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Caracterizacion de microplasticos

en muestras medioambientales
mediante adquisicion de imagenes por
microscopia infrarroja directa por laser
y bibliotecas generadas por el usuario

Analisis rapido de microplasticos mediante

un sistema de adquisicion de imagenes quimicas
con LDIR Agilent 8700 y bibliotecas espectrales
de creacion sencilla

Resumen

En esta nota de aplicacién se identifica la composicion quimica de los
microplasticos procedentes de varios trozos de plastico de gran tamafio recogidos
en las playas de Sorrento, Victoria (Australia). La identificacion quimica se consiguio
gracias a un método de andlisis de particulas completamente automatizado
disefiado para el sistema de adquisicion de imagenes quimicas con infrarrojos
directos por laser (LDIR) Agilent 8700. El estudio también demuestra la facilidad de
uso y la simplicidad a la hora de crear bibliotecas mediante el software de control
del instrumento Agilent Clarity LDIR.



Introduccion

La contaminacion de vias fluviales, suelos,
aire y agua potable provocada por los
microplasticos esta despertando un gran
interés publico, debido en gran parte a su
irrupcion como amenaza medioambiental.’
La cantidad de particulas presentes en el
agua abarca varias ordenes de magnitud,
por lo que el posible impacto nocivo de

la exposicion a los microplasticos se ha
convertido en un tema candente dentro
de la comunidad cientifica.

Los métodos convencionales de
caracterizacion de microplasticos suelen
conllevar el uso de microscopia, siendo
una de las técnicas mas habituales la
microscopia con Raman e infrarrojo

por transformada de Fourier (FTIR).

Sin embargo, ambas tecnologias
requieren una recogida de datos que
conlleva un tiempo prolongado, a menudo
dias, para procesar una sola muestra.
Para solucionar el problema que suponen
los tiempos de analisis de muestras,
existe la necesidad de encontrar técnicas
rutinarias mas rapidas para identificar
los polimeros y obtener datos sobre

el recuento de particulas y su tamafio.

El sistema de adquisicion de imagenes
guimicas con LDIR 8700 ofrece una
forma automatizada, rapida y sencilla de
caracterizar los microplasticos y permite
llevar a cabo analisis de rutina de las
particulas contaminantes de pequeno
tamafio que se encuentran presentes en
el medio ambiente (Figura 1).

La fuente de infrarrojos del

sistema LDIR 8700 es un laser de
cascada cuantica (QCL) basado en
semiconductores. Mediante el QCL,
los electrones se tunelizan a través de
una serie de pozos cuanticos y emiten
luz. Estas propiedades permiten que el
QCL se sintonice rapidamente a través
del intervalo de nimero de onda (\™)
de 1.800 a2 975 cm™". Si se combina con
un detector de telururo de mercurio

y cadmio (MCT) de un solo punto
refrigerado de forma termoeléctrica

Figura 1. Sistema de adquisicion de imagenes quimicas con LDIR Agilent 8700.

y un sistema optico de barrido rapido,
surgen dos modos de funcionamiento
muy Utiles. En el primero de ellos, el
sistema LDIR selecciona una sola longitud
de onda y hace un barrido a través del
objetivo mientras se mueve sobre la
muestra a gran velocidad. En el segundo
modo, el objetivo permanece fijo en un
unico punto mientras el QCL hace un
barrido de todo el rango de longitud de
onda, obteniendo un espectro completo
en menos de un segundo.

El estudio demuestra la sencillez y

la simplicidad a la hora de crear una
biblioteca en el software Agilent Clarity
para identificar los microplasticos que
se generan a partir de las muestras

de plastico recogidas en las playas
australianas. Los microplasticos se
caracterizaron mediante un método de
analisis de particulas completamente
automatizado disefiado para LDIR 8700
en el que la introduccion de datos por
parte del usuario era minima.

Experimento

Generacion de bibliotecas

Para validar el rendimiento de la
confianza en la identificacion del
método LDIR 8700, se generd una
pequefa biblioteca a partir de polimeros
puros sintéticos al 100 %. Se crearon
microplasticos con diferentes formas

y tamafios (a partir de SP2 Scientific
Polymer Products Inc, estado de

Nueva York, EE. UU,; kit de muestras de
polimeros, nimero de referencia 205)
mediante la molienda de sedimentos

de muestras puras en un molinillo de
café para producir un polvo amorfo.

