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DETECCION Y CARACTERIZACION DE MICRO/NANO PLASTICOS EN
PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL

El objetivo principal de este trabajo ha consistido en conseguir el aislamiento, deteccion y
caracterizacion de particulas de plastico de tamafios pequefios, exactamente en la escala nano y
micro, en productos de higiene personal, realizdndose un estudio detallado acerca del rango de
tamanos de las particulas, de su forma, color y composicion.

Se ha utilizado la centrifugacion para conseguir separar las particulas gracias a la diferencia de
densidad entre éstas y el disolvente seleccionado, que fue el metanol. Tras llevar a cabo dicha
centrifugacion, las particulas separadas se analizaron mediante espectroscopia infrarroja para
poder determinar su composicion.

Por otro lado, se utilizé la filtracion para fraccionar las particulas en funcién de su tamafio. De
esta manera se han podido estudiar las particulas mayores de un micrometro mediante
microscopia Optica, y las particulas méas pequefias de un micrometro mediante la técnica de
dispersién de luz dinamica.

El trabajo desarrollado ha permitido obtener una metodologia adecuada para poder detectar y
caracterizar la gran parte de las particulas de plasticos que se encuentran en productos comerciales
de higiene personal, confirmando la presencia tanto de micro como de nanoplasticos.



DETECTION AND CHARACTERIZATION OF MICRO/NANO PLASTICS
IN PERSONAL CARE PRODUCTS

The main objective of this work has consisted in the isolation, detection and characterization of
plastic particles of small sizes, namely in the nano and micro range, in personal care products,
making a detailed study about the range of particle size, shape, color and composition.

Centrifugation was used for the separation the particles due to the difference in densities between
the particles and the selected solvent, that was methanol. After centrifugation, the isolated
particles were analyzed by infrared spectroscopy to determine their composition.

On the other hand, filtration was used for fractionating the particles according to their size. By
using this strategy, particles larger than one micrometer could be studied by optic microscopy,
whereas particles of smaller than one micrometer were studied by dynamic light scattering.

The work carried out has allowed to obtain a suitable methodology for detection and
characterization of most of the particles found in personal care products, confirming the
occurrence of both micro and nanoplastics.
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1. INTRODUCCION

1.1. DEFINICION

La contaminacion debida a los pléasticos es un tema de preocupacion ambiental que se ha discutido
intensamente tanto en la literatura cientifica como en los medios pablicos. Tomando con especial
énfasis el continuo aumento en la produccién de plasticos que se estd convirtiendo en una
creciente problemaética para el medio ambiente.

Debido a que cada vez se obtienen una cantidad mayor de residuos plasticos, cifra que aumenta
anualmente desde 1,5 a 2,5% de las 335 Mton alcanzadas en 2016. Este problema se ve
acrecentado todavia méas debido a que el tiempo de vida util de la mayoria de los plasticos que se
utilizan en la actualidad cada vez es menor [1].

Poco a poco la sociedad se estd haciendo eco de la magnitud del problema y se estan buscando
soluciones eficientes para reducir la generacion de estos residuos plasticos, buscando una
alternativa mas ecoldgica, ademas de estudiar una manera para poder separarlos, minimizando su
impacto ambiental [2].

Una de las principales limitaciones con las que se encuentran las investigaciones actuales acerca
de la contaminacidn por pléasticos es la falta de armonizacién en la comunidad cientifica, tanto en
la manera de clasificar los diferentes tipos de plastico (segin tamafo, origen...) como en la
manera de determinar las mejores metodologias existentes para su separacion en los distintos
ecosistemas contaminados. Sin embargo, esto se estd mejorando ya que los cientificos han
desarrollado definiciones formales para garantizar la armonizacion de las distintas investigaciones
sobre la contaminacion debida a los plasticos [2].

Dentro del tema de la contaminacién debida a los pléasticos, este trabajo se va a centrar en las
particulas de tamafio mas pequefio, en especial en los micro y nanoplasticos. Determinando su
posible problemética y aplicando métodos para poder detectarlos y caracterizarlos.

1.2. CLASIFICACION DE LOS PLASTICOS

Con respecto a las posteriores consecuencias que conllevan los plasticos para los organismos
expuestos a ellos, es esencial una distincion clara entre los diferentes tipos de plasticos que
existen. Esta diferenciacion no solo sefiala las diferencias entre macro y microplasticos, sino que
también es la clave para diferenciar los diferentes efectos que causan dependiendo de su tamario,
forma y composicion quimica [3].

Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), los microplasticos se definen
como particulas o fibras de polimeros sintéticos con un didametro comprendido entre 1y 5000 pm,
aungue, este limite inferior se vié extendido hasta los 100 nm, produciendo una disyuntiva sobre
la diferenciacion con los nanoplasticos, ya que se puede encontrar articulos en los que el limite
superior para nanoplasticos es de 1000 nmy otros de 100 nm [3]. Sin embargo, en la actualidad
se ha llevado un consenso en el mundo cientifico para usar la siguiente terminologia [4]:

e Dentro de la escala nanométrica, a todos aquellos que estén comprendidos entre 1y 1000
nandmetros, pudiéndose dividir a la vez en nanoplasticos (1 a 100 nm) y plésticos
submicroénicos (100 a 1000 nm).

e Microplésticos, comprendidos entre 1 y 1000 micrometros.

e Mesoplésticos, entre 1y 10 milimetros.

e Macroplésticos, a los comprendidos entre 1 cm y adelante.

Es importante resaltar la definicion de los microplésticos, ya que van a ser el centro de nuestro
estudio, siendo pequefias particulas sintetizadas a partir de derivados del petréleo. La resistencia



quimicaYy fisica de los plasticos hacen que sea bastante dificil su eliminacion suponiendo un grave
problema para la mayoria de los ecosistemas [1], ya que tardan mucho tiempo en ser degradados,
siendo sus principales origenes debidos a la actividad industrial y al consumo domeéstico, estando
presente en detergentes, dentifricos, productos exfoliantes y tejidos sintéticos.

