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RESUM

RESUM

Les nanoparticules de ferro zero (nZVI) sempre han estat sintetitzades usant
borohidrur de sodi, un procés costos i toxic. L'actual problematica ambiental mundial
comporta la necessitat d'investigacié pel desenvolupament de processos de quimica
sostenible i I'obtencié de nous materials mitjancant metodes de sintesi verda.

El present treball presenta els resultats de la sintesi verda de nZVI mitjangant un
metode respectuds amb el medi ambient (procés optimitzat utilitzant clorur férric i extracte
reductor vegetal), un substitut dels processos convencionals amb protocols no ecologics.

Aquest estudi es pot resumir en dues parts. Inicialment ha consistit en determinar un
procediment per la sintesi verda de nanoparticules de ferro zero utilitzant extractes vegetals.
Seguidament aconseguit el métode, s'empra una eina estadistica anomenada Metodologia de
Superficie de Resposta (MRS), per ajustar a una equacié matematica el resultats de la sintesi
en funcié de les variables que I'afecten. La finalitat consisteix a optimitzar el métode per
aconseguir nanoparticules de ferro zero amb el diametre de particula més minima possible.

L'experimentacid del treball ha consistit en primer lloc a la preparacié de la sintesi
convencional de nZVI amb el proposit d'estudiar el métode i caracteritzar tant les propietats
del reactiu reductor com les nanoparticules, per utilitzar els resultats obtinguts com a base
per l'avaluacidé de la caracteritzacid dels extractes reductors vegetals i les nZVI obtingudes
amb aquests. El métode de reduccidé convencional usat ha estat mitjancant el citrat de sodi
com agent reductor i acid tannic com a estabilitzador. Al realitzar I'analisi de la mida de les
nZVI amb aquest procediment es va aconseguir la formacié de nanoparticules d'una mida
propera als 2 nm.

Paral-lelament, i per cercar les millors condicions en temperatura i ratio de reactius, es
va dur a terme amb quatre procediments una bateria d'experiments utilitzant els diferents
extractes vegetals. Les tres especies vegetals font dels extractes estudiades van ser: cafe, te
rooibos i rapa de raim. Tots els extractes van ser obtinguts mitjancant una extraccié solid-

liquid, amb la mateixa proporcié de matéria vegetal/aigua mili-Q.
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RESUM

La qualitat dels extractes van ser avaluats respecte a la seva capacitat antioxidant i es
van realitzar estudis com: del contingut de polifenols en forma d'equivalents d'acid gal-lic
(métode Folin-Ciocalteu), mesures del pH, potencial redox i DQO. La mida de les nZVI
obtingudes amb els tres extractes es va analitzar mitjangant DLS (Dynamic Light Scattering).

Els resultats van permetre saber que tots els extractes vegetals tenien bones
caracteristiques per ser usats com extractes reductors i que produien nanoparticules, essent
I'extracte de te rooibos el que va aconseguir sintetitzar nanoparticules més petites i estables.

Es va seleccionar aquest com a reactiu verd per a la sintesi de nanoparticules de ferro
zero.

Una vegada feta I'eleccié de I'extracte vegetal, en segon lloc es va fer un estudi per
I'optimitzacié de la metodologia de sintesi per aconseguir la mida de particula més petita. S'ha
utilitzat la Metodologia de Superficie de Resposta, en conseqliéncia cal determinar les
variables que influeixen i realitzar un disseny experimental que comprengui valors significatius
per a cada una d'elles. Es va explorar la modificacié de parametres com la concentracié de
I'extracte de ferro, la concentracid de polifenols de I'extracte vegetal i el pH per veure els seus
efectes en la mida de les nZVI.

Tenint en compte els objectius d'obtenir nanoparticules de ferro zero i estudiar
I'optimitzacié del procés, es van estudiar les seglients caracteristiques: mida (SEM i DLS),
forma (SEM), color (UV-VIS), estabilitat (PotencialZ-DLS) i composicid (XRD). Els resultats
aconseguits han estat satisfactoris i mostren que: I) les condicions de sintesi de nZVI més
favorables per aconseguir mides petites de particules, son: temperatura alta, medi inert,
concentracié de la solucié de ferro baixa, concentracié de polifenols alta a I'extracte reductor
vegetal conjuntament amb un pH alt en aquest ultim, Il) I'analisi per microscopia SEM ha
confirmat I'obtencié de nanoparticules de mida 50 nm, amb forma esferica i una aglomeracié
tipus nuavol, lll) I'analisi per UV-VIS ha aconseguit confirmar la preséncia de ferro zero, IV) la
tendéncia del valor potencial zeta de les nZVI majoritariament és 0 mV (inestabilitat) i V) la
difraccid per raigs XRD ha identificat les nanoparticules obtingudes com de ferro zero.

Les dades recopilades en aquest estudi seran utils per a seleccionar les condicions

operatives més adequades per una sintesi verda de nZVI amb el diametre de particula desitjat.
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1. INTRODUCCIO | OBJECTIUS

1.1. PRECEDENTS

Tots, hem sentit a parlar o vist en algun moment de la nostra vida els termes
"Nanociéncia" i "Nanotecnologia", i I'nem relacionat amb objectes molt petits. Malgrat aixo,
son pogques les persones que realment coneixen l'auténtic significat d'aquests termes i les
implicacions tan etiques i legals com a socials, economiques i mediambientals que aquestes
comporten.

