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RESUMEN

El uso del plastico se ha visto incrementado de manera exponencial en los ultimos afios,
siendo la industria alimentaria uno de los sectores mas afectados por esta situacién, lo que situa
estos residuos en contacto directo con el organismo de las personas y suscita una evidente

preocupacion al respecto.

Se ha demostrado que los micropldsticos tienen efectos nocivos sobre los seres vivos,
alterando la microbiota intestinal y el comportamiento de las células. Sin embargo, a pesar de
ello, no se ha llevado a cabo una regulacidon en materia legal para estas particulas puesto que la

falta de métodos analiticos estandarizados ha dificultado el progreso en este aspecto.

Ante una situaciéon como esta, es de vital importancia comenzar una busqueda de
metodologias realmente efectivas para la cuantificacidn y caracterizacion de residuos plasticos,
pues los sistemas propuestos por el momento son en su mayoria incapaces de detectar
particulas por debajo de un cierto rango. En este aspecto, el uso de ICP-MS en modo de evento
Unico; ha demostrado recientemente que puede ser una técnica Util para ayudar en la

caracterizacién de microplasticos, tal y como se comprueba en el presente trabajo.

ABSTRACT
The use of plastic has increased exponentially in recent years, with the food industry
being one of the sectors affected by this situation, which places this waste in direct contact with

people's bodies and manifests an obvious concern in this regard.

It has been shown that microplastics have harmful effects on living beings, altering the
intestinal microbiota and the behavior of cells, however, despite this, no legal regulation has
been carried out for these particles, because until to date, the lack of standardized analytical

methods has hampered progress on these issues.

Faced with a situation like this, it is of vital importance to begin a search for really
effective methodologies for the quantification and characterization of plastic waste, since the
systems currently proposed are mostly incapable of detecting particles below a certain range.
In this aspect, the use of single-event ICP-MS has recently demonstrated that can be a useful

technique to help in the characterization of microplastics.



INTRODUCCION
El plastico, gracias a sus propiedades, que le constituyen como un material ligero,
versatil, de alta durabilidad y bajo coste de produccion, se ha posicionado como uno de los

recursos mas ampliamente utilizados a nivel industrial en todos los ambitos (Li y col., 2018).

Se estima que, aproximadamente el 60-80% de la basura generada actualmente es
plastico, lo que, sumado a politicas ambientales inapropiadas y al desconocimiento social, ha
provocado la diseminacién y acumulacién de estos residuos en el medio ambiente, comenzando

asi la preocupacion en cuanto al nivel de exposicion del ser humano (Ghosh y Saha, 2017).
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Figural. Evolucion de la publicacién de articulos relacionados con microplasticos y pellets

pldsticos desde que se acufiaron los términos (Bollarin y Vicente, 2019).

Hasta hace poco, el estudio acerca de la contaminacién por micropldsticos se habia
centrado en los medios acudticos y en los organismos alli presentes, pero el creciente nimero
de alimentos listos para el consumo que salen al mercado ha puesto de manifiesto la relevancia
gue podrian cobrar también en estos productos, sobre todo debido a la potencial migracion

desde los envases a la matriz alimentaria (Kwon y col., 2020).

Es posible clasificar las particulas de plastico en funcion de su tamafio; las mas grandes,
denominadas macroplasticos, poseen un diametro superior a 5 mm; las que se encuentran entre
1 umy 5 mm son microplasticos (MPs) y las que tienen un didmetro inferior a 1 um nanoplasticos

(NPs) (Yalwaiji y col., 2022).



El plastico es un material termosensible, por lo que, al someterse a altas temperaturas,
puede ver aceleradas su degradacién y la consiguiente liberacion de particulas. Una gran
variedad de productos es procesada en el interior de sus envases plasticos, como salsas, platos
precocinados, zumos y otras bebidas, lo que puede dar lugar a una migracién de MPs y NPs al

alimento (Zangmeister y col., 2022).

Como ejemplo, un estudio publicado en la revista Nature Food en 2020 mostré que los
biberones de polipropileno para férmulas infantiles podian llegar a liberar hasta 16.200.000
particulas/L y que, al someterse a un proceso de esterilizacidn, la liberacion aumentaba
significativamente, entre el 35 y el 84%. Se estimd que la exposicion global potencial de los
lactantes de hasta 12 meses a los microplasticos era, dependiendo de la regidn, de entre 14.600
y 4.550.000 particulas per cépita al dia, lo que, teniendo en cuenta que se trata de una poblacidn
especialmente vulnerable, denota la necesidad de evaluar el riesgo que suponen estos residuos

y controlar su presencia para garantizar un correcto estado de salud (Li y col., 2020).

