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Resumen del proyecto

Los micro y nanopldsticos (MNP) son contaminantes emergentes que estdn cada vez mds presentes en el ambiente. Las plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas (PTAR) son una de las principales fuentes de emision
de estas particulas, ya que los procesos convencionales no estdn disefiados para removerlas de manera eficiente.

Este proyecto buscd generar la capacidad analitica y experimental necesaria para estudiar la presencia de MNP en aguas residuales y avanzar en el desarrollo de procesos que permitan reducir sus emisiones al ambiente.
Para ello, se adquirid e instald equipamiento especializado y se desarrollaron metodologias para su identificacién, cuantificacion y separacion en diferentes fracciones de tamano.

También se iniciaron ensayos de procesos de tratamiento a escala de laboratorio, como coagulacién—floculacién, que permitirdan en el futuro optimizar condiciones operativas para mejorar la remocion de MNP. Ademds, se estdn
incorporando lineas de trabajo innovadoras, como el desarrollo de particulas trazadoras y métodos alternativos de deteccion.

Si bien muchas actividades estan aun en desarrollo, los avances alcanzados representan un primer paso clave para consolidar una nueva linea de investigacién en Uruguay sobre la ocurrencia de MNP en aguas residuales y
otras matrices ambientales, aportando herramientas que en el futuro podrdn aplicarse al monitoreo y mejora de procesos de tratamiento que permitan su remocion previo a su descarga al ambiente.
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Antecedentes

Los micro y nanopldsticos (MNP) son contaminantes emergentes cuya presencia en el ambiente ha despertado creciente atencion cientifica, regulatoria y social en los dltimos afios. Se denomina micropldsticos (MP) a las
particulas de pldstico con dimensiones entre 1 umy 5 mm, y nanopldsticos (NP) a aquellas menores a 1.000 nm [1]. Estas particulas pueden ser de origen primario, cuando se producen intencionalmente para usos especificos (por
ejemplo, microesferas cosméticas, pellets industriales o fibras sintéticas) [2], [3], o secundario, cuando derivan de la fragmentacién de objetos pldsticos de mayor tamafio sometidos a procesos fisicos, quimicos y bioldgicos en el
ambiente [4], [5].

Los MNP se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente: se han detectado en aguas superficiales y subterrdneas [6]-[8], sedimentos y suelos [5], [9], [10], la atmésfera e incluso en organismos a lo largo de toda la
cadena tréfica [11], [12]. Su persistencia, movilidad y capacidad de actuar como vectores de contaminantes quimicos —como metales pesados y contaminantes orgdnicos persistentes— los convierte en un problema ambiental
complejo, con posibles impactos sobre ecosistemas acudticos y la salud humana [13]-[16].Estudios recientes han detectado por primera vez micropldsticos en sangre humana, lo que confirma la potencial exposicién directa de la
poblacién a estos contaminantes [17], [18].

La identificacién, caracterizacién y cuantificacion de MNP en matrices ambientales representa un desafio técnico importante. No existen ain metodologias estandarizadas internacionalmente, y las técnicas actualmente
utilizadas combinan diferentes etapas:

- Aislamiento y fraccionamiento por tamano, mediante tamizado, filtracion en cascada o separacién por densidad [19].

- Eliminacién de materia orgdnica, por digestion quimica o enzimatica [20]

- Identificacién y caracterizacion quimica, mediante espectroscopias vibracionales (micro-FTIR, micro-Raman) [21]-[23] y/o técnicas termoanaliticas (pirolisis acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas, Py-
GC/MS) [24], [25].

- Caracterizacion morfolégica y de tamano, mediante microscopias 6pticas o electronicas (TEM) y técnicas de dispersion de luz [21], [26].

Si bien para micropldsticos existe un nimero creciente de publicaciones y métodos aplicados, para nanopldsticos el desarrollo analitico es aun incipiente. Su baja masa, elevada dispersion y la complejidad de las matrices
ambientales requieren pasos previos de concentracién —por ejemplo, mediante ultrafiltracién— para alcanzar niveles detectables [27], [28]. Esto representa un cuello de botella metodoldgico que ha limitado su estudio a nivel
internacional y, mds adn, en paises de América Latina.

En cuanto a su origen ambiental, multiples estudios coinciden en que una de las principales fuentes de MNP hacia los ecosistemas acudticos son las plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas (PTAR) [29], [30]. Si bien
parte de los MP pueden ser retenidos en distintas etapas de tratamiento, las eficiencias de remocion son variables [30]-[33]y hay pocos trabajos que reportan eficiencias de remocién sobre NP [27], [28]. Sin embargo, estas
eficiencias no eliminan completamente los MNP, y dado el gran volumen de efluentes tratados que se descargan diariamente, las PTAR constituyen un vector importante de contaminacidn difusa. A su vez, los MNP retenidos en
lodos también representan un pasivo ambiental de relevancia [10], [34]

En Uruguay, la Administracion de Obras Sanitarias del Estado (OSE) es la principal operadora de PTAR. La mayoria de las instalaciones del pais emplean procesos convencionales —rejas, desarenado, sedimentacién primaria,
lagunas aireadas o facultativas y tratamientos biolégicos— vy, en general, no incluyen tecnologias terciarias avanzadas como filtracién por membranas, que presentan altas eficiencias en remocién de MNP pero requieren
inversiones y costos operativos elevados. Esto abre una oportunidad tecnolégica y de gestién: optimizar la remocion de MNP mediante adaptaciones de bajo costo en procesos ya existentes, especialmente en las etapas de
coagulacién-floculacién y sedimentacion [35]—[37], asi como en el ajuste de pardmetros operativos en sistemas bioldgicos.

A nivel nacional, no existia previamente una linea de investigacion consolidada en deteccidn y cuantificaciéon de MNP en aguas residuales. El presente proyecto surgié para cubrir este vacio, articulando capacidades en
desarrollo analitico, sintesis de materiales de referencia y tratamiento de aguas residuales.