En Il'actualitat la nanotecnologia és d’interés en sectors d’investigacié i s’aplica pels
beneficis o avantatges que ofereix en disciplines com: quimica, biologia, enginyeria, medicina,
entre d’altres. L’agencia estatunidenca NSF (National Science Foundation) predeia abans de la
pandémia, que el mercat de productes i serveis basats en aquesta tecnologia aconseguiria
facturar tres mil milions de dolars I'any 2020 (1). Existeix un gran consens en qué la nT ens
portara a una segona revolucié industrial en el segle XXI tal com va manifestar fa uns anys,
Charles Vest (expresident del MIT, Massachusetts Institute of Technology). Suposara
nombrosos avangos per a moltes industries i nous materials amb propietats extraordinaries.
Podem dir que molts progressos de la nC estaran entre els grans avanc¢os tecnologics que
canviaran el mon.

La nT defineix les ciéncies i tecniques que s'apliqguen a un nivell de nanoescala, unes
dimensions que implica treballar les estructures moleculars i els seus atoms. S'utilitza per
crear materials, aparells i sistemes amb propietats singulars i Uniques. A la practica, son els
mateixos materials ja coneguts (metalls, ceramiques i vidres, polimerics...), pero que Il'avancg
en els métodes permet processar-los en una escala nano [10].

Els nanomaterials és una branca de la nT i I'enorme interés creat per aquests
prometedors materials té el seu origen en les propietats que presenten, en general molt
superiors i sovint diferents, quan es comparen amb les dels mateixos materials a grandaries

majors.
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Aquestes propietats es deuen a tres caracteristiques comunes a tots ells: la petita grandaria
de particula, I'elevat percentatge de fraccié atomica en un entorn interficial i la interaccid
entre les diferents unitats estructurals (2).

El ferro és un metall de transicié, segon metall més abundant de I'escorga terrestre per
darrere de I'alumini. En estar present de manera natural i disposar d'una resisténcia i una
mal-leabilitat senzilles, ha estat utilitzat per la humanitat des de fa segles. En la naturalesa es
troba en nombrosos minerals, entre ells molts oxids, els estats d'oxidacié més comuns sén +2 i
+3. També es troba en estat d'oxidacidé carrega zero amb una area superficial altament
reactiva.

Convergint els temes dels dos ultims paragrafs, la preparacié de les nanoparticules de
ferro zerovalent (nZVI) actualment es realitza utilitzant productes quimics convencionals, com
el borohidrur de sodi, per a reduir els ions metal-lics (3). Encara que al principi sembla ser un
procediment molt simple i rapid sense el requisit d'un equip especific, existeixen problemes
de seguretat i salut associats amb aquest metode. L'Us d'un compost toxic com el borohidrur
de sodi requereix d’accions especifiques durant el procés de produccid per a protegir als
operadors, i I'eliminacié del compost toxic restant al final de la sintesi. A més d'aixo, en el
metode tradicional es produeix hidrogen que també requereix mesures de seguretat per a
reduir/eliminar els riscos de combustio/explosio (4).

Es per aixd d'especial interés el desenvolupament de métodes de sintesi sostenible,
gue redueixin a un mateix temps costos i impacte ambiental.

No obstant aix0, aquest camp l|'aplicacid esta encara poc estudiat i manca de
coneixements que permetin una comprensié completa de la produccié i processos d'aplicacio.
L'objectiu del present treball és avaluar la viabilitat de la utilitzacié de diversos vegetals per a
produir extractes capacos de reduir el ferro (lll) en solucié aquosa per a formar nZVI's en

reemplacament de reactius toxics com a reductor.
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1.1.1. ORIGEN

La formacié de drenatge acid de mina, un lixiviat acid d'altes concentracions de metalls
toxics, produit per I'explotacié dels jaciments miners, provoca grans problemes ambientals.
Per aquest motiu, entre altres, és important poder valorar els residus generats. Una manera
gue s'ha plantejat per a valorar aquests residus metal-lics és utilitzar-los com a reactius per a
obtenir nanoparticules metal-liques. Un dels metalls que es troba habitualment i en més
elevada concentracié en aquests tipus aigles és el ferro en forma d’ions trivalents, ions que
podrien ser utilitzats com a reactius de sintesi de nZVI.

El primer pas és identificar el protocol més adequat per a realitzar aquestes sintesis, en
la bibliografia s'ha trobat que s'han dut a terme sintesi de nanoparticules metal-liques usant
reactius reductors i estabilitzants. Amb |'objectiu de poder obtenir-les de la forma menys
contaminant, aquests reactius poden ser reemplagats per materials naturals, com a residus
vegetals, donant lloc la sintesi verda de nanoparticules.

El present Treball de Fi de Grau forma part del projecte de recerca: “Sintesi verda de
nanoparticules metal-liques a partir d'aiglies acides de mina i extractes de residus
agroalimentaris” (MinNano) desenvolupat per la Universitat de Girona (UdG).

Aquest estudi també forma part d’una col-laboracié de la politécnica de Girona amb un
equip de recerca de l'area d’enginyeria electronica de I"'UPC. El desti de les nanoparticules
obtingudes a partir d’extractes vegetals és aplicar-les com a material per la realitzacio de

sensors electroquimics.

1.2. OBIJECTIU

La finalitat d’aquest treball esta centrat en la caracteritzacidé i sintesi verda de
nanoparticules de ferro zero el més petites possibles, fet que, comporta a la preparacié dels
extractes vegetals reductors i la caracteritzacid d’aquests abans de ser empleats en la sintesi
de nanoparticules.

Aquesta recerca descriu la sintesi ecologica de nanoparticules de ferro mitjangant un

procés optimitzat i utilitzant clorur ferric i extracte de plantes i fruites.
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Aquests extractes contenen molécules amb grups funcionals alcoholics, principalment
de tipus fenolic i poden utilitzar-se per a la reduccié i la formacié de complexos estables amb
ferro. Els polifenols dels extractes, quan es barregen amb solucions aquoses de clorur de
ferro, redueixen els cations de ferro i produeixen nanoparticules de ferro. A més, aquests
compostos també poden actuar com a estabilitzants de les nanoparticules.

