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RESUMEN

El auge de la utilizacién de plasticos ha generado una gran cantidad de residuos que se encuentran
dispersos en numerosos entornos naturales. El problema no solo estd en los plasticos macroscépicos,
sino que éstos pueden degradarse formando particulas de microplasticos, e incluso nanoplasticos. Este
hecho ha generado muchas preguntas respecto al riesgo que puede suponer, tanto para el medio
ambiente como para los seres humanos. Para definir el riesgo y poder tomar medidas, es necesario
disponer de métodos analiticos fiables para su deteccion, identificacion y cuantificacion.

Este trabajo ha consistido en primer lugar, en recopilar informacidon de actualidad respecto a las
técnicas y procedimientos disponibles para el analisis de micro- y nanoplasticos, tanto en muestras de
laboratorio como en muestras reales complejas.

En segundo lugar, se ha realizado un estudio sobre la optimizacion de un procedimiento experimental
para la identificacién y cuantificacidon de micro- y nanoplasticos (utilizando particulas de poliestireno
como modelo) mediante su extraccion en punto de nube con un tensoactivo, y posterior deteccion
utilizando las propiedades fluorescentes del Rojo Nilo (tinte organico fluorescente) mediante
fluorescencia molecular. El método desarrollado permite la extraccién completa de las microparticulas
de poliestireno y su posterior cuantificacion a partir de la disminucion que generan sobre la sefial
fluorescente del Rojo Nilo en el extracto. Se han estudiado las prestaciones analiticas del método, que
requiere el uso de la adicidn estandar y el control de diferentes parametros (tiempo, exposicién a la luz
ambiental) para reducir su irreproducibilidad.

ABSTRACT

The plastics use’s growth has produced a great number of residues that are widespread in the
environment. The main concern is not only about the macroscopic plastics, but the micro- and
nanoplastics that result from break down processes. This fact has generated several questions about
the risks for the environment and humans. This risk assessment requires the development of reliable
analytical methods for its detection, identification and quantification.

At first, this work has consisted in the compilation of current information about techniques and
procedures available for micro- and nanoplastics analysis both in laboratory and complex real samples.

Secondly, a study has been carried out on the optimization of an experimental procedure for the
identification and quantification of micro- and nanoplastics (using polystyrene particles as model) by
cloud-point extraction with a surfactant and subsequent detection using the fluorescent properties of
Red Nile (fluorescent organic dye) by molecular fluorescence. The method developed allows the
complete extraction of the polystyrene particles and their quantification by measuring the signal
reduction caused on Red Nile fluorescence in the extract. The analytical properties of the method have
been studied. It requires the use of standard addition and the control of different parameters (such as
measuring time, light exposure) to reduce the irreproducibility of the measurements.



ABREVIATURAS

PS — Poliestireno

PS(Flu) — Poliestireno con fluoroforo

TX-67 — Triton X 67

TX-100 — Triton X 100

TX-114 - Triton X 114

RN — Rojo Nilo

CPE — Cloud Point Extraction (extraccion en punto de nube)

Py-GC/MS — Pirdlisis acoplada con cromatografia de gases-espectrometria de masas
u-FTIR — Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, combinada con microscopia
u-Raman — Espectroscopia Raman, combinada con microscopia

PMMA - Polimetilmetacrilato

PE — Polietileno

PP — Polipropileno

PC — Policarbonato

PU — Poliuretano

EVA — Poli (etileno acetato de vinilo)

PVC — Cloruro de polivinilo

PA — Poliamida

PES - Poliéster
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1. INTRODUCCION / ANTECEDENTES
1.1.Presencia de micro/nanoplasticos en el medioambiente. Problemas asociados

Los plasticos, término que la comunidad cientifica ha adoptado para referirse a todos los polimeros
sintéticos?, sirven como materiales versatiles y maleables que permiten acceder a una amplia gama de
propiedades quimicas y fisicas. Ademas, sus bajos costes de produccion y procesamiento facilitan a los
fabricantes su manipulacién para desarrollar nuevos productos que beneficien a la sociedad; las
industrias de muchos sectores utilizan plasticos en alguna etapa de su produccidn o lo incluyen en los
productos finales?2.

Solo en Europa, la demanda de plésticos en 2018 llegé a 51,2 millones de toneladas?. La produccién
mundial de plastico no ha parado de crecer, alcanzando los 380 millones de toneladas anuales en ese
mismo afio, con una previsién de triplicar esta cifra en el 20502 La creciente produccién implica un
aumento de los residuos plasticos, promoviendo en consecuencia su acumulacion en el medio
ambiente. Ademas, la falta de estrategias e infraestructuras de eliminacidon adecuadas, han creado
grandes dreas de desechos flotantes en los océanos, la llamada “sopa de plastico”?. La degradacidn de
objetos plasticos macroscépicos (< 5mm) en piezas mas pequefias, normalmente se produce por una
combinacion de procesos quimicos y fisicos que, en particular, pueden implicar fotodegradacion,
oxidacion, degradacion hidrolitica y desintegracion mecanica. Estos procesos se conocen como

1

“meteorizacion” y, dependiendo del tipo de polimero y su morfologia, pueden diferir

significativamente.

Las piezas de plastico degradadas forman una coleccién muy heterogénea, que varia en tamafio, forma
y densidad, asi como la composicién quimica especifica del material®. La definicidn exacta de los micro-
y nanoplasticos difiere, pero generalmente se acepta el término “nanoplasticos” para particulas
menores a 1 um, y “microplasticos” para particulas entre 1um y 1mm3. Ademas, tanto nano- como
microplasticos, se pueden clasificar segiin su origen como “primarios” (se fabrican directamente de su
tamafio y forma para gran variedad de aplicaciones, como granulos para produccién industrial) o
“secundarios” (se forman a través de la meteorizacidn de desechos plasticos en el medio ambiente)?.

En la década de 1970, las primeras particulas de plastico pequeiias (< 5mm) fueron detectadas en aguas
abiertas®. En esa misma década, los cientificos teorizaron por primera vez sobre las consecuencias
ambientales de los plasticos y la amenaza que supone para la salud humana? La presencia de
microplasticos se extiende a todo el planeta, desde el ecuador hasta los polos, y desde el fondo marino
hasta el monte Everest (donde se encontraron fibras de poliéster a 8444 m)34,

La interaccion de los nanopldsticos con el medio ambiente y los organismos suponen una
preocupacion. Los impactos potencialmente negativos en la biota pueden asociarse con la lixiviacion
de mondmeros y aditivos, algunos de los cuales han demostrado ser toxicos, cancerigenos o
disruptores endocrinos®. Ademas, pueden formarse y liberarse compuestos volatiles orgénicos (VOCs)
debido a la fotodegradacién oxidativa de desechos plasticos®. Es més, pueden absorber contaminantes
orgdnicos persistentes® y metales toxicos’ del medio ambiente, y actuar como vector de
microorganismos patdgenos y/o resistentes a antibidticos®°.

