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Evaluacion del impacto medioambiental de los vertidos al mar de aguas depuradas

1. Adecuacion entre el proyecto propuesto y el resultado final

Las aguas costeras son aguas superficiales situadas hacia tierra desde
una linea cuya totalidad de puntos se encuentren a una distancia de una milla
nautica mar adentro desde el punto mas proximo de la linea de base que sirve
para medir la anchura de las aguas territoriales y que se extienden, en su caso,
hasta el limite exterior de las aguas de transicion. El control ambiental de las
mismas esta regulado por la Directiva Marco del Agua (Directiva 2013/39/UE) y
el Real Decreto 817/2015. En la Comunidad Valenciana es responsabilidad de
la Generalitat llevar a cabo la evaluacion y el control, de manera periddica, de
las aguas costeras enmarcadas dentro de la confederacidon hidrografica del

Jucar.

Aunque son muchos los contaminantes que se encuentran regulados en
la normativa vigente cada vez aparecen en el medio ambiente con mayor
frecuencia nuevos contaminantes, como es el caso de las nanoparticulas,
farmacos, productos de higiene personal y retardantes de llama, entre otros, que
no estan sometidos a ninguna legislacion y que presentan diversos efectos
adversos para personas, animales, plantas y el conjunto de los diversos
ecosistemas. Debido al importante impacto que pueden generar todos estos
contaminantes en el medio ambiente es importante disponer de técnicas
analiticas con las que poder realizar un seguimiento y una evaluacion de cada

uno de ellos.

En este proyecto se han revisado las distintas estrategias de analisis
empleadas, hasta la fecha, para determinar los diferentes contaminantes que
afectan a la evaluacién del estado quimico (Anexos IV y V del Real Decreto
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817/2015) de las aguas costeras. Ademas, también se han planteado nuevas
estrategias de analisis para la determinacién de aquellos contaminantes que no

estan regulados actualmente por la normativa.

2. Planteamiento conceptual

Tal y como indica la Directiva Marco del Agua (Directiva 2013/39/UE) vy el
Real Decreto 817/2015, de 11 de septiembre, cada pais miembro de la Union
Europea debe garantizar la proteccion y la conservacion del medio acuatico
(aguas superficiales continentales, aguas de transicion, aguas costeras y aguas
subterraneas). En Espafia los recursos hidricos se encuentran agrupados en
confederaciones hidrograficas las cuales son gestionadas por las diferentes
comunidades autéonomas.[1,2] La Generalitat Valenciana, como administracion
competente, lleva a cabo la evaluacion y el control, de manera periodica, de las
masas de agua enmarcadas dentro de la confederacion hidrografica del Jucar.
Para ello desarrolla planes hidrolégicos que recogen los programas de control
disefados para la evaluacidn del estado de las aguas y las medidas de
prevencion y vigilancia que deben aplicarse. Para la realizacion de dichos planes
hidrograficos las masas de agua se clasifican en masas de agua subterranea y
masas de agua superficiales. Estas ultimas a su vez se dividen en: (i) rios; (ii)
lagos; (iii) aguas de transicion; (iv) aguas costeras y (v) masas de agua muy

modificadas y artificiales.[3—5]

En el caso de las aguas costeras, éstas se definen como aguas superficiales
situadas hacia tierra desde una linea cuya totalidad de puntos se encuentren a
una distancia de una milla nautica mar adentro desde el punto mas proximo de
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la linea de base que sirve para medir la anchura de las aguas territoriales y que

se extienden, en su caso, hasta el limite exterior de las aguas de transicion.[1]

2.1 Aguas depuradas

Respecto a las aguas depuradas se definen como aguas residuales que
han sido sometidas a un proceso de tratamiento que permite adecuar la calidad
de las mismas a la normativa de vertidos aplicable. Dependiendo de su
procedencia se pueden diferenciar dos tipos:[6]

e Aguas residuales industriales: donde se engloban las aguas
residuales vertidas desde locales utilizados para cualquier
actividad comercial o industrial, que no sean aguas residuales
domésticas ni aguas de escorrentia fluvial.

e Aguas residuales urbanas: constituidas por aguas residuales
domésticas procedentes de zonas de vivienda y de servicios,
generadas principalmente por el metabolismo humano y las
actividades domésticas, o la mezcla de éstas con aguas residuales

industriales o con aguas de escorrentia pluvial.

Todas ellas habitualmente se recogen en un sistema colector y son
enviadas a una planta EDAR (Estacion Depuradora de Aguas Residuales). Una
vez que las aguas residuales han sido tratadas en la EDAR éstas pueden
emplearse para el riego agricola (cultivos y semilleros), riego de parques y
jardines (campos de golf, cementerios, medianas, cinturones verdes),
reutilizacion industrial (refrigeracion, alimentacion de calderas), recarga artificial
(recarga de acuiferos, control de la intrusion marina, control de subsidencias),

usos urbanos no potables (riego de zonas verdes, lucha contra incendios,
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sanitarios, aire acondicionado, lavado de coches, riego de calles), uso medio
ambiental (caudales ecologicos, zonas humedas) u otros (acuicultura, fusion de
nieve, construccion, eliminacion de polvo, limpieza de ganado). No obstante,
gran parte del volumen de aguas depuradas que se genera también es vertido al
mar de forma directa o mediante emisarios submarinos que introducen las aguas
depuradas en zonas alejadas de la costa con el objetivo de disminuir la
concentracion de contaminantes aprovechando la capacidad de autodepuracion
del mar.