Per a aquesta sintesi s’utilitzen deferents tipus d’extractes, per a procedir de seguida,
amb la seleccidé dels més adequats mitjancant una relacid optima de la minima mida de
particula i maxima estabilitat.

Aqguestes nanoparticules han estat caracteritzats tant en composicié i estructura com a
textura i morfologia. L'Us d'aquestes técniques de caracteritzacio té per objecte coneixer de
manera profunda les nanoparticules obtingudes, de cara a coneixer les seves possibilitats
d'aplicacié.

En aquest context, aquest estudi se centra en el desenvolupament d'una sintesi

econdmica, simple i amigable de les nanoparticules de ferro.

Els objectius concrets sén:

e L'obtencié d'extractes naturals a partir d'espécies vegetals i identificar, mitjancant
analisis de caracteritzacid, el vegetal que origini els extractes amb major capacitat
antioxidant i reductora. Les quatre especies estudiades reductores son els extactes de
cafe, rapa de raim, té rooibos i citrat de sodi+acid tannic. Aquest ultim usat com a
I’extracte de referencia per comparar amb els demes.

e La sintesi verda de nanoparticules metal-liques de ferro basada en el poder reductor o
capacitat antioxidant dels extractes vegetals naturals obtinguts i la seva
caracteritzacio.

e  Optimitzacié del sistema, per trobar les millors condicions per la produccié de nZVI el
més petites possibles.
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1.3. ABAST

Inicialment, en aquest treball final de grau es dura a terme un estudi previ de la sintesi
de nVZI. A efecte de portar a terme aquest procés, s’utilitzaran diferents extractes reductors,
tres extractes vegetals i un extracte convencional (paral-lelament serveix de referéncia), i
diferents condicions: medi (amb presencia o no d’oxigen), temperatura (70°C o 100°C) i ratio
(2/3 o 1/2). Paral-lelament, es caracteritzaran completament d’acord amb la bibliografia
consultada, els extractes vegetals usats.

Addicionalment, també es quantificaran les propietats de les nZVI sintetitzades per
determinar el nivell de qualitat del diametre de la particula, caracteristica amb més
importancia.

Un cop obtinguts els resultats dels diferents experiments i havent adquirit suficients
coneixements i experiéencia del i en el procés, es continuara per I'eleccio de I'extracte vegetal i
condicions amb millor producte (nZVI tan petites com sigui possible).

Posteriorment, es portara a terme un estudi d’optimitzacié del sistema (técnica
matematica i estadistica) amb les variables que hi ha indicis que afecten la sintesi i no s’han
estudiat previament, per tal d’esbrinar les millors propietats i aixi, millorar la competitivitat de
les nanoparticules produides

Finalment, es concloura si les nZVI obtingudes tenen les suficients propietats, per tal

de substituir els reactius convencionals provinents de fonts toxiques i perilloses.
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2. FONAMENTS TEORICS

2.1. NANOTECNOLOGIA

Els cientifics no han arribat a un acord unanime sobre una definicid precisa de la
nanotecnologia, pero a la web oficial de United States National Nanotechnology Initiative la
descriu com: “La nanotecnologia és la comprensid i el control de la matéria en dimensions
entre aproximadament 1 j 100 nanometres, on fenomens unics permeten aplicacions noves. La
nanotecnologia, que abasta la ciéncia, I'enginyeria i la tecnologia a nanoescala, inclou la
creacio d'imatges, el mesurament, el modelatge i la manipulacio de la matéria en aquesta
escala de longitud” (5).

Nota: Recordi's que un nanometre equival en escala a la bilionesima part d'un metre

(1nm=1.10° m).

3 e
€V OOS O 0

y ‘ Nanoparticula
3 A — B>
Linia Cabell Globul Molécula A
Nena Hamster Formiga boli huma vermail Bacteri Virus Hemoglobina do S1CTe Atom

Figura 1. Escala comparativa de les longituds caracteristiques entre metre i 0,1 nanometres.

Aquesta mida els atorga propietats especifiques: major eficiencia catalitica,
conductivitat electrica, duresa i resisténcia, que sén resultat de la seva gran area superficial
per unitat de volum.

Les nanoparticules formen part d’una area intensa de recerca cientifica, per I'amplia
aplicacié en diferents branques de la ciencia. Dins de tot el camp de les nanoparticules hi ha
diverses formes de classificacid i la més recurrent: quatre tipus segons pel material que les

componen.
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Materials de base de carbd: tenen formes esferiques, el-lipsoidals o tubulars. Té
propietats fonamentals que sén el seu reduit pes i la seva major duresa, elasticitat i
conductivitat eléctrica.

e Materials de base metal-lica: poden ser quantum dots (punts quantics o transistors
d'un sol electrd) o nano particules d'or, plata o de metalls reactius com el dioxid de
titani, entre altres.

e Dendrometres: sdn polimers manometrics construits en forma d'arbre, les branques
creixen a partir d'unes altres i aixi successivament; les terminacions de cada cadena
de branques poden dissenyar-se per executar funcions quimiques (una propietat
util per als processos catalitics).

e Composits: combinacié de certes nanoparticules amb diferents grandaries; el cas

d'argiles nanoestructurades és un exemple d'Us (6).

El tipus de nP que afecta la realitzacié d’aquest estudi son materials de base metal-lica.

Al seglient apartat es realitza una explicacié en detall.

2.2. NANOMETALLS

Les nanoparticules metal-liques sén agregats ultrafins de materia que poden ser
amorfs o cristal-lins amb propietats conductores o aillants depenent de la seva composicié. Els
materials tipics inclouen metalls o 0xids metal-lics, semiconductors o polimers amb fins al 90%
dels atoms totals que constitueixen la superficie. Per tant, gairebé totes les nanoparticules
poden participar tant en reaccions fisiques com quimiques, la qual cosa explica la seva cinética
de reaccid rapida (7).