Es importante comprender la interaccion de los nanoplasticos con el medio ambiente, especialmente
con organismos vivos, para evaluar posibles riesgos sobre la salud, ya que los nanopldsticos pueden
reaccionar de manera diferente a sus homdlogos de tamafio micrométrico®.



Las principales vias de exposicién a los nanoplasticos son: inhalacién, suele ocurrir por exposicidon
laboral; absorcidn por la piel, a través del uso de productos de cuidado personal; o ingestién oral,
siendo esta la principal, ya que se han encontrado microplasticos en varias especies de mariscos y en
otros alimentos como la miel, cerveza, sal y azlcar, e incluso en agua potable!?. La absorcién y
acumulacién de nanoplasticos, asi como la transferencia a través de la cadena tréfica de los organismos
acuaticos, ha sido demostrada bajo condiciones experimentales, dando fuerza a la posibilidad de que
los nanoplasticos podrian acumularse en la cadena alimentaria y, por lo tanto, resultar en la exposicidn
humana'®!l, Un andlisis reciente sobre la ingesta humana de micropldsticos en alimentos arrojé una
estimacién de 39000-52000 particulas por afio'2. Los datos disponibles en la literatura son dificiles de
comparar, incompletos e insuficientes para una evaluacién fiable de la ingesta de micropldsticos?. Para
el estudio de los riesgos que suponen estos microplasticos, el primer paso es disponer de
procedimientos de deteccion en diferentes entornos que sean fiables.

1.2.Deteccidon de microplasticos. Técnicas comunmente utilizadas para su caracterizacidn

La deteccidon fiable de microplasticos en muestras ambientales o matrices bioldgicas complejas
presenta numerosas complicaciones, debido a su pequefio tamafio, su baja concentracidn y al hecho
de que su composicion quimica no es muy diferente de la materia orgdnica. La deteccion de
microplasticos, de acuerdo con su tamafio, no es suficiente, ya que se requiere adicionalmente su
caracterizacién quimica para poder identificar las particulas®.

En primer lugar, los métodos comunes para separar y concentrar micro- o nanoplasticos (nos
referiremos a ellos como analitos) incluyen flotacién, filtracion y electroseparacion, que se basan en
las diferencias de densidad, tamafio, hidrofobicidad y conductividad eléctrica, respectivamente?®,

En segundo lugar, para la deteccidon y cuantificacion de los analitos, encontramos principalmente
métodos basados en espectrometria de masas (destructivos; Py-GC/MS) y métodos basados en

particulas (no destructivos; u-FTIR y u-Raman) %,

El método basado en masas mas utilizado es Py-GC/MS (pirdlisis acoplada con cromatografia de gases
— espectrometria de masas). Primero se produce la degradacién mediante pirdlisis, después la
separacion por cromatografia gas y por ultimo la identificacion utilizando espectrometria de masas.
Permite la determinacidn de: la masa polimérica; y la identificacién y cuantificacion de micro- y
nanopldsticos en muestras ambientales complejas®. Su principal desventaja es que se trata de un
método destructivo. Su principal ventaja es que permite la deteccién de algunos aditivos asociados a
los plasticos y subproductos de degradacion, lo que proporciona la informacién necesaria para que sea
posible evaluar, de forma fiable, los riesgos que suponen los micro- y nanoplasticos para el
medioambiente y para la salud humana®.

A modo de ejemplo, Ter Halle et al.® recolecté muestras de agua del giro (corriente marina rotativa)
del Atlantico Norte Subtropical. Después de la ultrafiltracion del agua, utilizaron dispersion de luz
dindmica (DLS) para comprobar la presencia de nanoparticulas. Para evaluar la identidad quimica de
las particulas, realizaron un andlisis mediante Py-GC-MS. Estimaron que la sefal de fraccién coloidal
del agua de mar podria atribuirse a una mezcla del 73+18% PVC, 18+16% PET y 9+10% PS>.

Los métodos basados en particulas mas eficientes corresponden a espectroscopia vibracional: FTIR y
Raman, ambos basados en la interaccion de la radiacion con las vibraciones moleculares, unidas a
microscopia. Estos métodos permiten la identificacion (tipo de polimero), la cuantificacion (nimero,



tamanio / distribucion de tamafios) y la caracterizacién (forma) de los microplasticos. La resolucién
espacial establecida para estos métodos viene determinada por el limite de difraccién de la luz y, por
tanto, limitada a 10 um aproximadamente para u-FTIR y 300 nm aproximadamente para p-Raman?. El
principal inconveniente para u-FTIR es la fuerte absorcidn que presenta el agua, por lo que requiere un
minucioso secado de las muestras; mientras que para p-Raman, es que por lo general requiere mas
tiempo y, a menudo, sufre interferencia por fluorescencia. Por lo tanto, p-Raman es aplicable para el
analisis de microplasticos en todo el rango de tamafios (detectando mas particulas en el mismo rango
de tamafio que u-FTIR), pero su verdadero poder radica en el andlisis de particulas mas pequefias de
10 um, que no pueden ser evaluadas por técnicas convencionales de IR.

Por ultimo, los métodos basados en masa son destructivos y proporcionan informacion sobre el
contenido de algunos tipos de microplasticos y, por tanto, se pueden aplicar en estudios combinados
después del analisis no destructivo, con el fin de lograr informacién complementaria (por ejemplo,
informacidn detallada sobre copolimeros, aditivos organicos y productos de meteorizacion, ademas de
los datos sobre masas poliméricas)®.

1.3. Métodos de separacién de microplasticos. Extraccién en punto de nube

La extraccion en punto de nube (CPE) es una técnica de preconcentraciéon de muestra que se basa en
la formacién de micelas cuando un tensoactivo no idnico es calentado por encima de su punto de nube.
Esta técnica ha sido muy utilizada para concentrar nanoparticulas inorganicas en matrices complejas,
principalmente nanoparticulas con recubrimientos hidrofébicos, mostrando una ventaja significativa
sobre los procedimientos de separacion tradicionales, ya que es poco probable que éste modifique el
tamafio y morfologia original de las nanoparticulas durante la extraccion®.

La extraccion en punto de nube ha resultado ser util para la separacidon de micro- y nanoplasticos, ya
que los plasticos presentan propiedades hidrofébicas®®. Liu J et. al.2® desarroll6 un procedimiento para
el aislamiento de micro- y nanoplasticos (principalmente <5 um) en aguas ambientales, aplicado a
esferas de PS y PMMA. Se utilizé filtracion por membrana para separar y concentrar, mientras que se
adopté CPE para concentrar los nanopldsticos en el filtrado.