Aunque las aguas depuradas vertidas al mar cumplen con los objetivos de
calidad indicados en la normativa vigente para vertidos,[1,7,8] en ocasiones no
todos los compuestos contaminantes en las mismas pueden eliminarse
completamente, bien por su naturaleza quimica o bien por estar en
concentraciones muy elevadas.[9] En este caso, las aguas residuales
procedentes de instalaciones industriales contienen una gran cantidad de
contaminantes organicos y/o inérganicos que a veces los tratamientos aplicados
de forma convencional no pueden eliminar. Debido a la toxicidad de dichos
contaminantes y/o sus efectos biolégicos muchos de ellos son objeto de
regulacion especial puesto que su entrada en el ecosistema marino puede

causar un gran impacto ambiental.

2.2 Indicadores de calidad para aguas costeras

Los indicadores empleados para la evaluacién del estado de las aguas
estan establecidos en el Real Decreto 817/2015 y dependen del tipo de masa de
agua. Por lo que concierne a las aguas costeras, los parametros mas relevantes

son[4]:



Evaluacion del impacto medioambiental de los vertidos al mar de aguas depuradas

A. Estado ecologico

a. Indicadores bioldgicos: (i) fitoplacton; (ii) macroalgas; (iii)
angiospermas; (iv) macroinvertebrados bentonicos.

b. Elementos de calidad fisicoquimicos: (i) amonio; (ii) nitritos; (iii)
nitratos; (iv) nitrégeno total; (v) fosfatos; (vi) fosforo total; e (iv)
indice FAN (Nitrégeno Facilmente Asimilable)

B. Estado Quimico
a. Sustancias organicas y metales recogidos en el anexo IV y V

del Real Decreto 817/2015.

Entre los contaminantes considerados para la evaluacion del estado
quimico se encuentran compuestos organohalogenados y algunos de sus
derivados, compuestos organofosforados, compuestos organoestannicos,
hidrocarburos persistentes y otras sustancias organicas toxicas persistentes y
bioacumulables. En cuanto a contaminantes inorganicos, estan sujetos a la
normativa algunos metales como cadmio, plomo, mercurio, niquel, arsénico,
cobre, cromo, selenio y zinc y todos sus derivados. Todos ellos se encuentran
regulados debido a que la mayoria presentan propiedades cancerigenas,
mutagénicas o provocan disfunciones endocrinas. Sin embargo, ademas de
estos contaminantes, cada vez aparecen en el medio ambiente con mayor
frecuencia nuevos contaminantes que no estan sometidos a ninguna legislacion
y que presentan diversos efectos adversos para personas, animales, plantas y
el conjunto de los diversos ecosistemas. En los ultimos 15 afios se ha estado
detectando la presencia de nanoparticulas, farmacos, productos de higiene
personal y retardantes de llama, entre otros contaminantes, en diferentes medios

y sin embargo sigue sin haber ningun tipo de regulacion sobre ellos.
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2.4 Objetivos de la investigacion

El objetivo de este trabajo es revisar las distintas estrategias de analisis
empleadas para determinar los diferentes contaminantes que afectan a la
evaluacion del estado quimico (Anexos IV y V del Real Decreto 817/2015) de las
aguas costeras (3-5 % contenido salino) y plantear nuevas estrategias de analisis
para la determinacion de aquellos contaminantes que no estan regulados por la

normativa.

3. Métodos de andlisis de contaminantes

3.1 Contaminantes regulados por la Normativa

3.1.1 Analisis de metales en aguas costeras

Los metales regulados por el Real Decreto 817/2015 son cadmio (Cd),
plomo (Pb), mercurio (Hg), niquel (Ni), arsénico (As), cobre (Cu), cromo (Cr),
selenio (Se), zinc (Zn) y sus derivados. Los valores limites establecidos por el
Real Decreto se encuentran comprendidos entre 0.07 y 60 ng L', para el
mercurio y el zinc respectivamente.

Principalmente el analisis de metales en muestras de origen
medioambiental se realiza mediante técnicas de Espectroscopia Atomica. Entre
las diferentes técnicas espectroscopicas se encuentran las de absorcion
atomica: (i) Espectroscopia de Absorcion Atomica en Llama (FAAS) vy (ii)
Espectroscopia de Absorcién Atdmica en Horno de Grafito (GFAAS), empleadas
en la determinacion de la mayoria de elementos; (iii) Espectroscopia de

Absorcion Atémica mediante Generacion de Hidruros (HGAAS), utilizada
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normalmente para el analisis de aquellos metales que son capaces de formar
hidruros con facilidad (As, Sb, etc) y por ultimo (iv) Espectroscopia de Absorcion
Atémica de Vapor Frio (CVAAS), empleada especificamente para el analisis de
Hg. Sin, embargo, el principal inconveniente que presentan dichas técnicas es
que son monoelementales, por lo que el tiempo empleado para el analisis
aumenta con el numero de metales que se quiere cuantificar. Por este motivo
cada vez se emplean, con mayor frecuencia, las técnicas de plasma: (i)
Espectroscopia de Emision Atomica con Plasma de Acoplamiento inductivo
(ICP-AES) y (ii) Espectrometria de Masas acoplada a Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS) ya que permiten determinar diferentes metales de manera

simultanea reduciendo el tiempo de analisis.[10-12]

Atendiendo a los valores limite establecidos por el Real Decreto 817/2015,
la técnica mas apropiada para el analisis de metales en aguas costeras seria
ICP-MS. Sin embargo, el analisis de metales en este tipo de muestras es
complicado ya que el contenido de sales en disolucién (3-5 %) puede causar
interferencias espectrales y no espectrales (efectos de matriz).[13,14] La
presencia de cloruro de sodio en las muestras afecta negativamente a todos los
procesos de excitacidn y ionizacion de los metales que tienen lugar en el plasma,
ademas de que puede provocar la obturacién y deposicidon de sal en el interior
del equipo (conos de la interfase de extraccion y dptica idnica). Para evitar estos
inconvenientes, existen diferentes alternativas capaces de simplificar el analisis.
Asi, por ejemplo, las interferencias espectrales debidas a especies poliatomicas
se pueden eliminar mediante el empleo de una célula de colisién/reaccion,
mientras que las interferencias no espectrales (variacion de la sefal, baja

precision, obturaciones) se pueden minimizar utilizando el modo HMI (High
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Matrix Introduction system) que diluye el aerosol antes de su introduccion en el
plasma. Sin embargo, el principal inconveniente que conlleva emplear todas
estas estrategias de analisis es que se produce un deterioro de los limites de
deteccion (alrededor de un orden de magnitud). Por otro lado, también existe la
posibilidad de emplear sistemas de introduccion de muestras alternativos (e.g.
nebulizadores, atomizacion electrotérmica) pero implican cierto coste econémico

y no siempre estan disponibles en todos los laboratorios de analisis.[15,16]