Els materials que corresponen a nanoescala en general s'agrupa en tres categories:
naturals (produits per arbres, plantes, volcans o espécies marines), accidentals (sorgeixen
durant la combustié en vehicles i en processos industrials) i d'enginyeria, és el més comu,
artificial produit per dos processos de fabricacio: descendents (top-down) o ascendents
(bottom-up) (8).

Com mostra la Figura 2, en el primer cas s’aconsegueix una disminucié de la grandaria

del material, en canvi, el segon cas es produeix nanomaterials partint del nivell atomic.
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Figura 2. Tecniques de sintesis de nanomaterials basades en carboni (8).

Aquests procediments tenen diferents variants amb diversos graus d'eficiéncia.

Sintesis Nanoparticules

v v
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(reduccié mida) (constuir desde nivell atomic)
{

Fresat mecanic Precipitacié quimica
Atac quimic Deposicié quimica de vapor (DQV)
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Procés d'explosio Metodologia sol-gel
Polvoritacié Spray-pirdlisis

Laser-pirélisis

Metodologia aerosol

Bioreduccié

Sals metall
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Figura 3. Variants de Top-down i bottom-up (9).
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El metode convencional més emprat per a la sintesi de nanoparticules metal-liques és
la reaccid d'una sal o complex del metall en dissolucié amb un fort reductor com el borohidrur
sodic (NaBHi4) en preséncia d'algun agent estabilitzant o dispersant (polimer, col-loide,
surfactant o agent complexant) per a evitar I'agregacio i formacidé del metall per aglomeracié
(3). Aquest procés presenta diversos desavantatges, com l'alta toxicitat del borohidrur o la
generacié de gasos inflamables d'hidrogen com a subproducte.

La reaccid és la seglient:

2 FeCls + 6 NaBH4 + 18 H,0 2 Fe®+ 6 NaCl + 6 B(OH)3 + 21 H,

S’ha utilitzat un model normalitzat que funciona per obtenir nZVI, el metode amb citrat
de sodi amb acid tannic, com a extracte reductor per comparar posteriorment les mides de les

nanoparticules amb els tres extractes vegetals preparats.

2.2.1. NANOPARTICULES DE FERRO VALENCIA ZERO

El ferro és un metall abundant a la terra, especificament el ferro existeix en el medi
ambient com a oxids de ferro Il i lll, com una resposta de I'oxidacié del ferro metal-lic i com
zero valent, el qual, és un material sintetitzat (10).

L'Us de les nanoparticules de Fe (0) és una de les tecniques que s'ha investigat pel fet
que és un agent reductor moderadament fort, a més que no és toxic i ambientalment

compatible. Me™

Observant la Figura 4, les nVIZ es Me"*

Reduction

caracteritzen er tenir un nucli
P Me™™*(n>m)

principalment de ferro zero que

proporciona el seu gran poder reductor i RCI
;. . . ®
una superficie que consisteix en
Reduction «+— FeOOH

oxids/hidroxids de ferro formats a partir
de la rapida oxidacié que pateix el ferro.

RH
La coberta proporciona llocs per a la

formacié de com pIexos quimics (11). Figura 4. Model nucli-coberta nZVI per exemple de quimiosorcid.

Escola Politécnica Superior
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La nanoestructura de les nanoparticules de ferro és una dels més importants i Gtils en
diversos tipus de camps de la ciéncia i tecnologia a causa de propietats Uniques com la
biocompatibilitat i alta relacié superficie/volum. Aquesta relacié dels nanomaterials fa que
una gran part dels atoms resideixin en la superficie en comparacié amb els dels materials a
granel. La preséncia d'un gran percentatge d'atoms exposats, en gran manera, augmenta
I'activitat superficial (12).

En els Ultims anys, la biosintesi de nanoparticules metal-liques s'ha estudiat com una
alternativa de sintesi enfront dels processos convencionals. Aquesta alternativa no només
constitueix un métode sostenible i respectuds amb el medi ambient sind que també és més
econdmic respecte als processos quimics i fisics esmentats anteriorment (13). Metode
facilment aplicable per a la sintesi a gran escala no és necessari usar alta pressio, energia,
temperatura i toxics (14).

El desenvolupament d'aquests metodes respectuosos amb I'ecosistema per a la sintesi
de nanoparticules s'ha convertit en una important branca de la nanotecnologia: “sintesi

verda”.

2.3. SINTESI VERDA

L'interes en les nanoparticules de ferro de valéncia zero ha augmentat
significativament des del descobriment d’un desenvolupament de metode de produccié verda
en el qual s'utilitzen extractes de productes naturals o residus (4).

Hi ha molts informes sobre la sintesi verda de nanoparticules de metall com les d’Ag,
Au i Pt utilitzant extractes de plantes. No obstant aixo, informes de la sintesi verda de nZVI no
n’hi ha molts de publicats, ja que és un objectiu desafiador, dificil d’aconseguir a causa del
baix potencial de reduccié estandard dels ions Fe (lI/111) i la rapida oxidacié del ferro.

La sintesi verda es basa en la reduccié de metalls mitjancant espécies naturals amb
poder antioxidant. Durant |'Ultima década s'ha demostrat que molts sistemes biologics poden
reemplacar els agents quimics reductors incloent: plantes, algues, diatomees, bacteris, llevats,

fongs, virus i cel-lules humanes.
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Els microorganismes son capagos de transformar els ions inorganics metal-lics en
nanoparticules de metall per mitja de les capacitats reductores dels metabolits i de les

proteines d'aquests mateixos, comportament que s’observa a la Figura 5.
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de plata ®®
Q 0 ©
Pela ’ < )
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LIavor extracte vegetal
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Figura 5. Procés de sintesi verda de nanoparticules de plata (8).