1.4.Estrategias para la tincion de microplasticos. Uso de Rojo Nilo. Propiedades fluorescentes

El Rojo Nilo (RN) es un reactivo fluorescente que detecta entornos hidrofdbicos y actualmente se utiliza
como tinte para lipidos en células y para la deteccidon de microplasticos mediante microscopia de
epifluorescencia (fluorescencia acoplada a microscopio). Es soluble en agua y presenta propiedades
solvatocrémicas (cambio de la posicion vy, a veces, intensidad de las bandas de absorcién o emision,
provocado por un cambio en la polaridad del medio), siendo su fluorescencia mucho mayor en
presencia de agentes hidréfobos. Este método de tincidon ha sido eficaz para algunos plasticos (por
ejemplo: PE, PP, PE, PC, PU y EVA), pero no funciona con PVC, PA ni PES.Y’

El uso del reactivo RN para la tincidn de microplasticos y su posterior deteccidn ya se ha utilizado en el
desarrollo de distintos procedimientos. A modo de ejemplo, Gagné et. al.)” propuso una metodologia
basada en fluorescencia para la deteccidon de nanoparticulas de PS en tejidos biolégicos, utilizando las
propiedades solvatocromicas del RN. En el estudio, a pesar de que las nanoparticulas solas aumentaron
un poco la fluorescencia del RN, encontraron un cambio hipsocromico (desplazamiento de la banda
espectral a menores longitudes de onda) caracteristico en los espectros de emision cuando el RN y los
nanoplasticos se incubaron con una fraccidn de tejido celular. Para explicarlo, prepararon suspensiones



de RN y nanoplasticos (50 y 100nm) en presencia de concentraciones crecientes de dos tensoactivos
(Tween-20 y TX-100) en lugar de los fosfolipidos presentes en las muestras celulares. Los datos
revelaron que ambos tensoactivos aumentan facilmente los valores de fluorescencia cuando se
agregan al RN y al nanoplastico. Como resultado, la intensidad de fluorescencia fue proporcional a la
concentracidn de los nanoplasticos y la adicidn de NP en extractos de tejido desplazé en mayor medida
hacia el azul los espectros de emisién (a 623 nm desde el pico de rojo del Nilo normal a 660 nm).



2. OBIJETIVOS Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

El objetivo general del presente Trabajo de Fin de Grado se centra en el desarrollo de un procedimiento
analitico que permita la deteccidon de micro- y nanoparticulas de poliestireno en una matriz acuosa
mediante su extraccion en punto de nube y posterior cuantificacién basada en su interaccion con un
reactivo fluorescente. Para ello, se establecen los siguientes objetivos concretos:

En primer lugar, se estudiaran las condiciones dptimas para llevar a cabo la extraccidon en punto de
nube (CPE) trabajando con micro- y nanoparticulas de PS etiquetadas con un fluoréforo.

En segundo lugar, se estudiara la interaccion de micro- y nanoparticulas de PS con el reactivo
fluorescente Rojo Nilo, asi como las condiciones en las que se puede llevar a cabo su cuantificacion
mediante fluorescencia molecular. Finalmente se evaluaran las prestaciones analiticas del método
desarrollado.

Adicionalmente se plantean otros objetivos relacionados con mi formacidn, tales como: adquirir mayor
autonomia en el laboratorio, busqueda y gestidn bibliografica, conocer las particularidades de trabajar
con nanomateriales, ampliar los conocimientos en algunas técnicas de separacion y de deteccién, o la
propia resolucion de problemas que surgen durante el desarrollo de los ensayos, asi como la gestién y
el tratamiento de datos.



3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1.Instrumentacion

= Espectrometro de Fluorescencia modelo LS45 (Perkin Elmer), equipado con ldmpara de
emision de Xe (continuo), software informatico FLWinLab
= Balanza analitica modelo AG245 (Mettler Toledo)
= Balanza analitica modelo GH-200 (A&D Weighing)
3.2.Material de laboratorio

=  Micropipetas
- 10-100pL (Hirschmann Laborgerate)
- 20-200pL (EASY 40 Elite)
- 100-1000puLy 0,5-5mL (Kartell)
= Bafio de ultrasonidos (Selecta)
=  Estufa (Memmert)
=  Centrifuga (Thermo Scientific Multifuge X1R)
= Tubos de vidrio, 10mL, para centrifuga con tape (PYREX England)
=  Cubeta de cuarzo de precisidn (Hellma Analytics) para las medidas de fluorescencia.
3.3.Reactivos
3.3.1. Estandares de poliestireno

A lo largo del trabajo se han utilizado suspensiones de poliestireno marcado con fluoréforo (PS(Flu)) de
0,5 y 2 um de didmetro (Sigma-Aldrich), de concentracion 2,5% (m/v) y una concentraciéon de
fluoréforo de 0,31% (m/m), asi como suspensiones de poliestireno sin marcar (PS) de 0,5y 2 um de
didmetro (Sigma Aldrich), de concentraciones 2 y 10% (m/v) respectivamente.

Para el estudio de la selectividad del método desarrollado, se empled una suspension de 10 g/L de
nanoparticulas de SiO, de 0,5 um de didmetro (Sigma Aldrich).

3.3.2. Extraccién en punto de nube

Para llevar a cabo la extraccidn en este trabajo se han utilizado distintos tensoactivos: Tritdn X-67 (TX-
67) (Sigma Aldrich), Tritén X-100 (TX-100) (Sigma Aldrich) y Tritdn X-114 (TX-114) (Sigma Aldrich). Las
distintas disoluciones se prepararon pesando la cantidad necesaria de tensoactivo y diluyendo en un
volumen conocido de disolvente (agua ultrapura, obtenida mediante sistema Milli-Q Advantage,
(Molsheim)). Ademas, se ha utilizado sulfato de magnesio (Scharlau, 99-100,5% de pureza).

3.3.3. Reactivo fluorescente

Para la deteccion de los microplasticos tras la extraccion se ha utilizado el reactivo fluorescente Rojo
Nilo (Sigma Aldrich).

3.4.Preparacion de disoluciones

Todas las disoluciones se prepararon por pesada en balanza analitica. Se prepararon disoluciones
intermedias (tabla 1) a partir de los reactivos, diluyendo con agua ultrapura, excepto el Rojo Nilo que
se disolvié en acetona (Sigma Aldrich, > 99,9% de pureza). Las disoluciones para los ensayos fueron
preparadas a partir de estas disoluciones intermedias, siempre diluyendo en agua ultrapura.