Como alternativa a todos los inconvenientes que presentan las anteriores
propuestas surge la iniciativa de emplear nuevas metodologias de
pretratamiento de la muestra que sean capaces de extraer y preconcentrar los
metales separandolos de la matriz y facilitando, por tanto, el analisis de aguas
con contenido salino. Este tipo de estrategias suelen ser relativamente sencillas,
econdmicas y ademas permiten mejorar los limites de deteccion y reducir
interferencias. La principal desventaja es que implican un mayor tiempo de
analisis, pero existen en el mercado metodologias muy sencillas como, por
ejemplo, la Microextraccion dispersiva Liquido-Liquido (DLLME) para la que
apenas se necesitan unos minutos para llevarla a cabo. [15-17] Ademas, a
diferencia de los métodos de extraccion liquido-liquido tradicionales, el consumo
de reactivos es minimo y apenas genera residuos.[16,18-25] En un estudio
reciente evaluaron la validez de DLLME, empleando cloroformo como
extractante, para la determinacién de metales en muestras de agua con un
elevado contenido salino (agua de mar y salmueras, 3% y 22% NaCl
respectivamente) mediante un sistema FIA acoplado a ICP-AES/ICP-MS. Los
resultados mostraron que la presencia de un elevado contenido de sales en la

matriz no afectaba negativamente al proceso de extraccion, por lo que llevando
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a cabo una optimizacion del proceso de extraccion de los diferentes metales
seria posible realizar el analisis de los mismos en aguas costeras y mejorar la
sensibilidad y los limites de deteccion de la técnica. [26]

En el caso particular del mercurio, durante el analisis mediante ICP-MS
surgen algunas dificultades. A diferencia de otros metales el mercurio es muy
volatil por lo que durante los procesos de preparacion de la muestra se producen
pérdidas importantes de analito. Ademas, cuando se encuentra en disolucion
también puede adherirse a las paredes de los contenedores de plastico (LDPE)
asi como en los diferentes componentes del sistema de introduccién de muestras
generando efectos de memoria y, por lo tanto, alterando los valores del
analisis.[27] Asimismo, la sensibilidad de la técnica esta afectada por el
mecanismo de ionizacién del mercurio ya que al tener un potencial de ionizacion
elevado (10.44 eV) solo un 38 % de todo el analito que llega al plasma se ioniza,
disminuyendo por lo tanto el numero de especies ionicas que llegan al

detector.[28,29]

Algunas de las alternativas adoptadas para mejorar la estabilidad del
mercurio y evitar pérdidas por evaporacion tratan de afnadir algun complejante
como, por ejemplo, tiourea, acido cloroaurico (HAuCls-3H20), dicromato potasico
(K2Cr204) o HCI que ayude a estabilizar el Hg en disolucién.[30-32] En el caso
particular del agua de mar no seria necesario adoptar ninguna de estas
estrategias debido a que el contenido de iones cloruros de este tipo de muestras
(3-5 % NaCl) ayudan a estabilizar el mercurio formando complejos clorados (e.
g., HgCl4?).[33-35] En cuanto a la técnica de andlisis, como se ha comentado
previamente, una de las técnicas mas empleadas para la determinacion de

mercurio es CVAAS. Normalmente el analisis suele llevarse a cabo a través de
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la generacion de Hg atomico con SnClz en medio acido o mediante
descomposicion térmica y amalgamacion.[36,37] La ventaja que presenta esta
técnica es su sencillez y rapidez, ya que no es necesario realizar ningun
tratamiento de la muestra previo al analisis, la posibilidad de medir cualquier tipo
de muestra (solida, liquida o gaseosa) ademas de su reproducibilidad (se evita
la pérdida del Hg en el analisis). En un estudio reciente evaluaron la validez de
dicha técnica para el analisis de aguas con elevado contenido salino (3-22 %
NaCl) y un contenido en Hg de 500-600 ng Kg'. Los resultados mostraron
valores de concentracion coherentes con los valores esperados y una precision
alrededor del 5%. Sin embargo, los limites de deteccion y cuantificacién eran
superiores a los establecidos por la normativa. Por lo tanto, para poder
implementar de forma adecuada la técnica es necesario realizar previamente al
analisis de Hg un proceso de preconcentracion que permita alcanzar los limites

establecidos.[26]

3.1.2 Analisis de contaminantes organicos en aguas costeras

Entre las familias de los distintos contaminantes organicos que se
encuentran regulados por el Real Decreto 817/2015 se encuentran difeniléteres
bromados (PBDE), cloroalcanos, plaguicidas de tipo ciclodieno, nonilfenoles,
octilfenoles, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), compuestos de
tributilestafo, tricloro bencenos, acido perfluoro-octanosulfénicos y sus
derivados (PFOS), dioxinas, entre otros. Los valores limites establecidos por el
Real Decreto se encuentran comprendidos entre 0.004 y 130 ng L™, para el

endosulfan y el naftaleno respectivamente.
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Las técnicas de analisis mas empleadas para la determinacion de
compuestos organicos son la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC)
y la cromatografia de gases (GC) acopladas, en algunos casos, a espectrometria
de masas para obtener menores limites de deteccion y resultados mas precisos
y robustos.