La sintesi de nanoparticules és un tipus d'enfocament ascendent (bottom-up) on la
reaccié principal que es produeix és la reduccid/oxidacié. Amb les propietats antioxidants o
reductores dels extractes de plantes, generalment sén responsables de la reduccié dels
compostos metal-lics i la formacid en les seves respectives nanoparticules.

Han estat desenvolupades diferents estratégies amb plantes per a la sintesi de
nanoparticules, algunes usen sals de metalls (exemple: nitrat de plata) o oxids metal-lics
(exemple: oxid de titani) durant el creixement de les plantes on finalment les nanoparticules
son extretes del material sec de les plantes. Una altra manera per a sintetitzar directament les
nanoparticules és mitjancant I'Us de I'extracte aquds de plantes, els quals contenen un o més
ingredients actius d'una planta especifica (8). Aquesta uUltima estrategia és la utilitzada en

aquest estudi.

En el 1998, Paul Anastas (Director del programa de la quimica verda de US EPA) | John
C. Warner (conegut com un dels fundadors del camp de la quimica verda) van publicar un

conjunt de principis per guiar la practica de la quimica verda (15)

Els dotze principis de la quimica verda sén els de la Figura 6.
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Figura 6. Els 12 principis de la quimica verda.

Aquest treball compleix diversos principis verds com: disseny d’una metodologia de
sintesi per la generacié d’'una substancia segura amb escassa toxicitat humana i ambiental
(principi 31 4) i us de substancies auxiliars innocues amb mateéries de partida renovables i no

extingibles (principi 5i 7).

2.4. AGENTS REDUCTORS — EXTRACTES VEGETALS

El métode mitjancant I'ds de I'extracte aquds de plantes, utilitza un d’ells produit a
partir de matéria vegetal seca (normalment residu), el qual pot actuar tant com d’agent
reductor com de recobriment. En la sintesi, el procés de reduccid d'ions per biomoléecules, tal
com: enzims, proteines, aminoacids, polisacarids i vitamines és respectuds amb el medi
ambient. Aquesta técnica pot ser dividida en dues categories depenent del lloc on es creen les
nanoparticules, ja que molts microorganismes redueixen materials inorganics intra- o extra-
cel-lularment.

Encara que els metodes mitjangant vegetals es consideren segurs, rendibles,
sostenibles i ambientalment benignes, tenen alguns inconvenients en el cultiu dels
microorganismes, com l'elevat temps requerit i la dificultat a tenir un bon control en la

distribucié de la grandaria, la forma i la cristal-linitat de la nanoparticula.
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Malgrat aixo, I'optima seleccié de I'organisme, I'optimitzacié de les condicions tals com
el pH, la temperatura d'incubacid, el temps, la concentracié d'ions metal-lics i la quantitat de
material vegetal, ha arribat a donar esperanca en l|'aplicacié d'aquests enfocaments a gran
escala. També, existeixen les possibilitats de produir microorganismes geneticament
modificats que continguin agents reductors especifics i, per tant, controlen la grandaria i la
forma de les nanoparticules sintetitzades.

Les interaccions entre els metalls i els microorganismes han estat explotats per a
diverses aplicacions biologiques en els camps de la bioremediacid, biomineralizacio,
biolixiviacid, i biocorrosio. La sintesi microbiana de nanoparticules s'ha convertit en un camp
de recerca prometedora (16).

Per a disminuir I'energia que resulta de I'alta relacié superficie-volum de les particules
nanos, tendeixen a formar aglomerats. A més, les nanoparticules de metall sén altament
reactives quimicament i poden ser oxidades facilment en l'aire, la qual cosa, en general, déna
com a resultat una perdua de magnetisme i dispersibilitat. Per tant, des del punt de vista de
les aplicacions, és essencial formular estrategies de proteccié per a estabilitzar les
nanoparticules magnétiques nues contra la degradacié durant o després de la sintesi.

Com a resultat, I'is de plantes per a sintetitzar les nanoparticules podrien ser (tils, ja
que les plantes son recursos biorenovables i possiblement poden oferir solucions sostenibles
per al desplegament a gran escala. Fins ara, s'han proposat poques técniques per a la
preparacié de ZVIN (17).

L'ds d'aquests extractes vegetals proporciona diversos avantatges en comparacié amb
el metode tradicional:

e La matriu polifendlica pot actuar com un agent de cobertura que protegeix les
nanoparticules de ferro de Il'oxidaci®6 prematura i aglomeracid. Les
nanoparticules preparades solen estar recobertes de compostos biologics de
les plantes. Aquest recobriment fa que les particules preparades siguin més
estables i biocompatibles. La sintesi verda ofereix una millor manipulacié,
control sobre el creixement dels cristalls i la seva estabilitzacié.

e Es pot utilitzar com a font de nutrients i microorganismes. Per a una possible
accio de bioremediacid posterior al tractament quimic.

e La valoritzacid de productes naturals que, en alguns casos es consideren
residus o no tenen cap valor afegit.

13
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Probable mecanisme involucrat en la reduccid i estabilitzacié de nZVI pels extractes vegetals

La sintesi de nZVI es pot explicar en termes dels polifenols que hi ha en I'extracte, els
principals sén els tanins hidrolitzables. Aquests tanins quan es troben en condicions alcalines
es converteixen en acid el-lagic, acid gal-lici glucosa, els quals en la seva forma anionica poden
donar electrons (poder reductor) en comparacié amb la seva forma no anionica (forma
habitual) i transformar-se en la seva forma de quinona. Aquesta transformacio dels fenolics a
les seves formes de quinona permet la reduccié d'una sal de ferro a valéncia zero (17).