Otra forma para poder clasificar los microplasticos se fundamenta en cual sea su origen, para ello
se podra diferenciar los plasticos primarios y secundarios, que se explicaran a continuacion. A
grandes rasgos, los primarios se referiran a los microplasticos que se fabrican como tales, mientras
gue los secundarios se refieren a los son fragmentados ya sea por accion del medioambiente o por
el desgaste de elementos plasticos [4]. Aungue cuando nos trasladamos a la realidad no resulta
asi de facil esta clasificacion ya que no es tan sencillo distinguir si los plasticos provienen de un
origen primario o secundario.

Los microplasticos primarios consisten en particulas de plasticos de diversas formas
(microesferas, microfibras...) y tamafios, que normalmente son afiadidos a productos cosméticos
y de cuidado personal, como champuses y exfoliantes [5]. Los productos para el cuidado personal
y los cosméticos que contienen microesferas de plasticos fueron recientemente prohibidos en los
Estados Unidos, Canada y la Union Europea; sin embargo, todavia se usan ampliamente en otros
paises, y su impacto se puede alargarse en varias generaciones futuras [5].

Los microplasticos secundarios se obtienen a partir de los primarios y se pueden fragmentar
mediante dos vias. La primera es la via fisica, donde los microplasticos se forman a partir de la
fragmentacion de plasticos mas grandes. Esta fragmentacion se produce cuando los residuos
plésticos, como polietileno o poliestireno, se exponen a la luz solar, dicha degradacion comienza
con una fotooxidacion que comienza a nivel molecular con la rotura homolitica fotoinducida de
enlaces C-H, normalmente se rompe el enlace en un carbono terciario [1]. En presencia de
oxigeno, los nuevos radicales libres que se forman en la ruptura homolitica son radicales peroxi,
que se convierten mediante una deshidrogenacién en hidroperoxidos, inestables tanto
térmicamente y fotoquimicamente. Posteriormente, se produce una cascada de reacciones que
producen finalmente la rotura de la cadena del polimero, en particulas de menor tamafio [1]. La
velocidad de estos procesos de degradacion esta influenciada por la estructura quimica del
material polimérico y las condiciones ambientales a las que esta expuesto. Se ha demostrado que
la degradacion es mucho mas rapida en la costa frente al interior del mar debido a que en la costa
existe unas temperaturas mas altas y una exposicion mas severa a la luz [1]. Estos microplasticos,
que se forman a partir de la radiacidon ultravioleta, tras la degradacion siguen teniendo las mismas
caracteristicas que el material del que provienen [5].

El otro tipo de mecanismo mediante el cual se forman microplasticos secundarios, proviene de la
degradacion por una reaccion quimica, estos a diferencia de los anteriores no mantienen las
caracteristicas de sus plasticos precursores, por lo que tienen una quimica mucho mas versatil,
debido a la variedad de plasticos que se pueden encontrar en los distintos ecosistemas que puede
interactuar entre ellos [5].

La degradacion de los microplésticos a través de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos puede
conducir a la formacion de nanoplasticos (particulas <100 nm), lo que exacerba los peligros
ambientales asociados. Ademaés, el pequefio tamafio de los nanoplasticos representa un riesgo
potencialmente mayor ya que es comparable al de las membranas celulares y otros componentes
celulares. Las caracteristicas hidrofébicas de éstos, combinadas con su tamafio antes mencionado
hacen que puedan penetrar dentro de las células, ya sea por los poros o por la ruptura de las
paredes celulares, lo que puede llevar a la citotoxicidad [5].

Entre todos los tipos de pléstico que se han encontrado, los més abundantes son el polietileno
(PE) vy el poliestireno (PS), seguidos de tereftalato de polietileno (PET) polimetilmetacrilato



(PMMA) vy poliester (PES). En cuento a las formas encontradas, hasta el 74% de particulas
analizadas eran esféricas, ademés de encontrar particulas irregulares y fibras [3].

1.3. PRESENCIA DE LOS PLASTICOS EN LA ACTUALIDAD.

Se han encontrado microplasticos en ecosistemas acuaticos (marinos y de agua dulce), desde las
zonas mas profundas a las superficiales, desde el Artico a las montafias, también se han
descubierto en sedimentos de casi todos los sistemas terrestres [3]. Lo que explica a grandes
rasgos la magnitud de este problema.

Esta presencia en casi todos los ecosistemas se explica gracias a que la distribucion de estos
plésticos esta fuertemente influida por factores meteorolégicos, temporales y geograficos que
pueden comprometer enormemente la reproducibilidad de los diferentes estudios [7].

En cuanto a los ecosistemas marinos los factores mas importantes son los patrones de circulacién
oceanica, las corrientes marinas y la deriva de los micro/nanoplasticos que son los principales
impulsores en la distribucion de plasticos en los diferentes ecosistemas marinos. También se ha
comprobado la transferencia de contaminacion plastica desde ecosistemas maritimos a terrestres
y viceversa, debido principalmente a los siguientes factores: la vida silvestre migratoria, los rios,
las aguas superficiales... Todo esto explica las amplias escalas espaciotemporales en las que
aparecen los micro/nanopléasticos [2].

El aspecto que mas preocupa a los investigadores es la exposicion humana a esta contaminacion
pléstica, que puede ocurrir a través del aire, del agua potable e incluso por la ingestion de
alimentos contaminados, como mariscos [2].

Siguiendo con los ecosistemas acuaticos, gracias a distintos estudios se han encontrado
concentraciones de microplasticos con didmetro menor a 20 um, alrededor de 10° particulas/m?®
detectados en el canal urbano de Amsterdam, y de 10*-10°en un rio de China [3]. Estas cifras
explican la magnitud de este problema. También se llev6 a cabo un estudio a lo largo del rio Elba
en Alemania, donde se caracterizaron microplasticos de hasta 4 um se analizaron gracias a la
espectroscopia microRaman. Ademas, se pudo conseguir cuantificar el nimero total de particulas
organicas e inorganicas, obteniendo una concentracién del orden de 10! particulas/m?, la
concentracion de microparticulas plasticas oscilaba entre 10° y 10° particulas/m? (dentro de estas
particulas casi el 90% de ellas su didmetro era menor de 20 um) siendo una cantidad casi
despreciable dentro de toda la cantidad de microparticulas existentes en el filtro [3].