Problema de investigacién

El problema central abordado por este proyecto es la contribucion de las plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas a la contaminacidon por MNP en cuerpos receptores. Dado que los sistemas actuales no estdn
disefiados para remover estas particulas, se estima que constituyen una de las principales vias de emisidn hacia el ambiente. Como ya se menciond, a nivel internacional, aun existen grandes vacios en el conocimiento sobre:

- La eficiencia real de remocién de MNP, especialmente NP, en cada etapa de tratamiento.

- Las condiciones de operacién que optimizan su remocion sin necesidad de introducir tecnologias costosas.

- La interaccion entre MNP y la materia orgdnica y otros sélidos presentes en aguas residuales.

- La falta de metodologias analiticas robustas para su deteccién en matrices complejas como aguas residuales urbanas.

En Uruguay, este problema es particularmente relevante ya que:

- Las PTAR no incluyen procesos avanzados de separacion.

- No existen datos sobre concentraciones ni emisiones de MNP.

- No hay protocolos analiticos estandarizados ni capacidad instalada para su monitoreo sistematico.
Objetivos

- Objetivo general

Evaluar la ocurrencia de micro y nanopldsticos en plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas, y determinar las condiciones de operacién que optimicen su remocion en las diferentes etapas de los procesos habituales
de tratamiento.

- Objetivos especificos

1. Desarrollar y adaptar metodologias analiticas para la deteccidn y cuantificacion de MNP en matrices de aguas residuales.

2. Estudiar procesos de tratamiento a escala de laboratorio y evaluar la influencia de condiciones y pardmetros operativos sobre la eficiencia de remocion de MNP.
3. Estimar las emisiones de MNP al ambiente a partir de PTAR seleccionadas.

4. Identificar etapas de tratamiento con mayor potencial de optimizacién y proponer ajustes operativos para aumentar la eficiencia de remocion.

5. Generar herramientas y conocimiento aplicable al monitoreo y gestién de contaminantes emergentes.

Justificacion

Este proyecto aborda una problemdtica ambiental global con un enfoque local aplicado. Los MNP representan una amenaza creciente para los ecosistemas acudticos y potencialmente para la salud humana. Las PTAR son un
punto critico para mitigar sus emisiones, pero actualmente no existen estrategias especificas de control ni monitoreo.
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La justificacién cientifica radica en que el desarrollo y validacién de técnicas analiticas robustas permitird, por primera vez en Uruguay, cuantificar MNP en aguas residuales y estudiar su comportamiento en procesos de
tratamiento. Se selecciond la técnica de pirdlisis acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas (Py-GC/MS) como la mds adecuada para la cuantificacién de MNP en aguas residuales. Esta técnica permite
determinar la masa de MNP de cualquier tamano y tipo de polimero, siempre que se realice una calibracion adecuada y una preparacién de muestra apropiada.

El uso de técnicas complementarias —como FTIR, TEM y fluorescencia— proporciona un enfoque analitico integral que permite abordar de forma mds completa los desafios asociados a la identificacién y cuantificacion de MNP
en matrices complejas como las aguas residuales..

La justificacién tecnoldégica estd en la posibilidad de optimizar procesos existentes de bajo costo —como coagulacién-floculacion y sedimentacién— para mejorar la remocion de MNP sin requerir inversiones elevadas en
nuevas infraestructuras [32], [37], [38].

La justificacion estratégica es que el proyecto sienta las bases para una linea de investigacién nacional en MNP, inexistente hasta ahora, y fortalece capacidades técnicas que podrdn ser transferidas a instituciones piblicas y
privadas. Ademads, la infraestructura y metodologias desarrolladas podrdn aplicarse a otras matrices ambientales (aguas superficiales, sedimentos, etc.), ampliando el impacto potencial.

Finalmente, la justificacién social y ambiental es clara: reducir las emisiones de MNP desde PTAR contribuird a disminuir la contaminacion de ecosistemas acudticos y, por extension, la exposicion humana a estos contaminantes
emergentes.

Relevancia y aplicabilidad

Los resultados de este proyecto aportan directamente al fortalecimiento de la capacidad nacional para:
- Monitorear contaminantes emergentes.

- Generar conocimiento técnico aplicable a politicas ambientales.

- Transferir tecnologia analitica a operadores de PTAR y organismos de control.

- Proveer evidencia cientifica que contribuya a eventuales futuras regulaciones sobre MNP.

Metodologia/Disefio del estudio

Disefo original del estudio

El proyecto fue concebido con un enfoque orientado a evaluar la presencia y remocion de MNP en PTAR de la Regién Este de Uruguay. El disefo inicial abarcaba tres grandes lineas complementarias: (1) el desarrollo de
metodologia analitica para monitoreo de MNP en matrices complejas, en particular, las aguas residuales, (2) el monitoreo de MNP en PTAR reales, mediante el muestreo de aguas residuales crudas, tratadas y lodos, para
cuantificar los polimeros predominantes y estimar las emisiones al ambiente, y (2) la optimizacién de procesos de tratamiento de aguas residuales a escala de laboratorio, para determinar condiciones operativas que mejoran la
eficiencia de remocién de MNP

Sin embargo, durante la ejecucién se comprobé que el desarrollo de la metodologia analitica —que implicé la puesta a punto completa del sistema de Py-GC/MS, nucleo analitico del proyecto— demandaba un desarrollo mds
prolongado que el estimado, ya que el equipamiento debia ser instalado, acoplado, calibrado y validado desde cero. Esta circunstancia llevd a reformular el cronograma y centrar los esfuerzos en consolidar la infraestructura y
los métodos analiticos que sostendrdn el monitoreo y la optimizacién de remocién en etapas futuras. Ademads, a fines de 2024 el horno de pirdlisis, accesorio fundamental para la técnica de pirélisis acoplada a cromatografia de
gases y espectrometria de masas (Py-GC/MS), sufrié una averia irreparable, lo que provocé la interrupcién de las actividades originalmente planificadas del proyecto y motivé la incorporacién de nuevas actividades
correctivas.