Disoluciones Intermedias  Concentracion

PS(Flu) 0,5 um [PS] = 100 mg/L; [Flu] = 0,3 mg/L
PS(Flu) 2,0 um [PS] = 100 mg/L; [Flu] =0,3 mg/L
PS 0,5 um [PS] = 100 mg/L

PS 2,0 um [PS] = 100 mg/L

TX-67 10% m/v

TX-100 10% m/v

TX-114 10% m/v

MgSO, 1,0 M

Rojo Nilo 1g/L

Si0; 0,5 um [SiO,] = 100 mg/L

Tabla 1. Concentracion de las disoluciones intermedias

3.5.Procedimientos
3.5.1. Extraccion en punto de nube (CPE)

Todas las extracciones en punto de nube se llevaron a cabo en viales de vidrio de 10 mL, con el fin de
evitar una posible contaminacién de plasticos migrados desde los recipientes, y agua ultrapura como
disolvente.

Para poder llevar a cabo la extraccion es necesario que la disolucién incluya un tensoactivo y una sal
de magnesio (la fuerza idnica facilita la separacion de fases'*). Al realizar la optimizacion de la CPE se
decidié que el vial debia contener TX-114 0,10% (m/v) y MgS0O, 1,0M. Segun el ensayo realizado, se
afiadid la concentracién de PS(Flu) estudiada o, en su lugar, PS y RN. Tras haber afadido los reactivos,
todas las disoluciones para CPE se llevaron a un volumen final de 10 mL.

Las disoluciones se calentaron en estufa a 40°C durante 30 minutos. Después se centrifugaron a 2000
rpm, a temperatura ambiente (20°C) durante 5 minutos. Finalmente, se dejaron reposar 2 minutos, se
retird el sobrenadante, el extracto se llevé a un volumen final de 10 mL con agua ultrapura y se agité
manualmente durante un minuto. En el caso de los ensayos llevados a cabo con RN, la suspension
resultante se tapd con papel de aluminio para protegerla de la luz ambiental, salvo que se indique lo
contrario, hasta su medida mediante fluorescencia. En estos ensayos se midid el tiempo transcurrido
entre la preparacidn de las suspensiones y la medida.

3.5.2. Analisis mediante fluorescencia molecular

Todas las medidas se realizaron en cubeta de cuarzo de precision de 10,00 mm. Las condiciones de
medida fueron variando con el transcurso del trabajo. Los ensayos correspondientes a las medidas de
los PS(Flu) se realizaron fijando la ganancia del detector al maximo valor permitido (voltaje de 900 V),
debido a la baja concentracidn de fluoréforo en los poliestirenos (PS(Flu)) utilizados. En el caso de los
ensayos con el reactivo RN, se trabajé a un valor constante de 775 V. En general, se registraron los
barridos de emision en todos los ensayos para estudiar tanto los efectos sobre la intensidad
fluorescente como la posible modificacién de los espectros.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.0btencidon del espectro de excitacién y emision del PS fluorescente

Con el objetivo de poder evaluar el rendimiento de extraccién mediante CPE, se estudié la fluorescencia
de los PS(Flu), de forma que se pudiera cuantificar su contenido en el medio extractante. Para comenzar
este estudio se trabajé con PS(Flu), preparando disoluciones de concentracion conocida y midiendo
directamente su fluorescencia. Empleando particulas de PS(Flu) de 0,5 y 2,0 um se obtuvieron los
espectros de la figura 1.
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¢) Emision PS(Flu) 2,0 um d) Excitacion PS(Flu) 2,0 um

Figura 1 — Espectros de fluorescencia (900V). Barridos de excitacion (400-545 nm; Aem = (b) 571 nm (d) 558
nm) y barridos de emision (545-640 nm; Alexc = 523 nm). Concentracidn de PS (Flu) 10 mg/L. Tamafio de
particula PS (a, b) 0,5 umy (b, c) 2,0 um.

Los maximos de excitacidon y de emision obtenidos fueron de 524 nm y 571 nm respectivamente. Las
sefales de fluorescencia son mas intensas para las particulas de PS 0,5 um, probablemente debido a
su mayor relacién superficie:volumen, que hace que para una misma concentracidon en masa haya un
mayor nimero de fluoréforos capaces de emitir radiacion.

4.1.1. Optimizaciones con PS fluorescente

Debido al caracter fluorescente que presentan algunos de los tensoactivos cominmente empleados en
la extraccidn en punto de nube, se estudié su posible influencia en la sefial de PS(Flu) observada
anteriormente para ambos tamanos. Los medios estudiados fueron: agua ultrapura, TX-67, TX-100 y
TX-114. Los espectros de emisidn se muestran en la figura 2. Para su obtencidn, se fijéo como longitud
de onda en el monocromador de excitacion el maximo obtenido para el PS(Flu) en agua. En las
disoluciones del estudio la concentracion de fluordforo (correspondiente a 10mg/L de PS(Flu)) era del
0,03% (m/v), mientras que los tensoactivos se encontraban al 0,30% (m/v). Mientras que el TX-67 no
presenta ninguna influencia, tanto el TX-100 como el TX-114 tienen propiedades fluorescentes, lo que
provoca la apariciéon de un pico mas intenso que el del fluoréforo del PS (debido a la elevada
concentracidn en el medio), con un maximo a 597 nm en el caso del TX-100 y 598 nm en el de TX-114,
y que se superpone parcialmente al maximo del PS(Flu) (Aem =571 nm), lo que dificultaria su posterior
cuantificacion.
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Figura 2 — Espectros de fluorescencia (900V). Barridos de emision (545-640 nm; Aexc = 524 nm). Suspensiones
de PS(Flu) 0,5um (10 mg/L) y TX en (b), (c) y (d): 0,3% (m/v). Longitudes de emision de los mdximos en nm: (a)
571, (b) 569, (c) 597 y (d) 598

En la figura 3 se muestra el espectro de emisidn del tensoactivo TX-114 junto con los espectros en
presencia de PS sin marcar y del PS(Flu). Se comprueba que la presencia de microparticulas como las
de PS no modifican la emisidn fluorescente del tensoactivo, y que, para longitudes de onda inferiores,
aproximadamente a 570 nm, la fluorescencia observada se debe Unicamente a la presencia del
fluordforo en los PS(Flu).
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Figura 3 — Espectros de fluorescencia (900V). Barridos de emision (545-640 nm; Aexc = 524 nm). Concentracion
de TX 0,03% (m/v). Suspensiones de PS en (b) y PS(Flu) en (c); ambas de 0,5um y 10 mg/L. Longitud de emision
de los mdximos: 598 nm



En estas condiciones, se estudid si era posible la determinacion del PS(Flu) en un medio con un
tensoactivo que emite radiacion en una zona del espectro préxima. Para ello, se realizé un ensayo en
el que se aumenté la concentracidn de TX-114 en el medio (de 0,03% a 0,5%) midiéndose la intensidad
fluorescente a 571 nm (maximo del PS(Flu) y a 598 nm (maximo del TX-114). Analizando los datos se
observd que las sefiales a 598 nm aumentaban hasta alcanzar un méximo a 0,1%, probablemente por
fendmenos de autoabsorcién a mayores concentraciones, mientras que la sefial a 571 nm disminuia en
todo el intervalo de concentraciones (ver anexo Al). En estas condiciones, se realizé la determinacion
de PS(Flu) 0,5 um en presencia de TX-114, mediante recta de calibrado, teniendo en cuenta la sefial del
tensoactivo en ausencia de PS(Flu) (ensayo en blanco). Las disoluciones se prepararon con
concentracion variable de PS (Flu) 0,5 um en presencia de TX-114 al 0,03% (mayor sefial debida al
tensoactivo a 571 nm). Los resultados se muestran en la figura 4.
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Figura 4 — Recta de calibrado de PS(Flu) en presencia de TX-114 (0,03%). Obtenida de los espectros de emision
(voltaje 900V), Aexc =524 nmy lem =571 nm; y corregida con la sefial de blanco.