1.4. RIESGOS ASOCIADOS A LOS MICROPLASTICOS

Ahora nos centraremos en los riesgos asociados a estos materiales. En cuanto a los
macroplasticos, antes expuestos, su principal peligrosidad viene determinada en general por la
posible obstruccion gastrointestinal tras su ingestion, principalmente se observa en pajaros,
mamiferos y peces, que los puede llevar a la muerte por asfixia [6]. Se puede extrapolar este
comportamiento en seres vivos con tamafios de plasticos mas pequefios, como los microplasticos.
En varios experimentos se ha demostrado que diferentes organismos planctonicos, bivalvos,
equinodermos, corales y decapodos absorben microplésticos durante la alimentacion. Esta
ingestion de microplasticos planea varias preocupaciones, como que estas son capaces de evocar
una respuesta bioldgica a través de mecanismos fisicos y quimicos [8].

En primer lugar, se han demostrado dafios fisicos en pequefios organismos como abrasiones
internas y obstrucciones. También se ha demostrado que estas particulas de microplasticos causan
dafios que conducen a la necrosis celular, inflamacion y laceraciones en el tracto gastrointestinal
[8]. Cuando los plasticos son de un tamafio suficientemente pequefio para poder formar parte de
los tejidos se denomina fendmeno de translocacién [5]. También muchos cientificos denominan



el término captacion cuando los microplasticos se quedan adheridos a las branquias u otros tejidos
blandos como el epitelio intestinal [5]. Los términos captacion y translocacion solo se utilizan
cuando las particulas de plastico han penetrado en células o tejidos mas alla de la superficie
epitelial. Diferentes estudios han determinado que existe la presencia de esta translocacion de
particulas plasticas en diferentes especies animales (moluscos, crustaceos...) [5].

Estos estudios han causado una gran preocupacion con respecto a la seguridad alimentaria
humana, debido al consumo de estos moluscos. Aunque aun no se ha conseguido determinar si
estas particulas microplésticas viajan por la cadena alimentaria y terminan en los seres humanos,
y si estos causan un efecto adverso en su salud [8].

1.5. METODOS ANALITICOS: TRATAMIENTOS PREVIOS

Para gue los microplasticos puedan ser caracterizados y cuantificados, deben ser separados de las
respectivas matrices en las diferentes muestras, ya sean liquidas o solidas (suelos, sedimentos,
tejidos biolégicos).

Las principales técnicas que se han estudiado hasta el momento para poder separar y estudiar
estos microplasticos de las muestras son la filtracion y la separacion por densidades [7].

La filtracién es ampliamente la técnica méas usada para la separacion de microplasticos en
muestras acuosas, mientras que la separacion por densidades se utiliza mayoritariamente cuando
se desea aislar las particulas en muestras solidas (sedimentos, suelos...).

Sobre las filtraciones, se pueden encontrar una amplia gama de tamafios de poros, que determinara
las particulas més pequefias que se pueden separar, el principal inconveniente de esta técnica se
trata de que los poros se pueden obstruir facilmente, ya sea por materia organica o por minerales,
para impedir esto se pueden hacer filtraciones secuencias con membranas de distintos tamarios de
poros [7].

En cuanto a la separacién por densidades se aplica a suelos y sedimentos, y consiste en jugar con
la densidad del plastico y de la disolucion, preparando suspensiones de muestra de suelo o
sedimento con disoluciones saturadas de sales y recogiendo el sobrenadante, donde se encontraran
los microplasticos, para su posterior filtracion. Las disoluciones saturadas de cloruro de sodio son
una de las disoluciones mas usadas para la separacién por densidades, debido a que el NaCl tiene
un bajo precio y su impacto medioambiental es minimo. Estas disoluciones se suelen usar para
separar plasticos de baja densidad, como el polietileno. Otras disoluciones que se utilizan son de
sales como el Nal y el ZnBr; presentan rendimientos aun mayores que el NaCl para polimeros
mas densos ademas de sélo necesitar un lavado del sedimento (frente a los tres que se necesita
con NacCl), pero tienen el inconveniente de que el Nal reacciona con diferentes filtros como los
de celulosa, mientras que el ZnBr; es potencialmente peligroso para el medioambiente. Para llevar
a cabo este tipo de separaciones habra que tener en cuenta muchos factores, como las diferentes
densidades segun el tipo de polimero, la concentracion de aditivos... Los plasticos mas faciles de
determinar con esta técnica consisten en el PE y PS [7].

También existen otros métodos menos habituales, como el que utiliza Felsing et al [7], separando
microplasticos con un separador de campana electroestatica, consiguiendo aislar las particulas de
interés.

1.6. METODOS ANALITICOS DE CARACTERIZACION

Tras conseguir separar estas particulas, se debe comprobar que se tratan de microplésticos, y para
ello, la forma mas utilizada es estudiando los espectros de las muestras obtenidos mediante



espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) y espectroscopia Raman. Ambas
espectroscopias vibracionales son métodos no destructivos y muy precisos [7].

La técnica de FT-IR depende de la estructura de los compuestos a analizar ya que recoge las
vibraciones caracteristicas de los diferentes grupos de atomos, generalmente esta técnica se
emplea para identificar especialmente los grupos organicos.

La radiacion infrarroja alcanza la muestra, siendo parte de esta radiacion absorbida por la muestra.
La sefial resultante, tras pasar por el detector, consiste en un espectro que representa la “huella”
molecular de la muestra [10].

Se han utilizado diversas técnicas de FT-IR en la caracterizacion de los microplésticos, como la
reflexion total atenuada (ATR-FTIR) que mejora la informacion acerca de los microplasticos
irregulares y como la micro-FTIR que produce un mapa de alta resolucién de las muestras (por
debajo de 20 micras) [7].

Mientras que el Raman proporciona un espectro basado en la polarizacién de los enlaces quimicos
permite de caracterizacién de microplasticos mayores de 1 micra y menores de 20, pero se
encuentra limitada por la duracion de la medicion y una posible interferencia por fluorescencia,
gue depende de las caracteristicas del material como de su color y su degradacion [7].

Otra técnica usada para la caracterizacion de microplasticos consiste en la cromatografia de gases-
espectrometria de masas con pir6lisis (pyroGC-MS), gracias a el analisis de los productos tras
una degradacion térmica. De esta manera, los microplasticos se descomponen térmicamente en
condiciones inertes y el gas formado se atrapa y separa en una columna cromatografica,
detectandose los distintos compuestos mediante espectrometria de masas. Este método puede
proporcionar la caracterizacion quimica de un solo microplastico o de una mezcla de estos, pero
se trata de un método destructivo y no proporciona informacion acerca del nimero, tamafio o
forma [7].