A continuacion se describen los disefios metodolégicos correspondientes tanto a las actividades previstas en el plan original como a las actividades correctivas, incluyendo aquellas que se desarrollaron durante la ejecucion del
proyecto y las que se encuentran actualmente en curso.

1. Desarrollo de materiales de referencia

Si bien esta etapa habia comenzado antes del inicio formal de la ejecucion del proyecto, parte de las actividades se integraron dentro de su marco de trabajo. Se desarrollaron protocolos de sintesis y caracterizacién de microy
nanopldsticos (MNP) representativos de los polimeros mds abundantes en residuos pldsticos: polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloruro de vinilo (PVC) y tereftalato de polietileno (PET).

Los MNP se obtuvieron mediante precipitacion en no disolvente, ajustando las concentraciones de polimero y surfactante para controlar la morfologia y el tamano de particula. La caracterizacion morfolégica y dimensional se
realizé mediante microscopia electrénica de transmisién (TEM), mientras que los procesos de envejecimiento superficial se llevaron a cabo mediante exposicién a radiacién UV y ozono (UV/0?), con el objetivo de simular las
modificaciones quimicas y fisicas que los MNP sufren tras su exposicion ambiental.

El éxito del envejecimiento se evalué analizando los cambios en la composicién quimica superficial mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Para evaluar la aplicabilidad de los MNP sintetizados, se realizaron ensayos preliminares de coagulacién—floculacién, utilizando sulfato de aluminio como coagulante y empleando los MNP envejecidos como materiales modelo
para probar su remocion en condiciones controladas de laboratorio.

2. Desarrollo de metodologia analitica para el monitoreo de MNP en PTAR

Se seleccion6 la técnica de Py-GC/MS como la mds adecuada para monitorear MNP en PTAR, por su capacidad de identificar y cuantificar en masa polimeros de cualquier tamaiio, incluidos los nanométricos, a partir de su
descomposicion térmica controlada [25], [39]. Frente a métodos espectroscdpicos, que requieren particulas visibles y largos tiempos de andlisis, la Py-GC/MS permite una cuantificacion global y sensible del contenido polimérico
en matrices complejas, siempre que se realicen calibraciones adecuadas y un cuidadoso tratamiento de muestras [9], [18], [27].

La implementacion implicé el acople de un horno de pirélisis SGE Pyrojector II a un cromatégrafo de gases Agilent GC/MS 7890B/5977B. Se dised un procedimiento de limpieza y pasivacion de materiales de cuarzo y vidrio
mediante silanizacién con agentes organosildnicos, con el fin de reducir la adsorcidn y degradacién secundaria de los productos de pirélisis y mejorar la reproducibilidad e intensidad de sefial. Este tratamiento se aplicé de
forma sistemdtica a los liners de cuarzo internos del horno de pirélisis, capilares de introduccion de muestra y liners del puerto de inyeccién del GC.

Posteriormente se procedi6 a la caracterizacién de la pirélisis de los polimeros de interés, centrando el estudio en los cinco materiales pldsticos de mayor produccién mundial: PE, PP, PS, PVC y PET [40]. Dado que los rangos de
las curvas de calibracién reportadas en otros trabajos son de nanogramos a microgramos de polimero [9], [18], [27], y no se disponia de una balanza microanalitica que permitiera pesar directamente esas cantidades, se
desarrollé un método de preparacién de muestras por dilucién sélida. Los estdndares de MNP de cada polimero —sintetizados mediante un protocolo establecido en etapas previas al proyecto [41]- se mezclaron con carbonato
de calcio (CaC0?), utilizado como material inerte y no reactivo, para permitir la pesada de cantidades mayores y asegurar una dispersion homogénea del polimero. Las mezclas se homogeneizaron mediante molienda en molino
de bolas y se emplearon para caracterizar la pirdlisis individual de los polimeros PE, PP, PS, PUC y PET, identificando los compuestos marcadores principales y los iones fragmento mds representativos de cada uno.

Esta informacion se utilizé para construir curvas de calibracién a partir de las respuestas instrumentales de los compuestos marcadores seleccionados para cada polimero. Ademads, se evaluaron dos estdndares internos —
fluoruro de polivinilideno (PVDF) y poli(4-cloroestireno) (P4CS)— con el propésito de compensar posibles variaciones inherentes al método y al desemperio instrumental [42], [43]. Se generaron curvas de calibracién con distintas
combinaciones de marcador/estdandar interno para cada polimero, con el objetivo de identificar las configuraciones que ofrecieran una cuantificacién mds robusta y reproducible. Asimismo, se estudié el efecto de la matriz en la
respuesta analitica mediante la construccion de curvas adicionales en presencia de agua residual sintética, preparada de acuerdo con las guias de la OECD [44], lo que permitié evaluar la influencia de los componentes
inorgdnicos y orgdnicos del medio sobre la sefial de los compuestos marcadores.

3. Desarrollo del protocolo de preparacién de muestras

Dada la baja masa de polimero en muestras ambientales, fue necesario desarrollar un protocolo de pretratamiento y concentracién previo al andlisis. Se implementé un sistema de filtracién secuencial en cascada, con mallas de
acero inoxidable de 1 mm y 20 pm, que permite dividir las muestras en dos fracciones: micropldsticos grandes (1 mm—20 pm) y micro y nanopldsticos pequefos (<20 pm).

