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Resumen

En este trabajo TFG se estudian experimentalmente las interacciones del bisphenol A con
microplasticos (UPs) de poliestireno (PS-pPs) y poliestireno expandido (EPS-uPs), El
bisfenol A (BPA) es un contaminante del medio ambiente muy importante y con una gran
presencia debida a la contaminacion producida por plasticos (se utiliza como monémero
y aditivo en su preparacion, o debido a otros usos como, por ejemplo, retardantes de la
propagacion del fuego). Pertenece a los Illamados contaminantes disruptores endocrinos,
ya que su molécula es similar a la de muchas hormonas y, por lo tanto, los receptores
estrogenicos la reconocen facilmente. Obviamente, los efectos en el medio ambiente y en
los organismos vivos sometidos a esta contaminacion son muy graves y preocupantes.
Por otro lado, los propios plasticos constituyen un enorme problema medioambiental,
dado que muchos de ellos (a pesar de su reciclaje y desecho independiente) acaban en
este medio y por degradacion fisica y quimica van formando particulas cada vez menores
(es decir, con mayor poder de propagacion y capacidad de retener otros contaminantes).

El trabajo pone a punto un método voltamétrico sensible y reproducible para la
determinacion voltamétrica del BPA, ensayandose la opcién de la nanoestructuracion de
los electrodos de trabajo y su caracterizacion electroquimica. A continuacion, se obtienen
microplasticos , se caracterizan Opticamente, y se estudian sus interacciones con el BPA.
Para ello se emplea la determinacion voltamétrica de BPA en disolucién y puesta a punto
de un método de separacion simple (por centrifugacién) del BPA disuelto de los
microplasticos en dispersion. Las medidas voltamétricas confirman la répida adsorcion
del BPA por los microplasticos, permiten modelizar la interaccion y nos proporciona
informacidn cinética muy Gtil para el estudio de esta contaminacién sinérgica.
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Abstract

In this TFG work, the interactions of bisphenol A with microplastics (Ps) of polystyrene
(PS-uPs) and expanded polystyrene (EPS-JPs) are studied experimentally. Bisphenol A
(BPA) is a very important environmental pollutant and with a great presence due to
contamination caused by plastics (it is used as a monomer and additive in its preparation,
or due to other uses, such as fire retardants). It belongs to the so-called endocrine
disrupting pollutants, since its molecule is similar to that of many hormones and,
therefore, it is easily recognized by estrogenic receptors. Obviously, the effects on the
environment and living organisms subjected to this pollution are very serious and
worrying. On the other hand, plastics themselves constitute a huge environmental
problem, given that many of them (despite their recycling and independent disposal) end
up in this environment and due to physical and chemical degradation they form
increasingly smaller particles (that is, with greater spreading power and ability to retain
other contaminants).

The work develops a sensitive and reproducible voltammetric method for the
voltammetric determination of BPA, testing the option of nanostructuring the working
electrodes and their electrochemical characterization. Next, microplastics are obtained,
optically characterized, and their interactions with BPA are studied. For this purpose, the
voltammetric determination of BPA in solution and the development of a simple
separation method (by centrifugation) of the dissolved BPA from the microplastics in
dispersion are used. Voltammetric measurements confirm the rapid adsorption of BPA
by microplastics, allow modeling the interaction and provide us with very useful kinetic
information for the study of this synergistic contamination.
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Introduccion

La produccion mundial de plasticos ha crecido exponencialmente con el paso del tiempo,
por ejemplo, de unas 2 millones de toneladas en 1950 hasta aproximadamente 380
millones en el afio 2015 (1). Pero este aumento de la produccién también conlleva un
aumento de la contaminacion estimandose que cada afio, entre 4 y 12 millones de
toneladas de plasticos acaban en los océanos (2) constituyendo un enorme problema
medioambiental, ya sea por si mismos o por interacciones que tienen con otros elementos
presentes en los oceanos.

El bisfenol A (BPA) es un producto quimico industrial utilizado como mondmero en la
fabricacion de plasticos de policarbonato y resinas epoxi. También tiene aplicaciones en
la sintesis de poliacrilatos, poli-sulfonatos, poli-ésteres insaturados y retardantes de
incendios (3). Por ejemplo, los poli-carbonatos se emplean en una amplia variedad de
envases alimentarios y en recubrimientos de productos enlatados. Por estos motivos, y
por su alta demanda, el BPA es uno de los productos industriales mas empleados, lo que
inevitablemente repercute en un gran riesgo de contaminacién del medio ambiente (4).

La estructura quimica polifenolica del Bisfenol A (BPA) (4,4'-(propano-2,2-diil)-difenol
(Fig. 1.1) es similar a la de las hormonas estrogénicas, por ejemplo, estradiol o dietil-
estilbestrol, por lo que tiene gran afinidad por receptores estrogénicos y forma parte de
un grupo muy extenso e importante de contaminantes emergentes (calificados asi
recientemente por la UE) denominados disruptores endocrinos [ (3) (4)]. Estos
compuestos son capaces de alterar el sistema hormonal, ocasionando graves dafios sobre
la salud de los seres vivos expuestos al mismo [ (4) (5)]. Por ejemplo, el BPA esta
asociado a enfermedades cardiovasculares, disfunciones sexuales, obesidad,
carcinogenicidad, neurotoxicidad y problemas de desarrollo [ (3) (4)].

El problema contaminante del BPA se agrava sinérgicamente por la presencia de micro-
y nanoplésticos contaminando el medio ambiente (6). Los microplasticos (uPs) son
plasticos cuyo tamafio de particula es inferior a < 5mm. En las ultimas décadas se ha
constatado un gran aumento de la concentracion de los mismos en los océanos, aguas
naturales y suelos, como consecuencia de su alta produccion, utilizacion en numerosos
productos de uso diario, y su incompleta gestion como residuo contaminante o
reutilizacion [ (7) (8)]. Se estima que la cantidad mundial total de pPs que terminan en el
medio ambiente excede de 320 millones de toneladas, de las que aproximadamente el
10% terminan en el medio ambiente acuatico (9).

Existen muchos tipos de uPs los cuales difieren en su composicion, tamafio, forma,
densidad entre otras caracteristicas. Dada que su densidad es menor a la del agua
normalmente estos se encuentran en la superficie de la misma flotando, pero con el
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tiempo, y a causa de las condiciones meteoroldgicas y/o accion de agentes quimicos y/o
bioldgicos la flotabilidad de los mismos se puede ver afectada, resultando en una
distribucion de uPs dispersos a distintas profundidades (4). Debido al alto peso molecular
de los uPs, su hidrofobicidad y la inexistencia de especies microbianas capaces de
metabolizar polimeros en la naturaleza, los plasticos son extremadamente resistentes a la
biodegradacion [ (7) (10)].

Los uPs constituyen por si mismos un grave problema medioambiental, asociados a
mondmeros toxicos sin polimerizar, aditivos y toda clase de compuestos organicos
toxicos persistentes. Los uPs tienen una gran capacidad de adsorcion sobre estos
compuestos organicos (toxicos en su mayor parte) vertidos en rios, mares y océanos (11)
aumentando notablemente su dispersion y su toxicidad al concentrarse hasta en érdenes
de 10° [ (3) (6) (10)].