El polvo (~10 mg) se suspendio en
etanol absoluto (num. de CAS: 64-17-5)
y se traslado a portaobjetos de vidrio
reflectantes de infrarrojos (7,5 x 2,5 cm;
MirrIR, Kevley Technologies, Ohio,

EE. UU.) mediante pipetas. Los pldsticos
que contenia la biblioteca que se genero
se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Polimeros incluidos en la biblioteca LDIR generada por el usuario.

Ndm. de cat. del Forma cuando
Tipo Abreviatura | material de referencia se suministra
Poli(tetrafluoroetileno) PTFE 203 Polvo
Metacrilato de polimetilo PMMA 377 Polvo
Politereftalato de etileno PET 138 Sedimentos
Policarbonato PC 035 Sedimentos
Poliestireno PS 039A Sedimentos
Polipropileno, isotactico PP 130 Sedimentos
Nailon 6 [poli(caprolactama)] PA 034 Sedimentos




Se obtuvieron dos o tres espectros

por cada tipo de polimero a partir de
particulas de distintos tamafos y se
afadieron a la biblioteca. El software
Clarity permite a los usuarios gestionar
de forma sencilla las bibliotecas y los
espectros. Una vez se obtienen los datos
LDIR de las muestras y los patrones, el
espectro de interés se puede agregar a
la biblioteca, tal y como se describe en el
siguiente procedimiento y en la Figura 2.

1. Haga clic en el icono “Afadir a la
biblioteca” (aparece en la Figura 2).

2. Introduzca un nombre para la
biblioteca. En la Figura 2, el nombre
de la biblioteca es “Biblioteca local
Agilent”.

3. Para desbloquear la biblioteca
y permitir la incorporacion de los
espectros, haga clic en el icono
del candado.

4. Tras el analisis, seleccione el espectro
de interés.

5. Para agregar el espectro a la
biblioteca, marque la casilla de
verificacion que se encuentra
junto al nombre de la biblioteca
correspondiente.

6. Para comprobar que se ha afnadido el
espectro, abra la biblioteca espectral.

7. En el menu desplegable, seleccione
la biblioteca que desee.

8. Seleccione el espectro que se ha
afadido en el paso 4 y cambie el
nombre como corresponda. En la
Figura 2, se ha cambiado el nombre
del espectro a “polipropileno’.

Una vez que se ha generado la
biblioteca, los datos que se han recogido
previamente se pueden volver a analizar
mediante un proceso rapido y sencillo,
tal y como se describe en el siguiente
procedimiento y en la Figura 3.

1. Seleccione la flecha de
reprocesamiento en el archivo de
analisis de particulas.

2. Seleccione la biblioteca
correspondiente del menu desplegable.

3. Haga clic en el icono de verificacion.

4. Aparece un nuevo archivo de andlisis
de particulas y se pueden comprobar
los nuevos datos estadisticos.

Figura 3. Pasos de reprocesamiento de datos de cualquier espectro de bibliotecas
generadas o transferidas mediante el software Agilent Clarity.



Preparacién de muestras

Los restos de plasticos se recogieron de
forma aleatoria en la playa de Sorrento,
Victoria (Australia). En este estudio

se seleccionaron dos muestras con
degradacion medioambiental visible
(Figura 4).

Para producir particulas de
microplasticos de tamafios y formas
irregulares, se rallaron las muestras con
una cuchilla. Las particulas se trasladaron
aviales y se suspendieron en T ml de
etanol absoluto (nim.de CAS: 64-17-5)
sin llevar a cabo ningun tipo de
procesamiento posterior. La particula

0 suspension de etanol se trasladé a dos
portaobjetos de vidrio reflectantes de
infrarrojos (7,5 x 2,5 cm; MirrlR, Kevley
Technologies, Ohio, EE. UU.) mediante
pipetas. La punta de la pipeta se corto
manualmente para ampliar la abertura
de forma que pudiera alojar particulas
de un tamafio maximo de 1.000 pm.
Todos los pasos de preparacion de
particulas de microplasticos se llevaron
a cabo en una campana de extraccion
de flujo de aire laminar para minimizar
la contaminacion por aire.

Sistema de adquisicion de imagenes
quimicas con LDIR 8700

En este estudio se empled un sistema
de adquisicion de imagenes quimicas
con LDIR 8700 controlado por el
software Clarity. Los portaobjetos

de vidrio reflectantes de infrarrojos

con las particulas de microplasticos

de cada muestra se cargaron en el
sistema LDIR 8700 y se analizaron
mediante el método “Analisis-particulas”,
completamente automatizado,

del software Clarity. Los parametros

de configuracion del método que se
utilizaron en la adquisicion de datos se
enumeran en la Tabla 2. Los pardmetros
del instrumento se habian configurado
en los ajustes predeterminados del
instrumento.

