestras cloradas. Vibrio fischeri, al igual que la mayoria de bacterias

presentes en el agua, son sensibles a la presencia de cloro. Si la
muestra contiene este elemento, podemos neutralizarlo mediante la
adiccion de tiosulfato de sodio (Na;S20s3).

e Compuestos volatiles. Si la muestra contiene compuestos volatiles van a
ir evaporandose a lo largo de la realizacion del bioensayo, por lo que nos
va a alterar la estabilidad de la respuesta y en consecuencia el resultado

obtenido, sobre todo, en ensayos con analisis replicados. En este
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meétodo la Unica opcion factible, si se quiere conocer la toxicidad de la
fraccion volatil, es realizar el bioensayo durante una duracién corta (5m)

y en sistemas parcialmente cerrados y refrigerados.
3.35.7. Limites de vertido.

En nuestra Comunidad Auténoma, el Decreto 16/1999, de 22 de abril, sobre

vertido de aquas residuales industriales al alcantarillado, establece en su

Anexo Il (valores maximos instantaneos de los parametros de contaminacion)
un valor maximo de 25 Equitox/m®, unidad empleada para medir la toxicidad del

agua.

Este valor estd en sintonia, con otros limites de vertido fijjados en otras

comunidades autbnomas, tal y como podemos apreciar en la siguiente tabla:

Tabla.4. Limites de vertidos en diferentes localidades espafiolas.

LOCALIDAD VALOR DE ECOTOXICIDAD EN VERTIDOS
Madrid (Ley 10/1993) = 25 Equitox/m®
Alicante Ley municipal 286/2004 > 30 Equitox/m®
Islas Canarias Ley municipal 98/2005 - 20 Equitox/m®
La Rioja Ley 11/2006 - 25 Equitox/m®
Sevilla Ley municipal 149/2008 > 15 Equitox/m®
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

El andlisis a simple vista de los microplasticos extraidos nos mostraba que:

e Los microplasticos son visibles a simple vista, sin necesidad de utilizar

microscopia.

e Existen importantes variaciones de tamafio y morfologia entre los

microplasticos de una misma muestra.

e Los microplasticos pueden tener diferentes tonalidades que en muchos

casos esta relacionado con la composicion quimica de los mismos.

e Las diferentes casas comerciales utilizan diferentes concentraciones y

tipos de microplasticos.

Estas evidencias han sido demostradas con anterioridad en otras muestras de
cosmeéticos similares a las nuestras (Eriksen et al., 2013), tal y como podemos

apreciar en la siguiente imagen.

Fig.30. Variacion de color y tamafio en microplasticos. Fuente: Eriksen et al., (2013).

55



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

4.1. SEM-EDX.

A continuacion vamos a observar una serie de fotografias, de los microplasticos

obtenidos de las distintas muestras:

A150 A106
—————

BSE MAG: 300 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm BSE MAG: 250 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm

AS0 ASO
BSE MAG: 350 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm BSE MAG: 1000 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm

Fig.31. Fotografias de microplasticos obtenidos de la muestra A.
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B106 BS50
BSE MAG: 600 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm BSE MAG: 700 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm

Fig.32. Fotografias de microplasticos obtenidos de la muestra B.

c180
BSE MAG: 370 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm

C_250 C_250
BSE MAG: 140 x HV: 15.0 kV WD: 15.0 mm BSE MAG: 180 x HV: 15.0 kv WD: 15.0 mm

Fig. 33. Fotografias de microplasticos obtenidos de la muestra C.
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D180 ' - ) D180
BSE MAG: 170 x_HV: 16.0 kV WD: 15.0 mm — BSE_MAG: 40 x_HV: 15.0 KV WD: 16.0 mm

a
D250 D150
BSE MAG: 250 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm BSE MAG: 370 x HV: 15.0 kV. WD: 15.0 mm

Fig.34. Fotografias de los micropléasticos obtenidos de la muestra D.