Existen un buen numero de técnicas analiticas instrumentales muy sensibles y selectivas
para la deteccidn y cuantificacion de BPA. De entre ellas, y con una finalidad de control
medioambiental, predominan las técnicas de cromatografia liquida asociadas a detectores
de espectrometria de masas, con limites de deteccion (LODs) del orden de muy pocos
ppb’s (11). Sin embargo, los procedimientos de determinacion de BPA en matrices
biolégicas o medioambientales requieren de procesos previos de extraccion y limpieza de
la matriz de estas muestras.

También se han desarrollado multitud de sensores quimicos y biosensores, sobre todo
de transduccion electroquimica dadas las propiedades electroactivas del BPA [ (3) (12)].
Gran parte de estos sensores electroguimicos se basan en superficies transductoras
nanoestructuradas, que mejoran notablemente sus propiedades analiticas, sobre todo en
relacién a la electrocatéalisis y a la sensibilidad de medidas de la corriente como sefial
analitica [ (3) (12) (13)]. Los nanomateriales utilizados incluyen nanotubos de carbono,
grafeno, nanoparticulas metélicas, nanocomposites o quantum-dots (3). También se han
desarrollado inmunosensores (utilizacion de anticuerpos como elementos de selectividad)
y aptasensores (basados en mono-secuencias cortas de DNA/RNA que se pliegan
especificamente sobre el BPA) para la creacion de novedosos biosensores de BPA, con
LODs que llegan a concentraciones del orden de 10° a 10° M. [ (3) (12)].

Paralelamente al desarrollo de biosensores electroquimicos de BPA, también se han
desarrollado diversos procedimientos electroquimicos, sobre todo métodos
voltamétricos con electrodos modificados con nanomateriales (nanoestructurados) [ (12)
(13)]. El BPA puede oxidarse con potenciales anodicos, aunque presenta el problema de
la formacion de polifenoles electropolimerizados que pasiva facilmente la superficie de
los electrodos de trabajo, por lo que es necesario su limpieza frecuente o realizar la
nanoestructuracién que dificulte o elimine esta pasivacion (14). Los limites de deteccion

7 de 40



son del mismo orden que los de los sensores electroquimicos, frecuentemente entre el uM
y nM de BPA.

Los micropléasticos constituyen un problema de primer orden debido a su amplia
presencia contaminante del medio ambiente. Ademéas de su propio efecto perjudicial
sobre el medio ambiente, pueden contener dos tipos de contaminantes quimicos: las
materias primas empleadas en su fabricacion (mondmeros, oligdbmeros, aditivos
plastificantes, antioxidantes, estabilizantes o retardadores de combustion) y los
contaminantes persistentes organicos toxicos retenidos sobre su superficie [ (6) (11)].
Estos ultimos se adsorben facilmente y en grandes concentraciones (traza, ppt’s a ppm’s)
por las caracteristicas hidrofobas de los puPs y su alta relacion area/volumen, produciendo
un efecto contaminante sinérgico enorme. Particularmente, existe una gran preocupacion
creciente sobre la presencia contaminantes disruptores endocrinos (incluso en lugares
remotos de los océanos), especialmente de BPA empleado en la propia fabricacién de los
plasticos y como farmaco, asi como su dificil remediacién en los procesos de tratamientos
de aguas residuales (4). Se documenta, por ejemplo, la presencia de BPA en distintos
tipos de aguas (superficiales, subterraneas, plantas de tratamiento, agua de bebida) en
concentraciones de hasta el orden de 35 ng L " (0,035 ppb’s), lo que constituye un
problema de salud publica de primer orden (al transmitirse a la cadena alimentaria) y
justifica una muy intensa investigacion para la disminucion o eliminacion (remediacién)
de este tipo de contaminantes organicos persistentes (4). Agravado por su concentracion
(adsorcion) sobre pPs.

En este trabajo, en primer lugar, se pone a punto un método voltamétrico para la
determinacion sensible de BPA, optimizando y explorando la nanoestructuracion de
mini-electrodos de trabajo de carbon vitreo (@ ~3 mm), y controlando la pasivacion del
electrodo por la formacion de polifenoles sobre su superficie. ElI procedimiento
voltamétrico es aplicado a continuacién en el estudio de la interaccién del BPA con
microparticulas de distintos polimeros plasticos, para cuantificar y comparar las
capacidades de adsorcion (de concentracion) de BPA sobre la superficie de estos uPs.
Tipicamente, este tipo de estudios requieren de complicados procesos de separacion/
extraccion de los contaminantes organicos sobre los uPs [ (6) (9) (11)]. Uno de los
objetivos de este trabajo es aportar nuevos procedimientos rapidos para la cuantificacion
del BPA junto al estudio y caracterizacion de su interaccion con pPs utilizando
procedimientos de separacion sencillos.
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Instrumentacion y Reactivos

Para la realizacion de la parte experimental se emplearon los reactivos e
instrumentacion indicados en este apartado.

Bisphenol A (Alfa-Aesar, Ref. A10324). Se preparo una disolucion concentrada de 30
mM disolviéndolo en agua destilada con ayuda de ultrasonidos, sin necesidad de etanol
al no superar su solubilidad. Las experiencias electroquimicas (voltametria) se llevaron a
cabo empleando como electrolito soporte disoluciones 0,1M de KCI (Sigma-Aldrich).
Como mediador electroquimico se empled ferrocianuro potasico (Sigma-Aldrich).

Para las modificaciones quimicas (nanoestructuracion) de los electrodos de trabajo se
utilizaron Oxido de grafeno (graphene oxide, Metrohm Dropsens, ref. 70001404),
reactivos generales KH2POs, K2HPO4 (Fisher, Ref. 1712602).

Los instrumentos utilizados para las medidas electroquimicas fueron (ver Figs. del
Anexo):

e Potenciostato pAutolab-111 (Metrohm). Resolucion £1 nA, £0,1 mV. Con modulo
FRAZ2 para medidas de impedancia electroquimica (10 kHz a 10 uHz). Software
de control NOVA v.2.1.2 (Metrohm).

e Agitador orbital Reax 02 (Heidolph, Ref. 200473492).

e Centrifugadora Heraeus Multifuge X1R (Thermo Scientific, Ref. 41223274).

e Balanza de precision AG245 (reproducibilidad £0,1mg).

e Bafio liquido con generacion de ultrasonidos Sonorex (Bandelin).

e Microscopio éptico de luz reflejada Axio Imager (Carl Zeiss) con luz polarizada.

e Material de uso general de laboratorio: pipetas y micropipetas, vasos precipitados,
erlenmeyers, varilla de vidrio, cubetas y tubos eppendorf.

Se utilizaron los siguientes electrodos voltamétricos (BASi-BioAnalytical Systems):

e Electrodo (mini) de carbono vitreo (GCE, glassy-carbon electrode) (diametro @=3
mm, ref. MF-2012, BAS-i ).

e Electrodo (mini) de referencia Ag/AgClI (ref. MF-2079, BAS-i).
e Electrodo (mini) auxiliar de hilo de platino (BAS-i, ref. MW-4130).