Figura 4. (A) Microplasticos generados a partir de la muestra 1: un plastico rojo y blanco.

(B) Microplasticos de la muestra 1 transferidos a portaobjetos de vidrio reflectantes de infrarrojos.
(C) Microplasticos generados a partir de la muestra 2: pelicula amarilla. (D) Microplasticos de la
muestra 2 transferidos a portaobjetos de vidrio reflectantes de infrarrojos.

Tabla 2. Pardmetros empleados en el método automatizado LDIR Agilent 8700
para el anélisis de microplasticos.

Parametro Ajuste
Método Andlisis-particulas
- - Prueba de rendimiento: biblioteca generada
Biblioteca utilizada por el usuario
Tamafio minimo de particula 20
que se debe detectar (um)
Tamafio maximo de particula 600
que se debe detectar (um)
Recoger imagenes visibles Si
De0a30
De 30 a 50
Sy - De 50 a 100
Intervalo de clasificacién de tamafio (um) De 100 a 200
De 200 a 300
De 300 a 600
Velocidad de barrido Predeterminada (8)
Velocidad de barrido Predeterminada (3, velocidad elevada)
Compensacion de enfoque 0
Polarizacion (grado) Predeterminada (0)
Atenuacion (%) Predeterminada (0)/automética




FTIR Cary 630 combinado
con un médulo ATR

Para confirmar de forma mas precisa
la identidad de las muestras 1y 2,

se combind un espectrometro FTIR
Agilent Cary 630 con un médulo de
reflectancia total atenuada (ATR) con
diamante (Figura 5). Se empled la
biblioteca espectral FTIR “Polimeros
ATR y aditivos de polimeros” que

se encuentra disponible en Agilent
(referencia GBO45AA, opcion 106) en
un método de busqueda en bibliotecas
mediante la aplicacién del algoritmo

de busqueda “Similarity” con los -
parametros que se muestran en la

Tabla 3. La biblioteca espectral contiene

7.974 espectros de polimeros, plasticos, BN

aditivos de polimeros, plastificadores
y materiales de relleno seleccionados. L

Figura 5. Espectrometro FTIR Agilent Cary 630 combinado con un médulo ATR con diamante.

Resultados y comentarios

El método Andlisis-particulas de Clarity Tabla 3. Pardmetros de funcionamiento
. . del sistema FTIR-ATR Agilent Cary 630.

empled tanto el barrido LDIR como

los modos de espectro completo. Parametro Ajuste

Primero, se utilizé el modo de barrido
para barrer rapidamente la superficie
de la muestra para un solo nimero Biblioteca utilizada

Busqueda en una

Método biblioteca

Polimeros ATR y aditivos

. de polimeros
de onda. La imagen IR resultante se - p S
, . ) Algoritmo de bisqueda Similarity
uso para localizar las particulas en la
. L Intervalo espectral De 4.000 a 650 cm™’

muestra y determinar los limites de cada

. . . Barridos del fondo 64
particula. Una vez localizadas, el sistema
LDIR se desplazé de forma inmediata RIS CO MTEET o4

Resolucion espectral 16 cm’

y automatica hasta cada particula y
adquirié un espectro completo del rango Cgaizen el el Aire
de longitud de onda. Los espectros

se compararon con la biblioteca

de espectros de microplasticos en

tiempo real. Se determind y notificé la

coincidencia mas similar al espectro

para cada particula. El sistema

8700 empled una camara de

campo de visualizacién amplio para

obtener una panoramica completa de la

muestra y un objetivo microscopico para

capturar imagenes con un gran aumento.




Entre los tipos de microplasticos que

se identificaron en la muestra 1 se
encontraban el polipropileno (74,8 %),
un tipo no definido (17,0 %), la poliamida
(6,8 %) y la poliacrilamida (1,4 %).

En el caso de la muestra 2, el polimero
mas abundante era el cloruro de
polivinilo (85,4 %), la poliamida (10,9 %),
la poliacrilamida (2,2 %) y un tipo no
definido (1,5 %).