La inquietud que genera la existencia de estos contaminantes es razonable, pues
actualmente se conoce que la acumulaciéon de MPs y NPs en el organismo puede llegar a tener
efectos nocivos; un reciente estudio realizado por el CSIC publicado en 2022 demostro,
empleando modelos que reproducian las condiciones fisioldgicas de la digestién humana, que la
ingesta diaria estimada de microplasticos de PET, de 166 mg/dia, tenia un efecto antibacteriano
sobre algunos de los grupos microbianos mas importantes de la funcién intestinal, como lo son
bifidobacterium y clostridium, lo que podria favorecer enfermedades como el sindrome del
intestino irritable y la enfermedad intestinal inflamatoria. En cambio, bacterias como Escherichia
y Shigella, relacionadas con un efecto inflamatorio del intestino y consecuentemente, el cancer
colorrectal y la enfermedad de las arterias coronarias, parecieron verse incrementadas en

numero (Tamargo y col., 2022).

A dia de hoy, no se dispone de mecanismos legales para regular el contenido en MPs y
NPs en los alimentos, sin embargo, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha
destacado ya en varias ocasiones la necesidad de desarrollar métodos analiticos estandarizados
para identificar y cuantificar estos contaminantes en la cadena alimentaria. En un informe
publicado por la EFSA en 2017, se destaca la presencia de MPs y NPs en alimentos como uno de
los asuntos de investigacion prioritarios en el area de seguridad de alimentos y piensos, siendo
el objetivo de la propuesta caracterizar la exposicion y peligros de las particulas plasticas en
estos productos, pues se indica que la falta de métodos analiticos es causante de una escasez

de datos al respecto (Aesan, 2021).



La falta de procedimientos universales y estandarizados puede suponer dificultades a la
hora de seleccionar técnicas de muestreo y andlisis, pero hay una serie de métodos analiticos
comunmente utilizados para la identificacién y cuantificacién de las particulas de plastico. La
inspeccion visual, por ejemplo, es una de las técnicas mds empleadas, consistente en observar
las particulas de plastico a simple vista o mediante un microscopio, aunque con la desventaja de

ser un proceso dilatado en el tiempo y que da lugar a interpretaciones subjetivas.

Algunos otros métodos empleados para este cometido son la caracterizacién mediante
espectroscopia Fourier-Transform InfraRed (FTIR) y espectroscopia Raman, basados ambos en
la interaccién de la luz con las moléculas. El FTIR genera un espectro infrarrojo resultante del
cambio en el momento dipolar y permite usarse en modalidades como la “reflexién total
atenuada FTIR” (ATR-FTIR), que mejora la informacién sobre microplasticos irregulares o la
“micro-FTIR”, que proyecta un mapa de alta resolucién de la muestra. La espectroscopia Raman,
en cambio, mide los cambios en la polarizabilidad de los enlaces quimicos, aunque para su uso
se requiere de filtros Raman de bajo fondo, lo que supone un desembolso muy elevado que
limita el uso de esta técnica. El FTIR tiene una capacidad de deteccién limitada (limite de
deteccion de 10 um), el agua también se detecta mediante FTIR, por lo que es necesario
eliminarla antes del analisis y no proporciona informacién adicional acerca de la presencia de
aditivos en los plasticos. Por su parte, la espectrometria Raman, tiene un limite de deteccion
mejor (aproximadamente de 1-2 um), pero su mayor problema es la presencia de fondo
fluorescente proveniente de impurezas de materia orgdnica en las muestras, que puede dar
lugar a resultados errédneos. Ambos métodos anteriormente descritos requieren de un
considerable costo, tiempo y tratamiento de datos por parte de personal especializado.

(Strungaru y col., 2018).

La cromatografia de gases/espectrometria de masas por pirdlisis (Pyro-GC-MS) puede
usarse también para caracterizar microplasticos, descomponiendo térmicamente los polimeros
y crio atrapando y separando el gas formado en una columna cromatografica, para identificar
los compuestos por espectrometria de masas. Este método posee una limitacién clara, pues no

puede proporcionar informacion acerca del nimero, tamafo y forma de los micropldsticos.

Un sistema que ofrece ciertas ventajas sobre Pyro-GC-MS es la termoextraccién y
desorcion acopladas con cromatografia de gases/espectrometria de masas (TED-GC-MS), que
combina un andlisis termogravimétrico con una extraccion en fase sdlida de la degradacion
plastica de los productos. Esta técnica permite emplear muestras de una masa considerable e

identificar y cuantificar polimeros de matrices heterogéneas sin la necesidad de un proceso de



seleccion, pero nuevamente, estd limitada en cuanto a la cantidad de informacién que puede

ofrecer (Prata y col., 2019).