Para obtener las distribuciones de tamafio de los microplasticos a partir de las
microfotografias obtenidas con el microscopio 6ptico, se empled el software de uso
publico ImageJ (v.1.8.0_172, https://imagej.nih.gov/ij).
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Procedimientos experimentales

Limpieza y pulido de los electrodos GCE-bare

Dada la facilidad con la que se quedar fuertemente retenidos los polifenoles formados
electroquimicamente, es preciso regenerar la superficie de los electrodos GCE-bare (sin
modificar) en medidas sucesivas. Despueés de su lavado con agua, se pulieron con 6xido
de alimina (5 um didmetro) frotando sobre un pafio de fieltro durante aproximadamente
5 min. Finalmente se lavo el electrodo con agua destilada para eliminar cualquier resto de
alimina sobre su superficie. Para una limpieza mas profunda del GCE-bare, y
eliminacion de BPA adsorbido, se realizaron adicionalmente tratamientos con
ultrasonidos en alcohol etilico durante 5 min., previamente a su lavado y pulido.

Caracterizacion del electrodo de trabajo GCE-bare mediante voltametria ciclica

Para conocer la superficie real de los electrodos GCE-bare y su comportamiento
electroquimico (muy dependiente de su estado superficial y/o pulido previo), se midieron
voltagramas ciclicos del mediador de transferencia de carga (ferrocianuro potasico 5 mM
en KCI 0,10 M. como electrolito soporte), desde -1V a +1V a distintas velocidades de
barrido (entre 50 y 200 mV s ). Empleando la ecuacion de Randles Sevcik calculamos el
didmetro de nuestro electrodo de trabajo, que mediante la equivalencia faradaica se
corresponde con su area real.

Cuantificacion del BPA mediante voltametrias de pulso diferencial (DPV)

Para cuantificar la concentracion de BPA en disolucidn, se empled la técnica voltamétrica
de barrido diferencial de pulsos (DPV, differential-pulse voltammetry), una de las mas
sensibles. Se realizaron barridos de potencial DPV (AEp=25 mV; AE=5 mV; v=5mV s 1)
en potenciales desde +0,3V hasta +0.9 V. (para minimizar la formacion de polifenoles a
potenciales mas anddicos). Se realizaron curvas de calibracion de BPA entre
concentraciones de 3,0 a 30,0 uM (0,68-6,85 pug mL™).

Nanoestructuracion de los electrodos de trabajo GCE-bare (GO y rGO).

Con el objetivo de mejorar la sensibilidad y velocidad de transferencia de carga sobre el
BPA de los electrodos GCE, se depositaron con micropipeta sobre su superficie bare (sin
modificar) distintos volimenes (3 a 15 pL) de Graphene oxide (GO), sobre el electrodo
GCE-bare, previamente lavado y pulido. Se dejé secar a temperatura ambiente durante
24 h, y se empleo de esta manera en las medidas de cuantificacion de BPA en disolucion.
Se depositaron concentraciones de 0,5 mg mLty 1 mg mL™* de GO.
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A partir de los electrodos modificados anteriores GCE-GO, se prepararon
voltamétricamente electrodos de graphene reducido (GCE- rGO), en disoluciones de
tampdn fosfato H.PO4/HPO42 0,10 M. (pH=7), mediante voltametria ciclica en un rango
de potenciales de -0,2 a -1,8 V. (vbp.=50 mV s *; n= 10 ciclos).

Dada la imposibilidad de pulir fisicamente los electrodos GCE modificados, entre
medidas consecutivas se regeneraron mediante un procedimiento electroquimico con el
objetivo de eliminar posibles polimeros del BPA electropolimerizados en las medidas
voltamétricas a potenciales anddicos, y que tienden a retenerse sobre la superficie del
glassy-carbon. Para ello se aplico un potencial constante Ee=-0,5 V durante un tiempo de
electrolisis te=90 s., en disolucién acuosa de KCI 0,1 M. como electrolito soporte. Este
tratamiento de limpieza electroquimica del electrodo modificado se aplic6 de una medida
voltamétrica de BPA a la siguiente.

Preparacién de los micropldsticos (uPs)

Se estudiaron 2 tipos de uPs: (1) poliestireno (PS); y poliestireno expandido (EPS).
Mediante lijado de diferentes objetos plasticos de uso diario, con papeles de lija de
diferentes tamarios de grano (numeracion 320 para PS y 400 para EPS) se obtuvieron los
correspondientes microplasticos (UPs) en forma de un polvo finamente dividido. Para
obtener 2 g. de los pPs, el lijado tomd aproximadamente 4 h. Posteriormente, se
caracterizd mediante microscopia Optica el tamafio de estos uPs empleando el software
ImageJ (v.1.8.0_172), obteniéndose distribuciones de tamafio en torno a diametros
medios de entre 40 y 80 um. Se prepararon de esta forma pPs de PS y EPS, a partir de
vasos de café y porexpan (EPS, material plastico espumado compuesto de un 98% de
aire, muy ligero y muy empleado en embalajes y como aislante termico y acustico),
respectivamente.

A partir de los uPs sélidos, se prepararon dispersiones alicuotas en agua en volimenes
de 2,0 mL (tubos eppendorf), en concentraciones de 0,2/0,4/0,8 y 1,6 mg mL™. Sobre
estas dispersiones de pPs se afiadié un volumen de BPA para obtener concentraciones
finales de [BPA]=8,0 mM, para estudiar su interaccion. Al objeto de calcular las cinéticas
de adsorcion del BPA sobre los pPs, se control6 el tiempo de contacto del BPA con las
dispersiones de los (Ps.

Estudio cinético de la interaccion del BPA con los microplasticos

Las dispersiones de los WPs (en distintas concentraciones alicuotas) se pusieron en
contacto en tubos eppendorf (2,00 mL totales) con una concentracion 8,0 mM de BPA,
controlando el tiempo de adsorcion (entre 0,0 y 72,0 h.) y manteniendo agitacion de volteo
vertical orbital. A continuacion, se realizd la separacion de los pPs solidos de la
disolucién, y se tomo rapidamente una alicuota de la disolucion (200 uL) para las medidas
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de la concentracion de BPA disuelto, una vez realizada la separacion centrifugando a
7500 rpm durante 10 minutos los tubos eppendorf correspondientes. Sobre esta
disolucion, se midié con DPV la concentracion de BPA empleando electrolito soporte
0,10 M. de KCI. De esta forma, se obtuvo la concentracion de BPA no adsorbido por los
UPs, y por diferencia a partir de la concentracién inicial de BPA la cantidad de BPA
adsorbido por unidad de masa de los puPs. Asi mismo, se realizaron medidas de control
de BPA en ausencia de pPs y después del mismo procedimiento de separacioén por
centrifugacion, y en las que no hubo pérdidas significativas de BPA durante este proceso.
Para las medidas voltamétricas DPV se emplearon electrodos de trabajo GCE-bare, que
se mostraron en el estudio experimental realizado mucho mas reproducibles que los
electrodos nanoestructurados con GO y rGO.
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Resultados y Discusion

Caracterizacién voltamétrica de los electrodos de trabajo (GCE-bare)

El objetivo de las medidas voltamétricas en este trabajo es la cuantificacion DPV sensible
y répida del BPA en la disolucion. Los materiales de electrodo mas adecuados para la
oxidacion del BPA (bisphenol A) son los derivados del carbono, por lo que se emplearon
electrodos de trabajo de carbdn vitreo (glassy-carbon, GCE) que presentan muy baja
porosidad y, por lo tanto, bajas corrientes capacitativas residuales. Son los electrodos de
caracter organico mas empleados, sin embargo, tienen como inconveniente la necesidad
de ser regenerados con frecuencia (mediante lavado/pulido fisico) al tener una gran
capacidad de retencion de los productos de las reacciones electroguimicas.
Particularmente, en la oxidacion del BPA se producen polifenoles por
electropolimerizacion, lo que agrava el problema.