Como hemos podido observar en las fotografias anteriores, existe una gran
variedad de microplasticos en cuanto a tamafio y formas. En todas las
muestras han aparecidos microplasticos situados en el rango desde 50 pum
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hasta 250 um. Ademas han apareciendo multitud de formas destacando las
siguientes: ovaladas, elipses, redondeadas Yy algunas parcialmente
deteriorados.

Por otro lado, debemos destacar que podemos apreciar los elementos traza

que los acompafian en su formulacion y composicion quimica.

4.2. Dispersién de rayos X.

A continuacion vamos a observar los diferentes difractogramas con la

composicién quimica de los microplasticos de cada muestra.

Muestra A:

cps/eV

4
c o Al lsi i

] - Iy

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 4 6 8 10

Fig. 35. Difractograma de la muestra A.

Tabla 5. Composicidon quimica de los microplasticos de la muestra A.

Spectrum: A150

El | AN | Series uUnn (%) C. Norm (%) C. Atom (%) C. Error (%)

C 6 K-series 9,79 9,71 18,55 1,2

) 8 K-series 40,15 39,84 57,11 17,9

Al 13 K-series 0,18 0,18 0,15 0,00

Si 14 | K-series 0,32 0,32 0,26 0,00

Ti 22 | K-series 50,34 49,95 23,93 15
Total 100,79 100,00 100,00
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qcil H'Fe

Tabla 6. Composicion quimica de los microplasticos de la muestra B.

Ni Si

Cl

Cr

keV

Fe

Fig. 36. Difractograma de la muestra B.

Spectrum:B75

El | AN | Series unn (%) C. norm (%) C. atom (%) C. Error (%)
C 6 K-series 19,07 19,36 35,65 2,3
0] 8 K-series 30,16 30,62 42,33 3,70
Si 14 K-series 0,22 0,23 0,18 0,00
Cl 17 | K-series 8,57 8,7 5,43 0,30
Cr 24 K-series 5,74 5,82 2,48 0,20
Fe 26 | K-series 33,37 33,88 13,42 1,00
Ni 28 | K-series 1,36 1,39 0,52 0,10
Total 98,5 100,00 100,00
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30

25

20

15

10

Tabla 7. Composicion quimica de los microplasticos de la muestra C.

Fig. 37. Difractograma de la muestra C.

Spectrum: C150

El | AN | Series Unn (%) C. norm (%) C. atom (%) C. Error (%)

C 6 K-series 30,06 26,81 36,95 3,4

O 8 K-series 50,1 44,69 46,24 5,80

Si 14 K-series 31,96 28,51 16,8 1,40
Total 112,12 100,00 100,00
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Tabla 8. Composicion quimica de los microplasticos de la muestra D.

keVv

Fig. 38. Difractograma de la muestra D.

Spectrum: D180

El | AN | Series Unn (%) C. Norm (%) C. Atom (%) C. Error (%)

C 6 K-series 75,93 75,93 81,09 23,4

(@) 8 K-series 23,06 23,06 18,48 7,40

Si 14 K-series 0,71 0,71 0,32 0,01

Cl 17 K-series 0,09 0,09 0,03 0,00

Ca 24 | K-series 0,21 0,21 0,07 0,00
Total 100,00 100,00 100,00
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En la siguiente tabla, podemos observar una comparativa entre todas las

muestras que hemos estudiado anteriormente.

Tabla 9. Composicion quimica de los microplasticos estudiados.

Composicion quimica de los distintos microplasticos extraidos
de las muestras

Elementos

(%) A B C D
C 9,71 19,36 26,81 75,93
O 40,15 30,62 44,69 23,06
Na - 0.87 - -
Al 0,18 1,64 - -
Si 0,32 0,23 28,51 0,71
Ca - - - 0,21
Fe - 33,88 - -
Ti 49,95 - - -
Cl - 8,7 - 0,09
Cr - 5,82 - -
Ni - 1,39 - -

Como podemos observar en la tabla anterior, todas las cremas contienen silice

en su composicion, en mayor o menor medida, siendo la muestra C la que

mayor contenido tiene (28.51%). El origen de esta silice es dificil de determinar

aunqgue de forma general suele ser incluida a través de las siguientes formas:

1. A través de diferentes silicatos: silicato de aluminio hidratado (caolin),

silicato de magnesio hidratado (talco), silicato de sodio (vidrio soluble) y

silicato de hierro. Entre sus principales caracteristicas podemos destacar

que: incrementan la viscosidad, aumentan resistencia mecanica, elevan

el punto de fusion etc. Ademas el talco es muy utilizado en cosméticos

para eliminar grasas y suciedad. Es muy probable que este tipo de

compuestos hayan sido utilizados en

la muestra B y por ello

encontramos trazas de Na, Fe y otros compuestos metalicos. Otra

opcion es que estos elementos provengan de distintos derivados del
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EDTA, tales como: etilen-diamino-tetraacetato de calcio y disodio. Estas
sales se utilizan de forma general como antioxidantes capturando trazas
de iones metalicos y otros elementos que facilitan las reacciones de
oxidacion. La muestras A y D también contendria estos silicatos pero en

menor proporcion.

2. A través de Oxidos de silice. Se le pueden adicionar trazas de cuarzo,

Opalo, silex o diatomita. En este grupo estaria incluida la muestra C.
Como podemos observar alberga un contenido elevado en siliceo y
oxigeno, tratAndose de un elemento diferenciador con las otras
muestras. Que no aparezcan elementos traza en la composicién de la

muestras nos puede confirmar el origen de la silice.

Debemos hacer especial hincapié en la elevada proporciéon de titanio que
tiene la muestra A. Esta elevada concentracién de titanio, conjuntamente
con el elevado contenido en oxigeno, nos hace pensar, que se trata de
diéxido de titanio. Este compuesto es muy utilizado en la produccion de
pinturas, plasticos, cosméticos, productos textiles etc. Se trata de un
magnifico pigmento blanco que ha sido codificado como Cl 77891 en
cosmética y como E171 en la industria alimentaria. Tras observar la
composicién reflejada en la etiqueta de la misma, comprobamos que

reflejan el uso de este compuesto en su composicion inicial.
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4.3. Mastersizer 2000.

El tamafio medio de los microplasticos de las muestras analizadas se
encuentra entre 70 y 190 um. Estos tamafios medios son muchos mas
pequefios que los otorgados por Fendall and Sewell, 2009, en un estudio con

muestras similares, cuyos tamafnos se encuentran entre 196 y 375 pm.

Si comparamos estos valores con estudios de microplasticos en las aguas
superficiales (ya sean rios u océanos), encontramos una gran variedad de
resultados. Eriksen et al. (2013) en su estudio de microplasticos en aguas
superficiales encontraron y caracterizaron microplasticos albergando estos un
tamafo entre 355 um y 4,75 mm. En cambio, Cauwenberghe et al., (2013),
extrajeron microplasticos de los fondos marinos, con tamafios similares a los
nuestros, entre 60 y 180 um. Este tamafio tan pequefio de nuestros
microplasticos va a influir de forma determinante el efecto sobre los distintos
organismos del medio acuatico, los cuales, van a ingerir estas sustancias al
confundirlos con micronutrientes (Moore, 2008). Muchos autores, tales como
Setala et al (2014) o Browne et al (2008) han demostrado la ingesta de
microplasticos con un tamafio alrededor de 10 pm, por lo que pueden
introducirse en la cadena tréfica con cierta facilidad. La ingesta de
microplasticos con tamafio <2000 um se ha observado en numerosas especies
de organismos tales como: bivalvos, equinodermos, poliquetos, briozoos etc
(Thompsom et al, 2004 y Ward and Shumway, 2004).