Las principales desventajas de estos nuevos métodos residen en la especialidad de los
instrumentos, en el largo tiempo que conllevar analizar cada muestra, la incapacidad de
caracterizar segun qué tipo de polimeros y la rapidez con la que se saturan los equipos de medida.
Los resultados normalmente se expresan como concentracién en nimero de particulas de
microplastico (por ejemplo, L, en agua), normalmente también se detalla los diferentes tamarios,
colores y formas que presentan dichas particulas [7].

2. OBJETIVOS

El objetivo genérico de este trabajo es la deteccidn y caracterizacion de particulas de plasticos en
productos de higiene personal, con especial interés en establecer los rangos de tamafios de las
particulas presentes y poder confirmar la presencia de micro y nanoplasticos.

El objetivo genérico del trabajo se desglosa en dos objetivos concretos:

1. Separacidn y aislamiento de particulas en las muestras objeto de estudio.

2. Caracterizacion de las particulas separadas mediante la determinacion de sus tamafios y su
composicion.

Para cubrir el objetivo 1 se va a hacer uso de técnicas de filtracion y centrifugacion, mientras que
el objetivo 2 se va a basar en el uso de técnicas de microscopia Optica y dispersion dinamica de
luz (DLS) para la determinacion de tamafos y de espectrometria infrarroja con transformada de
Fourier para identificacion del tipo de polimero.



3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REACTIVOS, SUSPENSIONES Y PATRONES

3.1.1. REACTIVOS

Metanol, supragradient HPLC grade (Scharlau).
Agua ultrapura (MilliQ system), filtrada con membrana de 0,02 pm.

3.1.3. PATRONES

Un patron de poliestireno de 0.1 micra en base acuosa.
Un patron de poliestireno de 1 micra en base acuosa.

3.2. INSTRUMENTACION Y MATERIAL

3.2.1. INSTRUMENTACION

DLS Zetasizer Nano (Malvern).

Centrifuga, Heraeus Multifuge X1R (Thermo Fisher).

Balanza analitica (Mettler Toledo).

Espectrometo FT-IR con medida de reflectancia total atenuada (ATR) Spectrum 100
(Perkin Elmer)

Microscopio 6ptico con objetivos de x5, x10, x20 y x100 aumentos (Zeiss), con una
camara acoplada (Axiocam).

3.2.2. MATERIALES Y APARATOS

Bafio de ultrasonidos.

Sonda de ultrasonidos.

Vasos de precipitados.

Botes de vidrio para almacenar muestras.

Micropipeta de 1 ml.

Material desechable: puntas de pipetas de 1 ml, pipetas pasteur.
Matraces aforados de 100 ml.

Filtros de policarbonato de 1 micra.

Filtros de teflon de 1 micra.

Soportes filtrantes de 25 Y 49 milimetros de diametro.
Bomba de vacio.

Probeta.

Cubeta de plastico.

Varilla de vidrio.

Tubos de vidrio para centrifuga.

3.3. MUESTRAS

e Muestra I. Balsamo capilar exfoliante Stylius, con particulas de PE.

e Muestra Il. Gel de ducha exfoliante Laino, contiene particulas de PE.

e Muestra Ill. Gel exfoliante y purificante Bioderma contiene particulas de PE.

e Muestra V. Gel desincrustante Noreva, contiene particulas de PE.

o Muestra V. Balsamo capilar exfoliante Stylius, con particulas de origen natural.
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e Muestra VI. Gel desincrustante y exfoliante HYFAC, contiene particulas de PE.

La composicion y presentacion de las muestras se recogen en el Anexo.

3.4. PROCEDIMIENTOS
3.4.1. PREPARACION DE SUSPENSIONES

Suspensiones acuosas: Se prepararon suspensiones acuosas a dos concentraciones (20 y 100 mg
L1), para ello se pesaron 0.2 g y 1 g de producto, respectivamente, que se suspendieron en un
volumen de 10 mL de agua ultra pura, llevandose a un volumen final de 100 mL con agua ultra
pura.

Suspensiones metandlicas: Se prepararon suspensiones metandlicas de 100 mg L, para ello se
pesaron 1 g de producto, que se suspendieron en un volumen de 10 mL de metanol, llevandose a
un volumen final de 100 mL con metanol.

Para conseguir suspensiones homogéneas, las mezclas se sometieron a agitaciéon manual, en bafio
de ultrasonido o con sonda de ultrasonidos segun el caso. En primer lugar, se intent6 disolver la
muestra mediante la agitacion con una varilla de vidrio, si se observaba que este procedimiento
no era suficiente para obtener una suspension homogénea, se introducia la disolucién a un bafio
de ultrasonidos durante 10 minutos. Si seguia sin obtenerse una suspension homogénea se
introducia una sonda de ultrasonidos en la suspension un maximo de 10 minutos.

Las suspensiones de patrones de microparticulas se prepararon por pesada de una gota de patron,
adicion de 10 mL de agua ultra pura y agitacion en bafio de ultrasonidos.

Todas estan suspensiones eran guardadas en nevera (4°C) para gue se mantuviesen estables.

3.4.2. CENTRIFUGACION

Para cada producto estudiado, se centrifugaron 10 ml de suspensién metanélica de 100 mg L%,
que habian sido sonicados previamente 1 minuto, a 5000 rpm durante 25 minutos a 25°C. A
continuacion, se elimind el sobrenadante y se lavo el residuo sélido 2 veces con 1 mL de metanol.
Finalmente, el residuo se secé a 65°C durante 24 horas para su posterior analisis mediante FT-IR.

3.4.3 FILTRACION

Para observar las particulas al microscopio 6ptico, se filtraron a vacio 10 ml de una suspension
acuosa de 20 mg L de muestra, que habian sido introducidos previamente en un bafio de
ultrasonidos durante 1 minuto, sobre un filtro de policarbonato de 1 um de tamafio de poro. A
continuacion, el filtro se sec6 a 65°C durante 24 horas para su posterior observacion.