Es conocida la gran dependencia de las medidas voltamétricas con respecto al estado
superficial del electrodo. Por lo que es aconsejable caracterizarlo de alguna manera,
también como comparacion del comportamiento electroquimico de electrodos GCE
diferentes en la determinacion de BPA. Una forma sencilla, es empleando un mediador
de transferencia de carga (mtc), por ejemplo, ferrocianuro en una concentracion precisa,
y medir las alturas de los picos voltamétricos (voltametria ciclica) a distintas velocidades
de barrido de potenciales (vbp, v). De forma tedrica, y a través de la equivalencia
faradaica, ha de cumplirse la llamada ecuacion de Randles-Sevcik:

Ip=2,69*105*n%*v%*D%*A*c

Siendo n, el nimero de electrones transferidos en el evento redox; v, la velocidad de
barrido (V s); D, el coeficiente de difusion del ferrocianuro (cm? s ); A, el area del
electrodo (cm?) y ¢, la concentracion (mol cm®). De esta ecuacion, todos los datos son
constantes a excepcion de la altura del méximo del pico voltamétrico (lp) y la velocidad
del barrido de potenciales (vbp), por lo que las podemos agrupar en una unica constante
(k), que podemos calcular como valor medio de las distintas medidas, al representar la
velocidad de barrido (V s ™) frente a la altura del pico (lp). Los resultados se muestran en
la Fig. 0.1.
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V (mV/s) viz Ip (A) Ipvs VA1/2
4,50E-05
50 7,07 2,50E-05
100 10,0 3,20E-05 P
3,50E-05 Ri= 9904
150 122 3,60E-05 ~
200 14,1 3,90E-05 = 300805

2,50E-05

2,00E-05
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 0.1. Valores de Ip de los picos voltamétricos anddicos medidos en funcion de la vbp por voltametria ciclica.
Disoluciones de ferrocianuro 5mM en KCI 0,10 M. Relacion lineal de Ip frente a la raiz cuadrada de la vbp.

Se midi6 Unicamente el pico anddico, y de forma experimental se observo una relacion
lineal de I, que aumenta con v? (I,=k v*?), lo que se cumple tedricamente en corrientes
limitadas por la velocidad de difusion. A partir de estas medidas a distintas vbp, se calculd
el area real de los electrodos GCE-bare (sin modificar), que puede variar en funcion de
su rugosidad o estado superficial, o simplemente de un electrodo a otro.

La ecuacion Randles- Sevcik, basada en la equivalencia faradaica, permite calcular el area
real del electrodo, valor que comparamos con su area geométrica en términos del diametro
del electrodo GCE-bare (valor tedrico indicado por el fabricante: $=3,0 mm). Por
ejemplo, en el electrodo n® 1 se obtuvo un area real correspondiente a $=2,7 mm, algo
menor que el valor geométrico. EI motivo fue un pasivado de la superficie GCE-bare (n°
1), aunque muy sensible a su pulido fisico, dado que aumentd su area después de este
pulido, hasta mantenerse constante. Por lo que, la utilidad de esta medida es la de
comprobar y controlar el estado superficial del electrodo, pero sobre todo comparar
electrodos de trabajo GCE-bare diferentes. En trabajos precisos de medidas de una misma
magnitud, y para evitar diferencias, se realizaron medidas con un mismo electrodo GCE
para evitar esta variable.

Modificacidon (nanoestructuracion) de los electrodos CGE-bare

En este apartado se describe la modificacion fisica de los electrodos de trabajo GCE-bare
con nanomateriales de grafeno, para mejorar sus propiedades electroquimicas en su
posterior uso para la cuantificacion voltamétrica de BPA en disolucién. Los
procedimientos se detallan en el apartado experimental anterior.

Se ensayaron distintas cantidades de graphene oxide (GO) depositadas fisicamente, que
guedan fuertemente adheridas sobre el GCE-bare permitiendo su facil modificacion. A
partir de electrodos GCE-GO, se fabricaron ademas electrodos nanoestructurados con
oxido de grafeno reducido (rGO), mediante la reduccion electroquimica del GO (ver los
procedimientos experimentales). Normalmente, el rGO suele tener mayores
conductividades y capacidad de electrocatalisis que el GO. Los objetivos de la
nanoestructuracion fueron aumentar la superficie del electrodo de trabajo (ET),
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midiéndose mayores corrientes, y mejorar su electrocatalisis (oxidar al BPA a menores
potenciales anddicos).

Las cantidades de GO incorporados a los electrodos GCE-bare (sin modificar) en este
estudio, se muestran en las tablas 0.1y 0.2.

Volumen aiadido (pL) 3 5 10 15 10 15

Concentracion GO (mgmL?) | 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1

Tabla 0.1. Volimenes y concentraciones de graphene oxide afiadidos a los electrodos GCE-bare para su
nanoestructuracion fisica, obteniendo electrodos GCE-GO.

Volumen afadido (pL) 3 5 10 15 10

Concentracion GO (mgmL?) | 0,5 0,5 0,5 0,5 1

Tabla 0.2. Volumenes y concentraciones de las dispersiones de graphene oxide afiadidos a los electrodos GCE-bare
para su nanoestrcuturacién posterior, obteniendo electrodos modificados GCE-rGO.

Los resultados en la determinacion de una misma concentracion en disolucion de BPA
(corrientes maximas de los picos voltamétricos DPV, 1p), para los 3 tipos de electrodos,
se resumen en la tabla 0.3.

Ip GCE-bare (UA) | Ip GCE-GO (pA) | Ip GCE-rGO (MA) | Modificacion realizada
0,16 0,15 0,24 3uL (0,5mg mL™Y)
0,16 0,40 0,17 5uL (0,5mg mLY)
0,16 0,31 0,29 10pL (0,5mg mL™)
0,16 0,13 0,29 15uL (0,5mg mL™)

Tabla 0.3. Altura de pico de medidas voltamétricas DPV repetidas de disoluciones 20uM de BPA, empleando los
electrodos GCE modificados (GO, rGO) y sin modificar (bare).