En cuanto a la homogeneidad, la marca C fue la mas semejante en tamafio con
el 99,62% de las particulas distribuidas entre 10 y 250 m de tamaifio,
correspondiente al valor mas bajo Span, es decir, 0,975 + 0.050. Por el
contrario, a pesar del 78,58% y el 80,97% de frecuencia de volumen de
particulas para las marcas A y D, respectivamente, también variaron entre 10 y
250 micras, hubo una disparidad en la distribucion de tamafio mas amplia. La
presencia de nanoparticulas en ambas marcas los haria mas propensos a ser
ingeridos por los bivalvos que se alimentan por filtracion y pequefios

organismos plancténicos, como copépodos, que pasan a la acumulacion y en
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los niveles superiores de la cadena alimentaria (Fendall y Sewell, 2009).
Curiosamente, el limpiador facial A fue uno de los mas baratos (39,67 €/L) y la
marca D el mas caro (106,75 € /L).

Los microplasticos contenidos en los cuatro muestran una gran variedad de
areas superficiales con una media minima de 0.059 m%g + 0.001 m?/g para el
gel exfoliante C hasta una media maxima de 4,7 m?/g + 2.151 m?/g para el gel
limpiador A. Es evidente, que incluso para los valores mas bajos, estas
particulas pueden actuar como adsorbentes en el medio ambiente trasportando
contaminantes organicos o metales pesados, en comparacidn con otros

bioadsorbentes utilizados en otros ensayos (Bayo, 2012).

60
................... Microplastic A ’?1
1.
Microplastic B !y
50- ; i ‘!
------ Microplastic C ! :
—_—— Microplastic D /I /

Frequency of volume (%)

Particle size distribution (um)

Fig. 39. Distribucién del tamafio de particulas de las diferentes muestras analizadas
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Table 10

Particle size and distribution (three samples were analysed for each
microplastic, with three repetitions)

Samples SSA (m?%g) APD (um) Span

Microplastic A 4,776 £ 2.151 87.905 + 1.916 £ 0.330
11.418

Microplastic B 0.178 £+ 0.017 73.596 +6.761  2.464+0.448

Microplastic C 0.059 + 0.001 115.067 + 0.975 + 0.050
3.003

Microplastic D 0.183 £ 0.028 185.145 + 1.931+1.487
80.123

SSA (Specific Surface Area); APD (Average Particle Diameter)

4.4. FTIR.

A continuacion podemos observar los espectros de absorcion de los distintos
microplasticos y la determinacion analitica de los mismos. Debemos destacar
qgue la identificacion de los grupos funcionales pocas veces es suficiente para
determinar la composicion del analito, por lo tanto, es necesario comparar el
espectro de absorcién completo con espectros de compuestos conocidos a
través de una potente base de datos (Pretsch et al, 2000).
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Fig. 40. Espectro de absorcién de la muestra A.
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Fig.41. Espectro de absorcion de la muestra B
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Fig.42. Espectro de absorcion de la muestra C
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Fig.43. Espectro de absorcion de la muestra D.

Como hemos podido observar las cuatro muestras, tienen un espectro de

absorcion muy similar.
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Las vibraciones en moléculas poliatomicas son mucho mas complejas que en

una molécula diatbmica que sélo puede vibrar en un modo (streching).

El nimero de modo independientes de vibracién de una molécula de N atomos
se calcula asumiendo que el movimiento de cada atomo se puede describir en
términos de desplazamiento a lo largo de tres direcciones espaciales, 3N. Tres
combinaciones de esos desplazamientos resultan en el movimiento de toda la
molécula en el espacio. Si la molécula no es lineal, otras tres combinaciones
especifican la rotacion de la molécula alrededor de su centro de masas, por lo
gue quedan 3N-6 combinaciones de desplazamientos, que son las distorsiones

de la molécula que nos interesa. (Moreno, J and Fernandez J, 2014).

En muchos casos, aunque el movimiento sea colectivo, se puede identificar si
es de tipo Streching o bending. Las absorciones streching de un enlace
aparecen a frecuencias mas altas que que las correspondientes absorciones
de tipo bending, debido a que la excitacion de un modo asimétrico requiere

mayor consumo de energia.

Region de vibracion de extension X-H (4500-2500 cm™)

Esta absorcién corresponde a la extensidbn de enlaces con hidrégeno
(alcoholes, aminas y enlaces C-H) y no se ve muy afectada por el resto de la

molécula, apareciendo bandas constantes en estas zonas.