D'altra banda, la glucosa, I'altre producte hidrolitzat dels tanins, és un reductor ben
conegut, pero la glucosa només pot reduir Fe3* a Fe?*, s’acaba reduint en Fe® per les formes
anioniques dels altres productes hidrolitzats. Els polifenols oxidats funcionen com un bon
agent de cobertura/estabilitzacid en la sintesi i dispersié de nZVI que ajuden la seva estabilitat
sostinguda.

La reduccio i |'estabilitzacid dels productes hidrolitzats dels tanins també estan
sostingudes pel principi de la base d'acid dur (HSAB), el qual descriu com els acids tous
reaccionen més rapidament i formen enllagos més forts amb bases toves, mentre que els
acids durs reaccionen més de pressa i formen enllacos més forts amb bases dures (18).

La formacid de nZVI pot explicar-se basant-nos en el concepte HSAB: quan el lligant dur
(—OH) que existeix en els productes hidrolitzats dels tanins entra en contacte amb el ferro
metal-lic, en resulta en la reduccié dels ions Fe3* i Fe* a Fe®. El grup carbonil (-C=0) en forma
de quinina (IV, V, VI, Figura 7) és un lligant feble que es coordina amb Fe® i ajuda a estabilitzar

a través de la detencio del seu creixement (17).

En la Figura 7 s'ha proporcionat una formula estructural representativa per a un dels

tanins hidrolitzables en I'extracte.
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Figura 7. Mecanisme de reaccio probable. Els grups fenolics en els tanins s'oxiden a quinines amb el

posterior alliberament d'electrons que redueixen els ions de ferro (17).

En aquest treball, s'han utilitzat com a agent reductor i estabilitzant, diferents

extractes vegetals explicats seguidament.

2.4.1. RAPA DE RAIM

La rapa de raim, és un residu vegetal de la industria vitivinicola, el qual es genera en el
procés del desrapat dels raims i representa entre el 2,5i 7,5% del pes del raim (19). La rapa de
raim s’obté en gran quantitat en la produccié de vi a la zona mediterrania. Concretament,
Catalunya produeix una mitjana de 5.000.000 hL de vi a l'any, a partir de 400.000 tones de
raim. En aquest procés s’obtenen més de 10.000 tones de rapa de raim com a subproducte
(20).

Aquest producte de deixalla té un alt grau de fibres (lignina i cel-lulosa) i un alt
percentatge de nitrogen i potassi. També, les tiges contenen quantitats significatives de

compostos polifendlics, especialment acids fenolics (21).
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L's de la rapa de raim com a reactiu per a sintetitzar nanoparticules de ferro zero, és
possible perque s'ha demostrat que els polifenols que conté juguen un paper clau en aquest
procés, ja que son bons agents reductors i estabilitzants.

La rapa de raim utilitzada té origen d’una cooperativa vitivinicola d’Espolla (Alt

Emporda).

Figura 8. Rapa de raim cooperativa vitivinicola Espolla.

2.4.2. CAFE

"El cafe és una col-leccio increiblement potent de compostos biologicament actius", va
dir el Dr. Walter Willett, de I'Escola de Salut Publica de Harvard (22).

El café conté compostos complexos, algun d’ells la cafeina i acid clorogénic. La cafeina
és un alcaloide (CgH;,0,N,.H,0) és dilretic, mentre que I'acid clorogénic és un polifenol i
funciona com un fort antioxidant. Una tassa de 10 g de café en pols Robusta conté
aproximadament 100 mg de cafeina i 200 mg d’acid clorogénic (23).

Un estudi japonés publicat I'any 2007, va concloure que el contingut en polifenols en el
cafe, evita fenomens oxidatius (24). La temperatura de I'aigua és un dels factors que s’ha de
controlar, ja que, s’ha observat que influeix a I'extraccié de I'acid polifendlic en el cafe (25).

El cafe també conté compostos organics com cel-lulosa, acids grassos, lignina, sucres i

tanins que es poden utilitzar com a agents reductors (26).

El cafe utilitzat a I'estudi ha estat el del gra natural EROSKI basic, paquet 500 g, fabricat

per Cafes Baqué S.L.
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Figura 9. Cafe Eroski basic utilitzat a I'estudi.

2.4.3. TE RooOIBOS

Fa temps que es coneix que els derivats d'origen vegetal tenen activitat biologica (27).
Rooibos (Aspalathus linearis) és un arbust lleguminds i té el seu Us comercial com te d'herbes.

El producte no fermentat es manté de color verd, durant la fermentacid, el color
canvia de verd a vermell amb I'oxidacié dels polifenols constituents (28). Segons Habu et al,
1985 (29), sén uns 99 compostos els presents en el te rooibos. Els que interessen en aquest
estudi son els diversos compostos polifenols que hi sén presents, pero la concentracio total de
flavonoides en cadascun dels diferents tipus de te rooibos, pot diferir per més de deu
vegades.

Aquestes diferéncies sén atribuibles a les modificacions quimiques que es produeixen
durant la fermentacié i als métodes de processament. Aquest interés amb els polifenols recau
pel potencial de reduccié i antioxidant que té.

El té rooibos utilitzat en aquest treball va ser comprat a un comer¢ local al carrer

ciutadans de Girona, El té de ciutadans https://eltedelsciutadans.wixsite.com/tedelsciutadans.

Figura 10. Te rooibos de planeta te.
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2.4.4. CITRAT DE SODI | ACID TANNIC

El citrat sodic te la formula Na3;CgHs0- i és la sal sodica
de l'acid citric. El citrat de sodi s'utilitza principalment com
acidulant, aromatitzant i preservatiu en aliments i begudes.
També serveix com a antioxidant i és per aquesta caracteristica
que s’ha utilitzat com agent reductor.