Como vemos, las técnicas anteriormente mencionadas estdn contenidas en cuanto al
rango de tamafios en el que pueden medir, quedando fuera de su alcance los micropldsticos y
nanoplasticos mas pequenos, por debajo de 100 nm, que son al mismo tiempo los mas
peligrosos, puesto que suponen un mayor riesgo de endocitosis y perturbacién de las funciones
celulares (Zhang y col., 2015). Teniendo en cuenta esto, un instrumento muy conveniente para
esta labor, no solo por su capacidad de medir pequeiias particulas sino también por la gran

cantidad de informacidon que puede proporcionar es ICP-MS.

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) es una
técnica analitica que posee un plasma de argdn (Ar) a una temperatura de entre 7000 y 9000 K
capaz de ionizar a cationes los 4&tomos con un potencial de ionizacidn inferior al del propio Ar,
para posteriormente separarlos en funcidn de su relacion masa/carga. Esta técnica proporciona
informacién sobre la concentracidn de una gran variedad de analitos en un amplio rango de
concentraciones, pero se caracteriza por sus bajos limites de deteccidon en el orden del

nanogramo por litro (parte por trillén).

Inicialmente se creia, que este instrumento no permitiria analizar microplasticos (MPs),
pues aparentemente no era capaz de medir el carbono debido a su baja eficiencia de ionizacidn
(1-5%)y, ya que, al ser este elemento ubicuo en el entorno, presente en numerosas especies

como CO;, CO o CH, alrededor del plasma, la seial de fondo que produciria seria muy dificil de

diferenciar de una sefal generada por microplasticos individuales introducidos. Este ultimo
problema se daria al operar en modo bulk, en el que se parte de una disolucion homogénea para
medir su composicion. Sin embargo, es posible analizar las particulas de forma individual si se
utiliza el ICP-MS en modo de evento Unico (single event), de forma que la sefial generada por
una particula aparezca en forma de pico sobre el fondo, obteniendo de ese modo una distinciéon
clara y pudiendo extrapolar el tamafio de la particula a partir del drea del pico. Este modo de
ICP-MS ha sido ampliamente utilizado para la caracterizacion de nanoparticulas metdlicas, en lo
gue se denomina “single-particle” ICP-MS (SP-ICP-MS), que fue introducido por primera vez por
Degueldre y Favarger en 2003 demostrando que podia proporcionar informacién relevante de
las nanoparticulas, como su composicion elemental, tamafo (didmetro esférico equivalente) y
distribucién de tamafio, concentracion de particulas (particulas por mL) y concentracién en masa
(mg L1), ademéas de permitir calcular el contenido iénico y el contenido de nanoparticulas

simultdneamente. En el contexto de MPs, esta técnica fue reportada por primera vez en un

trabajo pionero de Bolea-Fernandez y col, 2020, basado en la caracterizacion de MPsde 1y 2,5
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um de didametro. Tras este trabajo otros autores han demostrado que es este enfoque es muy
util para la caracterizacién de MPs en productos de consumo (Laborda y col, 2021) y en muestras
medioambientales (Gonzalez de Vega y col. 2021). En cuanto a la caracterizacion de
nanoplasticos (NPs), mas avances y estudios han de realizarse para utilizar este enfoque, ya que
debido al alto fondo producido por otros compuestos de carbono presentes en la atmédsfera o
en el Ar utilizado para generar el plasma, los limites de deteccidn no permiten por el momento
la deteccion de NPs. Sin embargo, SP-ICP-MS, se ha utilizado para la deteccion de NPs mediante
el marcaje de estos con otros metales (p. ej., Au) para mejorar su deteccion por ICP-MS (Jiménez-
Lamana y col., 2020). Aunque se debe destacar que este ultimo enfoque no permite obtener
informacién de tamafio o de concentracién en masa, ya que sélo proporciona informacion de
concentracién de particulas. lgualmente, la identificacion del tipo de polimero no es posible
mediante SP-ICP-MS, aunque es evidente que es una técnica prometedora para la deteccién y
caracterizacion de MPs de pequefio tamafio (<10 um) y NPs, y que puede convertirse en una

técnica crucial para estudios de exposicién y evaluacion de riesgos.

METODOLOGIA
CALIBRADO CON DISOLUCIONES IONICAS DEL ANALITO

Para la creacidn de las curvas de calibrado (10 mg L — 200 mg L) fueron empleados
dos compuestos de carbono, el acido tartarico (C4HsOs) y el acido citrico (C¢HsO7), buscando
preparar una disoluciéon de 1000 mg L'de C en 50 mL de agua ultrapura con cada uno, para
posteriormente preparar otras 4 (200 mg L'}, 100 mg L%, 50 mg LYy 10 mg L) en 10 mL a partir
de esta. Ambos compuestos contienen el C en distintas proporciones, por lo que fueron

necesarios una serie de calculos para llegar al mismo valor de 1000 mg L™.