Claramente nuestras muestras se tratan de compuestos organicos,
conteniendo al menos un centro alifatico, debido a que aparecen vibraciones de

tipo Streching C-H de los grupos metilo y metileno (3000-2850 cm™)

Reqion del triple enlace (2500-2000 cm™)

En esta region absorbe un nimero muy limitado de compuestos de modo que
su presencia se hace evidente, apareciendo triples enlaces del carbono con el
nitrdgeno, oxigeno, carbono etc. Como podemos observar en nuestras

muestras no aparecen picos en esta area.
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Reqién del doble enlace (2000-1500 cm™)

Las bandas principales se deben al grupo carbonilo C=0 (1830-1650 cm™) y al
doble enlace C=C, siendo la primera mas intensa que la segunda y una de las
mas faciles de reconocer en el espectro. Como podemos observar en nuestras

muestras no aparecen picos de absorcion en este rango.

Reqién de huella dactilar (2000-1500 cm™)

En esta region del espectro pequefias diferencias en la composicién de una
molécula dan como resultado cambios importantes en la distribucion de los
picos. La correspondencia de dos espectros en esta region constituye una
prueba de identidad. Muchos enlaces sencillos absorben en esta region, por lo
que es muy complejo interpretar de forma exacta el espectro en esta zona.
Pero es esta complejidad y singularidad la que permite la utilidad de

identificacion como huella dactilar.

A grandes rangos podemos determinar que va a ser en esta zona donde van a
aparecer los grupos funcionales que contienen a los elementos traza
anteriormente observados. Como resumen, aparece en todas las muestras

grupos silanos (entorno a 1400 cm™) y compuestos siloxanos.
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Los resultados FTIR muestran grupos caracteristicos presentes en el material
de estudio, permitiendo identificar la estructura quimica de las muestras
(Polietileno). El polietileno, va a propiciar, que los microplasticos se encuentre
durante mas tiempo en la columna de agua, a diferencia que el poliestireno que

es mas facil que sedimente (Thomsom et al., 2004).
4.5. MICROTOX

Para una interpretacion mas adecuada de los datos de toxicidad, se emplean
los parametros Unidades de Toxicidad (TU) o indice de Impacto de Toxicidad

(TN50), expresados ambos como:

TU =TI, = Equitox / m* = —— x100

50

Como se observa, ambos parametros se calculan de la misma forma, pero
tienen significados distintos y, por ello, una nomenclatura diferente. Asi,
mientras el pardmetro Unidades de Toxicidad hace referencia a una cantidad
de una sustancia conocida, el indice de Impacto de Toxicidad se refiere a una
cantidad de una mezcla de composicion desconocida. Por tanto, sera este
altimo parametro el que se emplee en el estudio de la toxicidad de aguas

residuales.

Puesto que esta expresado en %, nos permitird la comparacion de la toxicidad
de distintas aguas. En Espafia, la legislacion denomina a este parametro TII50

como Equitox/m3.
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Tabla 11. Ensayo microtox® muestra A.

. Vial 3 Vial 4 Vial 5
0,
Blanco Vial 2 (5,625%) (11,25%) (22.5%) (45%)
73 94 101 78 80 lo
Muestra A 53 24 17 Is
50 22 15 110
48 21 15 120
Muestra A
120
100
o 80 \ Blanco
5 “ —\/ial 2 (5,625%)
2 60 Ol _
£ \ SN— Vial 3 (11,25%)
3 40 \ —\Vial 4 (22,5%)
\\ —\fial 5 (45%)
B \
) —
0
10 15 110 120
Fig.46. Evolucion de la luminiscencia en el ensayo microtox®. Muestra A.
Tabla 12. Ensayo microtox® muestra B.
. Vial 3 Vial 4 Vial 5
0,
Blanco Vial 2 (5,625%) (11,25%) (22.5%) (45%)
92 91 93 90 80 o
Muestra B 51 49 50 50 38 Is
49 47 48 48 37 110
47 47 49 49 34 120
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Luminiscencia
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120

=——Blanco
—Vial 2 (5,625%)
——=\fial 3 (11,25%)
—Vial 4 (22,5%)
——V/ial 5 (45%)

Fig.47. Evolucion de la luminiscencia en el ensayo microtox®. Muestra B.