La fraccién mds fina obtenida tras la filtracién se concentra mediante ultrafiltracion, lo que permite reducir el volumen de muestra y alcanzar concentraciones dentro de los limites de cuantificacién instrumentales. Este proceso
se encuentra actualmente en desarrollo y se realiza utilizando un cartucho de ultrafiltracion de fibra hueca (Sartorius, Re-use Investigator 24", 100 kDa, 1.0 mm, 0.28 m?), adquirido con los fondos del proyecto.

Finalmente, esta etapa incluye el disefio de un procedimiento de eliminacion de materia orgdnica por digestiéon quimica, necesario para minimizar interferencias durante la cuantificacién de MNP. Sin embargo, debido al tiempo
adicional requerido para la puesta a punto del método analitico y a la averia del horno de pirélisis, el desarrollo de este paso se reprogramé para etapas posteriores al periodo del proyecto.

4. Desarrollo de nuevos trazadores y técnicas complementarias

A fines de 2024, el horno de pirélisis (SGE Pyrojector II) utilizado en la técnica de pirélisis acoplada a cromatografia de gases y espectrometria de masas (Py-GC/MS) sufrié una averia irreparable, ya que el modelo se
encuentra actualmente discontinuado por el fabricante. Si bien se estd actualmente en proceso de adquisicién de un nuevo horno de pirélisis (EGA/PY 3030D de Frontier Lab), se estima su instalacién para mediados de 2026.
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Con el fin de dar continuidad al proyecto y avanzar en algunas de las actividades originalmente previstas, se planted la incorporacién de nuevas lineas de trabajo orientadas a disponer de metodologias alternativas que
permitieran evaluar la remocion de MNP en los distintos tratamientos a escala de laboratorio. En este marco, se desarrollaron dos nuevas lineas experimentales, ambas basadas en el marcado de los MNP para posibilitar su
seguimiento mediante técnicas indirectas. Estas metodologias permitirdn continuar con los ensayos de remocidn mientras se gestiona la sustitucion del equipo de pirélisis dafiado, y ademds aportardn informacion
complementaria a la obtenida mediante la técnica de Py-GC/MS, contribuyendo a una comprensiéon mds integral de los procesos de remocién de MNP a escala de laboratorio.

La primera linea experimental consiste en la sintesis de nanoparticulas nicleo-cdscara de 6xido de cobre recubiertas con polietileno (CUO@PE), que pueden detectarse mediante espectrofotometria o andlisis de metales, previa
digestion quimica. Las nanoparticulas de CuO se sintetizaron mediante el método de precipitacién himeda [45]-[47], y posteriormente se funcionalizé su superficie con dcido oleico [48], con el objetivo de aumentar su afinidad
por matrices poliméricas hidrofébicas como el PE.

Actualmente se estdn ensayando diferentes estrategias de encapsulacion, sin antecedentes en la literatura, entre ellas la emulsién—precipitacién y la precipitacion controlada de PE sobre las nanoparticulas de CuO (nucleacion
heterogénea). Estas metodologias buscan obtener particulas estables con una capa polimérica uniforme, que permitan su aplicacion como trazadores modelo de MNP en procesos de remocién a escala de laboratorio.

La segunda linea experimental se basa en el marcado fluorescente de MNP con Rojo Nilo, lo que permite su cuantificacion mediante espectrofluorometria o a través de inyeccién en flujo acoplada a detector de fluorescencia
(HPLC-FLD). Actualmente se estdn ensayando diferentes estrategias de marcado, que incluyen la incorporacién del tinte durante la sintesis de los MNP [49], y el proceso combinado de hinchado—difusién [50], [51], con el objetivo

de lograr una senal fluorescente estable y representativa que permita el seguimiento cuantitativo de las particulas durante los ensayos de remocién.

Ambas estrategias constituyen alternativas analiticas complementarias a la Py-GC/MS, capaces de estimar la eficiencia de remocion de MNP en procesos de tratamiento sin requerir la pirdlisis para la deteccién.

andlisis y

1. Desarrollo de materiales de referencia

El trabajo sobre el desarrollo de micro- y nanopldsticos (MNP) de referencia tuvo como objetivo obtener particulas representativas de las presentes en aguas residuales, tanto en su composicién como en su comportamiento
coloidal.

Se empled un método de precipitacion por no-solvente, que consistié en la disolucion del polimero en un solvente adecuado y su posterior precipitacién mediante la adicion controlada de un segundo solvente en el cual el
polimero es insoluble. Esta estrategia permitié sintetizar particulas de PE, PP, PS, PUC y PET en un amplio rango de tamafos (20-3500 nm, determinado por TEM), con morfologia granular y tamaifio ajustable mediante la
concentracion del polimero y del surfactante empleados durante la sintesis. Se hallé que tanto aumentar la concentracién de polimero en la sintesis, como agregar un surfactante (Tween 60), promueve la generacion de
particulas de mayor tamaiio.

Con el fin de reproducir las condiciones ambientales, las particulas se envejecieron artificialmente mediante exposicién a radiacién UV y ozono (UV/0?), lo que produjo un incremento en los indices de carbonilo, hidroxilo y C-0
determinados por FTIR, obteniéndose espectros comparables a los de pldsticos naturalmente envejecidos tras su exposicion ambiental. También se sintetizaron MNP utilizando pldsticos naturalmente degradados recolectados
en playas como material de partida; sin embargo, este procedimiento generé particulas con caracteristicas similares a las obtenidas a partir de polimeros virgenes no envejecidos. El proceso de envejecimiento artificial dio
lugar a particulas con mayor hidrofilicidad y capacidad de dispersidn en agua, observandose una dispersion significativamente mejor en los polimeros envejecidos respecto a los no envejecidos.