Sin embargo, los bajos niveles de concentracion en los que se encuentran
los contaminantes organicos en el agua hacen que sea preciso llevar a cabo un
proceso de pretratamiento de la muestra que permita concentrarlos en
volumenes mas pequefos antes de analizarlos. Este paso es crucial en el
proceso analitico para poder conseguir resultados mas precisos. Las técnicas
empleadas tradicionalmente para el pretratamiento de diferentes contaminantes
organicos en muestras de agua incluyen la extraccion liquido-liquido (LLE) y la
extraccion en fase solida (SPE). A pesar de ser técnicas relativamente sencillas
de realizar presentan factores de enriquecimiento bajos y, ademas, requieren de
un elevado tiempo de analisis y un gran volumen de disolventes organicos (e.g.,
replicados de extraccién, acondicionamiento, lavado y elucién de la muestra del
sorbente sélido, evaporacioén, etc).[38,39] En la Tabla 1 se muestran algunos
procedimientos de extraccion liquido-liquido y extraccion en fase sdlida

empleados en el andlisis de agua en diferentes estudios.

Tabla 1. Procesos de extraccién empleados en la bibliografia.

- Volumen Volumen . Técnica de
Extraccion Soporte muestra disolvente Disolventes andlisis Ref.
Fase sélida Strata X™ cartridge 2L 10 mL DCM: MeOH GC-NPD [40]
(SPE)

C18 disks 2-25L 35mL DCM: Hexano GC-MS/MS [41]
Supelco SPE 1L 10 mL Acetato de etilo  GC-yECD [42]
cartridges
XAD-2 resin column 200 L 250 mL DCM GC-MS [43]
Fase sdlida Amberlite XAD-2 100-150L - Acetona + GC-MS [44]
(SPE) + resin column Hexano
Soxhlet
XAD-2 resin column 50 L - DCM GC-ECD [45]
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., Volumen Volumen . Técnicade
Extraccion . Disolventes g Ref.
muestra disolvente analisis
Liquido- 1L - Hexano HPLC-UV [46]
Liquido
100 L 1L Pentano GC-MS/MS [47]
1L 150 mL DCM GC-ECD [48]
600 mL Hexano GC-MS/MS [49]
135 mL Hexano + DCM GC-ECD [50]
+ Eter de
petréleo

Como alternativa a las desventajas que presentan las técnicas anteriores,
en los ultimos afos se han desarrollado nuevos métodos de extraccion mas
rapidos y sencillos, respetuosos con el medioambiente y menos costosos. El
principal objetivo de estas nuevas técnicas es la miniaturizaciéon del volumen
necesario de muestra y de los distintos disolventes empleados para la extraccion.
En el caso de la microextraccion en fase sélida se han cambiado los soportes
(e.g., cartuchos y columnas) por agitadores magnéticos (Stir-Bar) o laminas
(SPME) cubiertas por un polimero capaz de retener los analitos. De esta forma
se eliminan casi por completo los disolventes necesarios para realizar la
extraccidn. En el caso de la microextraccion liquido-liquido se minimizan a unos
pocos mililitros los volumenes necesarios tanto de muestra como de extractante.
En la Tabla 2 se encuentran resumidos algunos de los procedimientos
empleados para el desarrollo de estas técnicas.

Tal y como se puede observar son técnicas simples y rapidas. Ademas,
puesto que proporcionan coeficientes de enriquecimiento mayores que las
técnicas de extraccion convencionales, resulta mas sencillo alcanzar los limites

establecidos en el Real Decreto 817/2015 para contaminantes organicos.
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Tabla 2. Procesos de microextraccion empleados en la bibliografia.

Extracciéon Muestra Soporte Te(,:m(.:a de Ref.
analisis
Stir-Bar - PDMS TD-GC-MS  [51]
100 mL PDMS + MeOH TD-GC-MS  [52]
SPME 5mL SPME Polyacrylate Fibre GC-MS [53]
10 mL Stainless steel wire GC-MS [54]
7.5mL PDMS GC-ECD [55]
Extracciéon Muestra Dispersante Extractante Disolvente Ti%rgﬁ;ge Ref.
DLLME 8 mL 1.5mL 50 yL 100 yL HPLC-MS [56]
25 mL 1 mL 80 pL - GC-MS [57]
5mL 0.5mL 100 pL 20 yL GC-MS [58]
UA-DLLME 10 mL 1mL 10 uL - GC-MS [38]
UA-DLLME- 10 mL 0.5mL 80 uL 1000 pL HPLC- [59]
SFO MS/MS
SD-DLLME 10 mL 0.750 mL 120 yL 250 pL LC-MS/MS [60]

3.2 Contaminantes no regulados en la normativa

3.2.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) se definen como conjuntos de atomos unidos
entre si que tienen tamano de nandmetros y dicha estructura les confiere
propiedades fisicoquimicas diferentes a las del material masivo o bulk. Estos
cambios estan relacionados con los cambios en los niveles electrénicos de las
nanoparticulas y el incremento de atomos en superficie respecto al volumen.
Diferentes organismos (e. g., Comité Cientifico en Identificacién de riesgos para
la salud nuevos y emergentes, Dpto. Nacional de Nanotecnologia de los Estados
Unidos, etc) indican que el tamafio de estas sustancias se encuentra en torno a
los 100 nm. A nivel industrial, se define como nanoparticula cualquier particula
producida que tiene una dimension caracteristica de 1 a 100 nm y tiene
propiedades que no son compartidos por particulas no nanomeétricas con la

misma composicion quimica.[61,62]
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En las ultimas décadas ha incrementado el interés por el desarrollo de
diferentes nanomateriales artificiales. Su elevada area superficial y reactividad
hacen de ellos un gran atractivo para su aplicacion en diferentes areas. Muchos
de estos materiales (e. g., nanoparticulas de cinc (ZnO), plata (Ag), oro (Au),
cobre (CuO) o titanio (TiOz2)) se utilizan en pinturas, recubrimientos, plasticos,
dispositivos electrénicos, papeles, tintas, protesis médicas, productos
farmacéuticos, productos alimenticios, cosméticos como cremas solares y pasta

de dientes, entre otros.[63—74]

