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L'impacte causat per I'alliberacié continuada de microplastics en els ecosistemes aquatics ha creat gran
interes per part de la comunitat cientifica, en aquests els ultims anys. A causa del rang de mides que
presenten els microplastics, son una amenaga global per la fauna aquatica dels embassaments i
reservoris d’aigua dol¢a, fet que ha comportat el plantejament d’una nova linia d’investigacio
relacionada amb els microplastics, per part del grup de recerca d’Ecologia Aquatica (GEA) de la UVIC-
UCC, els quals, entre altres linies de recerca, investiguen els impactes antropogeénics en els ecosistemes
aquatics.

En aquest Treball de final de Grau, s’exposen els resultats de la revisié de les metodologies disponibles
per a analitzar la preséncia i 'abundancia de microplastics en mostres d’aigua, amb la finalitat de
valorar quines de les técniques son les més adequades per |’analisi de microplastics en els ecosistemes
aquatics. Aquesta cerca engloba tant els métodes de mostreig i tractament de les mostres, com els
metodes capacos d’identificar i quantificar els microplastics, confirmant que la microscopia i
I’espectroscopia FTIR, les tecniques més adients per a dur a terme aquest tipus d’analisi.

De forma complementaria, s’ha planificat un treball de camp fruit de la participacié al projecte
GALACTIC, liderat per GLEON (Global Lake Ecological Observatory Network). En concret, s’ha posat a
punt un protocol de mostreig amb l'objectiu d’obtenir mostres del Panta de Sau les quals seran
analitzades de manera estandarditzada juntament amb mostres recollides per altres investigadors en
altres embassaments d’arreu del mon.



Summary

Title: Analitical techniques of microplastics

Author: Andrea Serra Creus

Supervisor: Dra. Angels Leiva Presa (Uvic UCC) i Dra. Mireia Bartrons Vilamala (Uvic UCC)

Date: Juny de 2020

Keywords: Microplastics, plastic debris, microplastics in water or in freshwater systems, water pollution,
identification techniques and quantifying techniques of microplastics

The impact of the continued release of microplastics in the water environment, interested the scientific
community during the last years. Due to their size range, is a global hazard for the aquatic fauna. This
fact made the research think in a new line related with microplastics by GEA Research Group — Aquatic
Ecology (UVIC-UCC). Who research, among others research lines, about the anthropologic impacts in
aquatic environments.

This Final Degree Project shows the results of available methodologies to analyze the presence and
bountiful quantity of microplastics in water samples in order to value which techniques are the most
suitable ones to analyze microplastics in aquatic environments. In this search include the sampling
methods, pre-treatment methods and the ones that identify and quantify microplastics. They confirm
that Microscopy and FTIR spectroscopy are the best ones to carry out this sort of analysis.

Furthermore, a fieldwork has been performed in participation with GALACTIC project from the
research group GLEON (Global Lake Ecological Observatory Network). A sampling protocol was
stablished in order to obtain samples from Panta de Sau which will be analyzed in the standardized
way along with samples collected by other researchers in different lakes and reservoirs around the
world.
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1. Introduccié

El plastic és un material indispensable en la vida quotidiana actual a causa de la seva flexibilitat,
resisténcia a la corrosid, baixa conduccid termica i baix cost. Es fan servir especialment perala
fabricacio de productes d’un sol Us. Pero la dificultat que suposa reciclar el plastic juntament
amb el baix index de degradacid, predisposa una acumulacié d’aquest en el medi ambient,
essent un gran problema emergent.

La produccié a gran escala d’aquest material va comengar en el 1950 i ha seguit creixent
exponencialment durant les Ultimes decades. Segons PlasticsEurope, 2018, s’ha assolit una
produccié mundial de 350 milions de tones en el 2017 i segons les estadistiques es preveu arribar
a una produccié anual de 33 bilions de tones al 2050. A més, degut al baix index de reciclatge,
s’estima que entre 1.2 i 2.4 milions de tones de residus plastics sén alliberats als ecosistemes
aquatics cada any (Fok et al., 2019).

Encara que disposen d’una alta estabilitat fisica, els plastics amb el temps acostumen a patir
processos de fragmentacid, canvis fisics i quimics que engloben la foto-oxidacid i la degradacid
guimica entre d’altres, que els converteixen en petits fragments anomenats microplastics.

1.1 Els Microplastics

Tot i que no es disposava d’una definicié estandarditzada del concepte microplastic, durant la
jornada First International Workshop on the occurrence effects and fate of microplastic marine
debris, al 2008 organitzada per NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administriation) dels
Estats Units, es va arribar un acord on definien el criteri per caracteritzar els microplastics. La
mida llindar es va acotar a particules inferiors a 5mm. Per altra banda, I’Agencia Europea de
Substancies i Mescles Quimiques (ECHA), va ampliar la definicié incloent els criteris de: tipus de
substancia, polimers sintetics o modificats quimicament, en estat solid o semi solid. A més,
aquests polimers poden presentar diferents morfologies com granuls, fibres, fragments, lamines
i espumes.

D’enca que es va comencar a utilitzar el terme ‘microplastic’, el nombre de publicacions ha
augmentat exponencialment confirmant I'acceptacié i l'interés per part de la comunitat
cientifica.

Hi ha més de 5000 tipus de polimers sintétics, dels quals més del 80% sén polipropilé (PP),
polietile (PE), clorat de polivinil (PVC), tereftalat de polivinil (PET) i poliestire (PS) (Rios Mendoza
& Balcer, 2019). Segons les seves caracteristiques, tenen aplicacions diferents, les quals es
mostren a la Taula 1.



Taula 1: Taula dels polimers més habituals i les seves aplicacions (Pinto da Costa et al, 2019).

Tipus de polimer Aplicacions

Polietilé tereftalat (PET) Fibres sintetiques, ampolles d’aigua.

Polietile d’alta densitat (HDPE) Ampolles d’aigua, joguines.
Embolcalls de menjar, ampolles,

Polivinilclorat (PVC) instrumental medic, xarxes de pesca,
flascons.

Bosses de plastic, films i plastics d’un

Polietilé de baixa densitat (LDPE) sol Gs

Recipients de plastic, tapes i

Polipropilé (PP) embolcalls de plastic.

Material de construccio, plats i
Poliestire (PS) utensilis d’un sol us, embolcalls,
joguines, capses dels DVD.

1.1.1 Origen

Segons el seu origen, els microplastics es poden classificar en primaris i secundaris. Els que
provenen de fonts primaries es poden trobar en el téextil, medicaments, cosmetics i també en
els pellets utilitzats com a materia primera per a la produccié de plastics. Les fonts secundaries
deriven la descomposicié de residus plastics com recipients, xarxes, fibres i pneumatics, a causa
de tot un seguit de processos com la meteoritzacid, la radiacié UV, hidrolisis i degradacio
microbiana, entre d’altres (Xu et al., 2020).

Els microplastics primaris sén alliberats en rius i reservoris d’aigua generalment degut a I'Us
domestic i a les industries, pero sén els microplastics secundaris els que es consideren els
causants del gran impacte ambiental ja que la seva abundancia ha augmentat exponencialment
a causa de I’entrada continuada d’aquests residus plastics en els ecosistemes (Hidalgo-Ruz et al.,
2012).

1.1.2 Distribucid

S’hareportat la presencia de plastics en diferents ambients. En ecosistemes aquaticsi terrestres
com en els sediments, biota i aigua i en diferents regions de planteta, inclds en zones polars.

En els ecosistemes aquatics, els microplastics es poden disposar flotant a la superficie o bé
dispersar-se a les profunditats acumulant-se en els sediments. La densitat és un dels parametres
qgue afecten a la distribucié dels microplastics. En el cas del PE i PP, que presenten densitats
inferiors a 1g/cm?3, es troben sobretot en la superficie, mentre que PS amb una densitat similar
aladel PVCi PET, 1.3-1.7g/cm?3, es disposen en les capes més profundes, ja que la seva densitat
és superior a la de l'aigua.

Pero també existeix una correlacio entre la presencia de certs tipus de microplastics i I'activitat
humana realitzada a la zona.



1.1.3 Impactes ecologics

A causa de la seva mida petita, gran part dels organismes es veuen afectats per la preséncia de
microplastics. Els polimers i els seus productes de degradacié sén consumits per una gran
varietat d’organismes aquatics, des d’invertebrats fins a peixos, que accidentalment ingereixen
aquests polimers introduint els microplastics a la cadena trofica. Els efectes causats, estan
relacionats amb lesions mecaniques, reduccié en el creixement o disminucié de la fecundacié
(Bollain Pastor & Vicente Agulld, 2019).

Es habitual durant el procés de fabricacié dels plastics la utilitzacié d’additius per a millorar la
qualitat del producte final. La International Agency for Research on Cancer (IARC), va incloure
alguns plastics, components o derivats dels plastics a la llista de carcindgens, tot i que el clorur
de polivinil (PVC) i el poliestiré (PS) no estan categoritzats com a components cancerigens pels
humans, el clorur de vinil, I'estire i alguns derivats del ftalats si que es consideren cancerigens.

Les caracteristiques fisiques i quimiques que presenten els microplastics, entre elles la seva
hidrofobicitat i I'elevada relacié superficie-volum, faciliten I'absorcié de contaminants i toxics
(Wang & Wang, 2018), per al que actuen com a vehicle de transport per a contaminants tals com
BPCs (policlorats de bifenils), HAPs (hidrocarburs aromatics policiclics) o el DTT
(diclorodifeniltricloroeta).

La ingesta de microplastics per part dels organismes evidencia I'impacte tant fisic com de
toxicitat per la fauna aquatica ja que els microplastics permeten la incorporacié de compostos
guimics com additius, metalls pesants, entre d’altres, a la cadena trofica (Naik et al., 2019).

Tenint present que els humans som |'Ultim consumidor de la xarxa trofica, la introduccié de
microplastics en els humans és possible a causa del consum de peixos i marisc, perd també via
|"aigua de consum.

1.1.4 Legislacid i recomanacions actuals

L’Organitzacié de les Nacions Unides, 'ONU, amb el seu Programa de les Nacions Unides per al
Medi Ambient, UNEP, amb el que coordina les activitats relacionades amb el medi ambient i a
més, ofereix ajuda als paisos per implementar politiques mediambientals sostenibles, té una
gran implicacié en estudis, guies i recomanacions per afrontar el problema dels microplastics i
les seves conseqliéncies, principalment en entorns marins. Van publicar dues guies, al 2015 i al
2016 respectivament, centrant-se en els residus plastics i la seva problematica, destacant
informes publicats per GESAMP (Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine
Enviromental Protection), sobre 'origen i els efectes dels microplastics, també en entorns
marins.

L'Oficina Regional de I'OMS d’Europa va publicar el setembre de 2017 un document per
actualitzar la Directiva europea relativa a la qualitat d’aigiies destinades al consum huma, pero
en aquestes no es tractaven el microplastics com a tal, sind que es parlava dels nanomaterials
en contacte amb |'aigua.

La UE, se centra principalment en risc mediambiental dels microplastics. El 2018 la Comissio
Europea va publicar un comunicat anomenat A European Strategy for Plastics in a Circular
Economy, principalment proposant accions per disminuir els impactes dels plastics en el medi



ambient. Van proposar una millora del tractament d’aigiies residuals i van destacar la necessitat
de detectar els microplastics presents en aiglies pel consum huma. Com a conseqiiéncia, el
Parlament Europeu va adoptar mesures per a prohibir alguns dels productes plastics d’un sol Us,
com coberts, plats, gots, etc., i incentivar a les industries per desenvolupar nous materials i
conscienciar a la poblacid sobre I'impacte ambiental dels residus plastics.

L’Agencia Europea de Substancies y Mescles Quimicas (ECHA) va publicar el 2018 la monografia
Note on substance identification and the potential scope of a restriction on uses of microplastics,
per avaluar la restriccié de substancies i mescles quimiques. A més, va recopilar evidéncies
cientifiques per avalar les recomanacions a la Comissié Europea per a la restriccié del Us de
microplastics. Com a resultat d’aquestes actuacions, al 2019 es va presentar la proposta per
restringir I’Us en substancies utilitzades en medicina, productes cosmétics i d’higiene, pintures,
revestiments i materials per a la construccid i I'agricultura.