Para el 4cido citrico empleado o C¢HsO-, la masa molecular fue de 210,14 gmol™.

Una concentracion de 1000 mg L'*en 50 mL se consigue con 50 mg de C:

1000 mg L1 Cx50x103L=50mgC

La masa molecular del C es de 12 g mol™, por lo que 50 mg equivaldrian a 4,16x10° moles de C:
50mg C/1gx10°mgx1mol/12 g =4,16x10° moles de C

Cada mol de C¢HgO7 contiene 6 moles de C, por lo que la relacion es de 1/6:

4,16x10° mol C x 1 mol CsHs07/6 mol C = 6,94x10™* mol C¢HsOy

Ahora que se conocen los moles necesarios del compuesto, es posible calcular cuanto pesar en

la balanza:



6,94x10™* mol C¢HsO7 x 210,14 g CgHs07/1 mol CgHsO7 = 0,145 g CsHsO-

Mediante la férmula Ci x Vi = Cf x Vf es posible conocer en qué proporcidn, la solucién de 1000

mg Ly el agua ultrapura permiten crear el resto de las diluciones:
1000 mg L xVi=200mg L x10mL 2> Vi=2mL
1000 mg Lt xVi=100mg L' x10mL 2> Vi=1mL
1000 mg L xVi=50mgL*x 10 mL—> Vi=0,5mL

1000 mgL*xVi=10mgL*x 10mL—> Vi=0,1 mL

(50 mL)

200 mgL? 100 mglL? 50 mgL? 10 mglL?
(10,0707 mL) (10,0661 mL) (10,0314 mL) (10,0067 mL)

Figura 2. Diluciones de 200, 100, 50 y 10 mg L preparadas con &cido citrico.

La preparacion de las distintas diluciones se realizé gravimétricamente vy los resultados

obtenidos para cada concentracién fueron los siguientes:

cps pg Lt cuentas (en 100 ps) mg L
21424,0188 0 2,14240188 0
38292,9256 10000 3,82929256 10000
115251,614 50000 11,5251614 50000
201967,555 100000 20,1967555 100000
378156,233 200000 37,8156233 200000




Al representar en un grafico de dispersidn, la intensidad en cuentas por segundo (cps)
enelejeY, ylaconcentracién (ug L) en el eje X, podemos obtener una curva de calibrado donde
interpolar las muestras para conocer la concentracidon de carbono en las mismas. La pendiente

representa la sensibilidad de la técnica y es de un valor de 1,784 cps ug™ L.

ACIDO CIiTRICO
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Figura 3. Intensidad (cps) representada frente a la concentracién de &cido citrico (uglL?).

Para el 4cido tartarico empleado o C4HsOs, la masa molecular es de 150,087 g mol™.

Una concentracion de 1000 mg L'*en 50 mL se consigue con 50 mg de C:

1000 mg C/L x 50x103 L=50mgC

La masa molecular del C es de 12 g mol™, por lo que 50 mg equivaldrian a 4,16x10° moles de C:
50mgC/1gx10*mgx1mol/12 g =4,16x103 moles de C

Cada mol de C4H¢O¢ contiene 4 moles de C, por lo que la relacion es de 1/4:

4,16x10° mol C x 1 mol C4HO0s/4 mol C = 1,04x103 mol CsHeOs

Ahora que se conocen los moles necesarios del compuesto, es posible calcular cuanto pesar en

la bascula:
1,04-X103 mol C4H505X 150,087 g C4H606/1 mol C4H505: 0,155 g C4H505

Mediante la férmula Ci x Vi = Cf x Vf es posible conocer en qué proporcion, la solucién de 1000

mg L'ty el agua ultrapura permiten crear el resto de las diluciones:



1000 mg Lt xVi=200mgL*x 10 mL > Vi=2mL
1000 mg L' xVi=100 mgL*x 10 mL > Vi=1mL
1000 mg L xVi=50mgL*x 10 mL=> Vi=0,5mL

1000 mgL*xVi=10mgL*x10mL—> Vi=0,1 mL

200 mgL* 100 mg Lt 50 mgL? 10 mglL?
(9,83 mL) (9,9070 mL) (9,9066 mL) (9,9364 mL)

Figura 4. Diluciones de 200, 100, 50 y 10 mg L™ preparadas con &cido tartérico.