4.2.Extraccién en punto de nube (CPE). Optimizacidn de las condiciones de extraccion

En un primer ensayo, y como punto de partida, se siguié el procedimiento descrito en la bibliografial4,
en el que se realiza la extraccion de micro- y nanoplasticos (principalmente <5 pm) en aguas
ambientales, tal y como se ha detallado en la introduccién (1.3). Para ello, se prepard la disolucion en
un vial (Vf = 10 mL), se introdujo en la estufa durante 15 minutos a 75°C y finalmente se centrifugé a
3000 rpm durante 10 minutos a 4°C. La disolucién del vial contenia TX-114 al 0,03% (m/v), PS(Flu) 20
mg/Ly MgS04 0,1 M.

En estas condiciones, no se obtuvieron extractos, por lo que, en un segundo ensayo se siguié el mismo
procedimiento, pero con tres tensoactivos diferentes (TX-67, TX-100 y TX-114), variando su
concentracion (0,03% y 0,2 % m/v) e introduciendo los viales en el congelador a -20° C durante 5
minutos tras la centrifugacion, sin observarse mejoras. Se decidié entonces adaptar un procedimiento
que habia funcionado anteriormente, pero aplicado a la extracciéon de nanoparticulas de plata, con el
que se tenia experiencia previa'® y que se detalla en el apartado 3.5.1. Este procedimiento resulté ser
eficaz, obteniéndose un extracto de color rosaceo debida a la presencia del PS(Flu)).
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4.2.1. Rendimiento de extraccion mediante medida de fluorescencia del PS fluorescente

Para estudiar el rendimiento de la extraccion se prepard una suspension de PS(Flu) de 5 mg/L que fue
sometida al procedimiento de extraccion, realizandose el ensayo por triplicado. Esta suspension inicial
se mididé también por fluorescencia para poder calcular el rendimiento de acuerdo con la expresion (1).
Ademas, se prepard una disolucién con TX-114 de la misma concentracién (0,1%) en ausencia de
PS(Flu) que también fue sometido a la extraccion CPE.

Senal del extracto

Rendimiento CPE =

100 (1)

Senal suspension inicial

Las sefiales obtenidas a la longitud de onda de emisién del fluoréforo se muestran en las tablas 2 y 3,
obteniéndose un rendimiento de extraccion del 104 + 8%.

Disolucion CPEO1 CPEO2 CPEO3 media s
Sefial (u.a.) | 48,47 46,49 5451 50 4

Tabla 2. Intensidad de fluorescencia (u.a.) de los extractos. Alexc =524 nmy Aem = 571 nm

Disolucion | Sin CPE = Blanco TX-114

Seiial (u.a.) 47,71 29,31
Tabla 3. Intensidad de fluorescencia de la suspension de referencia y del tensoactivo TX-114. Aexc =524 nmy
Aem = 571 nm

4.3, Estudios previos con Rojo Nilo

4.3.1. Optimizacion de las condiciones para la extraccién y medida de PS con Rojo Nilo

Tras comprobar que las condiciones utilizadas para la extracciéon en punto de nube eran adecuadas
para extraer de forma cuantitativa los PS presentes en una suspensidn acuosa, se procedié al estudio
del efecto de los PS sobre la fluorescencia del Rojo Nilo, que permitiera la detecciéon de microplasticos
en el extracto, de acuerdo con las variaciones del entorno que sufre el fluoréforo ya vistas en el
apartado 1.4. de la introduccién.

El estudio de la fluorescencia de disoluciones de RN (8 mg/L) en medio TX-114, correspondiente a las
condiciones en las que se encuentra el extracto, reflejo unos maximos de excitacién a 555 nm y de
emisién a 628 nm.

A continuacion, se estudid si la presencia de concentraciones crecientes de PS 0,5 um en el medio de
TX-114 modificaba la fluorescencia del RN. Los resultados se presentan en la figura 5.
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Figura 5 — Espectros de fluorescencia (775V). Barridos de excitacion (440-610 nm; Aem =571 nm) y barridos de
emisién (575-690 nm; Adexc = 524 nm). Suspensiones de PS 0,5um, en presencia de RN (1,80 mg/L) y TX-114
(0,1%). (a) y (b) no contienen particulas de PS. Ninguna suspension fue sometida a CPE.

Como puede observarse, la sefial de fluorescencia del RN disminuye conforme aumenta la
concentracidn de PS, sin apreciarse una variacién en los maximos, ni en la forma de los picos. Estos
resultados no se corresponden con el comportamiento esperado y descrito en la bibliografial’, en el
qgue se describe un desplazamiento hacia menores longitudes de onda conforme la polaridad del
entorno disminuye. En este articulo se sugiere que las microparticulas de poliestireno generan un
entorno mas hidrofdbico que el tensoactivo del medio, lo que provoca un desplazamiento sobre el
espectro de emision del RN.

A pesar de estos resultados contradictorios, se observé que la disminucidon de la seial del RN era
proporcional a la concentracion de PS. Se decididé entonces estudiar si esta disminucidn se podia utilizar
como método para la cuantificacion de PS extraidos mediante CPE, estudiando las condiciones éptimas
y las prestaciones analiticas del método.

4.4.Determinacidn de la concentracion de PS mediante CPE y medida de fluorescencia con Rojo Nilo

En una primera aproximacion, se estudié si las medidas de los blancos y de las suspensiones de PS tras
someterlas a CPE diferian significativamente.

Para el estudio de la repetitividad del blanco se prepararon tres disoluciones en ausencia de PS que
fueron sometidas a CPE y de las que se tomaron medidas de fluorescencia. Las concentraciones de las
disoluciones y las sefiales obtenidas se encuentran en la tabla 4.

Disolucion Bl B2 B3 media S
Seiial (u.a.) 365,22 368,24 @ 376,09 367 6
[RN], mg/L 1,43 1,40 1,62

[TX-114], % (m/v) 0,10 0,10 0,11
Tabla 4. Concentraciones y sefial de disoluciones del estudio de repetitividad del blanco. Suspensiones de RN (1,5
mg/L)y TX-114 (0,1%). Condiciones de medida: 775 V, Aexc = 555 nm y Aem = 628 nm
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En una disolucién de RN 1,5 mg/L se obtiene una sefial media de 370 *+ 6 u.a. Esto se traduce en una
desviacion estandar relativa del 1,5%.