Sén moltes les institucions que estan lluitant per aconseguir legislar la preséncia de microplastics
en els diferents ecosistemes, perd pel moment no existeix cap regulacié que estipuli els nivells
maxims de microplastics en aiglies de consum huma. Tot hi que ha estat descrit que les
depuradores no tenen capacitat d’eliminar la totalitat dels microplastics, alguns estudis han
demostrat reduir els nivells un 83%, essent els fragments de inferiors a 50 um, els més dificils
d’eliminar. Tot i I’alarma social causada pels impactes dels microplastics a la salut humana, un
estudi realitzat a la zona de Oldenburg-East-Frisian (Alemania) indica la presencia de
microplastics tant en aigua pel consum huma i en aiglies tractades en una depuradora, és baixa,
0.7 particules/m3, considerat un valor practicament insignificant (Bollain Pastor & Vicente
Agulld, 2019). Pero també cal tenir present que es tracta d’una zona concreta i que el volum de
mostra analitzada és molt petit, per aixd és de vital importancia orientar futurs estudis en la
deteccié de microplastics per determinar-ne I'abundancia en els diferents ambients.



2. Objectius

Aquest Treball de Final de Grau té com a objectiu principal, proporcionar una visié clara de la

definicié dels microplastics, de la seva classificacid i de les metodologies de mostreig i d’analisi

disponibles, per determinar la millor manera de quantificar els microplastics presents en els

ecosistemes aquatics. Per fer-ho, s’ha plantejat els seglients sub-objectius:

R/
0’0

Realitzar una cerca bibliografica que proporcioni informacié detallada de les
metodologies de mostreig i les técniques d’analisi, tant qualitatives com quantitatives,
per tal d’analitzar els microplastics presents en mostres d’aigua. Aquest treball s’ha dut
a terme amb col-laboracié amb el Grup de Recerca en Ecologia Aquatica (GEA) de la
UVIC-UCC. Des de fa un any, el grup esta iniciant projectes per estudiar els impactes dels
microplastics en els sistemes aquatics, pel que aquest TFG pretén englobar i
complementar la informacid de la qual es disposa. Hi ha altres TFG en marxa, els quals
també es podran beneficiar dels resultats obtinguts en aquest treball.

De caracter més practic, la col-laboracié del GEA amb GLEON (Global Lake Ecological
Observatory Network), té com a objectiu optimitzar el protocol de mostreig per a dur-
lo a terme en embassaments i reservoris d’aigua dolga, aixi com proporcionar a GLEON
les mostres obtingudes per obtenir dades que permetin estandarditzar protocols a nivell
mundial. Aquesta participacid ha permes formar part de I'estandarditzacié d’una
metodologia de mostreig que es pretén aplicar en els projectes del GEA centrats amb
microplastics.



3. Revisio literaria

En aquest treball s’ha realitzat una extensa revisio de publicacions cientifiques relacionades amb
els metodes utilitzats per a l'analisi de microplastics en mostres d’aigua. L'estudi dels
microplastics presents en un ecosistema aquatic engloba I'obtencié de les mostres, el
tractament d’aquestes i la seva analisi. Per a aquesta analisi s’utilitzen técniques d’analisi
gualitativa i quantitativa que permeten caracteritzar els microplastics presents en les mostres i
determinar-ne I'abundancia relativa, respectivament.

3.1 Metodologia

Per a la cerca bibliografica s’han tingut en compte principalment revisions publicades en bases
de dades com, Science Direct, Pubmed i Google Scholar.

S’han utilitzat un seguit de paraules clau per acotar la cerca, incloent-hi ‘Microplastics’, ‘Plastic
debris’, ‘Microplastics in water’ o ‘in freshwater systems’, ‘water pollution’, ‘identification
techniques of microplastics’ i ‘quantifying techniques of microplastics’.

El criteri de seleccié es va acotar en revisions sobre analisi de microplastics en sistemes aquatics,
centrant la cerca en sistemes d’aigua dolga, aixi com rius, embassaments i llacunes, incloent-hi
els metodes de recol-leccié de mostres i el tractament d’aquestes. Com que les publicacions en
que es tracten aiglies dolces sén escasses, s’han tingut també en compte estudis en ecosistemes
marins.

Segons el criteri esmentat, un total de 54 publicacions van ser préviament seleccionades.
D’aquestes se’n varen escollir 26, aquelles que presentaven una informacié actual de les
tecniques aplicades a I’analisi de microplastics, cobrint un periode compres entre els anys 2011
i 2020. La majoria d’aquestes referéncies sén treballs publicats a partir de I’any 2018.

El total de documents seleccionats en la cerca es van organitzar en publicacions relacionades
amb obtencid de mostres, amb el tractament de les mateixes i en metodologies d’analisi
qualitatives i quantitatives. Posteriorment, es van llegir els resums per confirmar l'interes del
document i descartar informacié no relacionada i redundant, sempre donant prioritat a les
publicacions més recents. Un cop triades les referencies, es varen llegir les publicacions
detalladament, ressaltant els apartats d’interés.

L’eina Mendeley, com a programa gestor de referencies, es va utilitzar per facilitar I'organitzacié
de bibliografia i la gestio de cites al llarg del treball.

3.2 Resultats obtinguts a la cerca

Els resultats de la cerca centrada en l'analisi de microplastics en sistemes aquatics, s’ha
classificat en quatre apartats: (i) I'obtencié i recollida de mostres, (ii) preservacio i tractament
de les mostres al laboratori i especialment, (iii) técniques utilitzades per a la identificacio,
caracteritzacid i (iv) quantificacié de microplastics.



3.2.1 Obtenci6 de mostres

Degut a I'amplia distribucié dels microplastics en els diferents ecosistemes, existeixen diverses
matrius de les quals és possible obtenir mostres amb |'objectiu d’analitzar preséncia de
microplastics. Pel que es requereixen diferents metodologies d’obtencié de mostres d’aigua,
sediments i biota.

Les tecniques més utilitzades per a la recol-leccié de mostres d’aigua sén les seglients: mostreig
selectiu, mostres integres i mostreig amb reduccié de volum (Hidalgo-Ruz et al., 2012).

*» El métode selectiu per la recollida de plastics Unicament és aplicable quan els plastics
sén prou grans (>500um) per ser observats a simple vista i s’extreuen de la matriu de
forma manual. La limitacié principal del métode és la mida dels fragments: aquests
poden estar emmascarats entre restes d’altres materials i conseqiientment desestimar-
ne una part. Aquest meétode no acostuma a proporcionar resultats representatius de la
zona de mostreig.

% Les mostres integres es recol-lecten obtenint fraccions completes d’aigua on no hi ha
cap classe de reduccié del volum durant el mostreig. Aquest métode permet recol-lectar
mostres sense discriminar la mida i visibilitat de les particules, perd per contra, el volum
de la mostra obtingut és relativament petit, fet que pot afectar negativament a la
representativitat de la mostra. Per a solucionar aquesta limitacid, alguns autors
recomanen la recollida de mostres de diferents punts de la zona d’estudi.

< En el mostreig amb reduccié de volum s’utilitzen xarxes que permeten filtrar grans
guantitats d’aigua amb la qual cosa augmenta molt la cobertura de la zona de mostreig
(Wang & Wang, 2018). A més, el volum de mostra obtingut és menor i a la vegada més
representatiu. Cal tenir molt present el tipus de xarxa utilitzada, aixi com la mida de
porus ja que aquesta determinara la mida de particules que seran recol-lectades i per
tant, posteriorment analitzades.

Pel fet de proporcionar uns resultats més representatius, el mostreig amb reduccié de volum és
el més recomanat per a obtenir mostres en ecosistemes aquatics.

El mostreig es pot realitzar en diferents profunditats de la columna d’aigua, en zones pelagiques
i en zones bentoniques. D’acord amb aixo, en la literatura revisada existeixen diversos protocols
de mostreig. Aixi i tot, cal esmentar que en les publicacions no sempre es detalla ni el
procediment utilitzat ni la profunditat de realitzacié del mostreig, pero si la mida de porus de la
mallai el volum d’aigua mostrejat.

Gran part de les particules plastiques presents en els ecosistemes aquatics es troben flotant a la
superficie ja que presenten una baixa densitat, pel que la recollida de mostres d’aigua superficial
permet I'estudi de microplastics de baixa densitat. Aquelles que presenten majors densitats
tendeixen a dipositar-se a les profunditats i acostumen a analitzar en mostres de sediments.



3.2.1.1 Xarxes d’arrossegament

Les xarxes d’arrossegament sén els equips més utilitzat per a la recol-leccié de microplastics en
aiglies superficials. Inicialment, van ser dissenyades per a recol-lectar plancton pero en els Ultims
anys també han estat utilitzades per a I'estudi de microplastics, gracies al fet que aquests
presenten rangs de mides similars. El desavantatge d’utilitzar xarxes pensades per a I'estudi de
plancton és el material amb el qual estan fetes: son d’un material plastic, habitualment de PVC
(clorur de polivinil), fet que pot interferir en els resultats.

Les xarxes permeten mostrejar grans quantitats d’aigua, sobretot quan sén utilitzades recorrent
amb una barca la zona de mostreig. Les més sofisticades disposen d’equips per mesurar el cabal
d’aigua filtrat en cada mostreig. Els equips que no en disposen per al que el volum d’aigua filtrat
sera calculat a partir de la mida de porus de la xarxa i la distancia recorreguda en el mostreig
(Cutroneo et al., 2020).

Les xarxes poden tenir 'obertura en forma circular o bé rectangular i a més, presentar
dimensions diferents, pero al final de la xarxa totes disposen d’una gerra de recol-leccid, on es
concentra la mostra.

La mida de porus de les xarxes d’arrossegament, determinen la mida de les particules que seran
retingudes (Fok et al., 2019), pero fins al moment, no hi ha cap mida estipulada. La mida més
comuna és de 300um, tot i que el rang varia 50 um i 3mm. En funcié de la mida de porus
utilitzada, es desestimen grans quantitats de particules de mides inferiors pero per altra banda,
el fet d’utilitzar xarxes de 50-80um, predisposa a una rapida obstruccié.. Segons Bergmann et
al., (2015), es recomana no realitzar mostrejos en epoques de creixement del plancton degut a
la facilitat d’obstruccié de les xarxes del mateix plancton.

3.2.2 Tractament de les mostres

Un cop obtingudes les mostres, s’acostumen a aplicar tractaments per a preservar-les abans de
la seva analisi. L'objectiu és eliminar els materials no plastics, aixi com minerals i matéria
organica (Pinto da Costa et al., 2019), que podrien interferir en I’analisi de les mostres. Aquests
tractaments previs, també engloben I'extraccié dels microplastics de les mostres d’aigua.

3.2.2.1 Eliminacio de residus

En tots els estudis, I’'examinacid visual de les mostres ja tractades és un pas necessari per separar
altres fragments no plastics com, closques, restes d’animals, algues, restes de metalls, pintures,
quitrans o vidre, entre d’altres (Hidalgo-Ruz et al., 2012). Molts d’aquests materials poden ser
identificats a simple vista a causa del seu color, mida o textura i a la vegada ser descartats abans
de procedir amb la identificacié propiament dita. Aquests materials, abans de ser eliminats es
poden rentar, inclds sotmetre’ls a ultrasons per despendre possibles substancies adherides. No
sempre és possible realitzar una separacié visual, ja que les particules han de ser suficientment
grans per ser observades i recol-lectades i a la vegada cal estar molt segur de I'origen no plastic
dels fragments abans de descartar-los.



La materia organica és una de les causes principals del deteriorament de les mostres, per el que
es necessari extreure-la poc temps després de la seva obtencid.

3.2.2.1.1 Digestio de la materia organica

La digestié de mostres és un procés habitual realitzat per eliminar la matéria organica present a
la mostra, és a dir com a técnica de purificacié. Habitualment aquesta es realitza al laboratori.
Podem parlar de dos tipus de digestions, la quimica i I’'enzimatica.

< Digestions quimiques

El métode d’eliminacié de materia organica més utilitzat és I'addicié de peroxid d’hidrogen
(H203), que oxida la mateéria organica present a la mostra de forma senzilla i eficag, sense
interferir en els microplastics (J. Li et al., 2018). S6n comunament utilitzades les solucions
de peroxid d’hidrogen al 30%, habitualment combinades amb un catalitzador de ferro, on
es produeix a la reaccié de Fenton, donant lloc a I'obtencié de grans quantitats d’hidroxils
[liures amb un gran potencial d’oxidacio.