Las pruebas de dispersion en diferentes medios evidenciaron que los MNP no envejecidos en agua desionizada (DW) tienden a agregarse y flotar, produciendo bajas turbideces, mientras que los envejecidos y aquellos dispersos
en agua residual filtrada (FWW) mostraron turbideces considerablemente mayores y suspensiones estables. Estos resultados confirman que tanto el envejecimiento superficial como la presencia de materia orgdnica disuelta en
FWW favorecen la estabilizacion coloidal de los MNP, probablemente debido a la formacién de una eco-corona, es decir, una capa de macromoléculas orgdnicas adsorbidas sobre la superficie de los MNP que modifica su
quimica superficial y comportamiento interfacial.

Con el fin de verificar la aplicabilidad de las particulas como materiales de referencia en procesos de tratamiento de aguas residuales, se realizaron ensayos de coagulacién/floculacién utilizando sulfato de aluminio (120 mg L?
") como coagulante. Las eficiencias de remocion dependieron fuertemente del medio, mostrando valores mds altos en FWW, lo cual se atribuye a la formacién de la eco-corona, la cual fomenta la produccién de floculos de mayor
tamano que sedimentan mds rapido.

Los MNP obtenidos son materiales de referencia ambientalmente relevantes, pues reproducen propiedades fisicas y quimicas de los pldsticos presentes en efluentes reales. El estudio evidencié que el medio de ensayo
determina la aglomeracién y, por tanto, las eficiencias de remocion observadas. El uso de FWW o matrices sintéticas que la simulen es esencial para estimar remociones representativas en condiciones de planta. Este
desarrollo proporciona una base sélida para evaluar tecnologias de tratamiento y calibrar métodos analiticos de cuantificacién.

Los resultados de esta etapa fueron publicados en el articulo “Developing Environmentally Relevant Micro- and Nanoplastics to Assess Removal Efficiencies in Wastewater Treatment Processes”, en la revista Environmental
Science: Nano (2025, 12, 748-761) [41]. El trabajo constituye un aporte pionero en la regién para la generacion de materiales de referencia de micro- y nanopldsticos ambientalmente relevantes, y sienta las bases para la
evaluacion de su comportamiento y remocion en procesos de tratamiento de aguas residuales, tanto a escala de laboratorio como en sistemas reales.

2. Desarrollo de metodologia analitica para el monitoreo de MNP en PTAR

El segundo eje de trabajo se orienté a optimizar la técnica de pirédlisis—cromatografia gaseosa/espectrometria de masas (Py-GC/MS) para la cuantificacién de MNP en matrices complejas como las aguas residuales. El trabajo
abordé sistemdaticamente tres desafios principales: la variabilidad instrumental causada por reacciones secundarias en superficies de vidrio, la seleccién de estandares internos robustos y de bajo costo, y la evaluacién de los
efectos de matriz en las curvas de calibracién.

La silanizacién sistematica de capilares, liners de cuarzo y del inyector con diclorodimetilsilano (DMDCS) redujo drdsticamente la reactividad superficial. Las repeticiones consecutivas mostraron mejoras de reproducibilidad
superiores al 60 % y aumentos de sensibilidad de hasta 8 veces para compuestos aromdticos (?-metilestireno en PS e indeno en PVC). Estos resultados confirmaron que la adsorcién y degradacion de productos de pirdlisis sobre
superficies activas era una fuente critica de variabilidad y que la deactivacion es un requisito para obtener sefiales estables y comparables entre polimeros.

Se compararon PVDF y P4CS como estdndares internos poliméricos. Ambos presentaron pirdlisis bien definidas y ausencia de interferencias con los productos de los polimeros objetivo. Aunque PVDF proporcioné una mayor
sensibilidad, su reproducibilidad fue inferior. P4CS demostrd respuestas mds consistentes entre réplicas y menor susceptibilidad a efectos de matriz, por lo que se definié como el estdndar preferido para aguas residuales.

Las curvas de calibracién obtenidas utilizando CaCO? como matriz no reactiva mostraron excelente linealidad (R? > 0.96) en amplios rangos de concentracién: PE (0.13—30 mg g?*), PP (0.05—10 mg g?"), PS (0.02—5 mg g?") y PVC
(0.05-10 mg g?"). Los limites de cuantificacién oscilaron entre 0.02 y 0.3 mg g?’, equivalentes a 0.1-1 pg inyectados, valores comparables con los mejores reportados en la literatura [18], [27], [43], [52]. En el caso del PET, ninguno
de los compuestos de pirdlisis identificados presentd intensidad ni reproducibilidad suficientes para una cuantificacion confiable, lo que confirma la mayor complejidad analitica de este polimero bajo condiciones de pirélisis. El
uso de CaC0O? como diluyente sélido inerte permitié trabajar con masas del orden de miligramos, evitando la necesidad de microbalanzas y asegurando una preparacién reproducible de las mezclas, ademds de mantener la
linealidad de la respuesta y prevenir reacciones cataliticas indeseadas.

La comparacion entre las curvas de calibracién obtenidas en CaC0? y en una matriz de agua residual sintética permitié cuantificar el efecto de matriz, expresado como el porcentaje de variacién de la respuesta del analito en
presencia de dicha matriz. Un valor negativo indica supresion de sefal, mientras que un valor positivo refleja una amplificacién o mejora de la sefial, ambos originados por interacciones entre los componentes de la matriz y los
productos de pirélisis que afectan la eficiencia de transferencia al sistema GC/MS. Los efectos fueron inferiores al +20 % para concentraciones altas, pero se observé mejora de seial a bajas concentraciones, especialmente en

los marcadores aromadticos, lo que sugiere interacciones con materia orgdnica que modifican la eficiencia de pirélisis y la transferencia al GC.

Los andlisis de muestras reales de influente y efluente con agregado de estdndares de MNP demostraron la aplicabilidad del método. Se logré obtener para al menos una combinacién de compuesto marcador/estdndar interno,
recuperaciones promedio adecuadas (70 — 110 %), confirmando la robustez del enfoque combinando silanizacién, estdndar interno y calibracién adaptada a la matriz.