Para el estudio de las particulas menores de una micra mediante DLS se filtraron a vacio 10 ml
de una suspension acuosa de 100 mg L™ de muestra, que habian sido previamente sonicados del
mismo modo que en la situacion anterior, sobre un filtro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 1
pm de tamafio de poro, recogiéndose el filtrado para su posterior anélisis mediante DLS.

3.4.4. FT-IR

De los residuos solidos obtenidos para cada muestra mediante centrifugacion siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 3.4.2. se colocd una pequefia cantidad en el area de
observacion del instrumento, aplicando la presion adecuada determinada por el software del
aparato, mediante el accesorio ATR acoplado al FT-IR, con el que se mide la reflectancia total
atenuada.
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3.4.5. DLS (Dynamic light scattering)

Para la medida en el DLS, se introdujo 1 ml del filtrado obtenido mediante el procedimiento
descrito en 3.4.3, previamente sonicado durante 1 minuto, en una cubeta, evitando la formacion
de burbujas.

3.4.6. Microscopia Optica

Los filtros secos se observaron en el microscopio con distintos aumentos para localizar las
particulas, fotografiandose las particulas encontradas con la cdmara digital incorporada y
analizando las imagenes obtenidas mediante el software imageJ.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PREPARACION DE SUSPENSIONES

Un aspecto clave que limita las dos técnicas utilizadas (microscopia Optica y DLS) es la
concentracién de las suspensiones utilizadas, ya que unas técnicas tienen una sensibilidad muy
alta, y otras bastante baja. De esta manera se determina que la concentracion que deben tener las
suspensiones que seran filtradas, para poder observar en el microscopio el residuo que queda en
el filtro no deberad ser muy alta, ya que, sino no podria observarse nitidamente las particulas,
debido a que se aglomerarian. Mientras que la suspension que se lleva al DLS debe estar bastante
concentrada debido a que, si no es asi, los resultados no seran para nada fiables, debido a que no
habra la suficiente concentracién de particulas para ser determinadas.

Por estos motivos, finalmente se utilizaron suspensiones de 20 mg L™ para aislar la fracciéon mayor
de 1um mediante filtracion y ser observada en el microscopio éptico y de 100 mg L para aislar
la fraccion menor de 1um mediante filtracion para su analisis por DLS.

Para aislar las particulas mediante centrifugacion se selecciond el metanol como disolvente, tal y
como se explica en el apartado 4.2, preparandose suspensiones de 100 mg L.

Todas las muestreas estudiadas se disolvieron sin complicacion, tanto en agua como en metanol,
excepto la muestra VI. Esta muestra resulté ser insoluble en metanol, por lo que fue la Gnica en
la que no se pudieron aislar microparticulas mediante centrifugacion para su caracterizacion
mediante FT-IR. Cabe destacar que a la mayoria de las muestras les cuesta mas disolverse en un
disolvente acuoso que en metanol, y este problema se acrecienta al aumentar la concentracion.

4.2 AISLAMIENTO DE MICROPARTICULAS DE PLASTICO MEDIANTE
CENTRIFUGACION E IDENTIFICACION MEDIANTE FT-IR

El objetivo principal fue aislar una cantidad suficiente de particulas de pléstico presentes en cada
una de muestras estudiadas con el fin de poder identificar la naturaleza del polimero mediante
FT-IR.

4.2.1. AISLAMIENTO POR CENTRIFUGACION

Para aislar particulas de plasticos, normalmente se utilizan medios con mayor densidad que las
particulas, que flotaran tras ser sometidas a una centrifugacion y podran ser separadas. En este
trabajo se ha estudiado la posibilidad de utilizar un disolvente menos denso que estas particulas
para que sedimenten en el fondo tras una centrifugacion. Teniendo en cuenta que el PE tiene una
densidad de 0,88-0,96 g cm™ es necesario utilizar un disolvente con una densidad menor que la
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del agua para conseguir su separacion mediante centrifugacion. Se valor6 el uso de metanol
(densidad: 0,792 g cm) o de etanol (densidad: 0,789 g cm™), eligiendo el metanol, ya que puede
manejarse facilmente al no formarse un aze6tropo, como en el caso del etanol.

Para conocer las condiciones necesarias se usard la siguiente férmula mediante la cual se
conseguira la separacion de las particulas de interés en un tiempo razonable.

tiempo para que una particula 18 X,
se mueva de la distancia radial x, a x, = 4 2 In|—
(Pp - Pm) w Xo
-~ %
— X,

Viscosidad medio n 10,00105| g/cms rpm 5000
Diém.etro partfcula d |2,00E-5 cm i Xo (cm) 95
Densidad particula pp 0,9 g/lcm

Densidad medio ow | 0,792 | glem® X1 (cm) 14

Figura 1. Férmula y tablas para los célculos de los parametros de la centrifugacién

Como se muestra en las tablas anteriores se usan las caracteristicas del metanol y PE (particulas)
y las caracteristicas de los tubos de vidrios usados.

Se determina que la principal finalidad que se busca en la centrifugacion consiste en separar una
fraccion significativa de las particulas. Se determina que usando la centrifuga al maximo de
revoluciones permitidas para el rotor utilizado (5000 rpm) se consiguen sedimentar las particulas
mayores de 200 nandmetrosen un tiempo aceptable (25 minutos).

Tras conocer todas las condiciones necesarias, ya se esta capacitado para llevar a cabo la
separacion. Consiguiendo obtener mediante los pasos comentados en el apartado de
procedimientos anterior una cantidad suficiente de residuo para ser caracterizado.

Aunque se intent6 determinar el contenido de particulas por gravimetria, no fue posible conseguir
pesadas suficientemente estables, por lo que no sé pudo cuantificar la masa de particulas que habia
en las muestras comerciales. Los residuos plasticos, una vez lavados y secos, se guardaron para
su posterior analisis mediante FT-IR.

Como se ha comentado anteriormente la muestra V1 era insoluble en metanol, por lo que no se
pudo separar su residuo y por tanto no se pudieron caracterizar sus particulas.