Los resultados obtenidos para cada concentracidn fueron los siguientes:

Cuentas (en 100 ps) pg L?! cps pgl?
2,16212188 0 21621,2188 0
3,96044929 10 39604,4929 10000
11,8928486 50 118928,486 50000
20,7333051 100 207333,051 100000
38,2772267 200 382772,267 200000

La pendiente representa la sensibilidad de la técnica y es de un valor de 1,806.



ACIDO TARTARICO
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Figura 5. Intensidad (cps) representada frente a la concentracidn de &cido tartarico (ug L?).

Las pendientes obtenidas con ambos compuestos son practicamente idénticas, pues
teniendo en cuenta que el elemento relevante para formarlas es el carbono, no deberian
diferenciarse si las mediciones se han realizado con precision, asi que podemos utilizar

cualquiera de los dos compuestos para calibrar.

CALCULO DE LA EFICIENCIA DE TRANSPORTE

La eficiencia de transporte (nn) se define como la cantidad de analito que pasa al plasma
en relaciéon con la cantidad de analito aspirada, puesto que, en la cdmara de nebulizacién, las
particulas de mayor tamano se acaban descartando por gravedad, por lo que es necesario tener
en cuenta esta pérdida de volumen. Cuando se emplea el instrumento para medir una disolucién
idnica, no se conocen realmente cuanta cantidad de carbono llega al plasma debido a esta
discriminacién por tamafio de gota, pero la eficiencia de transporte permite corregir el calibrado

idnico para obtener una aproximacién mas precisa.

Si un metal alcanza el plasma en forma de una sola nanoparticula, su masa determinara
el tamafio de la particula y no se vera afectada por el volumen de solucidn que la acompafia; en
cambio, cuando se trata de un metal disuelto, la masa total que llegue al plasma dependerd de
la concentracion del metal y el volumen de solucidon que recorra la camara hasta el plasma
durante un determinado tiempo de permanencia o “dwell time” (ts) (Pace y col., 2011). Esta

|ll

eficiencia de transporte puede calcularse utilizando diferentes métodos como son el “waste

Ill

collection method” o método de recogida de residuos, el “particle frequency method” o método

10



de frecuencia de particula, el “particle size method” o método de tamafio de particula y el
“dynamic mass flow method” o método de flujo mdsico dindmico. En este caso hemos optado
por utilizar el método basado en el tamafio de particula o “particle size method”. En este caso,
la nn se calcula como el porcentaje que supone la pendiente de una recta de calibrado elaborada
con un metal disuelto respecto a la pendiente de una recta elaborada empleando nanoparticulas
de ese metal. En este caso, se asume que las nanoparticulas, debido a su pequefio tamafio se
comportan igual que el compuesto idnico. El oro (Au) es el analito elegido para realizar este

calculo, ya que se dispone de nanoparticulas de referencia estables de este metal.

R. .
n, =———x100 %
Ryp

Ecuacidn 1. Formula para el célculo de la eficiencia de transporte (1n).

Tabla 1. Intensidad (cuentas) en funcion de la masa para el calibrado de Au idnico y Au en

forma de nanoparticula.

masa (pg) cuentas
0 0,038737 masa (pg) cuentas
8,92E-10 0,466792 0 0,000657
1,78E-09 1,076045 1,26E-09 14,52818
Au 197 - Disuelto Au 197 - Particula
1,2 20

y = 6E+08x + 0,0085 ¢

! R? = 0,9899 15
p 0,8 p y = 1E+10x + 0,0007
€ 06 €t 10
g . g
o 04 (&)
5
0,2
O T T T 1 0 T T 1
0 5E-10 1E-09 1,5E-09 2E-09 0 5E-10 1E-09  1,5E-09
Masa (ug) Masa (ug)

Figura 6. Rectas de calibracidn elaboradas con Au en disolucidn (idnico) y Au en forma de

nanoparticula. Intensidad (cuentas) representada frente a masa (ug).
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Teniendo en cuenta los valores de las pendientes anteriores y aplicando la ecuacion 1,

podemos calcular el valor de eficiencia de transporte:

nn=(581668224,3/11501254332,3554) x 100 = 5,057 %

DETERMINACION DEL TAMANO DE PARTICULA

Conociendo la eficiencia de transporte, se puede establecer una relacidon entre la

concentracién del patrén de metal y el flujo de masa total, transformando la curva de calibracidn

del metal disuelto de intensidad representada frente a concentracién a intensidad frente a masa

observada por evento, extrapolando de esta forma la masa de las particulas a partir de la

intensidad del pulso (Pace y col., 2011).

Donde:

. :[pXtd y er,n XMp

P RF 60 M

10N d

Ecuacion 2. Férmula para el cdlculo de la masa de las particulas.