Els acids no oxidants com I’acid clorhidric (HCl) acostuma a no ser suficient, ja que s’ha
comprovat que desprées de la digestié encara romanen residus organics. Pero per contra,
acids forts i oxidants, com I’acid sulfuric (H,SO4) o I'acid nitric (HNOs), poden dividir els
microplastics en fragments mes petits, sobretot en polimers amb poca tolerancia al pH (J. Li
et al., 2018), per exemple la poliamida (PA).

Una altra opcié amb gran potencial, son les digestions basiques, com per exemple, solucions
d’hidroxid de sodi (NaOH) o hidroxid de potassi (KOH). Stock et al., (2019) segons les
observacions de Cole et al. (2011) van demostrar que la soluci6 1M NaOH era capag
d’extreure el 90% dels microplastics de les mostres, a més I’eficacia es va veure augmentada
amb lI'increment de temperatura i molaritat de la mostra. Pero per contra, alguns polimers
com PC, acetat de cel-lulosa (CA), PET i PVC es varen veure degradats durant el procés (Cole
et al., 2011; Stock et al., 2019). Les digestions basiques poden provocar canvis de color
d’algunes de les particules plastiques, de la mateixa manera que ho fan la majoria de
solucions acides.

Segons J. Li et al. (2018) alguns autors proposen combinar acids i bases per degradar un rang
més ampli de compostos, millorar la digestié i I'eficacia de recuperacio.

%+ Digestions enzimatiques

Les digestions enzimatiques sén caracteritzades per ser menys agressives i, a diferéncia de
les digestions quimiques, son innocues per a les particules plastiques. Pero I'eficacia varia
en funcié de la materia organica present a la mostra. Per el que, segons Prata et al. (2019),
alguns protocols combinen aquests tipus de digestions amb solucions H,0; al 30%.

Karlsson et al. (2017) va utilitzar proteinasa-K amb clorur de calci (CaCl,), incubant 2 h a
50°C posteriorment va afegir d’'una solucié de H,0; al 30%, fet que el va permetre digerir
amb una eficiencia del 97% sense interferir a la mostra (Prata et al., 2019). La principal
desavantatge de la utilitzacio de proteinasa-K és I'elevat cost d’adquisicié i la complexitat
del protocol de digestio. Com a alternativa, altres autors varen utilitzar enzims més



economics com la tripsina, col-lagenasa i papaina, que tampoc van mostrar efectes sobre els
microplastics. Altres enzims com proteases, lipases i cel-lulases també han estat utilitzades
per a digerir la matéria organica de les mostres, pero son caracteritzades per realitzar la
digestido amb un periode de temps llarg, més de 10 dies. Caldria tenir en compte, que aquest
fet podria comportar contaminacio i perdua de mostra (Bretas Alvim et al., 2020).

Hi ha molt debat entre els investigadors sobre la possible degradacié durant la purificacié de
microplastics, per al que es recomana la utilitzacié de controls per verificar la qualitat de la
mostra després del tractament realitzat.

3.2.2.2 Extraccio dels microplastics

Per analitzar els microplastics presents a les mostres és necessari extreure’ls de la seva matriu,
segons el nostre objectiu d’estudi, de l'aigua. Existeixen diferents tecniques que permeten
extreure microplastics, la separacié per densitat, la filtracid i el cribratge.

3.2.2.2.1 Separacio per densitat

La separacio de microplastics per densitat contempla I’'addicié de solucions salines saturades,
gue permeten separar les particules amb una densitat inferior. S’agita la mostra i a causa de la
baixa densitat dels microplastics, romanen mes temps en suspensio, fet que permet recollir-los
del sobrenedant per decantacié o be per filtracid. Aquesta técnica és molt recomanada per a la
separacié de microplastics (0.8-1.6g/cm?) presents en mostres de sediments, ja que la diferencia
de densitats entre els sediments (2.7g/cm?3) i els microplastics (0.8 i 1.6g/cm?3), permeten
realitzar una separacié molt efectiva (Prata et al., 2019).

La solucié més utilitzada és la de clorur sodic, NaCl, amb una densitat d’aproximadament
1.2g/cm3. Es una sal barata i no és perillosa ni contaminant pel medi ambient. Permet extreure
plastics de baixa densitat, com per exemple el polipropilé (PP, 0.85-0.94g/cm?), el polistiré (PS,
1.04-1.1g/cm?) i polietilé (PE, 0.917-0.965g/cm?), mentre que la separacié de microplastics mes
densos, com el polivinil clorat (PVC) i el polietile tereftalat (PET), es menys eficient, donant lloc
a la subestimacio dels resultats.

Per a extreure un rang mes ampli de mides de microplastics també s’han utilitzat com a
alternativa o bé addicionalment, solucions salines d’alta densitat, com per exemple el iodur de
sodi (Nal, 1.8g/cm?) o clorur de zenc (ZnCl,, 1.5-1.7g/cm?3). Aquestes sals generalment sén més
cares i es caracteritzen contaminar el medi ambient. Alguns estudis, han pogut comprovar que
la reutilitzacié de la solucid salina repetint el procés d’extraccid, n‘augmenta l'eficiencia i es
redueix I'impacte ambiental (Wang & Wang, 2018).

3.2.2.2.2 Filtracié

La filtracio és una de les tecniques més utilitzades per a la separacié de microplastics en mostres
d’aigua, ja sigui de mostres integres, separades per densitat, digerides i també mostres
obtingudes amb reduccié de volum. La filtracié separa els solids i els liquids utilitzant un filtre i
fent passar el liquid a través (Prata et al., 2019). Les particules retingudes al filtre poden ser
separades per poder ser visualitzades i caracteritzades.
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L’equip de filtracid es pot combinar a una d’'una bomba de buit, tal i com es mostra a la Figura
1, o bé realitzar la filtracié per gravetat. Es poden utilitzar diferents filtres, com els de fibra de
vidre, policarbonat, poliamida, nil6, d’acetat de cel-lulosa, nitrat de cel-lulosa, entre d’altres.

Figura 1: Equip de filtracid combinat a una comba de buit.

La mida de porus del filtre determina la mida de les particules retingudes. Cal tenint present
perd, que com menor sigui la mida del porus, augmenta la tendéncia a I'obstruccié dels filtres.
No hi ha mesures de porus estandarditzades de filtres, les mides utilitzades varien entre 0.2um
i 300um i el diametre del filtre entre 45mm i 47mm, depenent dels rangs de mides de
microplastics que es volen estudiar. Aquest fet, dificulta la comparacié entre els diferents
estudis.

Tot i que lafiltracid és un procés simple, les complicacions apareixen a causa de la gran quantitat
de particules i residus presents a la mostra, que obstrueixen rapidament els filtres i
conseqlientment es perd efectivitat. Per al que per solucionar el tema de I'obstruccid, s’utilitzen
mesures com realitzar una filtracié prévia amb una mida de porus superior a la desitjada o bé,
addicionar substancies quimiques que facin flocular la fraccié solida de la mostra (Wang & Wang,
2018).

Per reduir les pérdues de mostra a causa de adherencies a la paret del recipient, es recomana
esbandir les parets amb aigua purificada i posteriorment, fer-ho passar per al mateix filtre.
Aquest procés pero, cal realitzar-lo amb molta cura per evitar que la pressid redueixi la mida
dels fragments.

Per a poder reutilitzar els filtres, aquells que ho permetin, és recomana esbandir-los amb aigua
pura o ultrapura per evitar la formacio de cristalls, abans d’emmagatzemar-los.
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3.2.2.2.3 Cribratge

La utilitzacié de sedassos juntament amb la de filtres, permet separar els microplastics segons
la seva mida. La mostra s’aboca sobre el sedas i posteriorment s’esbandeixen amb aigua ultra
purificada per tal de recol-lectar totes les particules. Aquesta técnica es pot realitzar directament
a lazona de mostreig o be al laboratori, fet que els fa molt recomanables per a mostrejos de rius
i llacs, ja que permeten filtrar grans quantitats d’aiguai separar les particules solides en el mateix
moment del mostreig, reduint considerablement el volum de mostra (Meng et al., 2020).

El nombre de sedassos utilitzats, depén de I'objectiu d’estudi, doncs aquests permeten
categoritzar i classificar els microplastics segons la mida (Cutroneo et al., 2020). També es poden
utilitzar de forma complementaria amb la utilitzacié de filtres. Permet separar fragments de
diferents mides o si més no, separar aquells fragments més grans, per a posteriorment filtrar
les particules no retingudes en el sedas.

La mida dels sedassos escollida determina la mida de particules que seran retingudes i per tant,
analitzades. Les mides de porus utilitzades varien entre 20-300um, essent la mida més comu
50pum.

Generalment, s’utilitzen sedassos d’acer inoxidable (Figura 2) o fibra de vidre en comptes
d’eines de plastic, amb I'objectiu de minimitzar la contaminacié durant el procés de cribratge.

e

Figura 2: Sedas d’acer inoxidable 50um.

Com a desavantatge d’aquesta tecnica, inclou la possible obstruccié dels sedassos i la inversié
de temps que requereix realitzar el cribratge de totes les mostres.

3.2.3 Identificacié de microplastics

Els microplastics sén presents a I'ambient amb una gran varietat de mides, formes i colors. Les
seves caracteristiques determinen com estaran distribuits a I'ambient i I'impacte que tindran.
Els microplastics acostumen a degradar-se amb el pas del temps en fragments cada cop més
petits a causa de la meteoritzacid, la radiacié UV i la hidrolisi.

3.2.3.1 Caracteritzacio dels microplastics

El nombre de categories utilitzades per a classificar els microplastics, depén del criteri de cada
autor i pot variar lleugerament. Comunament, els parametres més rellevants sén la mida, la
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morfologia i el color, tot i que en alguns estudis, es fa també referencia a I'origen i el grau de
degradacio, parametres més dificils de determinar.

% Mida

La mida de plastics recol-lectats depén dels métodes de mostreigi tractament de les mostres
utilitzat. Diferents mides de microplatics s’han analitzat en els diferents estudis,
generalment sén considerats microplastics, aquelles particules inferiors a 5mm. Perod a la
vegada, no existeix una mida minima estipulada per definir-los. El microplastic més petit
reportat és d’1um de diametre i 20um de longitud (Hidalgo-Ruz et al., 2012).

Els microplastics tenen mides similars a moltes especies bentoniques i planctoniques, fet
qgue els dona gran potencial per ser ingerits per una gran varietat d’organismes. A més,
aquest fet fa comporta que larecollida de mostres contempla la recollida de grans quantitats
d’aquestes especies, sobretots en epoques de creixement, pel que caldra donar gran
importancia en I’eliminacié de matéria organica de les mostres.

< Morfologia

Tal i com mostra la Figura 3. les formes observades habitualment sén, fibres, granuls,
lamines i fragments, essent les fibres les més predominants (Fok et al., 2019).

La forma dels microplastics potindicar quin és el seu origen potencial. Per exemple, les fibres
majoritariament provenen del desgast de la roba sintética durant el seu rentat, les lamines
de la desintegracid de les bosses de plastici fragments d’ampolles de plastic.

Les propietats dels plastics varien al llarg del temps, els granuls redueixen significativament
la seva densitat especifica a causa de la resisténcia de I'aigua. La forma depéen basicament
del procés de fragmentacid aixi com el temps de residencia en el medi ambient. Les formes
punxegudes, s’associen amb una recent introduccio a I’ecosistema, mentre que les formes
més llises s’associen a fragments més antics que han patit erosio a causa del fregament amb
altres particules i sediments (Hidalgo-Ruz et al., 2012), pero per al moment no existeixen
meétodes que permetin determinar els temps que les particules han estat en un determinat
ecosistema. Les particules més grans, habitualment presenten formes més allargades i
superficies més irregulars, mentre que, a mesura que van reduint la mida, adopten formes
més circulars.
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Figura 3: Morfologies dels microplastics (C. Li et al., 2020).

«* Color

Els microplastics presenten un amplia variacié de colors. Els més habituals, sén blancs o
similars, colors groguencs i crema, pero també poden ser transparents, cristal-lins, vermells,
taronges, blaus, opacs, negres, grisos, marrons, verds i grogs.

El color dels plastics facilita la separacid especialment quan es troben dispersos entre grans
guantitats d’altres residus, facilitant la identificacio visual.