A modo de ejemplo, en la figura 2 se pueden observar los residuos obtenidos para las muestras |
y 11, asi como que las particulas presentas diferentes formas, tamafios y colores que mas adelante
se comentaran.

k -
Figura 2. Residuo pléastico de las muestras I y I1.
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4.2.2. IDENTIFICACION DE MICROPLASTICOS MEDIANTE FT-IR

En las figuras 3 a 6 se presentan los espectros FT-IR de las particulas aisladas de las muestras
comerciales I, I, 11 y V, en las cuales se pueden observar las bandas mas caracteristicas del
polietileno si se comparan con el espectro infrarrojo patron de PE de la figura 7 [9].
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Figura 3. Espectro infrarrojo muestra I.
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Figura 4. Espectro infrarrojo muestra I1.
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Figura 7. Espectro infrarrojo patrén de PE [9].

En primer lugar, se observa en casi todos espectros, excepto en el segundo, una banda ancha y no
muy intensa sobre aproximadamente 3350 cm?, que corresponde a los enlaces O-H de las
moléculas de disolvente, en este caso metanol, o a la presencia de humedad.

Ahora ya se va a centrar en la comparacion de las bandas caracteristicas del polietileno, se
aprecian dos bandas que aparecen en todos los espectros, sobre 2850 y 2915 cm, estan bandas
son bastante méas intensas que las anteriores y corresponden a los enlaces CH, simétricos y
asimétricos, respectivamente.

Luego se localiza una/unas bandas entre 1462 y 1472 cm aproximadamente, que también
aparecen en el patron, esta es atribuida a la deformacién de los enlaces por flexion. La Gltima
banda caracteristica del polietileno que se observa en todas las muestras, es la que aparece en 718
cm® que corresponde a la deformacion oscilante de los enlaces.

También cabe destacar que el resto de las bandas que no aparecen en el espectro caracteristico del
polietileno, pueden ser distintos componentes que aparecen en los productos de higiene personal
y que no se ha conseguido eliminar completamente.

Ya solo quedara estudiar el espectro de la muestra V, que segun la composicion del fabricante
contiene celulosa microcristalina, cuya formula aparece en la figura 8. En esta figura 8, también
se representa la formula quimica del polietileno. Obteniendo el espectro que se observa en la

figura 9, que se comparara con un patron de celulosa microcristalina (figura 10) [11].
Glycosidic linkages

OH OH

Non-Reducing end Cellobiose unit Anhydroglucopyranose unit Reducine end

Figura 8. Formula quimica celulosa microcristalina (izq) y del polietileno (dcha).
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Figura 9. Espectro infrarrojo muestra V.

1057

Figura 10. Espectro infrarrojo caracteristico celulosa policristalina [11].

En ambas figuras se observa una banda ancha en aproximadamente 3390 cm™ y otra sobre
aproximadamente 1600 cm™ correspondiente a los modos de estiramiento y flexiéon de los
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hidroxilos superficiales. Por otro lado, el pico que se observa también en las dos figuras en
aproximadamente 2905 cm™, se debe a la vibracién por estiramiento asimétrico del enlace C-H
del anillo piranoide de la celulosa microcristalina. Y por ultimo se observan en ambos espectros
un pico en aproximadamente 1050 cm™, que se atribuye al enlace C-O de la celulosa.

También se debe sefialar, como en el caso de las muestras anteriores que otros picos que aparecen
pueden ser debidos a otras sustancias que aparezcan en las muestras y que no fueron totalmente
eliminadas mediante los lavados realizados.

Como conclusion, se confirma que las muestras I, 11, I11'y IV contienen particulas de polietileno,
y la muestra V de celulosa microcristalina.

4.3. FRACCIONAMIENTO EN FUNCION DEL TAMANO MEDIANTE MICROFILTRACION

Como ya se ha comentado anteriormente, mediante filtraciones se quiere fraccionar las distintas
particulas presentes en las muestras en funcion del tamafio. Mediante microscopia Optica resulta
posible estudiar particulas de hasta 1-10 um, mientras que las particulas menores seran estudiadas
mediante DLS. Tras comprobar que mediante filtraciones secuenciales con filtros de distinto
tamafio de poro no se obtuvieron fraccionamientos adecuados, se optd por separar por un lado las
particulas menores de 1 micrémetro y por otro las mayores de este tamafio.

Para llevar a cabo este trabajo, se contaban con filtros de tamafio de poro de 1 micra tanto de
policarbonato, como de PTFE. Estos tienen el aspecto que se muestran en la figura 11.

el

L

Figuras 11. Aspecto que presentan los filtros PTFE (izq.) y policarbonato (der.) al microscopio
electrénico [12].

Para determinar qué filtracion ser& la mas adecuada para las dos técnicas a utilizar (microscopia
Opticay DLS), se realizaron las experiencias pertinentes mediante las cuales se comprueba que el
mejor material para microscopia, es decir, el mejor soporte, se trata del filtro de policarbonato. El
PTFE no es adecuado para dicha finalidad, ya que al observarlo en el microscopio se ven las fibras
de este y no se diferencia claramente de las particulas.

Por otro lado, se determina que el mejor material para actuar como medio de separacion para
aislar la fraccién menor de 1 um es el PTFE, ya que, en el policarbonato, si las particulas pequefias
no encuentran un poro no lo atravesaran, por lo que una fraccion importante de particulas menores
de 1 um pueden quedar en el filtro.

4.3.1. CARACTERIZACION DE PARTICULAS MAYORES DE 1 pm MEDIANTE
MICROSCOPIA OPTICA
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Como se ha comentado anteriormente, las particulas de tamafio mayor de 1 micrometro se van a
estudiar mediante el microscopio oOptico.

Tras diferentes experiencias se ha determinado que la concentracion de muestra mas adecuada
para una posterior observacion en el microscopio es de 20 mg L, ya que en una disolucion mas
concentrada no se podian diferenciar las distintas particulas debido a que estaban muy agrupadas.
También se ha determinado, como se ha comentado anteriormente, que el filtro mas eficiente es
el de policarbonato, el tamafio de poro que se utiliza es de 1 micra.

Tras llevar a cabo los pasos expuestos en el apartado de procedimientos. Se obtiene de cada
muestra un filtro seco con las particulas sobre €l. Antes de comenzar a observar particulas, es
necesario familiarizarse con el software del programa del microscopio y con el propio
microscopio.

Se coloca el filtro en el soporte del microscopio, se utilizard la lente de mayor aumento que
permita unas imagenes nitidas de las particulas. Eligiendo siempre el enfoque de mayor aumento
en el que se observen nitidamente y se puedan diferenciar las particulas.