Ir=es laintensidad integrada de cada particula individual detectada (cps)
RFion= es la pendiente del calibrado idnico, empleamos el citrico [cps pg™ L]
ts = es el tiempo de permanencia (s)

V = es el caudal de la muestra (mL min)

nn = es la eficiencia de transporte

M, = es la masa molar del material de nanoparticulas, poliestireno en nuestro caso

[(CsHs)n] (g mol™)

M, = es la masa molar del analito medido en el material, carbono en nuestro caso [Cs]

(g mol™)

Los valores para cada parametro se muestran a continuacion:

I, = intensidad integrada de cada particula individual detectada (cps)
RFion=1,784 cps pg* L

ts=0,0001s
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V =0,535 mLmin™
M, = 104 gmol™

M, =96 gmol™

Una vez se conoce la masa de las particulas, es posible, asumiendo que posean una
forma esférica, determinar su didametro (diametro equivalente esférico). Para ello se necesita la

densidad (p,) del material plastico, el poliestireno en este caso.

pp=1,05¢g ml™?

Ecuacidn 3. Formula para el célculo del didametro (didametro equivalente esférico) de las

particulas (nm).

Si se dispone de estandares de particulas del material, también puede realizarse la
calibracion mediante la medicion de particulas de diferentes tamafios. En este caso, los calculos
son mucho mas sencillos, ya que simplemente se tiene que interpolar en dicha la curva de
calibrado la intensidad observada para la muestra desconocida. A pesar de ser una calibracion
mucho mas sencilla que la anterior, el mayor problema es que no se dispone de estandares de
particulas certificados de diferentes tamafnos para todos los materiales existentes. Ademas,
requiere la identificacion del tipo de plastico de la muestra desconocida para poder realizar la
calibracion con los estandares adecuados. En este estudio, se realizaron varias medidas con
micropldsticos de poliestireno de tamafios conocidos (1 um, 2 um, 3 um, 4 um, 5 um y 6 um).
Para cada tamafio se obtiene un gréfico de donde se representa el nimero de particulas
detectadas (frecuencia) para cada intensidad (parametro que se relaciona con el tamafio de las

particulas mediante las ecuaciones presentadas anteriormente).
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Figura 7. Diametro de particula calculado a partir de la intensidad integrada para 1 um,
frecuencia frente a didametro (um).
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Figura 8. Diametro de particula calculado a partir de la intensidad integrada para 2 um,

frecuencia frente a diametro (um).
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Figura 9. Diametro de particula calculado a partir de la intensidad integrada para 3 um,

frecuencia frente a diametro (um).
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Figura 10. Raw data (informacion que muestra originalmente el equipo) para la suspensién de

particulas de PS de 4 um. Intensidad frente a tiempo.
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Figura 12. Frecuencia frente al drea de pico (intensidad, cuentas) para la suspension de

particulas de PS de 4 um.
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frecuencia frente a didmetro (um).

17




12

10

Frecuencia
[-)}

Diametro (um)

40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80

Figura 15. Didmetro de particula calculado a partir de la intensidad integrada para 6 um,

frecuencia frente a didametro (um).

En las figuras 7, 8,9, 13, 14 y 15, se ha representado la distribucion de tamafio calculada

para los distintos micropldsticos de PS a través de las ecuaciones 2 y 3. Como puede observarse,

los valores obtenidos son similares a los certificados por el fabricante (ver Tabla 2), por lo que

se puede concluir que el método desarrollado para la caracterizacién de microplasticos es fiable.

Tabla 2. Comparacién entre los tamafios certificados por el fabricante y los obtenidos

mediante el uso de SP-ICP-MS para los microplasticos de PS comerciales para la intensidad

integrada maxima (mayor frecuencia)

1um 2 um 3um 4 um 5um 6 um
Valor certificado 1,04 2,07 3,10 3,97 5,19 6,05
(um)
Valor experimental
(um) 1,36 2,20 3,14 3,82 5,05 6,02
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Es importante remarcar, que conforme aumenta el tamano de particula, las
distribuciones van siendo menos claras, ya que el nimero de micropldsticos detectados es
menor. Esto sucede porque el incremento del tamafo de los microplasticos provoca una
discriminacion cada vez mayor de los mismos en el proceso de entrada por la cdmara de
nebulizacién, disminuyendo de esta forma la eficiencia de transporte. Para mejorar las
distribuciones y ofrecer una visién mas clara de las mismas, se han aglutinado los resultados de
didmetro y frecuencia en grupos. Si se deseara evitar este inconveniente, deberia emplearse un
sistema de introduccién mas eficiente, que discriminase menos los tamafios mas grandes (lo que
se llama sistemas de introduccion de alta eficiencia o de consumo total) o aumentar el tiempo

de medida (para obtener mds eventos y mejorar asi la estadistica).