En la actualidad existe un gran desconcierto sobre los efectos en el medio
ambiente e incluso para los seres vivos que tiene la presencia de estos
materiales en el entorno natural. Diferentes estudios han informado sobre la
toxicidad de las NPs debido muchas veces a sus propiedades fisicoquimicas.
Entre las NPs mas utilizadas estan las nanoparticulas de oro (AuNPs) y plata
(AgNPs) que presentan efectos citotdxicos en la piel, el pulmén y en células
madre. Por otro lado, las nanoparticulas de titanio (TiNPs), utilizadas en cremas
solares, no suponen un riesgo para la salud humana puesto que no penetran en
gran medida la piel, pero si suponen un riesgo para el medio
ambiente.[64,65,67,69] Aunque este tipo de nanoparticulas son menos toxicas
que las nanoparticulas de Ag o ZnO, varios estudios han demostrado que cuando
quedan expuestas a radiacion ultravioleta o a la luz del sol los efectos adversos
pueden ser mayores. De hecho, la presencia de nanoparticulas de TiO2 y ZnO
en aguas costeras pueden afectar a la proliferacion de plancton y provocar el
blanqueamiento de los arrecifes de coral.[69] Pese a que las concentraciones
estimadas para los diferentes tipos de NPs en el ecosistema marino (0.1-200 ng

L) son bastantes inferiores a las concentraciones empleadas en los estudios de
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toxicidad (100 ug L"), se ha demostrado que las NPs presentes en el medio
ambiente pueden acumularse en la cadena trofica y pueden ser perjudiciales
para muchos organismos incluso a dosis subletales.[64,71] Por lo tanto, con el
fin de poder realizar un seguimiento de los efectos que las nanoparticulas tienen
sobre el ecosistema marino se deben desarrollar técnicas analiticas con las que
poder llevar a cabo su caracterizacion y determinacioén y que a su vez ofrezcan

resultados robustos.

Hasta la fecha no existe una técnica universal y versatil que permita
caracterizar y determinar de forma precisa la concentracion de NPs, ya que, en
funcién de su naturaleza, presentan propiedades diferentes. Normalmente, para
su analisis se suelen emplear técnicas de caracterizacion (e. g., Dispersion
Dinamica de Luz (DLS), Microscopia de Transmisién Electronica (TEM) y la
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)) que permiten el analisis directo de
nanoparticulas y que ofrecen informacion sobre la morfologia de las mismas.[75—
79] No obstante, los principales inconvenientes que presentan dichas técnicas
es que presentan elevados costes operacionales, se necesita personal de alta
cualificacion técnica, presentan tiempos de analisis elevados y el pretratamiento
de la muestra es algo complejo. Por lo tanto, resulta evidente la necesidad de

desarrollar técnicas alternativas que permitan un correcto analisis de las NPs.

Los principales obstaculos que se plantean para poder desarrollar una
técnica de analisis robusta son las bajas concentraciones de NPs que se
encuentran en muestras de origen ambiental (e. g., aguas de rio, lago y costeras)
y el gran numero de NPs diferentes que existen. Ademas de la fabricacion de
nanoparticulas de diferentes elementos (e. g., Au, Ag, ZnO, TiOz, etc.) para cada

uno de ellos existen nanoparticulas de diferentes tamafios, asi como diferentes
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tipos de recubrimientos en funcion de su aplicabilidad. Asimismo, cuando se trata
de una muestra medioambiental nos encontramos con una mezcla de diferentes
nanoparticulas (diferencias en metal, tamafo y recubrimiento) junto con otros
metales en disolucion y, en muchas ocasiones, acompafados de matrices
complejas. Las NPs pueden interactuar con los distintos componentes de la
matriz de la muestra donde se encuentran. De hecho, unos de los problemas
detectados es que la materia organica disuelta puede interactuar con las NPs y
llegar a modificar su recubrimiento. Es por esto por lo que muchos estudios se
han centrado en la posible aplicacion de técnicas de extraccion y su optimizacion

para disminuir los inconvenientes que presenta el analisis de estos analitos.

Una de las técnicas de analisis mas empleadas para la determinacion de
nanoparticulas es la Espectroscopia de Absorcion Atémica en Horno de Grafito
(GFAAS). Esta técnica ofrece la posibilidad de analizar de forma directa, robusta
y con buenos limites de deteccion la fase organica enriquecida en NPs obtenida
tras el método de extraccion CPE, lo que implica un menor coste y un menor
tiempo de analisis.[64,71] Por otro lado, en los ultimos afos el uso de técnicas
de plasma ha experimentado un gran auge para caracterizar nanomateriales. La
Espectroscopia de Emision Atdmica con Plasma de Acoplamiento Inductivo
(ICP-AES), al igual que GFAAS, se ha empleado para la determinacién de NPs
tras la digestion asistida por microondas de la fase organica en la que se

concentran mediante CPE.[63,65,66,70]

No obstante, también se han realizado estudios en los que el analisis de
NPs se ha llevado a cabo de forma directa sobre la muestra sin necesidad de
aplicar un tratamiento previo. M. Resano et al.[73] evaluaron la posibilidad de

desarrollar una metodologia con la que poder caracterizar AUNPs en disolucién,
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sin necesidad de aplicar procesos de extraccidbn previos o técnicas
complementarias, mediante Espectrometria de absorcion atomica de horno de
grafito de fuente continua de alta resolucion (HR-CS-GFAAS). Los resultados
muestran que es posible realizar una estimacion eficaz y rapida de la forma y el
tamano medio de particula ya que, las sefales obtenidas para iones (Au) y
nanoparticulas (AuNPs) presentan un perfil diferente y el tiempo de aparicion de
la altura maxima del pico varia proporcionalmente con el tamafio de particula.
Sin embargo, la principal limitacion que presenta esta técnica es que no puede
aplicarse a muestras con una mezcla de especies idnicas (Au) y nanoparticulas
(AuNps) ya que, se produce un solapamiento de las sefiales obtenidas para cada

especie que hace imposible identificarlas.