En la Fig. 0.2 se muestran voltagramas DPV tipicos de las medidas voltamétricas de BPA
de los 3 tipos de electrodos GCE estudiados (bare, GO, rGO). Como conclusion de los
resultados mostrados en la tabla 0.3 y Fig. 0.2, una mayor cantidad de GO depositado en
general disminuye la sensibilidad a partir de un valor optimo (5uL; 0,5mg mL™t), mientras
mayores cantidades de GO en la formacion del rGO mejora las corrientes. Por lo tanto,
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se ve claramente que la nanoestructuracion del electrodo GCE-bare aumenta las
corrientes, resultado esperable al aumentar el area de los ET. Sin embargo, un exceso de
GO provoca una cierta pasivacion del ET, por el motivo de no ser un buen material de
electrodo comparado con el rGO, en cuanto a su conductividad electronica. En cuanto a
su capacidad electrocatalitica (capacidad de mejorar la velocidad de transferencia de
electrones, que hace que los picos voltamétricos aparezcan a menores potenciales, ver fig.
0.2), el GO produce mayor electrocatélisis, mientras que este efecto no se aprecia
significativamente en el rGO con respecto al GCE-bare en los voltagramas anodicos DPV
del BPA en disolucion.

8_
m GCE-GO
6 ® GCE-rGO
A GCE-bare

WE(1).8.Current (MA)
I

2
&7
C
o] ——————
0.4 0.8 1.2

Potential applied (V)

Figura 0.2. Voltagramas DPV de una disolucién BPA 20uM empleando electrodos (A) GCE-GO y (B) GCE-rGO
modificados con 10 uL de graphene oxide ( 0,5mg mL™) y (C) GCE-bare sin modificar.

Se realizé un estudio similar con voltametria ciclica del comportamiento en disoluciones
de ferrocianuro como mediador de transferencia de carga (mtc) de estos 3 tipos de
electrodos, comprobando los valores de Ip (picos anddicos) y la reversivilidad
electroquimica (diferencia de los potenciales de los méximos de los picos anddico y
catodico: AEp (V)=Ep.a— Epc). Menores valores de AE (V) significan mayores valores de
vtc (mayor reversibilidad electroquimica). Menores valores de Epa significan mejor
electrocatalisis, y valores mayores Ip mejor sensibilidad en las corrientes medidas del
metc. Los voltagramas ciclicos correspondientes (n=2 ciclos) se muestran en la fig. 0.3.
En general, la disminucion del primer ciclo al 2° significa una cierta pasivacion de los ET
por el deposito de polifenoles formado durante las medidas CV.
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GCE-bare GCE-GO GCE-rGO Modificacion
p(A) | AE(V) | Ip(A) | AE(V) | Ip(MA) | AE(V) realizaca
25 0,25 31 0,18 32 0,16 3uL (0,5mg mL™)
25 0,25 28 0,17 36 0,13 5uL (0,5mg mL'l)
25 0,25 76 0,14 42 0,14 10uL (0,5mg mL'l)
25 0,25 40 0,11 30 0,14 15uL (0,5mg mL'l)
25 0,25 38 0,10 44 0,10 10uL (0,5mg mL'l)

Tabla 0.4. Valores de Ip y 4Ep de voltagramas ciclicos en disoluciones 5mM de ferrocianuro con los 3 tipos de
electrodos estudiados.

801 [ = GCE-GO ;
g0l | ¢ GCE-rco| A
=  GCE-bare

WE(1).Current (uA)

-80_ T T T T T
40 05 00 05 10

Potential applied (V)

Figura 0.3. Voltagramas ciclicos de Ferrocianuro 5mM a 50mV s con los electrodos de trabajo (A) GCE-GO y (B)
GCE-rGO modificados con 10uL de Graphene oxide 0,5mg mL; y (C) con electrodo de trabajo GCE-bare.

Los resultados del mtc muestran que el GO produce un muy pequefio efecto
electrocatalitico sobre el ferrocianuro con respecto al GCE-bare, mientras que con el
GCE-rGO ocurre lo contrario. Ambas nanoestructuraciones producen un aumento de la
superficie y mayores corrientes. Sin embargo, el resultado con respecto a la
electrocatalisis no es extrapolable al BPA, al tratarse de moléculas diferentes, con un
mayor caracter organico e inorganico.

Otros aspectos importantes de los electrodos empleados en la cuantificacion del BPA son
su reproducibilidad, resistencia a la formacion de polifenoles, y su limpieza. Si bien la
nanoestructuracion mejora la sensibilidad, se observé que medidas consecutivas
disminuian las corrientes, debido a la pasivacion producida por los polifenoles
(electropolimerizacion) formados durante las medidas anddicas del BPA (especialmente
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con el electrodo GCE-GO). Por lo que es necesario en todos los casos la limpieza y
regeneracion de los ETs. En el caso del GCE-bare, su limpieza y pulido entre una medida
y la siguiente produjo excelentes resultados de reproducibilidad. En los electrodos
nanoestructurados no es posible el pulido fisico, por lo que se regeneraron
electroquimicamente (ver en procedimientos experimentales).

Para estudiar lo anterior y su tiempo de vida, con un mismo electrodo GCE-GO se
realizaron 2 medidas DPV diarias de BPA (20uM), sin regeneracion electroquimica. Los
resultados se resumen en la Tabla 0.5 y Fig. 0.4. Se observa una disminucion apreciable
de Ipen la 22 medida de BPA con respecto a la 12, debido a la pasivacién del electrodo, en
una primera etapa (las 6 primeras medidas en donde no se regeneraba el GCE-bare, desde
el 23-feb. al 9-mar.). Con el mismo GCE-GO empleado en esta etapa, se ensayd a
continuacion su limpieza (regeneracion) electroguimica, obteniéndose resultados mucho
mas reproducibles. Aun cuando la sensibilidad disminuye rapidamente en las primeras
medidas después de la fabricacion del ET modificado, posteriormente alcanza valores
mas reproducibles durante un tiempo de vida razonable.

Fecha 23-feb 28-feb 02-mar 04-mar 08-mar 09-mar

12 medida (pHA) 0,51 0,31 0,079 0,13 0,071 0,038

22 medida (HA) 0,21 0,18 0,095 0,043 0,052 0,038

Fecha 10-mar | 16-mar 18-mar 24-mar 28-mar 30-mar

12 medida (uA) | 0,078 0,10 0,089 0,063 0,064 0,069

22 medida (uA) | 0,036 0,039 0,026 0,057 0,058 0,063

Tabla 0.5. Valores Ip de la primera y segunda medida DPV diaria de BPA 20uM, en dias sucesivos, con el electrodo
GCE-GO modificado con 10uL de GO 0,5mg mL™ .
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Figura 0.4. Representacion de la altura de los picos en la primera y segunda medida con el transcurso del tiempo.
Cuantificacion del BPA en las mismas condiciones que las de la tabla 5. Mejora de la reproducibilidad trabajando sin
regeneracion y con la regeneracion electroquimica del GCE-GO.