Tal y como se menciond anteriormente, otra forma de realizar la calibracidn es mediante
una calibracién directa de estdndares de microplasticos. La curva de calibracidon que se muestra
a continuacidn ha sido realizada con los estdndares de PS comerciales disponibles y es una
relacién lineal (coeficiente de regresidén de 0,997) entre la intensidad de cada estandar con el
volumen de particula. Esto demuestra que es posible caracterizar los microplasticos obteniendo

su tamafio empleando un calibrado con particulas de poliestireno.

Calibracion con particulas de PS
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3
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]
S
— 300
e
@
°
£ 200
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100 R*=0.997

0 « T T T T
0 25 50 75 100
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Figura 16. Curva de calibrado elaborada con particulas de poliestireno de diferentes tamarios.

Intensidad (cuentas) representada frente al volumen (pg®).
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ENSAYO CON MUESTRAS REALES

Una vez se tiene nocién de los microplasticos detectados en muestras conocidas, el
siguiente paso es la busqueda de estas particulas en modelos reales. En este caso, se han
estudiado envases pldsticos que contengan alimentos, preferiblemente aquellos que deban ser
sometidos a un tratamiento térmico, pues la aplicacion de temperatura supone una degradacion
del plastico del envase (Zangmeister y col., 2022). En este trabajo, el ensayo se llevé a cabo con
envases para fideos instantaneos y arroz cocido de preparacidon en microondas. Ambos envases
son de polipropileno. En el primero, el calentamiento es realizado a través de la adicion de agua
hirviendo por tres minutos, mientras que, en el caso del arroz, el envase se calienta en el
microondas por un minuto. Se reprodujeron estos sistemas de preparacién sustituyendo el
producto alimenticio por agua ultrapura. En ambos casos, tras eliminar el contenido de los
envases, éstos se lavaron rigurosamente con agua ultrapura varias veces para eliminar todo el
producto (incluso las particulas mds pequeiias) antes de reproducir el proceso de preparacién
establecido por los fabricantes, ya que introducir un compuesto organico al ICP, como es el caso
de la matriz alimentaria, aumentaria considerablemente el background debido a su alto

contenido en carbono, limitando la capacidad de deteccidn para los micropldsticos.

En primer lugar, se midié una disolucion de 2 um de PS que habia sido empleada
anteriormente para obtener la curva de calibrado para particulas de poliestireno, pues la
sensibilidad del instrumento varia a lo largo de los dias y es necesario recalcular un punto de la
recta de calibrado para extrapolarlo a la que se obtuvo con la medicién de los estandares antes
de realizar las medidas. La intensidad media que se consiguio el primer dia con el estandar de 2
um fue de 22,89, mientras que el dia de los ensayos con muestras reales fue de 36,13; la relacion
entre ambos valores es de 1,5784, por lo que este valor es el que se atribuye al cambio de
sensibilidad del equipo entre los diferentes dias y debera tenerse en cuenta a la hora de obtener

los resultados finales.

Una vez realizada la calibracidn con el blanco y medidas las muestras, los resultados
obtenidos indicaron que, en el caso del envase de los fideos, no se observo la presencia de

microparticulas, mientras que, en el envase del arroz, se distingue claramente su presencia.

Si se observan los valores de intensidad de fondo de la muestra del envase de los fideos,
en ninguna de las tres mediciones efectuadas se produce un cambio de intensidad con respecto
al obtenido con la medida del blanco, por lo que es posible concluir que no hay ningin elemento

disuelto en el agua que produzca una sefial en el instrumento.
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En cuanto a la muestra del envase de arroz, tal y como se menciond anteriormente, se
distingue una clara presencia de microplasticos, ya que podemos ver una distribucién clara. En
la Figura 17 se muestra un ejemplo de una de las réplicas medidas. Las medidas se llevaron a
cabo por triplicado y los resultados obtenidos indican una clara consistencia entre las tres
réplicas en cuanto al nimero de picos y la intensidad media confirmado asi la reproducibilidad

del ensayo.

Frecuencia
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Figura 17. Intensidad maxima obtenida con el envase de arroz, frecuencia frente al drea de

pico (cuentas).

Tabla 3. Resultados obtenidos del n° de picos e intensidad media (cuentas) corregida de las

medidas efectuadas con el envase de arroz.