El polipropilé (PP) acostuma a ser descrit com a granuls clars i transparents, mentre que el
polietilé (PE) presenta granuls de color blanc (Hidalgo-Ruz et al., 2012). El PE de baixa
densitat acostuma a tenir colors opacs, mentre que el etil vinil acetat, pellets gairebé
transparents i clars. Aixi doncs, els color també proporciona informacio rellevant per
coneéixer la seva font o origen (Fok et al., 2019).
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A més a més, el color es un indicador de la fotodegradacio, del temps de residéncia en el
medi ambient i de la meteoritzacié que ha patit el microplastic. Habitualment
I’engroguiment dels polimers i la perdua de color indiquen llargs temps d’exposicié en un
determinat ecosistema, pel que proporciona una mesura qualitativa de I'edat dels
microplastics (Guo & Wang, 2019).

Per estandarditzar el criteri de seleccié de particules plastiques, la inspeccié ha de ser molt
estricta per evitar identificar de forma erronia. La Guia d’identificacié de microplastics, publicada
per MERI “Marine & Enviromental Research Institute” (2017) basada en les observacions de
Hidalgo-Ruz et al. (2012), proposa el segiient criteri:

(i) Les particules sospitoses no han de tenir estructures cel-lulars ni teixits organics
visibles, tot i que material organic s’hi pot trobar adherit a la superficie del plastic

(ii) Les particules no s’han de trencar quan s’estiren,

(iii) Les particules no brillen ni rellueixen,

(iv) Tenen un color homogeni tot hi que hi ha algunes excepcions en plastics que

presenten patrons o linies. A més, adhesions de matéria organica poden dissimular
o bé descolorir les fibres.

(v) Les fibres no tenen ramificacions i tenen un gruix uniforme al llarg de tota la seva
longitud.

3.2.3.2 Tecniques visuals

La inspeccid visual permet classificar les particules plastiques en base les seves caracteristiques
fisiques. Si les particules més grosses son I'objectiu d’estudi (>500um), la visualitzacidé pot ser
directe, a ull nu, mentre que les particules més petites acostumen a requerir la utilitzacié d’un
microscopi, tot i que Hidalgo-Ruz et al. (2012) suggereix posar el limita 1mm per a la identificacio
visual sense microscopi. A la Taula 2, es mostra el resum de les tecniques d’identificacio visual i
la mida dels microplastics capaces de detectar.

Taula 2: Tecniques d’identificacio visual: limit de detecci¢ i particularitats.

Tecnica visual Limit de deteccié Particularitats

Diferencia entre els fragments plastics
(3 9

The Hot Needle Test >500pum i la matéria organica.
Dificultat per visualitzar les particules

. . S _
Microscopia optica 0.2 pm blanques i transparents.

Caracteritza la  superficie  dels

SEM >2nm microplastics.

3.2.3.2.1 “The Hot Needle Test”

‘The Hot Needle Test’ (basat en Witte et al., 2014) es una técnica que permet diferenciar
particules plastiques de la matéria organica, per el que es una prova molt Gtil quan no s’esta
segur de 'origen de les particules de la mostra.
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S’utilitza una agulla ben calenta, que en contacte amb les particules plastiques provoca que
aquestes es fonguin o bé es cargolin, mentre que la matéria organica i altres fragments d’origen
bioldgics no ho faran. Es molt important que I’agulla estigui ben calenta, ja que sind, no es veura
cap moviment encara que la particula sigui d’origen plastic (MERI “Marine & Enviromental
Research Institute” 2017).

Aquesta prova funciona bé quan els fragments estan dispersos en la mostra, ja que si els
fragments es disposen molt junts dificulta la realitzacié de la técnica. A més, els fragments
identificats s’"han de poder observar a simple vista, superior a 500um.

Sitot aplicant aquesta técnica no s’esta segur, es recomana observar el fragment en qiiestié sota
el microscopi.

3.2.3.2.2 Tecniques de microscopia

La microscopia una de les técniques més extensament utilitzat per a la identificaciéd de
microplastics ja que es tracta d’un métode economic i relativament rapid. Guies per a la
identificacid de microplastics, com la publicada per MERI “Marine & Enviromental Research
Institute” al 2017, faciliten I'estandarditzacié i per tant la comparacid entre diferents estudis.
Tot i aix0, és un metode habitualment utilitzat com a métode de preseleccié abans d’aplicar
altres metodes que confirmin la naturalesa quimica de les particules, com per exemple
I’espectroscopia FTIR (Prata et al., 2019).

La utilitzaciéd de microscopis Optics, tant compostos com de disseccid, permet identificar els
microplastics, estructures cel-lulars i bio-adheréncies presents a les mostres. Els microscopis de
fluoresceéncia, acostumen a utilitzar-se per analitzar particules blanques i transparents, ja que
tenen mes resolucio.

La principal limitacié de la identificacié visual és la subjectivitat, perque les habilitats del
personal hi estan molt relacionades. Hi ha moltes probabilitats d’error i per aixd requereixen
tecniques complementaries per validar els resultats.

Els investigadors tracten de millorar aquestes tecniques visuals utilitzant diferents tipus de
microscopis, utilitzant tincions i altres técniques aplicades quan no s’esta segur de |'origen
plastic de les particules.

3.23.2.1.1 Tincions

La utilitzacid de tincions és un métode economic que facilita la identificacid visual. Alguns dels
colorants utilitzats per a tenyir els microplastics sén: Oil red EGN, Eosin B, Hostasol Yellow 3G i
Rose Bengal. L'eficacia d’aquests pero varia en funcio del tipus de polimer i per la presencia de
bio-adherencies present a la superficie dels microplastics, pel que requereix un procés de
digestio previ (Prata et al., 2019).

El colorant Nile Red presenta un seguit d’avantatges en comparacié els anteriors, els temps
d’incubacié sdn més curts i el percentatge de recuperacié més elevat. La materia organica no es
tenyeix i no es veu afectat per el grau de degradacié. Es tracta d’una tinciod fluorescent, per el
gue requereix un microscopi de fluorescéncia per a ser visualitzat. Hi ha particules pero, que

16



presenten senyals lleus, com per exemple les fibres, les quals habitualment tenen dificultats per
ser tenyides (Prata et al., 2019).

3.23.21.2 Microscopia electronica de rastreig (en anglés SEM)

El Microscopi electronic de rastreig proporciona imatges d’alta resolucié gracies al bombardeig
d’electrons d’alta intensitat. Permet identificar la morfologia dels microplastics i d’altres
impureses presents. També permet analitzar el procés de meteoritzacié examinant les
caracteristiques superficials, com la textura de les particules (Wang & Wang, 2018).

SEM proporciona imatges d’alta resolucié que es poden combinar amb altres instruments com
I'espectroscopia d’energia dispersiva, SEM-EDS (en anglés Scanning Electron Microscopy —
Energy Dispersive Microscopy) o amb combinacié amb I'espectroscopia de rajos-X, SEM-XEDS
(en anglés Scanning Electron Microscopy — Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy). Proporciona
informacié sobre la mesurar de difraccid i refraccid de la radiacié emesa per la superficie de les
particules, determinant la composicid elemental i la morfologia dels microplastics i d’altres
substancies inorganiques que hi puguin haver (Rios Mendoza & Balcer, 2019).

SEM es tracta d’'una técnica amb un gran potencial, que permet visualitzar la morfologia dels
microplastics de forma mes clara i precisa. A la Figura 4, es mostren algunes imatges de les
formes més comuns que presenten els microplastics.

Figura 4: Imatges de diferents morfologies de microplastics obtingudes amb SEM. A). fibra, B).
fragment, C). granul, D). lamina i E) escuma.

Com a limitacions del metode cal destacar |'elevat cost d’adquisicié dels equips i la complexa
preparacio de les mostres, fet que no la fa una tecnica aplicable per analitzar grans numero de
mostres. A més, el nombre d’errors augmenta a mesura que disminueix la mida de les particules,
tot i aixo0, és de gran ajuda per a realitzar una identificacid previa de microplastics. (Bretas Alvim
et al., 2020).
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3.2.3.3 Tecniques d’espectroscopia

Les tecniques d’espectroscopia proporcionen informacié de [I'estructura quimica dels
microplastics. Es tracta de técniques no destructives capaces d’identificar els tipus de
microplastics presents a les mostres. A la Taula 3, es mostra el resum de les técniques
d’espectroscopia disponibles i la mida dels microplastics capaces de detectar.

Taula 3: Tecniques d’espectroscopia: limit de deteccié i particularitats.

Técnica espectroscopia Limit de detecci6 Particularitats

Informaciéo de D’estructura quimica

IR <180 um dels microplastics.

FTIR >20 ym Proporc_:lona}’mformqmo d?l grau de
meteoritzacié dels microplastics.

Micro-FTIR <20 um Capacitat de quantificar.

ATR-FTIR >500 um Detgcmo .de particules irregulars,
gruixudes i opaques.

Raman >1 um Dificultat per detectar mostres

fluorescents.

3.2.3.3.1 Espectroscopia d’infrarojos i transformacié de Fourier

La identificacié basada en I'espectroscopia de rajos infrarojos (IR) permet identificar els
microplastics en base la seva estructura quimica (Pinto da Costa et al., 2019).

Aguesta tecnica consisteix a irradiar la mostra amb llum infraroja. Una part d’aquesta radiacio
és absorbida per les particules en funcid de I'estructura molecular, la qual pot ser mesurada per
transmissid o be per refraccié. Cada material presenta diferents enllacos quimics que el
caracteritzen, pel que I’espectroscopia genera espectres especifics de cada polimer basats en el
moment dipolar, els quals es poden avaluar manualment o bé comparar-los amb una llibreria
d’espectres de referencia (Bretas Alvim et al., 2020).

La transformacié de Fourier, FTIR (en anglés Fourier-transform Infrared Spectroscopy), va
incrementar el grau de resolucié en comparacié I'espectroscopia IR convencional, a més, a causa
de la formacio de grups carbonils associats a I’oxidaciod, proporciona informacié addicional sobre
grau de meteoritzacid dels plastics (Pinto da Costa et al., 2019). FTIR es capag d’identificar
quimicament particules encara mes petites, amb un limit de resolucié de 20um (Wang & Wang,
2018).

Es utilitzada amb dues finalitats basiques, estudiar les particules sospitoses o bé validar els
resultats de la identificacid visual. Tot i que proporciona una informacié més fiable, també té
algunes limitacions, aixi com el cost i el temps dedicat.

L'optimitzacid de la técnica com la microespectroscopia (micro-FTIR), reflectancia total
atenuada (ATR-FTIR) o en matrius en planols focals (FPA-FTIR) ha estés la utilitzacid de la tecnica
de forma universal. La técnica Micro-FTIR produeix un mapa d’alta resolucié i facilita la deteccio
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de particules inferiors a 20um, pero per contra es molt sensible a pigments i contaminants (Rios
Mendoza & Balcer, 2019) i no és aplicable per a particules amb formes irregulars (J. Li et al.,
2018). ATR-FTIR millora la informacié de particules irregulars i a diferéncia a FTIR també és
aplicable a mostres gruixudes i/o opaques. Es eficient per a particules >500um, perd per contra,
no permet visualitzar tota la superficie, pel que FPA, permet visualitzar I'area complerta, és una
tecnologia d’alt rendiment per I'analisi de particules superior 20pum. Segons Wang & Wang,
(2018), FPA-FTIR permet caracteritzar quimicament i fisicament totes les particules de la mostra
simultaniament. En comparacid a FTIR convencional, la deteccié és molt més rapida, pero els
instruments tenen un cost més elevat i requereix un elevat poder de processament.

3.2.3.3.2 Espectroscopia de Raman

L'espectroscopia de Raman permet identificar els microplastics segons la seva composicid
quimica, pero només permet analitzar una petita quantitat de la mostra (Anger et al., 2018).

La tecnica consisteix a irradiar les mostres amb un laser monocromatic que proporcionara
informacié de I'estructura molecular i la composicié atomica del microplastic (Wang & Wang,
2018). La interaccio del laser amb les molécules i atoms de la mostra, dona lloc a diferéncies en
la freqléncia de llum irradiada. Aquest canvi és detectable, pel que s’obtenen espectres
especifics de cada substancia (Bergmann et al., 2015). Els espectres permeten identificar els
microplastics en pocs minuts mitjancant la comparacié amb els espectres de referéncia.