En el otro extremo, el electrodo GCE-bare muestra resultados muy reproducibles en
medidas de BPA repetitivas (desviaciones estandar relativas aproximadas del 5%RSD
para n=6 medidas de BPA 20 uM) cuando se procede a su limpieza/pulido. En conclusion,
y para su uso en la cuantificacion de pequefias concentraciones de BPA en su interaccién
con microplasticos, se escogio este electrodo, a pesar de una menor sensibilidad en la
cuantificacion del BPA, pero por su mayor reproducibilidad. El pulido del ET entre cada
medida voltamétrica no es un gran inconveniente, pues se realiza en muy pocos minutos.

El efecto de la limpieza y pulido de los electrodos GCE-bare en la cuantificacion DPV
de disoluciones 50 y 100 uM de BPA se muestran en la tabla 0.6 y en la fig. 0.5. La
limpieza/pulido de los electrodos GCE-bare produjo de forma muy notable un aumento
de la sensibilidad de las medidas y la mejora de la reproducibilidad de las medidas
voltamétricas. Tal como se ha indicado anteriormente, se escogio el electrodo GCE-bare
como el mas adecuado para el estudio de la interaccion del BPA con los microplasticos,
en la forma como se detalla en el apartado posterior de este trabajo.

Concentracién BPA (uM) Ip pre-pulido (HA) Ip post-pulido (HA)
50,0 0,13 0,50
100,0 0,34 1,22

Tabla 0.6. Alturas maximas de pico(lp) antes y después del pulido realizado después de medidas DPVs de BPA 50 y
100uM BPA, empleando electrodos GCE-bare.
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Figura 0.5. Voltagramas DPV tipicos de BPA 50uM en disolucion: (A) antes y (B) después del pulido del electrodo
GCE-bare.

Estudio de la interaccién (adsorcién) del BPA sobre microplasticos

El objetivo més importante de este trabajo es el estudio de la capacidad de adsorcién del
BPA sobre microplasticos, empleando un método sencillo y rapido. Esto tiene una gran
importancia medioambiental, pues ademas de la contaminacidn intrinseca de los propios
uPs éstos pueden preconcentrar otros contaminantes organicos presentes en el medio,
debido a su capacidad de adsorcién y retencion, agravando el problema contaminante
sinérgicamente.

Lo que se llevd a cabo y se describe en esta parte de la memoria fue la obtencidn fisica
de microplasticos por lijado de diversos materiales de uso comun, la caracterizacion de
su tamafio mediante microscopia Optica, y el estudio de la capacidad de adsorcién del
BPA con estos microplasticos. Para esto ultimo, se pusieron en contacto diversas
cantidades de dispersiones pPs con una misma concentracion en disoluciéon de BPA (8
mM), durante un tiempo controlado (desde 0 a 72 h.) y con agitacién orbital de volteo.
Después de esta adsorcion controlada, se separaron las uPs de la disolucion del BPA
mediante centrifugacion en tubos eppendorf, y se tomaron alicuotas de la disolucion
sobrenadante para cuantificar su contenido en BPA. Por diferencia con respecto a la
cantidad de BPA afiadida inicialmente, se calculé la cantidad de BPA adsorbido por
unidad de masa de uPs y la cinética de adsorcion. Las correspondientes isotermas de
adsorcion se ajustaron a dos modelos para proponer el mecanismo de adsorcién de estos
microplasticos.
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Obtencién de los micropldsticos y su caracterizacion por microscopia dptica.

Se han estudiado dos tipos de uPs: (a) Poliestireno (PS), obtenido lijando el pléstico de
vasos de café, y (b) Poliestireno expandido (EPS), obtenido del lijado de porexpan,
empleado como proteccion en embalajes.

En primer lugar, se redujo el tamafio de los plasticos empleando lijas de dxido de aluminio
medias/finas (n° de grano 360 para PS y 400 para EPS), obteniéndose particulas cada vez
menores durante este proceso de lijado. Para obtener un total de aproximadamente 2 g.
de cada pP, se emplearon aproximadamente 4 h. Una vez obtenidas las cantidades
necesarias (aproximadamente 2 g.), y agitando el recipiente de vidrio manualmente para
obtener una distribucion mas uniforme, se realizaron sobre pequefias tomas de muestra
micrografias con el microscopio éptico. En las Figs. 0.6 y 0.7 se muestran dos ejemplos,
mostrando otras micrografias adicionales en el Anexo (Figs. 1.18 y 1.19).

Figura 0.7. Microparticulas de poliestireno (PS-xPs) obtenidas con un aumento x200.

A partir de estas imégenes, se estimaron distribuciones de tamafio de los uPs midiendo
manualmente el didmetro/tamafio de las particulas mostradas en cada imagen, y
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empleando el software de medida denominado ImageJ. Se procedio con la obtencion de
una estimacion del diametro de los microplasticos mediante la utilizacion del programa
ImageJ.

Para el estudio posterior de capacidad de adsorcion de BPA, se emplearon microplasticos
cuyas distribuciones de tamafios fueron:

-PS: 48.6+9.8 um.
- EPS: 65.5 + 13.1 pm.

Estos valores se midieron sobre todas las microfotografias que se realizaron el laboratorio,
tanto las mostradas en las dos figuras anteriores (figs. 0.6 y 0.7) como las mostradas en
el Anexo (figs. 1.18 y 1.19). De todos los valores medidos (aproximadamente se
recogieron 60 medidas de cada uno de los 2 WPs), obteniéndose dos distribuciones de
tamafio con los valores valor.medio + desv.estandar indicados.

Estudio cinético de la adsorcidn de BPA sobre los micropldsticos

Una vez obtenidas las cantidades suficientes de los dos pPs (PS, EPS), se pesaron las
cantidades correspondientes de cada uno de ellos y una dispersion de los mismos se puso
en contacto con una disolucion 8 mM en BPA, manteniendo su contacto durante un
tiempo con agitacion vertical. Una vez transcurrido ese tiempo, se realizo la separacion
de la disolucion y las microparticulas, para tomar después con una micropipeta un
volumen alicuota en el que se realizd la determinacion voltamétrica de BPA, tal como se
ha mencionado anteriormente y se ha detallado en la parte de procedimientos
experimentales de esta memoria. A partir de los resultados medidos se calcularon las
cinéticas de adsorcion del BPA sobre los microplasticos, asi como la capacidad de
retencion del BPA por unidad de masa de ambos microplasticos (mg de BPA adsorbido/g
de uPs). Por norma general, y como se detalla a continuacion, se observo una adsorcion
muy rapida de BPA sobre los pPs en las primeras 0.5-3 h. Después de su puesta en
contacto, y una cinética de adsorcion mucho mas lenta en las horas posteriores, medidas
hasta un méximo de 24 h.

A partir de la concentracion de BPA en la disolucion y la cantidad total de BPA afiadido
inicialmente se calculé la cantidad de BPA que queda adsorbido sobre los pPs, el
porcentaje de BPA adsorbido y la cantidad de BPA adsorbida por unidad de masa de los
MPs. Para estos calculos se emplearon las siguientes ecuaciones:

CO _Ce

%EA = X 100 (eficiencia de adsorcion)

0

CO Ce

Q4=

XV (capacidad de adsorcion)
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en donde Qa es la cantidad de BPA que se adsorbe por gramo (unidad de masa) de pPs
(mg g 1); Coy Ce se refieren a la concentracion final y en el equilibrio de BPA en
disolucion (mg L 1), respectivamente; m es la masa de los pPs (g); y V es el volumen en
el que se mide la adsorcion del BPA (L).