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
n2 picos 43 48 32
Intensidad media 30,26 2783 29,49
(cuentas)

Una vez obtenidos los resultados de microplasticos para la muestra del envase de arroz
y corregidos por el factor de sensibilidad, debemos realizar la interpolaciéon en una curva de
calibrado para obtener el tamafio de los micropldsticos observados. Al tratarse de un tipo de

polimero diferente al que utilizamos para realizar la curva de calibrado (polipropileno en lugar
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de poliestireno), es necesario realizar una conversién de la pendiente obtenida para PS para
poder obtener los resultados de PP. Para ello, hay que tener en cuenta tanto la proporcion de

carbono como la densidad de ambos polimeros.
Contenido de carbono en el PS: 92,31 %
Densidad PS: 1,05 g cm™
Contenido de carbono en el PP: 85,71 %
Densidad PP: 0,9 g cm™

Relacién pendiente polimeros = (0,9231 x 1,05) / (0,8571x0,9) = 1,26

Con estos datos podemos calcular que la relacién entre las pendientes de las curvas de
calibrado de los dos tipos de polimeros (PS/PP) es de 1,26. Teniendo en cuenta esta relacion, la
pendiente de la recta de polipropileno corresponde a 2,9248 (pendiente PS/1,26). Con esta
pendiente podemos calcular el volumen de las particulas de PP observadas en la muestra y
finalmente también su tamafio. En la Tabla 4 pueden verse los resultados de didmetro medio
calculados para las tres réplicas de medida, y en la Figura 18, se presenta la distribucién de
tamafios de las particulas de PP detectadas en el envase de arroz teniendo en cuenta las tres

réplicas de medida.

Tabla 4. Resultados obtenidos para las tres réplicas de medida del contenido de microplasticos

extraidos del envase de arroz.

Intensidad media Volumen medio Didmetro medio
corregida (cuentas) (um3) (m)
Medida 1 30,26 9,328 2,612
Medida 2 27,83 8,498 2,532
Medida 2 29,49 9,065 2,587
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Figura 18. Distribucidn de tamafio de los microplasticos de PP extraidos del envase de arroz. Se

han utilizado los datos de las tres réplicas de medida.

CONCLUSION

La deriva logistica de la industria alimentaria en la era moderna ha trazado un puente
entre los micro y nanoplasticos y los organismos, lo que, atendiendo a la evidencia cientifica,
podria originar un impacto negativo en la salud, alterando la microbiota gastrointestinal y las

funciones celulares.

El ICP-MS, gracias a su capacidad para medir las particulas mas pequefias se ha
presentado como una posible via para la estandarizacién de los procesos de caracterizacion de
micropldsticos. La informacidn que aporta este instrumento sobre los micropldsticos permitiria
establecer una relacién entre el tamafno y nimero de particulas y los efectos téxicos generados
por éstas, haciendo posible calcular valores habitualmente empleados en materia de seguridad
alimentaria como la ingesta diaria admisible (IDA), pudiendo de esta forma en un futuro, llegar

a confeccionar mecanismos legales para su control.

Es necesario seguir investigando tanto en los efectos potencialmente adversos de los
micropldsticos en los organismos como en la optimizacion del ICP-MS y otros instrumentos de
medida para su caracterizacién, de esta forma se lograra finalmente proteger al consumidor de

estas particulas.
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CONCLUSION
The logistical drift of the food industry in the modern era has drawn a bridge between
micro and nanoplastics and organisms, which, then to scientific evidence, could cause a negative

impact on health, altering the gastrointestinal microbiota and cellular functions.

ICP-MS, thanks to its ability to measure the smallest particles, has been presented as a
possible way for the standardization of microplastic characterization processes. The information
provided by this instrument on microplastics would allow to establish a relationship between
the size and number of particles and the toxic effects generated by them, making it possible to
calculate values commonly used in food safety such as the acceptable daily intake (ADI), being

able to In this way, in the future, to create legal mechanisms for its control.

It is necessary to continue researching both the potentially adverse effects of
microplastics on organisms and the optimization of ICP-MS and other measurement instruments
for their characterization, in this way it will finally be possible to protect the consumer from

these particles.

VALORACION PERSONAL
Larealizacion de esta asignatura ha sido sin lugar a dudas una experiencia enriquecedora
gue, en mi caso, me ha llevado a exprimir al maximo todas las herramientas adquiridas durante

el grado universitario.

Por primera vez las exigencias se acercan a la excelencia, pues el trabajo esta
supervisado mds que nunca por catedraticos, doctores e investigadores, que no pueden
permitirse un descuido a la hora de dar el visto bueno a sus publicaciones. Gracias a esto el
alumno aprende de una forma sin precedentes de los errores cometidos, percatdndose de
detalles, a veces mas superfluos y otras mas significativos, que de otra forma hubieran pasado
desapercibidos, adquiriendo asi una capacidad de observacién y de amplitud de miras que eleva

cuantiosamente el techo de lo que hasta ahora creiamos posible hacer por nosotros mismos.
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