Tabla 13. Ensayo microtox® muestra C.

. Vial 3 Vial 4 Vial 5
0,
Blanco Vial 2 (5,625%) (11,25%) (22,5%) (45%)
71 65 59 63 60 lo
Muestra C 67 51 41 32 22 I5
66 47 37 28 20 I10
63 45 35 26 20 120
Muestra C
30
70 T
o \ =—=Blanco
§ \\ ——Vial 2 (5,625%)
% 40 \!"“"—-—-—— R ——\fial 3 (11,25%)
330 — —Vial4 (22,5%)
20 Vial 5 (45%)
10
0
10 I5 110 120

Fig.48. Evolucion de la luminiscencia en el ensayo microtox®. Muestra C.
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Tabla 14. Ensayo microtox® muestra D.

10

110

120

. Vial 3 Vial 4 Vial 5
0,
Blanco Vial 2 (5,625%) (11,25%) (22.5%) (45%)
71 70 78 70 67 lo
Muestra D 70 69 73 72 75 I5
75 73 76 76 80 110
79 75 85 80 81 120
Muestra D
90
80
70 J
« 60 Blanco
g 50 Vial 2 (5,625%)
% 40 Vial 3 (11,25%)
3 30 —Vial4 (22,5%)
20 =—\fial 5 (45%)
10
0

Fig.49. Evolucion de la luminiscencia en el ensayo microtox®. Muestra D.

Tabla 15. Concentracion letal 50 de las diferentes muestras obtenidad mediante el

ensayo microtox®.

I5 l10 120
Muestra A 3,609 3,859 3,796
Muestra B 14,31 13,16 16,81
EC0) (%)
Muestra C 28,4,43 22,98 23,15
Muestra D 19,7 13 -
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Tabla 16. Toxicidad de las diferentes muestras obtenidad mediante el ensayo microtox®.

I5 l10 120
Muestra A 27,71 25,91 26,34
Muestra B
! 8 6 TU (Eq/m3)
Muestra C 3,52 4,35 4,32
Muestra D 5,073 7,761 -
Toxicidad
30 30
25 25
20 20 W Muestra A
I Muestra B
15 15
Muestra C
10 10 W Muestra D
= | imite vertido
5 5
0 0
15 110 120

Fig.50. Toxicidad de las distintas muestras y limite de vertido.

El estudio Microtox® ha determinado que la muestra A es la mas téxica de las
analizadas, encontrandose incluso fuera de la especificacion de vertido a cauce
publico. Los datos parecen indicar que esta toxicidad es debida al diéxido de

Titanio.

Actualmente hay un debate abierto en la comunidad cientifica, puesto que hay
muchos autores que indican que este elemento seria toxico para el medio
ambiente e incluso peligroso para los humanos, debido a que las
nanoparticulas de diéxido de titanio poseen caracteristicas fisico-quimicas
diferentes a las macromoléculas pudiendo alterar las propiedades biolégicas de
los organismos (Shi et al., 2013). Sin embargo, no existen todavia estudios
epidemioldgicos que relacionen la exposicidbn a nanoparticulas de diéxido de

titanio con una incrementacion significativa del riesgo de padecer cancer.
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La ingesta del dioxido de titanio puede producirse por diferentes vias:

Inhalacion. Mediante la aspiracion de sprays antimicrobianos que

contienen este elemento.

Oral. A través de la ingesta de productos alimenticios que contiene
concentraciones de nanoparticulas de éxido de titanio que actian como

aditivos.

Intravenosa. Este tipo de introduccion en el cuerpo humano estaria casi
restringida a la aplicacion de farmacos y otros compuestos de caracter

sanitario.

Absorcion dermatologica. Este tipo de absorcién es de gran interés
debido a que como hemos comentado anteriormente, existe una amplia

gama de productos cosméticos que contienen este compuesto.