Una vez obtenidas las fotos de las distintas particulas se deberan procesar mediante el software
imageJ, intentando conseguir la mayor nitidez para poder medir correctamente las particulas.
Todo este proceso se realiz6 por duplicado. De esta manera se conoce la distribucion que siguen
las particulas de mayor tamafio (por encima de 1 micrémetro).

Se observan particulas muy diferentes tanto en tamafio, como en colores y formas. En las figuras
13 a 24 se presentan alguna de las imagenes mas representativas que se han obtenido.

Figura 13. Particulas obtenidas en la Figura 14. Particulas obtenidas en la
muestra | con el objetivo de 20 muestra | con el objetivo de 10
aumentos (tamafios comprendidos entre aumentos (tamafios comprendidos entre
40y 120 micrémetros) 80y 160 micrémetros)

Figura 15. Particulas obtenidas en la Figura 16. Particulas obtenidas en la
muestra Il con el objetivo de 10 muestra Il con el objetivo de 5 aumentos
aumentos (tamafios comprendidos entre (particula de 730 micrémetros)

150 y 250 micrometros)
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Figura 17. Particulas obtenidas en la
muestra 111 con el objetivo de 20
aumentos (tamafios comprendidos entre
60 y 100 micrémetros)

Figura 18. Particulas obtenidas en la
muestra 111 con el objetivo de 10
aumentos (tamafios comprendidos entre
100y 160 micrémetros)

Figura 19. Particulas obtenidas en la
muestra IV con el objetivo de 10
aumentos (particulas comprendidas
entre 300 y 500 micrometros)

Figura 21. Particulas obtenidas en la
muestra V con el objetivo de 10
aumentos (particulas comprendidas
entre 300 y 400 micrometros)

Figura 20. Particulas obtenidas en la
muestra 1V con el objetivo de 10
aumentos (particulas comprendidas
entre 150 y 300 micrometros)

Figura 22. Particulas obtenidas en la
muestra V con el objetivo de 20
aumentos (particulas de
aproximadamente 200 micrémetros)
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Figura 23. Particulas obtenidas en la
muestra VI con el objetivo de 20
aumentos (particulas comprendidas
entre 40 y 60 micrémetros)

Figura 24. Particulas obtenidas en la
muestra VI con el objetivo de 10
aumentos (particulas comprendidas
entre 180 micrometros)

En las anteriores imagenes se observan particulas muy diferentes no sélo en tamafio, algunas son
casi esféricas mientras que otras totalmente irregulares, también se encuentran algunas
coloreadas, que aparecen en las muestras Il y IV.
En las figuras 25 a 30 se presentan los diferentes histogramas obtenidos a partir de las medidas
realizadas en las imagenes obtenidas por microscopia, correspondientes a las distribuciones de
tamafos de particulas presentes en las muestras comerciales.
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Figura 26. Dispersion muestra Il
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Dispersion particulas muestra VI
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Figura 30. Dispersion muestra VI

4.3.2 CARACTERIZACION DE LAS PARTICULAS MENORES DE 1 um MEDIANTE DLS

Como se ha comentado anteriormente, se va a utilizar la técnica DLS para estudiar las particulas
menores a 1 um y confirmar la presencia de nanoplasticos.

Tras diferentes experiencias se ha determinado que la concentracién éptima de la disolucién para
una posterior observacion en el DLS es de 100 mg L?, ya que en una disolucién menos
concentrada no se obtenia una sefial valida, debido a que el instrumento necesita una
concentracion relativamente alta de particulas para poderlas determinar correctamente. También
se ha determinado, como se ha comentado anteriormente que el filtro mas adecuado para separar
la fraccion de particulas menores de 1 micra es el de PTFE.

Para poder medir la disolucién ahora nombrada, se debe prepararé el soporte filtrante a vacio con
un filtro de 1 micra de PTFE, y seguido se filtraran 10 mililitros (antes hay que sonicarla un
minuto), recogiendo el filtrado en otro bote de 10 mililitros de vidrio. Treinta minutos antes se
habra encendido el DSL para que esté en las condiciones éptimas de dar un resultado correcto,
antes de introducir la muestra en el DLS se sonicara otro minuto, se cogerd un mililitro de la
disolucion y se afiadira a una cubeta con cuidado para que no quede ninguna burbuja de aire que
pueda interferir con el resultado.

El software del instrumento analiza las medidas y resultados obtenidos, valorando la calidad de
estos. Cuando los resultados no son validos las muestras se vuelven a analizar para comprobarlos.
En cualquier caso, los resultados producidos por el instrumento son el diametro hidrodinamico
(Z-average) y el indice de polidispersidad. Adicionalmente, la técnica permite calcular las
distribuciones de tamafios en intensidad, volumen de la particula y nimero de particulas. En los
casos de elevada polidispersidad (mas de 0,3) es habitual obtener méas de dos distribuciones, que
no suelen corresponder a situaciones reales.

Para comprobar el correcto funcionamiento del instrumento, se analizaron periédicamente
patrones de poliestireno 100 nm y 1 um. En la figura 31 y la tabla 32, se recogen los resultados
obtenidos con los patrones. Puede observarse una buena concordancia en el caso del patron de
100 nm, mientras que en el caso del patrén de 1um, la distribucion se ajusta a lo esperado, pero
el didmetro hidrodindmico obtenido fue mayor, probablemente debido a la elevada
polidispersidad del patron medido.

A partir de las medidas de las distintas muestras comerciales, se obtuvieron las distribuciones de
tamarios respecto a la intensidad y al nimero de particulas. Con las primeras podemos tener una
idea de los diferentes tamafios de las particulas, mientras que con la segunda se observan
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preferentemente las particulas mas pequenas, ya que corresponden a mayores concentraciones en
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A continuacién, en las figuras 33-38 se adjuntan las distribuciones que se han determinado

Size (d.nm)

Figura 31. Distribucién de los patrones de 100 nm (izq) y de 1 um (dcha).

Patron 100 nm

Diametro hidrodinamico(nm) indice de polidispersidad
108+4 0,064
Patron 1 um
Diametro hidrodinamico(nm) indice de polidispersidad
18691160 0,442

Figura 32. Tablas de los resultados obtenidos de los patrones.