L'acid tannic la seva formulacio és C76Hs2046 i el benefici

és com a l'agent estabilitzant, a més d'evitar I'aglomeracié de les

i

nanoparticules, exerceix un paper important en el control de Figura 11. itrat de Sodi i Acid Tannic [Scharlau].

la grandaria i forma de les nanoparticules.

2.5. CARACTERITZACIO EXTRACTES VEGETALS | NANOPARTICULES
DE FERRO VALENCIA ZERO

Per realitzar la caracteritzacié, es va consultar bibliografia de diversos autors per
obtenir informacié sobre els instruments i métodes que es poden utilitzar per a I'analisi tant

dels extractes com per les nZVI.

2.5.1. EXTRACTES VEGETALS

L'aspecte més important de I'extracte és que, aquest conté compostos organics que
poden reduir el metall de la solucid. Les tecniques utilitzades se centren en la determinacié de
la quantitat de compostos organics presents. Donada la complexitat de la matriu organica dels
extractes, es fa dificil la determinacié dels seus components. A la caracteritzacié dels extractes
es va determinar parametres com: la capacitat antioxidant (quantificacié polifenols), el pH, el

potencial redox, i la DQO.
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2.5.1.1. Contingut total de polifenols

Un antioxidant és una molécula capa¢ de retardar o prevenir |'oxidacié d'altres
molecules. Com a antioxidants, els polifenols poden protegir les cel-lules contra el mal
oxidatiu i per tant limitar el risc de diverses malalties degeneratives associades a I'estrées
oxidatiu.

Un dels metodes més usat per a determinar i quantificar polifenols totals en vegetals
és |'assaig de Folin-Ciocalteu. Es un métode colorimétric, basat en el fet que els compostos
fenolics reaccionen amb aquest reactiu, a pH basic, donant lloc a una coloracié blava
susceptible de ser determinada espectrofotométricament a 760 nm. Aquest reactiu conté una
mescla de wolframat sodic i molibdat sodic que reacciona amb els compostos fenolics
presents en la mostra formant complexos fosfomolibdic-fosfotingstic (format per les dues
sals en el mitja acid), de color groc i a conseqliencia de ser reduit pels grups fenolics déna lloc
a un complex de color blau intens, la intensitat del qual és la que mesurem per a avaluar el

contingut en polifenols. Es quantifica sobre la base d'una recta patré d'acid gal-lic (30).

2.5.1.2. pH

Les alteracions en el pH té un gran efecte sobre el potencial zeta i la mida de les nano.
Alguns autors com Wang et al, 2010 (31), indiquen que per a I'obtencié de les nanoparticules
és necessari realitzar un control de pH per a evitar I'oxidacid del Fe (lll) i la formacié d'algun
hidroxid ferrds durant la reaccid.

A pH baix, la majoria dels lligands estan protonats i hi ha pocs llocs d’enllag disponibles
per als ions Fes*. Mentre que, un augment del pH, la desprotonacié augmenta i proporciona
més llocs d'unié per Fe3* (32).

El pH també influeix en I'aglomeracié de les nanoparticules. A pHs baixos s'obtenen
estructures poligonals (triangulars i hexagonals) i a pHs alts nanofils (33). El temps de reaccié
varia de manera directa, les reaccions més lentes es produeixen a pHs inferiors. Un augment
del pH redueix el temps de reaccid, ja que a pHs elevats abunden les espécies basiques

afavorint la reduccid i modifica la grandaria de les nanoparticules (34).
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2.5.1.3. Potencial redox

Una manera de quantificar si una substancia és un fort agent oxidant o reductor, és
utilitzant el potencial redox., una mesura que es pot fer mitjangant un eléctrode REDOX, que
mesura l'activitat dels electrons, I'energia quimica oxidacié-reduccié convertint-la en energia
eléctrica. Els agents reductors forts tenen un alt potencial de transferencia d'electrons. Esta
relacionat amb el pH. Es analeg al pH, ja que, el mateix mesura I'activitat de protons i el
potencial redox mesura la dels electrons mitjancant un eléctrode, convertint I'energia quimica
oxidacio-reduccioé en energia eléctrica (35). El potencial redox és positiu quan es produeix una
oxidacid i negatiu quan és una reduccid. El resultat déna una mesura en mil-livolts per

comparaciéo amb un eléctrode de referencia.

2.5.1.4. DQO

La demanda quimica d'oxigen, el valor es presenta com a la demanda d’oxigen de la

totalitat d'aquesta matéria organica i s’expressa mg O,/L requerit per a I’oxidacid.

2.5.2. NANOPARTICULES DE FERRO VALENCIA ZERO

Com es poden identificar els nanomaterials?

La descripcid d'un nanomaterial ha d'incloure la grandaria mitjana de les seves
particules, tenint en compte l'agrupacié i la grandaria de les particules individuals i una
descripcié de la distribucié per grandaria de les particules (el rang de les particules presents
en la preparacio, des de la més petita a la major).

Les valoracions detallades poden incloure la seglient informacié:

Propietats fisiques:

- Grandaria, forma, superficie especifica i proporcié entre amplaria i altura.
- Si s'adhereixen unes a altres.

- Distribucié segons la grandaria.

- El'llis o rugositat de la seva superficie.

- Estructura, inclosa I'estructura de cristall i qualsevol defecte de cristall.

- La seva capacitat per a dissoldre's.

- Canvi de color de la solucié.
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Propietats quimiques:
- Estructura molecular.
- Composicid, inclosa la seva puresa i qualsevol additiu o impuresa coneguts.
- Quimica de superficie.
- Atraccié de molecules d'aigua i d'olis o greixos.