El %EA (eficiencia de la adsorcion en unidades porcentuales) significa el porcentaje de
BPA que queda adsorbido, y se empleo para estudiar la cinética de adsorcion del mismo
sobre los pPs, midiendo su valor después de distintos tiempos de estar en contacto
empleando agitacion vertical. Se comprob6 que mas alla de 24 h. no se producen
porcentajes mayores de adsorcion, concentrandose ésta rapidamente en las primeras horas
de contacto. Con el valor maximo de %EA se calcularon las capacidades méaximas de
adsorcion del BPA sobre los pPs (QA), cuyas unidades son de mg.BPA/g.uPs (mg gb).

También se realizaron curvas de calibrado en disoluciones de BPA sometidas al mismo
proceso de centrifugacion empleado en la separacion de los pPs. No se observaron
cambios significativos de los parametros de las ecuaciones de calibrado con disoluciones
de BPA centrifugadas y no centrifugadas, por lo que el proceso de separacion no influy6
en el célculo de las concentraciones de BPA disuelto.

A partir de los datos de %EA en funcién del tiempo, se ajustaron las ecuaciones de los
datos medidos a dos tipos de modelizacion de la adsorcion con las siguientes ecuaciones:

e |soterma de Langmuir (mas adecuada a la formacion de una sola monocapa
ab-x1=¢
1+bx1=¢

adsorbida sobre la superficie de los pPs): F(x) =

e |soterma de Freundlich (méas adecuada a la adsorcidn/retencion de multicapas de
BPA completadas sobre los pPs): F(x) = % = k- x'/™; 0 también en la forma

extendida: F(x) = a - x?* ° y/o abreviada: F(x) = a - x".

A continuacidn, se resumen los valores obtenidos en condiciones experimentales distintas
en funcion de la cantidad de uPs para la misma concentracion de BPA. La representacion
del %EA se ajust6 al modelo Langmuir y al modelo Freundlich abreviado (los modelos
extendidos no convergieron adecuadamente en los ajustes empleados). Para estos estos
ajustes de las medidas a las ecuaciones correspondientes (fittings) se empled el software
OriginPro 2020 actualizado (OriginLab v.9.7.0.188). Como criterio de mejor ajuste, se
compararon los valores de los coeficientes de regresion del ajuste no lineal y los
desajustes chi-cuadrado. A continuacién, en las Figs. 0.8 a0.11, se resumen los resultados
de estos ajustes y sus parametros, para los 2 pPs (PS, EPS) y con concentraciones de UPs
dispersos de 0,4 y 1.6 mg mL™. El procedimiento experimental se ha detallado
anteriormente.
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Figura 0.8. Ajustes de modelizacion del %EA en funcion del tiempo para la adsorcion de BPA 8 mM sobre PS-puPs 0,4

%EA

Modelizacién Freundlich (1.6 mg mL™' PS-MPs)

80
L
60
[
L]
< .' Model Allometric1
g 40 Equation y=a'x"b
E)
Plot %EA
a 46.354 £ 0.67
b 0.123 + 0.007
204 Reduced Chi-Sqr 1.593
R-Square (COD) 0.9884
Adj. R-Square 0.9845
0 » T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

Figura 0.9. Ajustes de modelizacion del %EA en funcién del tiempo para la adsorcion de BPA 8 mM sobre PS-pPs 1,6
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Figura 0.10. Ajustes de modelizacion del %EA en funcion del tiempo para la adsorcion de BPA 8 mM sobre EPS-pPs
0,4 mg mL.
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Figura 0.11. Ajustes de modelizacion del %EA en funcidn del tiempo para la adsorcién de BPA 8 mM sobre EPS-pPs
1,6 mg mL.

Como consecuencia de los resultados mostrados, se observa una mejor modelizacién de
la adsorcion del BPA sobre los pPs con un modelo monocapa en ambos tipos PS y EPS.
Lo que significa fuerzas de retencion no excesivamente fuertes.

Por otro lado, el célculo de Qa para una situacion de equilibrio (tiempos de adsorcion de
24 h.) nos permite evaluar la cantidad de BPA que puede quedar retenido por ambos
microplasticos. En la tabla se resumen los datos calculados Qa, para los plasticos y las
cantidades indicadas.

Concentracion de los microplasticos (g L) Tipo de pP Qa(mgg?)
0,2 5,66
0,4 3,10

PS-uPs
08 1,60
1,6 0,84
0,2 5,48
0,4 2,87
EPS-pPs
0,8 1,51
1,6 0,78

Tabla 0.7. Capacidad de retencion (mg BPA g™ pPs) del BPA en funcion de distintas cantidades de pPs, para un
tiempo de equilibrio de adsorcion de 24 h.

Como resultado méas importante de las medidas mostradas en la tabla 0.7 es que con
mayores cantidades en dispersion de los microplasticos su capacidad de retencion
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disminuye significativamente. Este resultado coincide con el encontrado por otros autores
en estudios similares de adsorcion del BPA (9). La explicacion a este comportamiento
puede deberse a la agregacion de las propias microparticulas de pléstico en las
condiciones experimentales empleadas, que hace que su capacidad de adsorcion
disminuya notablemente, al disminuir significativamente su relacion area por unidad de
volumen.
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Conclusiones

e Se han caracterizado electroquimicamente las superficies de los electrodos de
trabajo empleados (GCES). Si bien las areas activas de estos electrodos son mayores
que las areas geometricas, y muy dependientes del pulido, la importancia de este
apartado ha servido para mejorar la reproducibilidad de las medidas de corriente con
un mismo electrodo o comparando electrodos GCE-bare distintos.

e Una vez modificadas las superficies de los GCE-bare con los nanomateriales GO y
rGO, se compararon las propiedades de estas superficies para las cuantificaciones
voltamétricas del BPA en disolucion. Las nanoestructuraciones mejoraron la
sensibilidad de los ETs (mayores corrientes medidas) y la electrocatalisis
(disminucidn del Ep) con respecto al GCE-bare, pero las medidas fueron menos
reproducibles. Por lo que se escogieron electrodos GCE-bare para los estudios
reflejados en este trabajo TFG.

e Se desarroll6 un procedimiento de limpieza electroquimica de los electrodos GCE-
GO y GCE-rGO que mejoro satisfactoriamente la regeneracion de estos electrodos
en medidas voltamétricas consecutivas (no es posible su pulido fisico como en el
caso de electrodos GCE-bare). Mejorando también su reproducibilidad entre
medidas repetidas y tiempo de vida. Aunque, como se ha mencionado en el punto
anterior, se emplearon electrodos GCE-bare para la cuantificacion del BPA en
disolucién y en el estudio de las interacciones del BPA con los uPs por su sencillez
y fiabilidad.

e Se prepararon UPs que se caracterizaron por microscopia Optica, obteniéndose
distribuciones de tamafio de: 48,6£9,8 um (PS-uPs) y 65,5+13,1 um (EPS-pPs).