El software Clarity genera de forma
automatica estadisticas sobre todos

los microplasticos identificados y los
datos se actualizan de forma automatica
durante el andlisis. Las particulas se
pueden destacar en la zona de barrido

y se pueden codificar por colores en
funcion de la identificacion del tipo de
microplastico, tal y como se muestra en
las Figuras 6y 7. Entre otras estadisticas
se incluye la distribucion del tamafio de

particula segun los intervalos definidos
por el usuario. En las Figuras 6Dy 7D
aparece un resumen de la distribucién
del intervalo de tamafios de las
particulas en un grafico comparado

con la cantidad de particulas que se

han observado por muestra. Dentro del
intervalo de tamafios del estudio de 20 a
600 um, el tamafo de la mayoria de las
particulas oscilaba entre 20 y 200 um, tal
y como se muestra en las Figuras 6y 7.

Figura 6. Caracterizacion de micropldsticos de la muestra 1 mediante el sistema LDIR Agilent 8700. (A) Imagen IR de la muestra 1 con barrido a 1.800 cm™".
(B) Particulas resaltadas que se encontraron en la muestra 1: los colores de las particulas varian en funcion de la identificacion del tipo de microplasticos.
(C) Datos estadisticos automaticos de la muestra 1 generados en funcion de la identificacion de los micropldsticos. (D) Datos estadisticos de las particulas
de los microplasticos segun los distintos intervalos de tamafio de la muestra 1.

Figura 7. Caracterizacion de micropldsticos de la muestra 2 mediante el sistema LDIR Agilent 8700. (A) Imagen IR de la muestra 2 con barrido a 1.800 cm™".
(B) Particulas resaltadas que se encontraron en la muestra 2: los colores de las particulas varian en funcion de la identificacion del tipo de microplésticos.

(C) Datos estadisticos automaticos de la muestra 2 generados en funcién de la identificacion de los microplasticos. (D) Datos estadisticos de las particulas
de los microplasticos segun los distintos intervalos de tamafio de la muestra 2.



Confianza en la identificacion Tabla 4. Andlisis de las muestras 1y 2 con el método automatizado LDIR Agilent 8700.
de las muestras 1y 2

Muestra 1 Muestra 2

Los usuarios pueden verificar la Descripcién de la muestra Plastico rojo y blanco Pelicula amarilla
identificacion en el software Clarity en Zona de barrido (mm?) 3,04 %306 3,76 x 4,42
funcién de un nivel de confianza elevado, Numero de particulas detectadas | 147 137
medio Yy bajo y de una puntuaCion del Tamaiio de los microplasticos detectados en funcién de su diametro
Indice de calidad de la coincidencia De 0a 30 ym 36 (245 %) 42337 %)
(HQI), en el que la cifra 1,0 es una De 30 a 50 pm 57 (38,8 %) 39 (285 %)
coincidencia idéntica a la de la biblioteca. De 50 a 100 ym 41(27.9 %) 32(234%)
En el 71,4 % de los micropldsticos De 100 a 200 um 12(8.2%) 14(102%)

% de | De 200 a 300 pm 1(0,7 %) 5(3,7 %)
en la muesf[ra 1yel 788 % de los De 300 a 600 ym 0(0,0% 5(37%)
microplasticos en la muestra 2 se Cloruro de polivinilo 117

b b I 08 tal Polipropileno 110 (74.8%) | 2!, P
observaba un valor HQl > 0,8, tal y como Tipos de microplasticos Sin definir 25 (17,0 %) (85:4 %)
S o Poliamida 15 (10,9 %)

se resume en la Tabla 4. detectados Poliamida 10 (6,8 %) Poliacrilamida 3 (2,2 %)

Poliacrilamida 2 (1,4 %) Sin definir 2 (1,5 %)

El método de analisis de microplasticos

. ., Calidad de la coincidencia
LDIR automatizado ofrecio valores

‘ De0,9a1,0 92 (62,6 %) 63 (46,0 %)
elevad?s de HQl tanto en particulas De0.82089 13(88%) 45(329%)
pequefias (~20 ym) como en las de De07a079 8(54%) 24(175%)
tamafio grande (200 pm). Por ejemplo, <07 34(231%) 5(3.7 %)

en la muestra 1, se identificaron las
particulas A128 (22.99 um) y A2

(189.06 um) como polipropileno con una
puntuacion de calidad de coincidencia de
0,946 y 0,963 respectivamente (Figura 8).
En la muestra 2, se identificaron las
particulas A130 (20 um) y A10 (210 um)
como cloruro de polivinilo con una
puntuacion de calidad de coincidencia
de 0,934, tal y como se muestra en la
Figura 9.
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Figura 8. Informacion sobre el tamafio y la calidad de la coincidencia de las particulas de la muestra 1
obtenida mediante el software Agilent Clarity. (A) Imagen IR de la particula A128. (B) Imagen visible de

la particula A128. (C) Solapamiento del espectro de A128 (linea roja) y del espectro coincidente de la
biblioteca (linea discontinua azul). (D) Imagen IR de la particula A2. (E) Imagen visible de la particula A2.