Se repitié el mismo ensayo con cuatro suspensiones que contenian la misma concentracién de PS, de
RN y de TX-114. Las concentraciones de las disoluciones y las sefiales obtenidas se encuentran en la
tabla 5.

Disolucion M1 M2 M3 M4 media S
Seiial (u.a.) 345,44 = 341,43 348,50 324,33 340 11

Tabla 5. Concentraciones y sefial de disoluciones del estudio de repetitividad de muestras. Suspensiones de PS
0,5 um (10 mg/L), RN (1,6 mg/L) y TX-114 (0,1%). Condiciones de medida: 775 V, lexc = 555 nm y lem = 628 nm

En este caso, la desviacidn estandar relativa de la seial es del 3,2%, aproximadamente el doble que la
de los blancos.

Se intentd mejorar la repetitividad de la muestra afiadiendo el RN tras la extraccion, pero sin éxito, al
obtenerse una desviacion estandar relativa del 11%.

Con el fin de saber si las sefiales del ensayo en blanco y las de las suspensiones con PS 10mg/L, son
significativamente diferentes se realizd un test t de las sefales de ambos grupos. Previamente, un
anadlisis de varianza de un factor (anexo B1l) confirmd que las medias muestrales diferian
significativamente (F experimental = 18,62; F critica = 6,61).

A partir del test t (anexo B2), suponiendo varianzas desiguales, se obtuvo un valor t (una cola 2,01)
inferior al estadistico t (4,76). Asi se confirmé que las sefiales de una suspension de PS 10 mg/L son
significativamente inferiores a las de blanco, con un nivel de confianza del 95%.

4.4.1. Determinacion de PS mediante la variacion de la intensidad fluorescente del RN.

Tras comprobar que la reproducibilidad de la extracciéon permitia determinar la presencia de PS
mediante la modificacién de la sefial generada por el RN, se realizé una recta de calibrado a partir de
disoluciones de concentracién de PS creciente, todas ellas 1,8 mg/L en RN y TX-114 0,1% m/v (sin
proceso de extraccidon previo). Los resultados se muestran en la figura 6. Se observa que el
comportamiento (linea azul) se aleja algo de la linealidad, asi como el punto que no contiene PS (en
gris). Puesto que la sefial depende de la concentracion de RN, se representd la recta con las sefiales
normalizadas respecto a la concentracion de RN (linea naranja), pero no se mejoraron los resultados.
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Figura 6 — Recta de calibrado de PS en presencia de RN (1,8 mg/L) y TX-114 (0,11%). Obtenida de los espectros
de emision (voltaje 775V), Aexc =555 nmy Aem = 628 nm. Ninguna de las suspensiones se sometio a CPE.

Como alternativa, se realizd una recta de calibrado, anadiendo PS directamente sobre la cubeta de
medida, la cual contenia inicialmente una disolucion de blanco (RN 1,35 mg/Ly TX-114 0,1% m/v) sin
PS, de forma que la concentracion de RN no se viera alterada y reducir de esta forma su efecto sobre
la sefial. Los resultados se muestran en la figura 7.
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Figura 7 — Recta de calibrado de PS adicionado sobre una disolucién de RN (1,35 mg/L) y TX-114 (0,11%).
Obtenida de los espectros de emision (voltaje 775V), Aexc =555 nmy Aem = 628 nm. Ninguna de las
suspensiones se sometio a CPE.

Estos resultados mejoraron los obtenidos anteriormente, al mejorar los coeficientes de regresién, por
lo que se decidid emplear una estrategia basada en adicién estdndar, de forma que se mantuviera
constante la concentraciéon del RN en todas las disoluciones medidas. Aunque se pierde algo de
linealidad para concentraciones mayores a los 10 mg/L de PS, en posteriores ensayos se trabajé con
concentraciones de hasta 35 mg/L (ver apartado 4.4.3.2). El limite de deteccién, considerando tres
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veces la desviacion estandar del blanco (a partir de tres extracciones independientes correspondientes
a los datos de la tabla 3), fue de 3,9 mg/L.

4.4.2. Determinacion de PS mediante adicién estandar.

Para este ensayo se realizd la medida de una disolucién de RN 1,7 mg/L en TX-114 0,1% como blanco.
Esta sefal se utiliza como referencia para la extrapolacién de la recta por adicion estandar, al tener
pendiente negativa. Como muestra se tomd una suspension de 5 mg/L de PS, y tras someterla a
extraccion CPE se realizaron sobre el extracto cuatro adiciones de concentracidn conocida y creciente
de PS, obteniéndose los resultados que se muestran en la tabla 6.

Aexc = 555 nm [PS] Seiial
Aem =628 nm mg/L u.a.
Blanco - 299,1

Muestra 01 5,00 287,79
Adicion 01 | 10,01 271,13
Adicion 02 15,01 254,87
Adicién 03 | 20,00 238,58
Adicion 04 | 24,99 227,78
Tabla 6 — Concentraciones y sefiales obtenidas en el ensayo de adicion estandar. Condiciones de medida: 775V

La extrapolacion de la recta sobre la sefial de referencia (figura 8), dio como resultado una
concentracion de 4,10 £ 0,95 mg/L, lo que supone una recuperacion del 82 + 23%.
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Figura 8 — Adicion estdndar sobre suspension (PS 5,0 mg/L). Blanco: media de dos suspensiones (RN 1,72mg/L).
Punto de corte entre la sefial de blanco y la recta extrapolada (-4,1; 299,1). Condiciones de medida: 775 V, Aexc
=555nmy Aem =628 nm

Uno de los problemas que se observd con esta metodologia fue la elevada incertidumbre, debida
fundamentalmente a la irreproducibilidad en la preparacién de la disolucion del blanco, y a la propia
inestabilidad del RN en el medio con el tensoactivo TX-114 tras la extraccion CPE, que provoca una
disminucién de la sefial frente al tiempo. El estudio de la variabilidad que provoca el tiempo en la sefial
de fluorescencia del RN se presenta en el apartado siguiente.
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4.4.3. Prestaciones analiticas del procedimiento desarrollado
4.4.3.1. Estudio de las variables que afectan a la precision.

En el transcurso de este trabajo se han ido observando distintas variables que afectan a la precisién del
método. Entre ellas se encuentran: la emisidon de fluorescencia del tensoactivo TX-114, la variabilidad
de concentracion de RN en las disoluciones preparadas y la variabilidad de la sefial en funcién del
tiempo.