e Estos PPs, en distintas cantidades (dispersiones entre 0,2y 1,6 g L), se pusieron en
contacto y con agitacion con una concentracién constante de BPA (8 mM), en
tiempos de 0,5, 1, 2, 3y 24 h., midiéndose posteriormente la concentracion de BPA
no adsorbida (DPV). De esta manera, se obtuvieron curvas isotérmicas de
adsorcion del BPA sobre los uPs, observandose su rapida adsorcion (en las primeras
0,5-1 h.) y una situacion de equilibrio de adsorcion a las 24 h. (medidas posteriores
a 24 h. no produjeron cambios en la cantidad de BPA adsorbido).

e Las curvas de adsorcion anteriores se modelizaron a un comportamiento de
monocapa adsorbida (ecuacién expandida de la isoterma de Langmuir) y a un modelo
de adsorcién multicapa (ecuacion abreviada de la isoterma de Freundlich). Los
mejores ajustes (en términos de coeficientes de regresion no lineal de los ajustes y
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menores valores de chi-cuadrado) se produjeron con el modelo Langmuir, lo que
sugiere la retencion de monocapas de BPA sobre los pPs debidos a fuerzas debiles
de adsorcion.

e Las maximas capacidades de retencion del BPA sobre los pPs fueron
aproximadamente del orden de entre 0,8-5,7 mg BPA g* uPs (algo menores en el
caso del EPS con respecto al PS). La cantidad (mg) de BPA adsorbido disminuyd al
aumentar la cantidad (g L™) de puPs en dispersion, comportamiento que fue debido a
la agregacion de las microparticulas de los pPs durante el tiempo de realizacion de
las medidas, que hace que disminuya su relacion area/volumen y su capacidad de
retener al BPA.
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ANEXO

Molécula de Bisfenol A

CHs

CHs

Figura 1.1. Formula estructural del Bisphenol A.

Estructura quimica del Bisfenol A (BPA): (4,4'-(propano-2,2-diil)-difenol

Instrumentacion electroquimica y electrodos empleados

Se muestran fotos del lugar del laboratorio en donde se realizaron algunas de las medidas
(Laboratorio electroquimico del Grupo de Investigacion GEAS  (Grupo de
Espectroscopia Analitica y Sensores, E-29 17R) e instrumentos empleados en las
medidas voltamétricas.

Figura 1.2. (A) Potenciostato pAutolab-111 (Metrohm), electrodos y celda voltamétrica (caja de Faraday). (B)
HAutolab-111 (potenciostado).
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Figura 1.3. (A) Electrodos de trabajo (GCE), referencia (Ag/AgCI 3 M.) y auxiliar (hilo de Pt). (B) Bafio liquido de
ultrasonidos.

Voltagramas ciclicos del mediador ferrocianuro medidos al comparar electrodos
GCE-bare, GCE-GO y GCE-rGO
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Figura 1.4. Voltagramas ciclicos de Ferrocianuro 5mM a 50mV s con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados
con 3ul de Graphene oxide 0,5mg mL*y del GCE-bare.
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Figura 1.5. Voltagramas ciclicos de Ferrocianuro 5mM a 50mV s con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados
con 5ul de Graphene oxide 0,5mg mLy del GCE-bare.
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Figura 1.6 Voltagramas ciclicos de Ferrocianuro 5mM a 50mV s con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados
con 10ul de Graphene oxide 1mg mL*y del GCE.
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Figura 1.7. Voltagramas ciclicos de Ferrocianuro 5mM a 50mV s con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados
con 15ul. de Graphene oxide 0,5mg mL™y del GCE.

Voltagramas de pulso diferencial de BPA medidos al comparar electrodos GCE-
bare, GCE-GO y GCE-rGO
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Figura 1.8. Voltagramas DPV de BPA 20uM con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados con 3uL de Graphene
oxide 0,5mg mL*y del GCE-bare.
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Figura 1.9. Voltagramas DPV de BPA 20uM con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados con 5uL de Graphene
oxide 0,5mg mL*y del GCE-bare.
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Figura 1.10. Voltagramas DPV de BPA 20uM con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados con 10uL de
Graphene oxide 0,5mg mL y del GCE-bare.
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Figura 1.11. Voltagramas DPV de BPA 20uM con electrodos GCE-GO y GCE-rGO modificados con 10uL de
Graphene oxide 1mg mL y del GCE-bare.
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Figura 1.12. DPV de BPA 20uM de los GCE-GO y GCE-rGO modificados con 154L de Graphene oxide 0,5mg mLy
del GCE-bare.
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Curvas de calibrado de BPA con los distintos electrodos voltamétricos estudiados

35
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Figura.1.13. Curva de calibrado de BPA empleada para las medidas de BPA en disolucion una vez adsorbido
(parcialmente) sobre los pPs.

Instrumentacién de laboratorio empleada en la obtencidn y procedimientos de

caracterizacion y separacion de los microplasticos

Figura 1.14. Objetos de uso cotidiano a partir de los cuales se han obtenido los microplasticos estudiados en este TFG.

Figura 1.15. Microscopio optico de luz reflejada Axio Imager (Carl Zeiss) con luz polarizada empleado en la
caracterizacion del tamafio de los micropléasticos.

36 de 40



Figura 1.16. (A) Centrifugadora Heraeus Multifuge X1R, empleada en la separacion de las disoluciones de BPA de
las microparticulas solidas de los pPs. (B) y Agitador orbital Reax 02, empleado en modo volteo para la agitacion
vertical de los tubos de plastico conteniendo las dispersiones de los pPs (con distintos contenidos mg mL™) y una
concentracion constante de 8 mM BPA.

Figura 1.17. Tubos con disoluciones 8 mM BPA con dispersiones de (A) EPS-uPs y (B) PS-uPs después de su
separacion por centrifugacion.

Microfotografias empleadas para medir distribuciones de tamafio de uPs

Figura 1.18. Microfotografias de EPS-uPs en aumentos de (A) x50) y (B) x200.
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Figura 1.19. Microfotografias de PS-pPs en aumentos de (A) x50, (B), x100) y (C) x500.

Abreviaturas empleadas en esta memoria

Abreviatura  Significado

UPs Microplésticos

BPA Bisfenol A (bisphenol A)

CVv Voltametria ciclica (cyclic voltammetry)

DPV Voltametria de pulso diferencial (differential pulse voltammetry)
Ep Potencial maximo del pico voltamétrico DPV del BPA.

EPS Poliestireno expandido (expanded polystyrene)

EPS-uPs Microparticulas de poliestireno expandido.

ET Electrodo voltamétrico de trabajo

GCE Electrodo de carbon vitreo (glassy carbon electrode)

GO Oxido de grafeno (graphene oxyde)

Ip Corriente del méximo del pico voltamétrico (voltagramas de BPA)
mtc Medidor de transferencia de carga (charge-transfer mediator)
ppb Partes por billon

ppm Partes por millén

ppt Partes por trillon

PS Poliestireno (polystyrene)

PS-uPs Microparticulas de poliestireno
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