Com totes les técniques d’espectroscopia, Raman és una técnica no destructiva pel que
proporciona grans avantatges en cas de requerir analisis posteriors de la mostra (Fok et al.,
2019).

En comparacié amb FTIR, Raman disposa de mes resolucié i un rang mes ampli d’identificacio,
detectant particules mes petites, entre 1um i 5mm. A més, és menys sensible a les interferéncies
causades per |'aigua, doncs les mostres no han d’estar completament seques a diferencia de
I’espectroscopia IR i FTIR.

De la mateixa manera que FTIR, identifiquen els microplastics mitjancant la petjada vibracional
de les particules, la diferencia és que els espectres FTIR es basen en el moment dipolar de I'enllag
guimic, mentre que els espectres de Raman depenen del canvi de polaritat dels enllagos (Bretas
Alvim et al., 2020).

Habitualment també es coneguda com a microscopia de Raman (RM), ja que s’acostuma a
combinar amb tecniques de microscopia per augmentar la resolucid, permet identificar
guimicament i morfologicament els microplastics encara que sigui en un percentatge molt petit
del volum total de mostra (Anger et al., 2018). Permet detectar particules inferiors a 1um (Wang
& Wang, 2018).

El principal inconvenient de la técnica son les interferéncies causades per additius, pigments i
quimics adherits que afecten negativament alhora de realitzar una identificacié acurada. Les
mostres tenyides amb colorats fluorescents proporcionen espectres impossibles d’interpretar
pel que s’haurien d’utilitzar lasers menys potents que conseqiientment disminuirien la senyal
dels polimers. Bergmann et al. (2015) considera necessari purificar les mostres per a realitzar
una identificacio eficac.
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Araujo et al. (2018), en base la comparacid entre les técniques FTIR i Raman realitzades per
Kaeppler et al. (2016), va il-lustrar un rendiment superior de la tecnica d’espectroscopia de
Raman, per a detectar les particules més petites, pero en particules superiors a 20um, el
rendiment va ser el mateix en ambdues técniques. La técnica Raman va detectar microplastics
de 5um, mentre que en I’espectre FTIR gairebé no hi figuren particules inferiors a 20um, per tant
el limit de difraccié dels instruments influeix a la qualitat dels espectres per culpa del soroll de
fons. Aquest problema és il-lustrat a la Figura 5, on es comparen els espectres Raman i IR del
polipropilé (PP). L'espectre de Raman és més similar al de referencia i la imatge és més clara i
precisa, mentre que en la imatge de IR, hi ha soroll de fons que infereix en la qualitat.

Raman IR

Figura 5: A). Comparacié d’'imatges de Raman i IR. B). Espectres de Raman i IR en comparacié
I’espectre de referencia del polipropilé (PP) (Araujo et al., 2018).

La tecnologia Raman té un gran potencial, pero requereix millores per tal de suplir els déficits
de la técnica. Actualment els esforcos estan centrats a optimitzar la qualitat del senyal i en
automatitzar el procés de manera que permetés una identificacié de microplastics més rapida i
real (Araujo et al., 2018). Pero no és de menor importancia la diferencia de preus, el laser Raman
és molt més car en comparacio a I’equip FTIR, 250.000,- USD versus 50.000,- USD (Mai et al.,
2018).

3.2.3.4 Degradacions termals

Un altre opcid per a la caracteritzacié de microplastics és la utilitzacié de técniques termo-
analitiques. El desenvolupament d’aquestes técniques és clau, sobretot per a la caracteritzacio
de microplastics poc solubles i amb preséncia d’additius.
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Aquests tipus d’analisi permeten analitzar mostres solides un cop han patit una separacié fisica,
com per exemple I'Us de técniques cromatografiques, tot i que requereixen la destruccio de les
estructures dels polimers. La Taula 4. mostra el resum de les técniques termiques disponibles
per a la identificacié de microplastics i la mida dels microplastics capaces de detectar.

Taula 4: Degradacions termals: limit de deteccid i particularitats.

Técnica espectroscopia Limit de deteccid Particularitats
Fragmentaci6 de la  mostra.
Py-GC/MS <100 um Quantificaci6 de la massa dels
fragments.
Permet analitzar mes quantitat de
TED-GC/MS <100 um mostra. Quantificacid de la massa dels
fragments.
TGA-DSC 200-500 pm Analisi de les propietats

termodinamiques dels microplastics.

3.2.3.4.1 Pirolisi - Cromatografia Gas - Espectrometria de masses (Py-GC/MS)

L’acoblament de la pirolisi a la cromatografia de gasos es basa en degradar la mostra i separar
els fragments dels polimers en una columna cromatografica amb la finalitat de caracteritzar els
microplastics, pel que es tracta d’una técnica destructiva. Permet descriure els components
d’indicadors per a identificar diferents tipus de microplastics i quantificar-ne la massa (Pefialver
et al., 2020).

Py-GC-MS té la capacitat de simultaniament proporcionar informacid de la composicié quimica
del polimer i dels possibles components organics presents, a més no requereix un tractament
exhaustiu de la mostra (Wang & Wang, 2018). Pero per contra, no és una técnica sensible a la
mida i la forma, ja que les particules sén desintegrades abans de I'analisi. Requereix petites
quantitats de mostra (100-500ug) per a I’analisi, indicant I’aplicacié per a I'analisi de traces i
adient per a I'analisi de mostres homogénies. Es un inconvenient quan les mostres sén
heterogenies, ja que els resultats no seran representatius de tota la mostra.

En base el fet de que la técnica requereix la introduccié manual de les particules dins el tub de
pirolisis, unicament les particules superiors a 100um poden ser manipulades, fet que limita la
mida de I'analisi de microplastics (Wang & Wang, 2018). A més, la técnica Unicament permet
I'analisi d’'una particula per analisi, fet que no el fa adequat per al processament de grans
guantitats de mostres (Bergmann et al., 2015).

La identificacio es realitza comparant els pirogrames obtinguts amb els pirogrames de referencia
(Pefalver et al., 2020).

Pefialver et al., (2020) en base la comparacid realitzada per Kaeppler et al., entre py-GC-MS i p-
ATR-FTIR, va identificar micropldstics en mostres amb presencia additius organics amb py-GC-
MS perdo no amb p-ATR-FTIR. Per contra, Py-GC-MS no va ser capa¢ d’identificar fibres
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sintétiques a causa de presentar una massa insuficient, pero si va ser capac¢ de detectar co-
polimers. També va determinar, que I’'analisi amb p-ATR-FTIR es més curt, 1 min vrs 30 min, a
més és tracta d’una tecnica no destructiva.

Per suplir els déficits de la técnica, s’han utilitzat variants de Py-GC-MS com I’extraccio-desorcio
termal combinada a la cromatografia de gasos i a I’espectrometre de masses (TED-GC/MS).

3.2.3.4.2 Extraccié-desorci6 termal automatitzada i Escaneig calorimétric diferencial

L’extraccié-desorcié termal automatitzada, TED-GC/MS, combina I'extraccié termal amb la
termogravimetria (TGA) i la desorcié termal acoblada a la cromatografia de gasos i a
I'espectrometre de masses (TDS-GC/MS), fent possible I’analisi de microplastics.

La termogravimetria degrada les mostres per I'accié d’un procés térmic sota una atmosfera
controlada. Proporciona informacio de la perdua de massa i permet identificar els productes de
degradacio obtinguts en el procés (Pefialver et al., 2020).

En comparacié amb altes técniques termiques, la termogravimetria té limits de deteccido més alt,
normalment es tracta d’una técnica més econdmica i la preparacié de la mostra és minima. TED-
GS/MS permet analitzar quantitats més grans de mostra (unes 200 vegades en comparacio a Py-
GC/MS) i és capag de realitzar I’analisi de manera més rapida (Pinto da Costa et al., 2019).

Una de les limitacions de TGA-MS és la complexitat de la interpretacié de les dades, sobretot
quan la mostra conte impureses o bé particules amb masses i/o temperatures de degradacié
similars, ja que els gasos analitzats no se separen abans d’entrar al detector del MS. Fet que
suggereix incloure una columna cromatografica per a realitzar una separacié previa a I'analisi a
I” espectrometre de masses (Pefialver et al., 2020).

La termogravimetria acoblada I’escaneig calorimeétric diferencial, TGA-DSC, també és un métode
adequat per a la caracteritzacié de microplastics. DSC és utilitzat per determinar les propietats
termodinamiques i les temperatures dels estats de transicid. Quan la mostra pateix un procés
endotérmic o exotermic, el canvi de temperatura resulta en un pic observat en el sistema DSC,
on les arees dels pics poden ser utilitzades amb fins de quantificacié (Penalver et al., 2020). La
presencia d’'impureses i additius a la mostra i la mida de les particules afecten a la temperatura
de transicié observada en el DSC, pel que cal que les mostres siguin previament filtrades per
assegurar una mida de particules d’entre 200-500um.

En comparacid als métodes espectroscopics, el major desavantatge de les técniques termo-
analitiques és el fet de que sén destructives. Només proporciona informacié de les
caracteristiques quimiques dels microplastics, limitat en la caracteritzaciéo morfologica d’aquests
(Wang & Wang, 2018). Es tracta d’una bona metodologia per a identificar microplastics, la forma
d’operar es directa, senzillai és rentable, pero alguns autors recomanen completar I’analisi amb
técniques de microscopia, amb el fi de caracteritzar morfologicament els microplastics i/o amb
tecniques I'espectroscopia, amb I'objectiu de validar els resultats.

3.2.3.5 Altres

Diferents polimers presenten diferent composicié elemental, pel que la utilitzacié d’analitzadors
C:H:N permet la identificacié de microplastics. Segons els autors, cal una previa separacié de les
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particules recol-lectades, segons la seva densitat. No es una técnica gaire rigorosa i requereix
molt temps, pel que no és recomanable per a I'analisi de gran quantitat de particules. Tampoc
no es aplicable per a particules molt petites (Pinto da Costa et al., 2019) (Bergmann et al., 2015).

Recentment ha estat suggerida la identificacié i caracteritzacié de suspensions amb polimers,
amb imatges hiper-espectrals. S'utilitzen un sensors que recopilen i processen la informacié de
tot I'espectre electromagneétic, proporcionant imatges que permeten identificar i quantificar els
microplastics.

Agquest metode, ja ha estat validat, tant com per a mostres de referencia com a mostres reals.
Reconeix en un 100% les particules inferiors a 300pum, demostrant ser un méetode no destructiu
ni invasiu, econdmic, rapid i fiable, que a més no requereix gaire preparacié prévia de les
mostres. La tecnica ha permeés identificar particules de PE d’entre 1-5mm amb una precisio del
84% i amb un 77% les particules d’entre 0.5-1mm (Pinto da Costa et al., 2019). Com a avantatge,
permet analitzar de forma directa mostres obtingudes amb xarxes d’arrossegament, mostres
integres d’aigua i mostres superficials de sediments, pero per el moment Unicament ha estat
testat per a la caracteritzacié de PE, PP i PS. Es una técnica amb un gran potencial que requereix
de futures investigacions per a millorar el rang d’identificacid.

3.2.4 Quantificacié de microplastics

La quantificacid de microplastics és necessaria per a determinar I'abundancia en els diferents
ambients. Tradicionalment, les particules sén comptades manualment amb el suport d’un
microscopi (Mai et al., 2018), en el que la quantitat passa a concentracid. Pero el recompte
manual de microplastics és un treball laborids que requereix temps.

Depenent de la mida, els microplastics poden ser col-lectats amb unes pinces i pesats per a
determinar-ne la massa. En els dltims anys, les tecniques quantitatives acostumen a anar
acompanyades de técniques qualitatives per a obtenir resultats més precisos. Py-GC/MS, per
exemple, permet distingir particules i quantificar particules del mateix tipus, pero la petita
guantitat de mostra analitzada és molt poc representativa de tot el conjunt i Unicament
s’acostuma a utilitzar per a determinar la identitat, mitjangant la massa dels polimers (Mai et
al., 2018).

A més de la cromatografia de gasos, la cromatografia liquida permet quantificar mostres de
microplastics amb la utilitzacié dels solvents adequats per dissoldre els diferents polimers.
Alguns dels solvents utilitzats sén tetrahidrofura i hexafluoroisopropanol, utilitzat per a la
dissolucidé de PSi PET. Un cop preparades les solucions i els polimers, les mostres sén analitzades
per HPLC (High Performance Liquid Chromatograpy) amb sistemes d’exclusié, de manera que
proporciona informacid sobre la mida dels polimers i a la vegada, permet quantificar-los. De
totes maneres, aquest metode no ha estat aplicat en mostres ambientals reals, per al que es
necessiten nous estudis per verificar la utilitat del métode per a la quantificacié de microplastics
(J. Lietal., 2018).