Los resultados de esta etapa se volcaron en el articulo titulado “Optimizing Key Aspects of Pyrolysis—Gas Chromatography/Mass Spectrometry for Micro- and Nanoplastics Analysis in Wastewaters: Towards Robust
Quantification Methods”, el cual se encuentra en proceso de revision final por sus autores y serd sometido a publicacion en una revista internacional arbitrada en los préximos meses.

Este trabajo resume los avances logrados en la optimizacién de la técnica de Py-GC/MS, consolidando una metodologia reproducible y sensible, y sentando las bases para la futura cuantificacion de la presencia de MNP en las
distintas corrientes de las PTAR.

4. Desarrollo de nuevos trazadores y técnicas complementarias
Estas actividades se encuentran actualmente en desarrollo.

4.1. Marcado de los MNP con nicleo de 6xido de cobre (Cu0)
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Entre los avances alcanzados dentro del marco del proyecto, se destaca la sintesis de nanoparticulas de Cu0, que actuardn como nicleo marcador de los MNP funcionalizados. Las nanoparticulas se obtuvieron mediante
precipitacién de una solucién de nitrato ciprico (Cu(NO?)?) con hidréxido de sodio (NaOH), seguida de una etapa de calcinacién. Se ensayaron diferentes temperaturas de calcinacién (300, 400 y 600 °C), y las particulas se
caracterizaron por microscopia electrénica de transmisién (TEM), confirmdndose una morfologia granular. Los resultados evidenciaron que la temperatura de calcinacién influye significativamente en el tamafo de particula: los
didmetros medios obtenidos fueron 19.3 + 5.1 nm (300 °C), 54 =19 nm (400 °C) y 195 + 59 nm (600 °C).

A partir de estos resultados, se disefiaron procedimientos de recubrimiento con PE con el objetivo de obtener particulas nicleo—cdscara cuya densidad global se encontrara dentro del rango de densidades del PE (0.91-0.97 g
cm?3). De esta forma, se intenta que el recubrimiento no altere sus propiedades de sedimentacién ni su comportamiento en medios acuosos.

El recubrimiento de las nanoparticulas de CuO con PE se ensayd, en una primera instancia, incorporando las nanoparticulas durante la sintesis original de los MNP sin recubrimiento, con el objetivo de promover la nucleacién
heterogénea. Este enfoque buscd que el PE precipitara directamente sobre la superficie de las nanoparticulas de CuO, en lugar de formar nicleos independientes de polimero. Se evaluaron distintas condiciones experimentales,
variando los pardmetros clave de la sintesis: concentracion de PE, relacion PE/Cu0, y relacion solvente (tolueno)/antisolvente (etanol). Sin embargo, en todos los casos se observé un recubrimiento parcial de las nanoparticulas
de CuO, obteniéndose una mezcla heterogénea en la que una fraccién de las particulas resulté efectivamente recubierta, mientras que la mayoria permanecié separada de la matriz polimérica o con recubrimiento incompleto.

Por esta razon, se estd ensayando un método alternativo de recubrimiento, basado en la formacion de una emulsién asistida por ultrasonido entre agua y una solucion de PE en tolueno y las nanoparticulas de CuO previamente
dispersas. Posteriormente, la emulsién se enfria para inducir la solidificacién del PE, seguida de la evaporacién controlada del solvente, de modo de favorecer la formacién de particulas nicleo—cdscara CuO@PE. Este
procedimiento permitié aumentar la eficiencia del recubrimiento respecto al método anterior; sin embargo, ain se observan nanoparticulas sin recubrir, por lo que la técnica se encuentra en etapa de ajuste de las condiciones
experimentales con el fin de optimizar la cobertura y uniformidad del recubrimiento polimérico.

4.2.) Marcado de los MNP con tinte fluorescente

En paralelo, se estd desarrollando una segunda linea de marcado basada en el uso del tinte fluorescente Rojo Nilo (Nile Red), con el objetivo de permitir la deteccion y cuantificacion de los MNP a partir de su sefial fluorescente
(longitud de excitacién alrededor de 530 nm y emision en el rango de 580—630 nm, dependiendo del medio y la polaridad del entorno).

Se estan evaluando dos estrategias de marcado:

(i) incorporar el tinte durante la sintesis de los MNP mediante el método de precipitacion por no-solvente, andlogo al utilizado para las particulas de CuO; y
(i) hinchar el polimero en una solucién de Rojo Nilo en un solvente apropiado (por ejemplo, tolueno para PE o tetrahidrofurano para PS), seguida de la adicién de un segundo solvente que promueva el re-colapso del polimero sin
desplazar el tinte incorporado.

Estas actividades se encuentran en una etapa incipiente de desarrollo, por lo que aln no se han obtenido resultados concluyentes respecto a la eficiencia del marcado ni la estabilidad de la fluorescencia en las particulas
obtenidas.

La finalidad de la obtencién de MNP marcados es su utilizacién en ensayos de remocion a escala de laboratorio (por ejemplo, mediante procesos de coagulacién/floculacién), empleando métodos indirectos de cuantificacién que
permitan seguir la concentracién de MNP durante el tratamiento. En el caso de las particulas con ndcleo de CuO, la determinacién de la concentracion de cobre disuelto tras digestién quimica permitird correlacionarla con la
concentracién de MNP presentes en la muestra. Por su parte, para los MNP marcados con Rojo Nilo, la intensidad de fluorescencia registrada por fluorometria o cromatografia liquida de alta resolucién con detector de
fluorescencia (HPLC-FLD) se utilizard para establecer una correlacién cuantitativa entre la sefal fluorescente y la concentracion de MNP en el medio.

De esta forma, serd posible evaluar la eficiencia de remocién de MNP en los diferentes procesos de tratamiento de aguas residuales ensayados a escala de laboratorio, y posteriormente comparar dichos resultados con las
eficiencias determinadas en PTAR reales, una vez restablecida la capacidad analitica para la aplicacién de la técnica de Py-GC/MS.