Otras de las metodologias aplicadas para el analisis de NPs cuentan con
una etapa previa de extraccion y preconcentracion con la que se pretende
disminuir los inconvenientes que presenta el analisis de estos analitos. Una de
las técnicas de extraccion mas aplicada en la determinacién de NPs en muestras
de agua es la extracciéon por punto de nube (Cloud-Point extraction, CPE). La
principal complicacion que presenta este procedimiento es la optimizacion de los
diferentes parametros (pH, fuerza iénica, cantidad y tipo de surfactante, tiempo
y temperatura de incubacion) del proceso de extraccidon para alcanzar mayores
factores de enriquecimiento. G. Hartmann et al.[64,71] desarrollaron un proceso
de extraccion por CPE para AgNPs y AuNPs. Los resultados mostraron factores
de enriquecimiento de 80 y limites de deteccion en el rango de ng L. Sin
embargo, con esta metodologia no es posible obtener informacion sobre la
morfologia de las NPs. Para obtener dicha informacion deben aplicarse técnicas

adicionales de analisis (TEM o SEM) a la fase organica enriquecida con las NPs.
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Esto es posible ya que el tamafio de las mismas no se ve afectado, al contrario
de lo que ocurre con otras técnicas en las que la fase en la que se han extraido
las NPs es sometida a digestion por microondas para su posterior
analisis.[63,65,66,70] Sin embargo, los tiempos de analisis en este caso son
mayores debido a que para obtener toda la informacién util de las NPs que se

estan analizando deben combinarse distintas técnicas.

No obstante, también se han desarrollado metodologias para poder
realizar el analisis de nanoparticulas aplicando un pretratamiento con el que
poder minimizar las posibles interferencias generadas por la matriz como, por
ejemplo, las particulas e iones presentes en las muestras, asi como la materia
organica. S. Choi et al.[72] aplicaron estda metodologia para el estudio de la
distribucion del contenido de nanoparticulas a través de las distintas fases de
purificacion de una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR). La
metodologia consiste en la eliminacion de las sales presentes en las muestras
mediante dialisis para luego eliminar el contenido de materia organica por
oxidacion con peréxido de hidrégeno a baja temperatura. A continuacioén, las
muestras deben someterse a un proceso de centrifugado para eliminar las
particulas de mayor tamano (>200 nm). Finalmente, en dicho estudio sometieron
las muestras a un proceso de digestion acida previamente al analisis por ICP-

AES.

En la actualidad, la técnica que mas se esta desarrollando para el analisis
de NPs es la Espectrometria de Masas acoplada a Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-MS) ya que dispone de un modo de medida (single Particle
Analysis) que ofrece la posibilidad de realizar el analisis directo de

nanoparticulas en disolucion de forma sencilla y con un bajo coste. La principal
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limitacion que presenta es que en muestras reales no todas las nanoparticulas
tienen el mismo tamano ni se encuentran distribuidas de forma homogénea. Por
lo tanto, para poder determinarlas y diferenciar su tamafio, es necesario diluir la
muestra y reducir el tiempo de adquisicion a unos pocos milisegundos para
registrar la sefial que produce cada nanoparticula de forma individual. De esta
forma se obtiene una sefal base del analito disuelto (sefial de fondo) y una sefial
de las nanoparticulas que sobre salen sobre la sefial del fondo y cuya intensidad
esta relacionada con el tamafo de la nanoparticula. Hasta la fecha, los analisis
de nanoparticulas mediante sp-ICP-MS solo se habian centrado en las AuNPs y
AgNPs puesto que son las mas empleadas y por lo tanto las que mayor
produccion tienen y las que se encuentran con mayor frecuencia en muestras de
origen medioambiental.[68] Sin embargo, en los ultimos afios también se han
desarrollado metodologias de analisis mediante ICP-MS de nanoparticulas de
titanio (TiO2) ya que cada vez se detectan con mayor frecuencia y concentracion
en muestras de origen medioambiental debido a su empleo, mayoritariamente,
como filtro inorganico en cosméticos (e.g., cremas de proteccion solar).[80-83]
En un estudio realizado recientemente evaluaron la posibilidad de emplear sp-
ICP-MS para determinar TiNPs en muestras de agua. Los resultados
demostraron que es posible llevar a cabo el analisis directo de TiNPs mediante
ICP-MS de forma rapida y sencilla. Sin embargo, el estudio también demuestra
que previamente al analisis es necesario un pretratamiento para eliminar el
contenido de Ca de las muestras para disminuir la magnitud de las interferencias

espectrales que éste genera.[74]