Tincions com la de Nile Red també han estat utilitzades per als investigadors per a quantificar
microplastics. Les particules son visualitzades clarament sota el microscopi de fluorescencia, fet
gue permet facilment realitzar-ne el recompte (J. Li et al., 2018).
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L'espectrofluorimetre es un equip utilitzat recentment per a la quantificacié de microplastics. Es
tracta d’una tecnica similar a I'espectrofotometria UV-Vis, on els valors de fluorescéncia sén
correlatius a la concentracié de particules en suspensid. Son necessaries un seguit suspensions
estandard de referencia independents, per a comparar amb les solucions mostra. Pero es tracte
d’un métode molt sensible a factors com el pH o a la preséncia d’oxigen dissolt, fet que podria
afectar a I'hora de reproduir el métode (Pinto da Costa et al., 2019).

Altres autors, remarquen el potencial de I'escaneig calorimetric diferencial (DSC) combinat amb
la microscopia optica per a la identificacié i quantificacié6 de microplastics. Es capac de
determinar la mida dels polimers segons la temperatura caracteristica que adquireixen i
guantificar-los segons el flux de calor, tal i com explicat anteriorment. La major limitacid de la
técnica pero és la necessitat de realitzar un pre-tractament per a purificar les mostres (Pefnalver
et al., 2020).

Les unitats de concentracidé que es fan servir habitualment per a determinar I'abundancia de
microplastics en aiglies superficials en mostres obtingudes per reduccié de volum s’expressen
en termes de volum de mostra, ‘particules per m? o be ‘particules per m¥. Mentre que mostres
integres, son quantificades amb termes de superficie mostrejada, ‘particules per m3. Els
sediments, en ‘particules per m2’, ‘grams/mg per m2’, ‘particules per kilogram en pes sec’ i
‘particules per m2 d’aigua mostrejada’. El principal inconvenient de les unitats d’expressid es la
possibilitat d’utilitzar unitats de superficie i unitats de volum, per reportar I'abundancia de
microplastics (Mai et al., 2018).

3.2.5 Contaminacio de les mostres

La presencia de fibres a I'ambient és recurrent en molts dels estudis publicats, per el cal prendre
un seguit de precaucions per evitar la contaminacié de les mostres i la sobreestimacié els
resultats.

3.2.5.1 Durant el mostreig

En la majoria de publicacions revisades es destaca la necessitat de realitzar controls de
contaminaciod durant el procés de recollida de mostres, ja que I'equipament pot contaminar-se
i interferir en els resultats. Caldra tenir un seguit de precaucions, aixi com guardar les malles en
bosses de cotd per tal d’evitar el contacte amb fibres sintétiques, evitar dur roba d’origen
sintetic el dia del mostreig i preferiblement, evitar la utilitzacié de material plastic durant el
mostreig.

Els controls de contaminacié es realitzen abans d’iniciar el mostreig, fent passar aigua purificada
per les malles. Aquesta mostra sera tractada i analitzada de la mateixa manera que la resta, de
manera que sera possible detectar la presencia de contaminacions anteriors al mostreig i per
tant, proporcionar resultats reals de la quantitat de microplastics presents a la mostra.

3.2.5.2 Durant el tractament de les mostres

Un cop al laboratori, cal realitzar un treball meticulds per evitar la contaminacié de les mostres,
principalment per particules presents. Per aix0, és absolutament necessari treballar sota la
cabina d’extraccié de fums. La roba i bates del personal de laboratori, han d’estar netes i
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preferentment han de ser lliures de materials sintétics. Cal tenir especial precaucié en la neteja
dels materials a utilitzar, aixi com evitar la utilitzacié de materials plastics.

Durant el processament de les mostres calen controls de contaminacid, sobretot ambientals,
per poder detectar particules que puguin sobreestimin els resultats de la mostra (Stock et al.,
2019).

La Guia d’identificacié de microplastics, MERI “Marine & Enviromental Research Institute,”
publicada al 2017, va proposar un seguit de precaucions per reduir la contaminacio de fibres
ambientals. Aquestes fan especial émfasi en la proteccio i cobriment de les mostres i filtres
durant el seu manipulat. Els filtres han de romandre emmagatzemats en plaques de petri,
aquestes preferiblement de vidre. Netejar totes les superficies abans d’inspeccionar les mostres
aixi com, minimitzar el flux de técnics en el laboratori abans i durant el manipulat de les mostres.

3.3 Discussio de resultats

A continuacid es discuteix I'eleccidé dels métodes que podrien ser utilitzats per el processament
de les mostres i per a I'analisi de microplastics, tenint present el cost i la disponibilitat de
recursos.

Un cop obtingudes les mostres, cal digerir la matéria organica al més aviat possible per evitar el
seu deteriorament. Existeixen diferents possibilitats per a digerir les mostres, perd tenint
present I'eficacia i el baix cost del peroxid d’hidrogen (H.0,), el fa I'opcié més adient. Les mostres
digerides, es poden emmagatzemar per a analitzar-les en un futur proxim.

Existeix tot un ventall de possibles tractaments previs per separar els microplastics de la seva
matriu i purificar les mostres abans d’analitzar-les, sempre que siguin compatibles amb les
tecniques que s’aplicaran posteriorment. La filtracid i el cribratge sén adients si la finalitat és
classificar els microplastics segons la mida o bé acotar I’estudi en un rang de mida determinat,
perod en tractar-se de mostres obtingudes per reduccié de volum, no solen ser indispensables ja
qgue les malles d’arrossegament utilitzades ja determinen la mida de particules recol-lectades.
Una previa separacié visual, permet eliminar materials que a simple vista podem confirmar que
no sén particules plastiques, aixi com closques, algues i altres contaminants. La separacié per
densitat pero, tot i que també s’ha utilitzat per a mostres d’aigua, és més adequada per a la
separacio de microplastics en mostres de sediments.

A la Taula 5, es resumeixen els principals metodes disponibles per a identificar i quantificar
microplastics, aixi com els avantatges i els inconvenients de les técniques. La identificacid visual
se centra a caracteritzar els microplastics amb I'ajuda de microscopis optics i permet classificar-
los segons la mida, la forma i el color. Es un meétode facil i relativament econdmic pero la seva
principal limitacié és I'elevada probabilitat d’error, ja que depén de la destresa del técnic que
realitza I'analisi. La utilitzacié de tincions com la de Nile Red faciliten la identificacié d’aquells
fragments transparents, perd aquesta tecnica requereix un microscopi de fluorescencia per
visualitzar els fragments tenyits. Quan no s’esta segur de la composicio plastica de les particules,
una forma rapida, senzilla i econdmica, és utilitzar la técnica de ‘The Hot Needle Test’, per a
confirmar que no es tracta de matéria organica.
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La Microscopia Electronica de Rastreig (SEM) proporciona imatges d’alta resolucié de la
superficie dels microplastics. Es molt utilitzada per analitzar el procés de meteoritzacié dels
polimers. Els inconvenients del métode es basen en la laboriosa preparacié de les mostres i
I’elevat cost dels equips.

Pero la identificacié visual requereix tecniques que permetin validar els resultats, aixi com
metodes que permetin caracteritzar quimicament els microplastics. Amb aquesta finalitat, sén
molt recomanades les tecniques d’espectroscopia.

L'espectroscopia IR, va ser un dels primers metodes per a identificar quimicament els
microplastics. La técnica proporciona espectres especifics de cada polimer, els quals poden ser
comparats amb els estandards de referéncia. Un cop es van aplicar les millores de la
transformacio de Fourier, I'espectroscopia IR va passar a ser una técnica obsoleta, ja que FTIR
disposa d’una millor resolucid i a la vegada, proporciona informacié addicional sobre el grau de
degradacio dels polimers. El principal avantatge del métode, és que es tracta d’una técnica no
destructiva, fet que possibilita I'aplicacié d’altres metodologies d’analisi amb la mateixa mostra,
permet analitzar fragments petits, d’aproximadament 25um. Perd com a desavantatge, destaca
I’elevat cost d’adquisicié dels equips i els llargs temps d’analisi, perdo també la complexa
interpretacio dels resultats a causa de les interferéncies causades per additius i contaminants
presents a la mostra.

Amb la intencié de millorar la resolucié dels espectres, I'espectroscopia de Raman permet
identificar microplastics encara més petits que FTIR, 1-2um. Com a avantatge, té un rang més
ampli d’identificacié i presenta menys interferencies a causa de I'aigua. Com totes les tecniques
d’espectroscopia, Raman no és una tecnica destructiva, pero segueix sent una técnica sensible
a additius i contaminants que dificulten la interpretacio dels espectres. A més, les mostres a les
quals se’ls ha aplicat una tincié fluorescent proporcionen espectres impossibles d’interpretar,
essent indispensable I'aplicacié de processos de purificacid previs.

En base a la limitacié de la mida de particules recol-lectades amb les xarxes d’arrossegament,
entre 100-300um segons les recomanacions de GLEON, no seria necessaria I'alta resolucié que
proporciona Raman i, ja que el preu dels equips de FTIR sén lleugerament inferiors, FTIR podria
ser la teécnica més adient per a validar els resultats obtinguts en la identificacid visual. Tot i aixo,
el fet que els preus dels equips de FTIR segueixen sent elevats, podria ser interessant contactar
amb un laboratori extern amb possibilitat de realitzar aquests tipus d’analisi i sol-licitar aquest
servei per a confirmar I'origen dels fragments dubtosos o bé per determinar quimicament el
tipus d’un microplastic en concret.

Les degradacions termals també podrien ser una opcid per a la identificacid de microplastics,
pero el principal inconvenient és que es tracta de tecniques destructives, ja que analitzen els
productes de degradacié de les substancies. En general, ja que aquestes tecniques estan
acoblades a un espectrometre de masses, proporcionen informacié quantitativa de la massa
dels microplastics, pero per contra, a causa de la degradacié dels polimers, no proporciona
informacid sobre la mida i la forma dels microplastics. Py-GC/MS a més, proporciona informacié
de la mateéria organica present a la mostra i com a avantatge, no requereix gaire preparacio de
la mostra. Els inconvenients del métode recauen en el volum de mostra analitzat, aquest és molt
petit, fet que dificulta la representativitat dels resultats sobretot en mostres heterogénies. A
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més la interpretacio dels resultats és complexa i els equips tenen preus molt elevats, ja que es
tracta d’'una combinacid de tres equips especifics. TED-GC/MS disposa d’un limit de deteccid
més alt que Py-GC/MS i també permet analitzar volums de mostra superiors. Proporciona
informacié de la composicié quimica dels microplastics i de la pérdua de massa durant I'aplicacié
de la técnica. Perd la dificultat d’interpretacié dels resultats segueix sent elevada i els equips
amb preus molt elevats. Per ultim, TGA-DSC identifica microplastics de forma senzilla i
relativament rapida i no requereix gaire preparacio de les mostres abans de ser analitzades. Pero
per contra, es tracta d’una técnica molt sensible a impureses presents a la mostra.

En general les degradacions termals no sén técniques sensibles a la mida i la forma dels
microplastics pel que es considera necessari complementar |'analisi amb técniques de
microscopia i espectroscopia. Tenint en compte que els preus d’adquisicié dels equips sén molt
més elevats, I'aplicacié de les degradacions termals podria ser adequada per a validar els
resultats obtinguts per metodes d’espectroscopia, perdo no com a metodes Unics. Per aquest fet,
es considera la millor opcié realitzar una identificacié visual amb un microscopi optici només en
els casos on no s’esta segur de I'origen del fragments, la utilitzacié de metodes d’espectroscopia,
preferiblement FTIR.

Per a determinar I'abundancia de microplastics d’una mostra, el recompte visual es considera la
millor opcid. Tot i que és una técnica laboriosa, és econdmica i permet quantificar el nombre de
microplastics totals presents en una mostra.
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Taula 5: Taula resum de les técniques quantitatives i qualitatives per a I'analisi de microplastics

(Pefialver et al., 2020).