[ i yr

1. Sintesis general del proyecto

El proyecto tuvo como objetivo general evaluar la ocurrencia de MNP en PTAR urbanas, y determinar las condiciones de operacién que optimicen su remocion en las distintas etapas de los procesos habituales de tratamiento. Si
bien el cumplimiento total del objetivo general no fue posible dentro del periodo de ejecucidn, debido principalmente a los tiempos requeridos para la implementacién de la metodologia analitica de cuantificacién y a la averia del
equipo de pirdlisis, los avances logrados son altamente significativos. Estos resultados sientan las bases para la continuidad del proyecto y la consolidacidn de una linea de investigacion inédita en el pais, orientada al estudio de
MNP en matrices ambientales complejas.

Durante la ejecucion del proyecto se abordaron de forma integrada dos ejes principales de trabajo: (1) el desarrollo de materiales de referencia de MNP representativos de los polimeros mds abundantes en residuos pldsticos; y
(2) la optimizacién de la metodologia analitica de Py-GC/MS para la identificacion y cuantificacion de MNP en aguas residuales. Paralelamente, se implementaron técnicas de caracterizacién morfolégica (TEM) y composicional
(FTIR), se adquirid e instalé equipamiento para monitoreo de pardmetros de tratamiento (DBO, DQO, SST, Ny P), complementarios a los andlisis de MNP, y se desarrollaron estrategias alternativas de marcado (MNP-CuO y MNP-
Rojo Nilo) para continuar los ensayos de remocién a escala de laboratorio mientras se gestiona la reposicion del horno de pirdlisis.

De esta forma, el proyecto permitié instalar capacidades analiticas e instrumentales Unicas en Uruguay para el estudio de MNP, asi como formar al equipo de investigacion del proyecto en un drea emergente de relevancia
ambiental y sanitaria creciente.

2. Conclusiones cientificas y técnicas

El proyecto permitié consolidar las bases para una linea de investigacién integral sobre MNP en aguas residuales, abordando desde la generacion de materiales de referencia hasta el desarrollo y optimizacién de metodologias
analiticas para su cuantificacion y seguimiento en procesos de tratamiento.

En primer lugar, se establecié un protocolo reproducible de sintesis de MNP representativos de los polimeros mds abundantes en residuos pldsticos (PE, PP, PS, PUC y PET), mediante un proceso de precipitacién por no-solvente
que posibilité controlar el tamafio y la morfologia de las particulas dentro del rango micro- y nanométrico. El envejecimiento superficial artificial (UV/0?) permitié reproducir las modificaciones quimicas observadas en pldsticos
degradados ambientalmente, incrementando su hidrofilicidad y capacidad de dispersién acuosa. Estos materiales demostraron un comportamiento coloidal similar al de los MNP presentes en efluentes reales y resultaron
adecuados para ensayos de remocién, donde se verificé que la presencia de materia orgdnica en el medio incrementa la estabilidad de las suspensiones y la eficiencia de coagulacién/floculacion.

Los resultados obtenidos constituyen los primeros materiales de referencia ambientalmente relevantes desarrollados en la region, y proporcionan una base experimental sélida para evaluar la eficiencia de las tecnologias de
tratamiento de aguas residuales en la remocién de MNP. Ademads, estos materiales representan un insumo fundamental para la calibracién y validacién de la técnica de Py-GC/MS, fortaleciendo la trazabilidad y comparabilidad
de los andlisis realizados.

En segundo lugar, se optimizo la técnica de Py-GC/MS, una herramienta sin antecedentes de aplicacion en la regién para el andlisis de MNP en matrices complejas. Esta técnica demostré ser particularmente adecuada para la
cuantificacién en masa de MNP de cualquier tamaio y composicion polimérica, siempre que se empleen calibraciones adecuadas y una correcta preparacion de muestra. Su implementacion requirié un proceso integral de
instalacién y ajuste del sistema, incluyendo la adaptacién del horno de pirdlisis, la silanizacién de los componentes de vidrio y cuarzo en contacto con los gases de pirdlisis, y la seleccién de compuestos marcadores y estdndares
internos apropiados para cada polimero.

La silanizacién sistemdtica de los componentes del sistema redujo drdsticamente la variabilidad instrumental y mejoré la sensibilidad, permitiendo obtener curvas de calibracién lineales y reproducibles en amplios rangos de
concentracién (R? > 0.96) para PE, PP, PS y PVC, con limites de cuantificacién de 0.02—0.3 mg g?. La comparacién entre calibraciones en matriz inerte y en aguas residuales sintéticas mostré efectos de matriz menores al £20 %,
confirmando la robustez del método.

La evaluacién de dos estdndares internos, PVDF y P4CS, permitid identificar a este ultimo como el mds adecuado para andlisis en matrices complejas, debido a su mayor estabilidad y menor susceptibilidad a interferencias. EL
método se validé en muestras con agregados conocidos de MNP de influente y efluente, alcanzando recuperaciones entre 70 y 110 %, y demostrando su aplicabilidad a la cuantificacion de MNP en aguas residuales.

En conjunto, el desarrollo analitico alcanzado establece una metodologia sensible, reproducible y transferible, que servird como base para la cuantificacién futura de MNP en diferentes corrientes de tratamiento y para la
comparacién entre procesos convencionales y alternativos.