(F) Solapamiento del espectro de A2 (linea roja) y del espectro coincidente de la biblioteca (linea discontinua
morada).



Confirmacion del ID del material
mediante FTIR Cary 630

Se llevo a cabo otra confirmacion del
tipo de material de las muestras 1y

2 mediante el espectrometro FTIR

Cary 630 combinado con un ATR con
diamante. Las muestras en polvo

se colocaron en el cristal ATR y se
recogieron los datos correspondientes
mediante los parametros que se
enumeran en la Tabla 3. El espectro que
se recogio se comparo con los polimeros
ATRy los aditivos de los polimeros para
confirmar la identidad de las muestras
mediante el software Microlab. En la
muestra 1 se identificd una mezcla de
polipropileno y poli(propileno coetileno)
con una calidad del 0,922, tal y como se
muestra en la Figura 10. En la muestra 2
se identifico cloruro de polivinilo con
una calidad de coincidencia de 0,969,
tal y como se muestra en la Figura 17.
El'ID que se obtuvo en las muestras 1

y 2 coincidia con los datos que se habian
obtenido con el sistema de adquisicion
de imagenes quimicas con LDIR 8700.

fihaorhyg noe

Figura 9. Informacion sobre el tamafio y la calidad de la coincidencia de las particulas de la muestra 2 obtenida
mediante el software Agilent Clarity. (A) Imagen IR de la particula A130. (B) Imagen visible de la particula A130.
(C) Solapamiento del espectro de A130 (linea roja) y del espectro coincidente de la biblioteca (linea discontinua
azul). (D) Imagen IR de la particula A10. (E) Imagen visible de la particula A10. (F) Solapamiento del espectro de
A10 (linea roja) y del espectro coincidente de la biblioteca (linea discontinua morada).

User:  user
Result:  Red and white_16cm-1 Res_2022.05-08T13.55-04
Carreed Sarpln ——— Salecied Libeary HE

Bwrd  Oualty  Lawsy CASE  NMems

— e —————
1 [ T T ummm&mﬂncauﬁwrﬁﬂmaﬁ_‘- 1

3 [ ] [eSbpregana) @
3 BNINE bkl P2 (515 & palyfebal gt

4 B9IET el 242 (55T prbyiprinybesal Bl . ity ok of

5§ AN il I-T (56T nbweoblock pobypropuiese (15 T crytaliedy)

4 [k -y hudpd 243 (31'H) [Py ey e oDl e He 00wt Y Durybes et unge
) LR ik raadpad 23 (TR NESTDLEN P N0
1 LA T pbyiprgpybem) wlaie

mome 0 jeapind “ Rk <t Bk

Figura 10. Anélisis cuantitativo FTIR Agilent Cary 630 de la muestra 1 (traza roja); coincidencia de la
biblioteca (traza azul). En la tabla se muestran la calidad de la coincidencia, la biblioteca empleada y el
nombre de la coincidencia.



Conclusion

El estudio demuestra que el sistema
de adquisicion de imagenes quimicas
con LDIR Agilent 8700 puede clasificar
y diferenciar de forma satisfactoria
microplasticos que se han obtenido a A
partir de muestras medioambientales A A _..-'.I'\.-"'-""I g
con una minima interaccion del usuario. ' g : : '
El método de analisis de particulas s e A N i
completamente automatizado con B R e S T B T T T R TR LT I e e
el software Agilent Clarity es una
forma eficaz para los usuarios de
obtener informacion sobre el tamafio

+ Microlab
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sus propias bibliotecas siguiendo unos
sencillos pasos en el software Clarity.

El sistema LDIR 8700, junto con una
biblioteca generada por el usuario,
obtuvo identificaciones de gran calidad

de la mayor parte de los microplasticos Figura 11. Anélisis cuantitativo FTIR Agilent Cary 630 de la muestra 2 (traza roja); coincidencia de la
que se analizaron en las muestras. biblioteca (traza.azyl). Er7 la tabla se muestran la calidad de la coincidencia, la biblioteca empleada y el
nombre de la coincidencia.

La identidad de los microplasticos se
verificd mediante FTIR Agilent Cary 630
con ATR, que confirmé la precision del
método LDIR 8700.
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