A pesar de la eficiencia y la robustez de las metodologias disponibles para

la determinacion de NPs, siguen existiendo una serie de limitaciones que van
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ligadas, como se ha comentado anteriormente, a la gran variedad de NPs
disponibles en el mercado. Esto supone un gran handicap para el analisis de las
mismas ya que, resulta complicado separar los distintos tipos de particulas de
un mismo elemento presente en una misma muestra, sin necesidad de tener que
recurrir a diferentes técnicas para poder identificarlas y caracterizarlas, y sin
tener que recurrir al uso de metodologias muy complejas que supongan elevados

costes y tiempos de analisis.
3.2.2 Retardantes de llama

Otro tipo de contaminantes que también merecen especial atencion por
su impacto en el medio ambiente son los retardantes de llama bromados (BFRs).
Se trata de compuestos quimicos de origen antropogénicos emplados como
aditivos en productos plasticos para mejorar su resistencia al fuego ademas de
en una gran variedad de productos de consumo o comerciales (e. g.,
ordenadores, muebles, textiles, etc.). Actualmente existe una gran variedad de
compuestos, unas 20-25 clases de BFRs, entre las que destacan los
tetrabromobisfenoles A y (TBBPA) sus derivados, los difenil-éteres
polibrominados (PBDESs) y los hexabromociclododecano (HBCD).[84] El principal
motivo por el que este tipo de compuestos pueden suponer un grave riesgo para
el medio ambiente y la salud humana es que debido a su propiedad lipofilica son
facilmente bioacumulables. Ademas, también han demostrado tener efectos

carcinogénicos, teratogénicos, y mutagénicos.[85,86]

En cuanto al analisis de los retardantes de llama bromados, en muestras
ambientales se emplean las mismas metodologias de analisis aplicadas para el
resto de compuestos organicos. Estas consisten en un pretratamiento previo de

la muestra para preconcentrar los analitos y una etapa posterior de analisis con
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técnicas altamente sensibles que presenten bajos limites de deteccidn que
permitan obtener resultados precisos a los niveles de concentracién en los que
se encuentran dichos contaminantes en muestras de origen medioambiental (ng

L-1). [85-91]

3.2.3 Microplasticos

Los residuos plasticos presentes en el medio ambiente son, por lo general,
fragmentos de plasticos degradados procedentes de otras estructuras o residuos
de mayor tamafo. Dichos fragmentos se clasifican en diferentes categorias en
funcién de su tamano: (i) macro- (por encima de los 20 mm de diametro); (ii)
meso- (entre los 20 y 5 mm de diametro); y (iii) micro- y nano- (por debajo de los

5 mm de diametro). [92,93]

En las ultimos decadas se producido un aumentado de la produccion
mundial de plastico de 1,5 millones de toneladas en 1950 a 230 millones de
toneladas en estos ultimos afos, con un crecimiento anual medio de alrededor
del 9%. Debido a la mala gestion de los residuos, una parte importante de
productos plasticos acaban llegando al mar a través de varias rutas, incluidos los
rios y las aguas de escorrentia urbana. Por lo general, los fragmentos de los
plasticos mas ligeros (e. g., polietileno [PE], polipropileno [PP]) se quedan
acumulados en las playas o distribuidos en la superficie del mar donde, debido
a las condiciones meteoroldgicas, acaban degradandose en fragmentos
microscopicos.[94] La principal problematica de los fragmentos plasticos es que
representan otra entrada importante de compuestos quimicos en los océanos.
Durante la degradacion de los microplasticos se produce la emision de algunos

de los compuestos con los que han sido fabricados. Es el caso de los aditivos
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plasticos. Dichos compuestos se emplean como plastificantes que proporcionan
las propiedades requeridas a un polimero plastico o facilitan el proceso de
fabricacion. Algunos de los mas empleados son retardantes de Illama,
estabilizadores, antioxidantes y pigmentos. Los aditivos mas comunes son:
ftalatos, bisfenol A (BPA), nonilfenoles y retardantes de llama bromados (BFR).

[84,93]

Otro de los aspectos negativos que presentan los micropasticos es que
debido a su tamafio poseen una elevada relacion superficie/volumen, lo que los
convierte en potenciales focos de absorcion de contaminantes presentes en el
agua, particularmente metales, contaminantes hidrofébicos, tales como bifenilos
policlorados (PCBs), hidrocarburos poliaromaticos (PAHs), asi como pesticidas
organoclorados (OCPs) que son altamente téxicos y capaces de inducir efectos

cronicos (e. g., alteraciones endocrins, mutacion y cancer).[93—-95]

Estudios recientes han revelado que estos fragmentos plasticos pueden
suponen importantes focos de contaminacion ya que muchos organismos
marinos los pueden ingerir facilmente al confundirlo con comida, produciendo un
impacto significativo en la biota acuatica y en los seres humanos a través del

consumo de mariscos.[93,94]

Algunas de las técnicas de analisis empleadas para la determinacién de
la composicidon y la clasificacion de plasticos son Espectrometria UV-VIS,
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (HPLC), Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM), NIR, Espectroscopia Raman y Transformada de Fourier infrarroja
(FTIR). o Colorimetria de Barrido Diferencial (DSC).[93] Sin embargo, para
cuantificar los distintos contaminantes y evaluar el potencial absorbente de los

microplasticos, las técnicas mas empladas son Cromatografia Liquida de Alto
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Rendimiento (HPLC) y Cromatografia de gases (GC) en el caso de
contaminantes organicos[92,94,96,97] y técnicas espectroscopicas con plasma
de acoplamiento inductivo (ICP-AES e ICP-MS) para el analisis de

meétales.[96,98—100]

Previamente al analisis de los diferentes contaminantes deben emplearse
metodologias de pretratamiento de la muestra que sean capaces de extraer y
preconcentrar, si es necesario, los diferentes compuestos absorbidos sobre los
microplasticos. En el caso de los contaminantes organicos la metodologia mas
aplicada es la extraccion Soxhlet empleando diclorometano (DCM) o hexano
como disolvente. En ocasiones, dependiendo de los compuestos que se vayan
a analizar, tras la extraccion también es necesario realizar una separacion de las
distintas familias de compuestos (e.g., PCBs, PAHs, OCPs, PBDEs, BPA, etc.).
con la ayuda de una columna de gel de silice. De esta forma es mas sencillo
poder determinar después cada uno de los compuestos obteniendo resultados

mas precisos y robustos.[92,94,96]