En el caso de la emision fluorescente del tensoactivo TX-114, vista en el apartado 4.1.1., se observd
gue su preparacion era muy reproducible y su sefial permanecia estable frente al tiempo para una
concentracidn dada, por lo que no se consideré su influencia.

Sin embargo, la concentracion de RN fue mas dificil de reproducir en las disoluciones preparadas. Asi,
se realizo un estudio con tres disoluciones de distinta concentracién de RN, obteniendo como resultado
que la variacién de la sefial no es lineal, tal y como se muestra en la figura 9. Esto explicaria los malos
resultados obtenidos al representar los datos normalizados, al no ser la sefial proporcional a la
concentracion de RN.
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Figura 9 — Seiial frente a concentracion de RN y ajuste mediante regresion lineal. Condiciones de medida: 775 V,
Aexc =555 nmy lem = 628 nm

Para el estudio del efecto del tiempo sobre la emisiéon de fluorescencia del RN se realizaron varios
ensayos. En primer lugar, se prepararon cuatro blancos con RN (1,6mg/L) y TX-114 (0,1%). Estos fueron
sometidos al procedimiento de extraccion CPE. Dos de las disoluciones (B1 y B2) se dejaron a la luz,
mientras que las otras dos (B3 y B4) se taparon con papel de aluminio para protegerlas, tratando de
reducir la pérdida de fluorescencia del RN debida a posibles efectos fotocataliticos y mejorar de esta
manera la reproducibilidad de las medidas. Las rectas obtenidas de seiial frente a tiempo se muestran
en el anexo C1, y los promedios en la figura 10.
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Figura 10 — Regresiones lineales de blancos frente al tiempo. Sefiales promedio de los blancos sometidos a luz
natural (azul) y en ausencia de luz (naranja). Suspensiones de RN (1,6 mg/L) y TX-114 (0,1%). Condiciones de
medida: 775 V, Aexc =555 nmy lem = 628 nm

Los resultados obtenidos muestran mayor reproducibilidad de las sefiales y una mejor regresién lineal
frente al tiempo cuando se trabaja con las disoluciones tapadas con papel de aluminio, por lo que se
optd por trabajar en estas condiciones.

4.4.3.2. Evaluacion de la exactitud del procedimiento optimizado.

Asi, se prepard una muestra con PS 0,5 um (5 mg/L), RN (1,5 mg/L) y TX-114 (0,1%) y se realizd una
adiciéon estdndar sobre la misma, protegiendo de la luz con papel de aluminio todas las disoluciones y
controlando los tiempos de medida para minimizar su efecto. Se tomaron las medidas de dos blancos
(RN 1,65 mg/L y TX-114 0,1%) a los 30 minutos de resuspender el extracto obtenido en la CPE. Se
realizaron un total de seis adiciones de concentracidn conocida y creciente de PS y los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 7.

Aexc =555 nm [PS] Seial
Aem =628 nm mg/L u.a.
Blanco 0 388,73

Muestra 01 4,99 371,71
Adicién 01 9,93 355,74
Adicion 02 | 14,87 337,97
Adicion 03 | 19,81 322,66
Adicion 04 | 24,82 308,41
Adiciéon 05 | 29,82 296,27

Adicion 06 34,81 286,85
Tabla 7 — Concentraciones y sefiales del ensayo de adicion estdndar en las condiciones de mayor precision tras
extraccion CPE. Condiciones de medida: 775 V, Aexc =555 nmy lem = 628 nm

Considerando todos los puntos, la extrapolacién de la recta (sobre la sefial de referencia) dio como
resultado una concentracién de 6,91 + 1,54 mg/L, lo que supone una recuperacion del 139 + 22 %.
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Si se reduce el intervalo lineal hasta los 20 mg/L de PS (figura 11), a la vista de lo observado en el
apartado 4.4.1., se obtiene como resultado una concentracion de 5,44 + 0,54 mg/L, lo que supone
una recuperacion del 109 + 10 %.
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Figura 11 — Adicidn estdndar sobre suspension (PS 5,0 mg/L). Blanco: media de dos suspensiones (RN 1,65mg/L).
Punto de corte entre la sefial de blanco y la recta extrapolada (-5,4; 388,7). Condiciones de medida: 775 V, lexc
=555nmy Aem =628 nm

Por lo tanto, los resultados obtenidos muestran una mayor exactitud y reproducibilidad cuando se
realiza la primera medida de la muestra (sobre la que se realiza adicidén estandar) al mismo tiempo que
el blanco, concretamente a los 30 minutos de resuspender el extracto de la CPE, con un rango lineal
hasta los 20 mg/L.

4.4.3.3. Evaluacion de la selectividad frente a otras microparticulas. Ensayo con particulas de éxido de
silicio.

La selectividad del método se estudié adicionando al medio otro tipo de microparticulas de distinta
naturaleza, como son las de SiO, del mismo tamafio que los PS estudiados (didmetro de 0,5 um). Para
este ensayo se realizé la medida de una disolucion de RN 1,6 mg/L en TX-114 0,1% como blanco (B1),
de una suspensién de SiO, 5 mg/L, RN 1,6 mg/L en TX-114 0,1% como blanco matriz (B2) y la muestra
(M1) que contiene: PS5 mg/Ly SiO, 5 mg/L. Sobre la muestra se realizaron adiciones de concentracion
conocida y creciente de PS para su cuantificacion.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 8.

Aexc =555 nm [PS] [SiO,] Senal
Aem =628 nm mg/L mg/L u.a.
Blanco B1 - - 391,98
Blanco matriz B2 - 5,08 350,92
MuestraM1 | 5,04 5,05 334,62
Adicién 01 | 10,01 5,05 319,34
Adicion 02 | 14,99 5,05 305,50
Adicién 03 | 19,96 5,05 288,17

Tabla 8 — Concentraciones y sefiales de adicion estandar sobre muestra M1



La extrapolacién de la recta sobre la sefial de referencia del blanco B1 (figura 12), dio como resultado
una concentracion de 18,53 + 0,90 mg/L, lo que supone una recuperaciéon del 367 £ 5 %.

450
400

250 y =-3,0811x + 334,89
R?=0,9981

Sefial, u.a.
N
o
(]

-20,00 -15,00 -10,00 -5,00 0,00 5,00 10,00 15,00
PS add, mg/L

® Adicidn Estandar Blanco (B1) Punto de corte

Figura 12 — Adicién estdndar sobre suspension (PS 5,0 mg/L, SiO2 5,1 mg/L). Blanco B1 (RN 1,56 mg/L). Punto de
corte entre la sefial de blanco y la recta extrapolada (-18,5; 392,0). Condiciones de medida: 775 V, Aexc = 555
nmy Aem =628 nm

La extrapolacion de la recta sobre la sefial de referencia del blanco matriz B2 (figura 13), dio como
resultado una concentracién de 5,21 + 0,55 mg/L, lo que supone una recuperacion del 103 + 11 %.