Técniques

Avantatges

Limitacions

Identificacio visual

Microscopia

SEM

Espectroscopia

FTIR

Raman

Degradacions termals

Py-GC/MS

TED-GC/MS

TGA-DSC

Facil, economic i atil per a realitzar una
caracteritzacid préevia.

Proporciona imatges de la superficie d’alta
resolucio.

Proporciona informacid sobre la composicio
guimica. No és destructiva. Permet detectar
particules petites (~25um).

Proporciona informacid sobre la composicio
guimica. No és destructiva. Permet detectar
particules petites (1-2um).

Proporciona informacid sobre la composicio
quimica dels polimers i matéria organica
mitjancant els productes de degradacid
obtinguts i sobre la massa dels polimers.
Permet quantificar la massa dels polimers.
No requereix gaire preparacié de la mostra.

Proporciona informacié de la composicid
quimica dels polimers i de la pérdua de
massa. Limit de deteccié mes alt. Permet
analitzar més quantitat de mostra que Py-
GC/MS.

Mesura la pérdua de pes i la temperatura de
transicid sota una atmosfera i temperatura
controlada. Simple, rapid i facil. No
requereix gaire preparacio de la mostra.

Sobreestimacio dels resultats. Possibles errors
dels tecnic.

Requereix una laboriosa preparacié de la
mostra. Elevat cost dels equips.

Instruments cars, treball laboriés i temps
d’analisi llargs. Interferencies a causa de
I’aigua present a la mostra. Senyals
sobreposades degut a la preséncia d’additius i
contaminants.

Instruments cars, treball laboriés i temps
d’analisi llargs. Interferéncia a causa de la
fluorescéncia de les mostres. Senyals
sobreposades degut a la preséncia d’additius i
contaminants.

Técnica  destructiva.  No  proporciona
informaci6 sobre la mida i la forma dels
microplastics.  Dificil interpretacié dels
resultats. Poc representatiu per a mostres
heterogénies.

Técnica  destructiva. No  proporciona
informaci6é sobre la mida i la forma dels

microplastics.  Dificil interpretacié dels
resultats
Técnica  destructiva. No  proporciona

informaci6é sobre la mida i la forma dels
microplastics. Técnica sensible a impureses i
additius presents a la mostra.
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4. Treball de camp

En aquest apartat del treball s’exposa la participacid de GEA Research Group en el projecte
GALACTIC (Global Lake microplastics) del grup GLEON (Global Lake Ecological Observatory
Network), en I'obtencié de mostres d’aigua de la superficie d’un embassament per a I'analisi de
microplastics en sistemes aquatics.

4.1 GLEON. Projecte GALACTIC

GLEON (Global Lake Ecological Observatory Network) és una xarxa formada per investigadors
voluntaris, especialitzats en limnologia, ecologia, tecnologia i enginyeria, educadors i una
comunitat interessada a realitzar una serie d’observacions de llacs i embassament d’arreu del
man. Compren 60 embassaments mostrejats de 34 paisos diferents.

L’objectiu principal de GLEON és predir els impactes naturals i causats per 'home en els
reservoris d’aigua, construint i escalant una xarxa d’observacions de I'ecologia dels
embasaments, tot donant I'oportunitat d’adquirir nous coneixements cientifics gracies a la
comparabilitat entre els estudis dels diferents embassaments.

Els microplastics sén un dels principals contaminants emergents que ocupen els sistemes
aquatics. Tot i que la majoria d’estudis publicats estan centrats en microplastics presents en
ecosistemes aquatics, en els Ultims anys els estudis en sistemes d’aigua dolca han estat un nou
camp d’importancia reconegut. Tot i aix0, el nombre d’estudis i la informacié disponible és
escassa, ja que actualment encara no existeixen protocols estandarditzats pel mostreig i I’analisi
de microplastics en mostres d’aigua (Horton, 2017).

El projecte GALACTIC (GlobAl LAke miCroplasTICs) té I'objectiu d’estandarditzar una
metodologia per mostrejar diferents llacs i embassaments d’arreu del moén per identificar
I’ocurrencia de microplastics presents en les zones superficials de diferents reservoris d’aigua
dolca i d’aquesta manera desenvolupar protocols de mostreig estandarditzats per a obtenir
resultats fiables i comparables.

En concret, el projecte compren I'estudi i comparacié de I'abundancia de microplastics en
diferents reservoris d’aigua, aixi com la relacié amb les caracteristiques del embassament,
poblacié de la zona, area de recol-leccid, activitats agraries o industrials properes, entre d’altres.

Els diferents equips d’investigadors han de realitzar un mostreig i recol-lectar mostres d’aigua
de la superficie d’'un embassament, utilitzant una xarxa d’arrossegament habitualment utilitzada
per a larecol-leccié de néuston i plancton. Les mostres seran enviades a la Universitat de Milano-
Bicocca, on seran processades. Es dura a terme una extraccié de la materia organica i una
inspeccid visual per determinar la mida, la forma i el color de les particules recol-lectades.
Finalment, s’utilitzara I’espectroscopia FTIR per a identificar els diferents tipus de polimers.

A part dels mostrejos, tots els investigadors tindran la possibilitat de continuar col-laborant amb
tasques de recerca bibliografica, participant en reunions virtuals, editant part dels manuscrits i
participant en I'aprovacié de la versi6 final.
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4.2 Mostreig al Panta de Sau

Com a part practica d’aquest treball, s’ha organitzat un mostreig amb la finalitat d’obtenir
mostres de la superficie d’'un embassament per analitzar els microplastics presents.

4.2.1 Zona de mostreig

L’'embassament escollit ha estat el Panta de Sau, a la comarca d’Osona, ja que disposa de les
caracteristiques adients per a realitzar el mostreig. El Panta de Sau forma part del Riu Ter, té una
superficie de 17km d’allargada i 3km d’ample i una capacitat maxima de 151.3hm3. El Panta de
Sau forma part del poble de Vilanova de Sau, amb una poblacié de només 300 habitats.

El mostreig consisteix a recol-lectar mostres superficials de I'aigua de I'embassament amb xarxes
d’arrossegament horitzontal, a la zona pelagica i a prop del corrent principal de sortida de
I’embassament. Cal realitzar el mostreig en 4 transsectes perpendiculars al corrent de sortida.
La Figura 6 mostra la geografia del Panta de Sau senyalitzant la localitzacio i orientacié dels 4
transsectes a realitzar.

CORRENT DE
SORTIDA

v TRANSSECT

Figura 6: Geografia del Panta de Sau amb les zones de mostreig senyalitzades.

4.2.2 Data de mostreig

L'epoca del any preferible per a realitzar els mostrejos es abans de I'arribada de la primavera,
evitant els periodes on les concentracions de zooplancton i fitoplancton son elevades. També es
recomana realitzar el mostreig sota unes bones condicions meteorologiques, evitant els dies
plujosos o0 amb vent.

El mostreig es va organitzar per dur-lo a terme el mes de febrer del 2020, pero a causa del
temporal Gloria (gener 2020), el qual va provocar quantiosos danys i desperfectes a la zona del
Panta de Sau, va arrossegar grans quantitats de troncs i bruticia a la llera i les vores del riu Ter
(imatges disponibles al ANNEX Il). En conseqliéncia, les activitats recreatives al Panta, varen
estar suspeses fins a principis de Maig, coincidint amb l'inici del confinament a causa de la
pandemia mundial del SARS-Cov2, fet que ha impedit la realitzacié del mostreig fins al moment.
De totes maneres, el material i el protocol estan preparats per tal de realitzar-lo tan aviat les
condicions ho permetin.
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4.2.3 Material pel mostreig

Un cop escollida la zona de mostreig del Panta de Sau, es va contactar amb el Club Nautic Vic
Sau per a obtenir 'autoritzacié per a realitzar el mostreig. Club Nautic Vic Sau, també ofereix
varietat d’activitats aquatiques en el panta, per al que es va acordar I'arrendament d’una barca
pneumatica semirigida a motor amb una capacitat de 3-4 persones per a realitzar el mostreig.

Segons les instruccions de GLEON, es recomanen xarxes d’arrossegament amb una mida de
malla, idealment entre 100-300pum, amb un diametre de boca de la xarxa igual o superior a
30cm. A la Figura 7 es mostra la xarxa adquirida (30cm@x90cmL 300um CP3- 50) de Aquatic
Biotechnology, la qual disposa d’un cilindre al final de la xarxa on s’hi recol-lecten les mostres.
Es recomana guardar la xarxa en una bossa de cotd, per evitar la contaminacié de la xarxa a
causa de fibres sintetiques.

UI i \/)

\

Figura 7: Xarxa d’arrossegament CP3-50 (30cm@x90cmL 300um CP3- 50 ‘Aquatic Biotechnology’),
per a la recoleccio de mostres en superficies d’aigua i analisi de microplastics.

Com a material per el mostreig, es requereixen cinc flascons de plastic, preferiblement nous, per
a emmagatzemar les quatre per a les mostres obtingudes en els transsectes i el control. Cal
enumerar els flascons amb el numero de transsecte.

També es requereixen 10L d’aigua ultra purificada, per esbandir les xarxes i per a realitzar el
control, el qual sera analitzat de la mateixa manera que el resta de mostres amb la finalitat de
determinar possibles contaminacions per part del material, concretament de la xarxa.

El dispositiu GPS, Wikiloc, disponible com aplicacié mobil, permet a marcar el recorregut de
cada transsecte, recopila les dades obtingudes, determinen la velocitat mitjana i la distancia,
poder proporcionar la informacié precisa a |'organitzacié del projecte. Addicionalment, es va
utilitzar una aplicacié mobil, Naviotics+, per assegurar la velocitat instantania estipulada.

4.2.4 Protocol de mostreig

En base les instruccions genériques proporcionades al participant del projecte GALACTIC, s’ha
posat a punt un protocol de mostreig per a I'obtenci6 de mostes de la superficie
d’embassaments d’aigua dolca (ANNEX 1), el qual ha estat validat per les investigadores de GEA
Research Group.

4.2.4.1 Abans del mostreig

Previament al dia del mostreig, cal descarregar l'aplicacié Wikiloc i coneixer el seu
funcionament.
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Cal preparar tot el material necessari i preferiblement emmagatzemar-ho en una caixa de plastic
per a facilitar el transport.

Durant el mostreig, la xarxa es disposa submergida 2/3 de la superficie de I’aigua. Per aixo cal
marcar les xarxes abans per determinar la posicid correcte d’aquesta durant tot el transsecte.
La xarxa cal netejar-la amb aigua ultra purificada abans de realitzar el mostreig. Un cop neta, és
recomanable guardar-la en una bossa de cotd.

Cal realitzar un seguit de calculs per determinar la durada i la longitud dels transsectes, ja que
varien en funcio de les dimensions de la xarxa, el volum d’aigua filtrat i la velocitat del mostreig.

Amb I'Equaci6 1, s’ha calculat I'area de la xarxa on el radi de la boca de la xarxa és de 15cm. Pero
cal tenir present la disposicié de la xarxa, aquesta es disposa submergida 2/3 de la superficie.
Per al que cal aplicar una correccié per obtenir I'area de filtrat (Equacié 2). Finalment, en base
les instruccions de GLEON, on el volum d’aigua filtrat ha de ser de 50m?i la velocitat de mostreig,
de 2 nusos (1.03m/s) i les caracteristiques de la xarxa adquirida, I’Equacié 3 ha permes calcular
la duracié concreta de cada transsecte, essent de 17 minuts tot recorrent 1km de longitud en
perpendicular al corrent.

area de la xarxa = - 1?

Equacié 1: Area de la xarxa

2
area de filtrat = 3 (area de la xarxa)

Equacid 2: Area de filtrat

N ] volum 3
duraci6 del mostreig = - - On: wvolum = 50m
area de filtrat - velocitat

velocitat = 1.03m/s

Equacié 3: Duracio del mostreig

4.2.4.2 Durant el mostreig

Un cop a la zona de mostreig, cal completar les taules complementaries amb informacié referida
a I’embassament, al material i les condicions ambientals, aixi com la temperatura de |'aigua,
pluges en I'Gltim mes, entre d’altres.

La localitzacié de la xarxa durant el mostreig és a bavor de la barca (Michida et al., 2019), tractant
de mantenir-la xarxa submergida 2/3 de la superficie de I'aigua, tal i mostra la Figura 8.
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OK NO NO

Figura 8: Posicid de la xarrxa d’arrossegament durant el mostreig.