Optimas y posteriormente se comentaran individualmente cada muestra.
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Figura 33. Distribucidnes de tamafio en intensidad y nimero de la muestra I.
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Figura 35. Distribucidnes de tamafio en intensidad y nimero muestra I11.
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Figura 36. Distribucidnes de tamafio en intensidad y nimero muestra V.
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Figura 37. Distribuciénes de tamafio en intensidad y nimero muestra V.
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Figura 38. Distribucidnes de tamafio en intensidad y nimero muestra V1.

En la tabla 39 se recogen los diametros hidrodinamicos promedio y los indices de polidispersidad
obtenidos para los distintos productos. En todos los casos los indices de polidispersidad fueron
relativamente elevados, lo que dificultd obtener resultados reproducibles y validos. En rojo se
marcan los resultados marcados por el instrumento como de baja fiabilidad.

Producto diametro hidrodindmico indice de polidispersidad
(nm)

VI

Figura 39. Diametro hidrodinamico y polidispersidad de la fraccion particuladad <1 um en los productos
estudiados.

En las tres muestras I, V' y VI, se observan que las particulas estan alrededor de unos 200 nmy
también se pueden determinar que en las tres muestras hay nanoparticulas, por encima de 30 nm
en la muestra I, de 200 nm en la muestra V' y de 50 nm en la muestra V1.

En las muestras I, 111 y IV es posible que haya particulas nanométricas, pero seria necesario
utilizar otras técnicas para confirmarlo.
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4.4. RESUMEN DE RESULTADOS

Como se recoge en la figura 40 se observa una variedad muy grande tanto en tamafo, forma y
color de las particulas de pléastico utilizadas en productos de higiene personal con propiedades
exfoliantes. Cabe destacar que en casi todos los casos se han utilizado particulas de PE y que el
uso de celulosa microcristalina ha permitido al fabricante definir las particulas exfoliantes como
naturales. En cuanto al tamafio se observa en todas las muestras distribuciones de tamafios muy
diferente, incluyendo en todos lo casos particulas por debajo de 1 um y muy probablemente de
100 nm.

Particulas <100nm <1 micra |>1 micra Forma Color Material
MUESTRA | Sl Sl <200 pum Esféricas Blanco PE
MUESTRA I ? Sl |100-1000 pm | ESféricas e Blanco 1y,
irregulares | verdes
<200 pm
?

MUESTRA |11 , Sl 1000 pm Irregulares | Blanco PE
MUESTRA IV ? S| |100-400 um | Irregulares aBZ'SFCO Yipe
MUESTRA V S| Sl |100-400 um |Esféricas | Blanco | CeMMlosa

microcristalina
MUESTRA VI Sl Sl <300 um Irregulares | Blanco no determinado

Figura 40. Resumen tamafio, forma, color y material de las muestras.

5. CONCLUSIONES

La deteccion y caracterizacion de micro y nanoparticulas de plasticos exige disponer de técnicas
analiticas adecuadas, pero también es necesario hacer uso de los métodos de preparacion de
muestra mas adecuados en cada caso. En este trabajo Fin de Grado se ha demostrado que es
posible aislar particulas de materiales plasticos de baja densidad mediante centrifugacion
utilizando disolventes de baja densidad, como es el caso del metanol, para posteriormente
identificar la naturaleza de las particulas separadas mediante FT-IR. Por otro lado, la filtracion ha
demostrado ser un método util de fraccionamiento en funcion del tamafio, tanto para aislar
particulas por encima de 1 umy poder ser observadas directamente mediante microscopia éptica,
utilizando filtros de policarbonato, como para eliminar las particulas por encima de 1 umy poder
llevar a cabo medidas de dispersién de luz dinamica en suspensiones de particulas nanométricas.

La aplicacion de estas técnicas y métodos analiticos al estudio de productos comerciales de
higiene personal utilizados como exfoliantes ha permitido confirmar que todos contenian
microparticulas y, en algunos casos, nanoparticulas. Ademas, se ha demostrado que en la mayoria
de los productos las particulas eran de polietileno, agravando el problema actual de la
contaminacion debida a los plésticos, que se ha comentado en la introduccion.
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ANEXO: PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL ESTUDIADOS

Aqua, cetearyl alcohol, behentrimonium
cloride, polyethylene, dipalmitoylethyl

Muestra | hydroxyethylmonium methosulfate, camphor,

hydroxyethylcellulose, mentol, peg-8,
cyclopentasiloxane, phenyl trimethicone,
benzyl alcohol, isopropil alcohol,
chlorphenesin, tocopherol, sodium ascorbil
phosphate.

Agua, polyethylene, ammonium lautril,

glyceryn, coco glucosion, alkyl acrylate

Muestra 11 crosspolymer, citric acid, sodium benzoate,

tetrasodium glutamate, aloe barbadensin leaf,
germaniol.
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Muestra 111

Muestra IV

Aqua, polyethylene, sodium laureth sulfate,xanthan
gum, lauryl glucoside, ginkco biloba leaf extract,
xilitol, clycolic acid, rhamnose,
frutooligosaccharides, sodium hydroxide, disodium

EDTA, propylene glicol.

Aqua, polyethylene, glycolic acid, ammonium
lactate, peg-40 hydrogenated castor oil, xanthan
gum, polysorbate 20, glycerin, menthyl lactate,
sodium bicarbonate, tetrasodium EDTA, tocopherol,
1,2 hexanediol, caprylyl glycol, tropolone.
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Muestra V

Muestra VI

Aqua, cetearyl alcohol, behentrimonium
chloride, microcrystalline cellulose,
cellulose, hydroxyethylcellulose, champol,
dimethicone, isopropyl alcohol, ceteareth-20
glycerin, tetrasodium EDTA, myristil
alcohol, citric acid, disodium phosphate,
sodium phosphate, benzy! alcohol,
chlorphenesin.

Aqua, alkyl malate, cetearyl ethylhexanoate,
polyethylene, glycerin, cetyl alcohol,
phenoxyethanol, D1-C12-C13 alkyl malate,
steareth-21, steareth-2, polyacrylamide, xanthan
gum, C13-14 isoparaffin, piroctone olamine,
methylparaben, laureth-7, propylparaben, citric
acid.
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