250 y=-3,0811x + 334,89
R?=0,9981

Sefal, u.a.

-6,00 -1,00 4,00 9,00 14,00
PS add, mg/L

@ Adicidn Estandar Blanco matriz (B2) Punto de corte
Figura 13 — Adicién estdndar sobre suspension (PS 5,0 mg/L, SiO2 5,1 mg/L). Blanco matriz B2 (RN 1,65 mg/L).
Punto de corte entre la sefial de blanco y la recta extrapolada (-5,2; 350,9). Condiciones de medida: 775 V, lexc
=555nmy Aem =628 nm

Los espectros de emisidn obtenidos en este ensayo se muestran en el anexo D1. En ellos se puede
observar cémo la presencia de SiO; desplaza el maximo de emision a valores inferiores. Ademas, la
presencia de SiO; disminuye la sefial de la muestra, lo que demuestra que el procedimiento de
extraccidon no presenta selectividad ante estas particulas SiO,, ademas de indicar que la pérdida de
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sefial fluorescente observada, tanto para los PS como para las particulas de SiO,, se pueda deber a un
fendmeno de dispersion de la radiacién emitida por el RN, aunque serian necesario otras pruebas para
confirmar este resultado. En cualquier caso, seria posible utilizar este procedimiento en presencia de
otras particulas, pero requeriria de un blanco de matriz, lo que no siempre puede obtenerse (sobre
todo en muestras medioambientales, alimentarias, etc).
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente Trabajo Fin de Grado pueden resumirse en los siguientes puntos:

/7
0.0

El analisis de micro- y nanoparticulas de plastico sigue siendo un reto para la comunidad
cientifica. Hasta la fecha, pocos son los estudios que proporcionan resultados fiables. Las
limitaciones de estos procedimientos se deben principalmente al pequefio tamafio de las
particulas, ademas de la complejidad de las muestras reales.

El procedimiento de extraccién desarrollado en este trabajo permite la separacidn de micro-y
nanoparticulas de PS de forma cuantitativa.

La deteccion mediante fluorescencia molecular ha sido posible gracias a que la presencia de
las particulas de PS disminuia la intensidad de sefial del Rojo Nilo. La cuantificacion se ha
llevado a cabo mediante adicidn estandar. Al obtener una pendiente negativa, se utilizo la sefial
de blanco como referencia para la extrapolacion de la recta obtenida por adicion estandar. La
principal desventaja de esta metodologia es la elevada incertidumbre, debida principalmente
a lairreproducibilidad de la preparacién de las disoluciones (tanto muestras como blancos) y a
la propia inestabilidad del Rojo Nilo en el medio utilizado.

Se han estudiado las prestaciones analiticas del método, incluyendo la selectividad frente a
particulas de diferente naturaleza, como éxido de silicio. Estas particulas generan importantes
efectos interferentes, ya que se extraen de la misma forma que las de poliestireno estudiadas,
y disminuyen también la sefial del Rojo Nilo. Este efecto parece indicar que el mecanismo por
el cual se produce esta disminucién en la sefial se debe a la dispersidon provocada por las
microparticulas sobre la radiacién emitida por el Rojo Nilo.

Mediante el control de las principales variables, como el tiempo hasta la medida y el efecto de
la luz ambiental sobre la estabilidad del Rojo Nilo en el extracto, se ha podido determinar la
concentracidn de una suspension problema con una recuperacién del 109 + 10 %.

Asi mismo, se han completado los objetivos de formacién planteados inicialmente, de forma que el

desarrollo de este trabajo me ha permitido alcanzar mayor autonomia en el desarrollo de un trabajo

experimental, asi como resolver contratiempos en el laboratorio, ademas de aprender a gestionar una

gran cantidad de datos e informacidn bibliografica.
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ANEXOS

A) Optimizaciones con PS fluorescente (4.1.1.)

50
45
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35 ‘ y = -184,64x + 52,501
30 R2 =0,9994

25 ’
20
15
10

Sefial, u.a.
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Anexo Al — Sefiales frente a concentracion de TX-114 y ajuste mediante regresion lineal. Condiciones de medida:

900V, lexc =524 nmy Aem =571 nm

B) Determinacion de la concentracion de PS mediante CPE y medida de fluorescencia con RN (4.4.)

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio = Varianza
Columna 1 3 1109,55106 369,850352 31,4330814
Columna 2 4 1353,69141 333,922853 116,455373

AMALISIS DE VARIANZA

2n de las variana de cuadraados de libertiio de los cua F Probabilidad lor critico para F
Entre grupos 1535,40885 1 1535,40885 18,6181349 0,00760743 6,60780097
Dentrode lo 412,342282 5 824684564
Total 1547,75113 6

F experimental > F critico
Hipotesis nula se rechaza: las medias muestrales difieren significativamente

Anexo B1 — Andlisis de varianza de un factor mediante Excel.

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas desiguales

Variable 1 =~ Variable 2

Media 369,850352 339,922853
Varianza 31,4880814 116,455373
Observaciones 3 a4
Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 5

Estadistico t 4,7551991

P(T<=t) una cola 0,00254051

Valor critico de t (una cola) 2,01504837

P(T<=t) dos colas 0,00508102

Valor critico de t (dos colas) 2,57058184

t<tcritico

Hipdtesis nula se rechaza: las diferencias entre la sefial de blanco y las de las muestras son significativas

Anexo B2 — Test t mediante Excel.
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C) Estudio de las variables que afectan a la precision (4.4.3.1.)

Sefal, u.a.
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y =-0,5599x + 347,46 y=-0,6524x + 389,06 y=-0,5093x + 350,84
R?=0,999 R?=0,973 R?=0,9967

160

Anexo C1 — Regresiones lineales de blancos frente al tiempo. Suspensiones de RN (1,6 mg/L) y TX-114 (0,1%). B3

y B4 tapadas con papel de aluminio. Condiciones de medida: 775 V, Aexc = 555 nm y lem = 628 nm
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D) Evaluacion de la selectividad frente a otras microparticulas. Ensayo con particulas de dxido de
silicio (4.4.3.4.)

Emision Scan - M1 (PS 0,5um) y M2 (PS + SiO2 0,5um)
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—— M2_PS afiadido 5 mg/L ——— M2_PS afiadido 10 mg/L M2_PS afiadido 15 mg/L

Anexo D1 — Espectros de fluorescencia (775V). Barridos de emision (575-690 nm; Aexc = 524 nm). Suspensiones
de PS 0,5um 5 mg/L, Si02 0,5 um (M1) 0,0 mg/L (M2) 5,0 mg/L, en presencia de RN (M1) 1,40 mg/L (M2) 1,6
mg/Ly TX-114 (0,1%). Se realiza adicién estandar sobre ambas muestras.
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