Un cop iniciat cada transsecte cal iniciar la ruta a I'aplicacié Wikiloc i controlar la durada del
transsecte. També cal assegurar-se de la velocitat instantania amb I’aplicacié Naviotics+.

Un cop finalitzat cada transsecte, cal emmagatzemar les mostres en els flascons de plastic. Es de
vital importancia marcar correctament les mostres, tant amb el numero de transsecte com el
nom de I’'embassament on s’ha dut a terme el mostreig.

4.2.4.3 Després del mostreig

Un cop obtingudes les mostres, cal acabar de completar les taules complementaries si encara
en manca informacié.

Per ultim, cal compartir la informacié emmagatzemada a I'aplicacié Wikiloc i les taules
complementaries, en un arxiu de Google Drive anomenat ‘GALACTIC’ i enviar les mostres les a
la Universitat de Milano-Bicocca (Italia), on es realitzaran els analisis pertinents.

4.2.5 Discussio

El protocol de mostreig desenvolupat és considera adient per aplicar-lo en futures investigacions
del grup de recerca GEA, en I'ambit dels microplastics.

La metodologia proposada recomana obtenir mostres superficials d’aigua per reduccié de
volum, utilitzant xarxes d’arrossegament. A diferéncia d’altres metodologies d’obtencié de
mostres, les xarxes d’arrossegament permeten analitzar grans quantitats d’aigua, fet que
augmenta significativament la representativitat dels resultats. La utilitzacié de xarxes
d’arrossegament permet acotar el rang de mides de microplastics els quals seran recol-lectats,
pel que I'adquisicié d’una xarxa de 300um permetra analitzar microplastics d’entre 300um i
5mm, un rang de mides interessants de cara a I’entrada de contaminants a la xarxa trofica.

Com a millora del protocol i amb I'objectiu de reduir la contaminacié de les mostres, proposo
substituir els flascons de plastic utilitzats per a emmagatzemar les mostres recol-lectades, per
flascons de vidre amb I'objectiu de minimitzar la probabilitat de contaminacions de la mostra.
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5. Conclusié

L’analisi de microplastics, avui en dia, encara és tot un repte. Aquesta cerca ha permes tenir una
idea clara de les metodologies de mostreig i d’analisi de microplastics disponibles. Els méetodes
emergents en els dltims anys han millorat la capacitat per a detectar diferents mides de
microplastics, pero la gran problematica de I'analisi es centra en la dificultat de la seva
quantificacid.

Tal com proposen la majoria d’estudis publicats, la identificacid visual amb microscopis optics,
és la técnica utilitzada per excel-léncia per a la deteccié de microplastics. Disposa d’uns criteris
d’identificacio preestablerts que permeten caracteritzar els microplastics en base la seva mida,
forma i color, a més, permet quantificar els microplastics presents a mostres d’aigua per
determinar-ne I’'abundancia a la zona de mostreig. Perod cal complementar-la tant per a validar
els resultats com per determinar el tipus de polimer, amb técniques d’espectroscopia, idealment
I’espectroscopia FTIR, la qual proporcionen informacié de I'estructura quimica dels fragments i
son, a dia d’avui, la millor opcié per a completar I'analisi de microplastics.

Per altra banda, la participacié en I'estandarditzacié d’'una metodologia de mostreig, ha permes
optimitzar del protocol robust, el qual podra ser aplicat en les futures investigacions del grup de
recerca d’Ecologia Aquatica (GEA). Tot i que fins al moment no s’ha pogut realitzar el mostreig,
es preveu realitzar-lo de cara al curs vinent, amb I’objectiu de proporcionar al grup GLEON les
mostres per analitzar els microplastics presents al Panta de Sau.
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Annex |

PROTOCOL DE MOSTREIG DE MICROPLASTICS

Introduccié

Gran quantitat de residus plastics s’acumulen en els ecosistemes aquatics, on son fragmentats en
petits fragments anomenats microplastics. A causa de la ingesta de microplastic per part dels
organismes, permeten la seva incorporacio en la cadena alimentaria. S6n substancies toxiques per
els organismes, per el que causen un gran impacte per els ecosistemes aquatics.

Tot i que la recerca de microplastics en ecosistemes marins es troba al capdavant, en els ultims
anys s ha reconegut la importancia d’estudis en reservoris d’aigua dolga. Encara no es disposa de
protocols estandarditzats pel mostreig de micosplastics, per aixd0 GLEON ha proposat unes
instruccions generals per tal d’obtenir resultats comparables.

Cal seguir el protocol per a realitzar el mostreig al Panta de Sau, el qual proporciona informacié
detallada de les tasques a realitzar abans, duran i després de la presa de mostres.

Objectius

Obtencio de mostres de la superficie del embassament, amb la finalitat d’analitzar els
microplastics d’entre 300pum a S5mm.

Material necessari

- Barca a motor per a 3 persones

- Xarxa d’arrossegament (30cm@x90cmL 300pm CP3- 50)
- Bossa de coté per guardar la xarxa

- Flascons de plastic nous

- Aligua ultra purificada MiliQ 10L

- Caixa per transportar el material

- Dispositiu amb GPS ‘Wikiloc’ descarregat en el mobil

- Marcador per identificar els flascons

- Controlador de velocitat — Aplicacié mobil

- Protocol de mostreig i graelles complementaries

1. Tasques previes al mostreig
1.1 Cal descarregar I’aplicacio GPS ‘Wikiloc’, disponible tant per dispositiu iOS i Android i
adquirir una idea basica del seu funcionament.



1.2 Preparar coma minim 5 flascons de plastic (200-500ml) i esbandir-los amb aigua ultra
purificada. Els flascons haurien de ser nous per reduir la possible alliberacié de fragments
plastics per part del recipient.

1.3 Esbandir la xarxa amb aigua ultra purificada. Cal guardar-la en una bosses de cot6 per
evitar la contaminacié per fibres.

1.4 Marcar la boca de la xarxa aproximadament a 2/3 de I’area tal i com s’observa a la Figura
9, per tal de delimitar ’area de filtratge. Tenint present que el diametre de a boca de la
nostra xarxa es de 30 cm, s’hauran de realitzar les marques a 20 cm.

Figura 9: Exemple de la marca a realitzar a la boca de la xarxa per delimitar 1’area de filtrat
(GALACTIC, 2020).

1.5 Cal preparar una mostra control per verificar que no hi ha contaminacio per part de
I’equipament. Cal filtrar SL d’aigua purificada per la xarxa i recol-lectar 1’aigua en un
dels flascons retolat com a “BLANK’’ (‘“‘SAU_BLANK™").

1.6 Retolar els altres flascons indicant el numero de mostreig del 1 al 4, indicant les diferents
repiques. “SAU 17, “SAU 27, “SAU 37, “SAU 4~

2. Durant el mostreig
2.1 Anotar tota la informacio sol-licitada a les taules, aixi com la data, les condicions
meteorologiques, etc.
2.2 Collocar la xarxa a bavor (part dreta) de la barca, tal i com s’observa a la Figura 10.

Figura 10: Imatge mostrant la localitzaci6 de la xarxa d’arrossegament durant les acitivitats de
mostreig (GALACTIC, 2020).
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Stern ) \ >
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2.3 Inicia la ruta amb el ‘Wikiloc’ en el moment que s’inicia el mostreig. Cal mantenir  la
xarxa en el nivell marcat préviament durant tot el mostreig.
2.4 La velocitat de la barca ha de ser de 2kts (1.03m/s).



2.5 La duraci6 del mostreig depén de I’area de boca de la xarxa. L objectiu és filtrar com a
minim 50m3 d’aigua en cada mostreig. Per el que en el nostre cas, en que la xarxa és de
30cm, el mostreig ha de durar 17 minuts (fent un recorregut de 1km de longitud).
EQUACIO 1

2.6 Un cop realitzat el primer mostreig, cal parar i guardar la ruta a ‘Wikiloc’, anotant la
duraci6 exacta del mostreig.

2.7 Abocar el continguts dels cilindres de recol-leccio en el flascd numero 1. Tancar la sortida
del flasco i esbandir la xarxa amb I’aigua del panta des del exterior evitant que entri
I’aigua per la boca de la xarxa. Recol-lectar I’aigua del cilindre i guardar-la en el mateix
flasco, numero 1. Repetir aquesta operaci6 3 cops.

2.8 Repetir totes les operacions des del punt 2.2 fins al 2.7. per els tres mostrejos restants per
aixi finalment recol-lectar un total de 4 mostres.

volum

duracio del mostreig = 1
g area de filtrat - velocitat )

3. Després del mostreig.

3.1 Completa la informacié de les taules i comparteix-la a Google Drive °GALACTIC”’
amb el nom ’SAU data”’.

3.2 Descarrega els fitxers GPX del GPS ‘Wikiloc’ i comparteix-lo també en el Google
Drive °GALACTIC’’ amb el nom “’SAU_GPX n°de mostreig’’. 3.3. Les 5 mostres
obtingudes, les del mostreig i el Blanc no requereixen un emmagatzematge en fred.

3.3 Enviar tan aviat sigui possible les mostres a la seglient direccio:

Barbara Leoni

Universita di Milano-Bicocca
Piazza della Scienza 1, Edificio U1,
20126 Milano (Ml), Iltaly

3.4 Enviar un correu a Vv.naval5@campus.unimib.it i a barbara.leoni@unimib.it,
informant que les mostres han estat enviades.




Annex 11

Imatges dels efectes del temporal Gloria al Panta de SAU (Gener 2020), extretes de la pagina
web del Club Nautic Vic Sau. https://www.vicsau.com/temporal-gloria-actuacions



https://www.vicsau.com/temporal-gloria-actuacions




	1. Introducció
	1.1
	1.1 (1)
	1.1 Els Microplàstics
	1.1.1 Origen
	1.1.2 Distribució
	1.1.3 Impactes ecològics
	1.1.1
	1.1.1 (1)
	1.1.1 Legislació i recomanacions actuals
	1.1.1 (2)
	1.1.4


	2. Objectius
	3. Revisió literària
	3.1 Metodologia
	3.2 Resultats obtinguts a la cerca
	3.2.1 Obtenció de mostres
	3.2.1.1 Xarxes d’arrossegament

	3.2.2 Tractament de les mostres
	3.2.2.1 Eliminació de residus
	3.2.2.1.1 Digestió de la matèria orgànica
	3.2.2.2 Extracció dels microplàstics
	3.2.2.2.1 Separació per densitat
	3.2.2.2.2 Filtració
	3.2.2.2.3 Cribratge

	3.2.3 Identificació de microplàstics
	3.2.3.1 Caracterització dels microplàstics
	3.2.3.2  Tècniques visuals
	3.2.3.2.1 “The Hot Needle Test”
	3.2.3.2.2   Tècniques de microscòpia
	3.2.3.2.1.1  Tincions
	3.2.3.2.1.2     Microscòpia electrònica de rastreig (en anglès SEM)
	1.1.1.1
	1.1.1.1 (1)
	1.1.1.1 (2)
	1.1.1.1 (3)
	1.1.1.1 (4)
	1.1.1.1 (5)
	1.1.1.1 (6)
	1.1.1.1 (7)
	3.2.3.3 Tècniques d’espectroscòpia
	3.2.3.3.1   Espectroscòpia d’infrarojos i transformació de Fourier
	3.2.3.3.2   Espectroscòpia de Raman
	3.2.3.4 Degradacions termals
	3.2.3.4.1   Piròlisi - Cromatografia Gas - Espectrometria de masses (Py-GC/MS)
	3.2.3.4.2   Extracció-desorció termal automatitzada i Escaneig calorimètric diferencial
	3.2.3.5 Altres

	3.2.4 Quantificació de microplàstics
	3.2.5 Contaminació de les mostres
	3.2.5.1 Durant el mostreig
	3.2.5.2 Durant el tractament de les mostres


	3.3 Discussió de resultats

	4.  Treball de camp
	4.1 GLEON. Projecte GALACTIC
	4.2 Mostreig al Pantà de Sau
	4.2.1 Zona de mostreig
	4.2.2 Data de mostreig
	4.2.3 Material pel mostreig
	4.2.4 Protocol de mostreig
	4.2.4.1 Abans del mostreig
	4.2.4.2 Durant el mostreig
	4.2.4.3 Després del mostreig

	4.2.5 Discussió


	5. Conclusió
	6. Bibliografia