Los principales efectos descritos son:

Induccion a la inflamacién nefritica, de vias respiratorias, etc. (Lu et al.,
1998, Moon et al., 2010)

Neumonia, metaplasia (Warheit et al., 1997).

Defectos en la funciones de los macrofagos y acumulacion en las septas
interarveolares. (Lee et al., 1985, Warheit et al., 1997).

Estudios recientes han determinado que juegan un papel importante en
la traduccion celular, pudiendo causar alteraciones importantes,
participando activamente en la etiologia del cancer. (Shi et al, 2013,
Huang et al, 2009).

La mayoria de los estudios realizados para conocer los efectos sobre la salud

del ser humano han sido realizados en ratas y cerdos y posteriormente

extrapolados mediante modelos matematicos.

La mayoria de biotests realizados con particulas de dioxido de titanio han

determinado una toxicidad nula o casi nula en la bacteria Vibrio fischeri (Garcia,

et al., 2011. Strigul et al, 2009). Esta diferencia con nuestro estudio puede estar
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relacionada con las interacciones y reacciones fotoquimicas que puede sufrir el
diéxido de titanio con la radiacion ultravioleta y otras sustancias quimicas,
aumentando de esta manera su toxicidad. Los distintos autores han
determinado la toxicidad para nanoparticulas altamente puras, por lo que esta
puede ser la principal razén que justifica los distintos valores de toxicidad, ya

que, puede ser que hayamos analizado mediante el microtox®, algun
compuesto intermedio.
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5. Conclusiones.

Se ha llevado a cabo el estudio y analisis de los microplasticos contenidos en
cuatro limpiadores faciales comerciales, con objeto de examinar sus
caracteristicas fisicas y quimicas, asi como su toxicidad para el medio
ambiente. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, podemos extraer las

siguientes conclusiones para el presente Trabajo Fin de Méster:

o Las formas detectadas mediante microscopia electronica de barrido
fueron muy variadas, aunque predominaban las formas elipsoidales.

o La espectroscopia de dispersién de rayos X mostré la presencia de
diferentes microelementos en los cuatro limpiadores faciales,
destacando la presencia de titanio en el limpiador facial A.

o Se presenta una gran variabilidad de tamafos para cada uno de los
microplasticos estudiados en los cuatro limpiadores faciales,
encontrandose las muestras analizadas en tamafios medios entre 70 y
190 um, siempre inferiores a los encontrados es otros estudios similares.

o La presencia de grupos funcionales silano y siloxanos en estos
microplasticos indica su potencial efecto adsorbente de metales pesados
u otros compuestos organicos presentes en los vertidos.

o Tanto la Muestra A como la Muestra D presentan nanoparticulas de
microplasticos, siendo las que mayor impacto sobre la cadena tréfica
van a producir, pero curiosamente el limpiador facial A fue uno de los
mas baratos (39,67 € /L) y la marca D el mas caro (106,75 € /L). Por lo

gue van a afectar de forma similar al medio ambiente.

o La presencia de polietileno como constituyente de los microplasticos
incluidos en los limpiadores faciales analizados, con una densidad
especifica inferior a 1, hara que estos floten en la columna de agua,
provocando un mayor impacto en los organismos plancténicos por su
mayor biodisponibilidad.

o Unicamente la muestra de la marca A presentd valores de toxicidad

aguda por encima de lo establecido en nuestro Decreto 16/1999 de

81



Andrés David Martinez Garcia.
Master de Ingenieria Ambiental y Procesos Sostenibles.

vertidos industriales al alcantarillado, debido a la presencia de titanio en
su composicion. Este valor de toxicidad, se debe a las distintas
interacciones que ha sufrido el di6xido de titanio.

El amplio rango de tamafios y formas detectadas hace que estos
microplasticos estén bastante disponibles para los primeros organismos
mas pequefos de la cadena troéfica.

La legislacion debera de adaptarse a este nuevo contaminante y regular
su uso, tamafio y composicion, para minimizar los impactos sobre el

ecosistema y la cadena troéfica.
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