Por lo que respecta al analisis de metales, las muestras deben estar en
disolucion. Para ello, los fragmentos de plastico se deben someter a un proceso
de digestion. Este proceso puede realizarse mediante una digestion por reflujo,
empleando agua regia (HNOs y HCI) para llevar a cabo la mineralizacién de la
muestra, o mediante digestion asistida por microondas. Esta ultima es una
técnica presenta algunas ventajas frente a la digestion por reflujo. Se trata de
una técnica mucho mas sencilla y reproducible ya que la digestion siempre se
lleva a cabo en las mismas condiciones para un mismo tipo de muestra. Ademas,
se trata de una técnica mas rapida, ya que permite realizar la digestion de varias

muestras a la misma vez.[98,100]
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3.2.4 Farmacos y Productos de higiene personal

Otros de los contaminantes que también han generado un gran interés en
estos ultimos afios son los farmacos y los productos de higiene personal (PCPs).
El uso de estos ultimos durante el lavado de textiles, tareas de limpieza o el
cuidado personal dan lugar a la liberacion de estos productos quimicos, en
ocasiones peligrosos, a las corrientes de agua residual. Entre estos
contaminantes se encuentran los almizcles policiclicos (PCM) y los ésteres de
acido ftalico (PE). Los almizcles policiclicos se usan ampliamente en cosméticos,
detergentes, perfumes, champus, suavizantes de telas, productos de limpieza
para el hogar, etc., mientras que los (PE) son un grupo de compuestos quimicos
que se utilizan principalmente como plastificantes y algunos de ellos también
como vehiculos o solventes para fragancias de almizcles sintéticos en varios
productos de higiene personal como desodorantes, lociones 'y

perfumes.[101,102]

En el caso de los productos farmacéuticos se trata de productos quimicos
formulados en medicamentos para el tratamiento de enfermedades. Entre ellos
también se incluyen agentes de diagnostico, drogas ilicitas y productos
veterinarios. La principal via de entrada de los productos farmacéuticos en el
medio ambiente es mediante la excrecién humana, pero también pueden entrar
al medio ambiente a través de residuos de fabricacion y a través de la eliminacion
en vertederos de productos hospitalarios no utilizados. El principal motivo por el
que la presencia de este tipo de compuestos en el medioambiente puede tener
consecuncias adversas es porque la liberacion de antibiéticos al medio ambiente

podria causar el desarrollo de una resistencia bacteriana.[103] Ademas, la
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posible difusion de antibidticos en aguas superficiales y subterraneas podrian
bloquear o inhibir muchos mecanismos cruciales de los ecosistemas acuaticos
regulados por bacterias (e. g., desnitrificacion, fijacién de nitrégeno, degradacion

de materia organica, etc.).[102,104,105]

A diferencia de los productos farmacéuticos, la mayoria de los PCPs no
estan sujetos a alteraciones metabdlicas porque son productos destinados a uso
externo. Como consecuencia, grandes cantidades de PCP llegan al medio
ambiente inalteradas a traveés de las plantas de tratamiento de aguas residuales.
Mientras que en los ultimos afos los productos farmacéuticos han estado en el
objetivo de un gran numero de investigaciones que pretendian realizar estudios
sobre su posible téxidad, los PCPs han pasado desapercibidos y apenas hay
informacion sobre su toxicidad y su efecto en el medio ambiente. Sin embargo,
hay estudios recientes que han indicado que muchos PCPs son ambientalmente
persistentes, bioactivos y tienen un riesgo potencial de bioacumulacion. En
términos mas generales, los PPCP pueden causar un importante impacto
ambiental ya que pueden ser activos a concentraciones extremadamente bajas,
tienen interacciones bioquimicas impredecibles cuando se mezclan y afectan

especialmente a los organismos acuaticos.[102]

Debido a los niveles de concentracion tan bajos en los que se encuentran
este tipo de contaminantes en muestras de origen medioambiental (e. g., Aguas
costeras) para el analisis de los mismo se necesitan estrategias analiticas
capaces de ofrecer resultados robustos.[106] Las estrategias mas empleadas
consisten en la preconcentracién de los analitos en combinacion con técnicas
analiticas altamente sensibles que posean bajos limites de deteccion.[107] En

este caso, las técnicas de analisis mas empleadas son las técnicas de
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cromatogafia liquida (HPLC) y cromatografia de gases (GC) acopladas, por lo
general, a técnicas de espectrometria de masas de triple cuadrupolo. Por lo que
respecta a las técnicas de extraccion y concentraciéon de los analitos, al igual que
para el resto de contaminantes organicos, las métodologias mas empleadas son
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) [101,108-110] y extraccion
en fase sdlida (SPE)[103,105,107,111,112] y sus distintas variantes, entre
otras.[113,114] En ocasiones se emplean dos metodologias de extraccién de
manera sucesiva para mejorar la eficiencia de la extraccion o para realizar una

separacidon mas concreta de las distintas familias de compuestos.[102,104,115]

4. Evaluacion final

En la presente memoria se ha realizado una amplia revision bibliografica
de las diferentes metodologias analiticas que se han aplicado hasta la fecha para
la determinacién de los diferentes contaminantes regulados por la legislacion
vigente. Ademas, también se ha realizado una revision de las distintas
metodologias disponibles en la actualidad para el analisis de otros muchos
contaminantes no regulados. Por lo general, la mayoria de las metodologias
propuestas para el analisis de algunos de estos contaminantes (e. g., PPCPs,
BFRs y microplasticos) resultan bastante precisas y capaces de ofrecer
resultados con una gran precision. No obstante, en el caso del analisis de
nanoparticulas siguen sin superarse algunos obstaculos. En este caso nos
encontramos ante un reto tanto metodolégico como tecnoldgico al no disponer
de herramientas analiticas suficientes que permitan analizar este tipo de

contaminantes con precision.
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