Actualmente se trabaja en el desarrollo del protocolo de preparacién de muestras, que incluye la concentracién de MNP mediante ultrafiltracién y la eliminacién de interferencias asociadas a la materia orgdnica antes del

andlisis. Estas etapas son esenciales para habilitar la aplicacién del método en el monitoreo futuro de la concentracién de MNP en las diferentes corrientes de las PTAR, permitiendo asi evaluar de manera integral la eficiencia
de los procesos de tratamiento.
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Finalmente, se iniciaron dos lineas complementarias de desarrollo de trazadores experimentales, orientadas al seguimiento indirecto de MNP con el propdsito de evaluar el desempefio de diferentes tratamientos en su remocién
a escala de laboratorio: (i) particulas nicleo-cdscara CuO@PE, que permitirdn la cuantificacién a partir del andlisis de cobre tras digestién quimica; y (ii) MNP marcados con Rojo Nilo, detectables por fluorescencia. Ambos
desarrollos se encuentran en etapa de optimizacion, pero representan un avance estratégico para continuar los estudios de remocidon mientras se restablece la técnica de Py-GC/MS.

En su conjunto, los resultados del proyecto aportan metodologias, materiales y capacidades analiticas inéditas en Uruguay, constituyendo un marco de referencia para futuras investigaciones sobre la ocurrencia,
comportamiento y remocién de MNP en sistemas de tratamiento de aguas residuales y matrices ambientales afines.

3. Dificultades y aprendizajes

El principal obstdculo fue la averia irreparable del horno de pirélisis (SGE Pyrojector II), equipo central de la técnica de Py-GC/MS, actualmente discontinuado comercialmente. Esto interrumpié la validacién de la metodologia
en muestras ambientales reales y la cuantificacion de MNP en PTAR, obligando a redirigir esfuerzos hacia el desarrollo de metodologias alternativas de marcado.

Otra dificultad significativa fue la complejidad y extensién temporal del proceso de puesta a punto de la técnica Py-GC/MS, un aspecto no previsto en la planificacion inicial del proyecto, dado que se estimaba que su
implementacion seria mds directa. El trabajo requirié instalar y adaptar un sistema de pirélisis desde cero, acoplarlo al cromatdgrafo de gases, realizar la silanizacién de los componentes de vidrio y cuarzo, seleccionar
compuestos marcadores y estandares internos adecuados, y evaluar de manera sistemdtica el efecto de matriz. No obstante, este proceso permitié construir un conocimiento profundo y transferible, generando una base
metodoldgica sélida y reproducible que podrd aplicarse y expandirse en futuros estudios de cuantificacién de MNP en matrices ambientales complejas.

Entre los aprendizajes mds relevantes se destaca la importancia de la reproducibilidad instrumental en técnicas térmicas; la necesidad de desarrollar materiales de referencia propios y la adaptacién de metodologias
internacionales a matrices locales.

4. Proyecciones a futuro

* Reposicion del horno de pirélisis: se encuentra en proceso de adquisicién un nuevo horno de pirélisis, que permitird restablecer la capacidad analitica para la aplicacién de la técnica Py-GC/MS, retomando asi las actividades
de monitoreo y cuantificacion de MNP en aguas residuales

« Desarrollo de protocolos de preparacién de muestras: se continuard con la optimizacidn de los procedimientos de concentracion mediante ultrafiltracién y la eliminacion de materia orgdnica por digestiéon quimica, etapas
necesarias para lograr una cuantificacién confiable en matrices complejas.

« Optimizacion de procesos de remocion a escala de laboratorio y piloto: se profundizard en el estudio de la remocién de MNP por coagulacién/floculacién, empleando los materiales de referencia sintetizados, tanto marcados
como no marcados, para determinar las condiciones operativas que maximicen la eficiencia de remocion.

« Aplicacion en PTAR reales: una vez restablecida la técnica analitica, se prevé reanudar el muestreo y andlisis de aguas residuales en plantas urbanas, aplicando el método desarrollado para cuantificar la concentracion de
MNP en las diferentes corrientes y evaluar la eficiencia global de remocion y las emisiones al ambiente.

« Difusion y transferencia de resultados: se continuard con la publicacion de articulos cientificos en revistas internacionales arbitradas y la presentacién de resultados en congresos y eventos académicos, fortaleciendo la
visibilidad y el impacto del trabajo desarrollado.

5. Impacto e importancia del proyecto

El proyecto representa un avance estratégico en la investigacion ambiental nacional, al introducir por primera vez en Uruguay la capacidad de sintesis, caracterizacién y cuantificacion de micro- y nanopldsticos. Los resultados
alcanzados posicionan al CURE-Rocha como referente nacional y regional en el tema, y la infraestructura adquirida abre nuevas oportunidades para la investigacién en contaminantes emergentes y eficiencia de tecnologias de

tratamiento convencional y alternativo.

Mas alld de los resultados técnicos, el proyecto generé capacidades humanas, analiticas e institucionales que perdurardn mds alld de su ejecucién formal. Las técnicas, protocolos y materiales desarrollados constituyen una
base metodoldgica sélida para futuras investigaciones, que aportardn a la formulacién de politicas puablicas basadas en evidencia sobre contaminacién por pldsticos en aguas residuales.

En suma, aunque el objetivo general no se cumplié completamente dentro del periodo previsto, los logros obtenidos son sustanciales, innovadores y con proyeccion a largo plazo. El proyecto sentd las bases cientificas y técnicas

necesarias para alcanzar la meta original en las siguientes etapas, y consolidé una linea de trabajo que aportard conocimiento clave sobre la ocurrencia, comportamiento y remocién de MNP en sistemas de tratamiento de aguas
residuales, contribuyendo asi a la proteccion ambiental y sanitaria del pais.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de
Titulo

producto

Articulo Developing

cientifico environmentally
relevant micro- and
nanoplastics to assess
removal efficiencies in
wastewater treatment

processes

Articulo Optimizing key

cientifico aspects of Micro- and
Nanoplastics Analysis
in Wastewaters by
Pyrolysis-Gas
Chromatography/Mass
Spectrometry:
Towards a Robust
Quantification Method

Péster Identification of micro
and nanoplastics in
municipal
wastewaters by
means of Pyrolysis-
Gas
Chromatography/Mass
Spectrometry

Presentacién Reliable detection of

en evento micro- and
nanoplastics in

wastewaters
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