Existeixen diverses tecniques per a rastrejar nanoparticules i s'estan desenvolupant

altres noves (36).

Les nanoparticules en aquest treball van ser caracteritzades amb els seglents

procediments.

2.5.2.1. Dispersié dinamica de llum (DLS)

La tecnica fisico-quimica de dispersido dinamica de llum (DLS) és una eina per a la
determinacié de la distribucié de grandaries de particules en suspensié. "Dynamic light
Scattering", es fomenta en la variacid en el temps de les fluctuacions de la intensitat de la llum
dispersada.

La llum laser en aconseguir contactar amb les nombroses particules que hi ha en una
suspensio, es dispersa en totes les direccions possibles. Si se separa una direccid, els feixos de
llum dispersats per diferents particules interfereixen entre si i s'obté una intensitat de
dispersié determinada. El principi de la dispersié dinamica de la llum es basa en el fet que les
particules i molécules estan en constant moviment térmic aleatori, anomenat moviment
Brownia. A conseqiiéncia d’aquest moviment, les posicions relatives de les particules varien
constantment entre si, cosa que també provoca canvis en les condicions d'interferéncia i en la
mateixa intensitat de dispersié. Si les particules es mouen rapidament (particules petites),
també s'accelera la variacié de la intensitat de dispersid. Per contra, les particules lentes
(grans) porten a variacions més lentes. Per norma general, en la dispersié de llum dinamica la

suspensié de la mostra roman en repos (37).
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Small
particles

Large
particles

Figura 12. Tecnica de mesura del DLS. www.malvern.com

Pel treball s’ha utilitzat Zetasizer Nano ZSP, és un analitzador de grandaria de particula
i grandaria molecular de dos angles d'alt acompliment per a la deteccié millorada d'agregats i

el mesurament de mostres petites o diluides i de concentracié molt baixa o alta.

L'equip DLS també incorpora un analitzador de potencial zeta. Es un criteri per
mesurar la magnitud de la repulsié o atraccid electrostatica entre les particules en una
suspensié liquida. Es un dels principals parametres per caracteritzar I'estabilitat de les
nanoparticules en un entorn aquos.

Les particules amb potencials zeta superiors a +30 mV i inferiors a -30 mV es

consideren estables (38).

2.5.2.2. Espectroscopia ultraviolada-visible (UV-vis)

La majoria de les solucions amb nanoparticules metal-liques sén acolorides i és
possible fer un espectre d'absorcié. En aquest cas, el color del ferro zero valent és negre. La
intencié d'aquest experiment és trobar una connexié entre el color i la preséncia d'un tipus de
nanoparticules, perqué normalment el color depén de la preséncia de diferents tipus de
particules.

Aquesta técnica es basa en la quantificacio de la quantitat de llum absorbida i dispersa
por una mostra. La intensitat d'un feix de llum és comparada a diferents longituds d'ona,

abans i després de passar a través de la mostra per a crear un espectre d'extincio (39).
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El rang entre 200-700 nm és usat en la caracteritzacid6 de les nanoparticules
metal-liques.

Com s'indica en diversos articles sobre el tema, la formacié de NZVI es caracteritza pel
canvi en el color de la solucié a negre després de I'addicié de I'extracte vegetal a una solucid
de FeCls. Segons alguns informes disponibles expliquen que la formacié de nZVI es confirma
mitjangant mesuraments d'absorcioé en la longitud d'ona d'aproximadament 230-250 nm (40).

Per a confirmar que la banda océrrer a causa de la formacié de nZVI, es van registrar

els espectres: de I'extracte de fulla, la solucié de FeCls i les nZVI sintetitzades.

monochromator detector

sample .
lamp P amplifier —| readout
cuvette
E2EE CHP
Figura 13. Espectrofotometre UV-Vis (Brian 1996).
2.5.2.3. Microscopi electronic d'escombratge (SEM)

Amb bona il-luminacié i a 30 cm de distancia, I'ull huma pot distingir dos punts
separats 0,1 mm. Amb el microscopi optic es pot magnificar fins a 2000 vegades la grandaria
d'un objecte i resoldre detalls de fins a 0,2 um. Aquest limit esta donat per la naturalesa
ondulatoria de la llum visible, ja que la fisica diu que en cap instrument es poden resoldre
detalls més petits que la longitud d'ona de la radiacié amb la qual s'esta observant. En el cas
de la llum visible, la longitud d'ona més petita que pot detectar I'ull és precisament, de 0,2
um. Per poder sobrepassar el limit de resolucidé d'un microscopi optic sén necessaris
instruments que utilitzin altres radiacions diferents de la llum visible per a formar la imatge
(41).

Per aconseguir una técnica de microscopia electronica, capag de produir imatges d'alta
resolucio de la superficie d'una mostra, se substitueix el feix de llum per un feix d'electrons. La
interaccid entre electrons de la mostra i del feix genera un conjunt de senyals (electrons
secundaris, electrons retro dispersats, electrons Auger, catodoluminescéncia i raigs X) que es

recullen en diversos detectors a partir dels quals és possible construir una imatge topografica.
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Si es té tot I'equip treballant en una atmosfera interna practicament inexistent (alt
buit), es podra prendre imatges de mostres “dificils” de tractar (42).

Feix |nC|dent

Electrons dispersos Electrons secundaris

Raigs-X
Electrons Auger Lium
visible
~+ Electrons "° Aty
. ; =ity _ Forats
.. absorbits 4—-4 MOSt_I"Q._ —> delectrons -
/ l Catodoluminescéncia
Electrons dispersats Electrons dispersats
elasticament Feix directe inelasticament

Figura 14. Interaccid feix d'electrons amb la mostra.

El funcionament de I'aparell consisteix en primer lloc, de I'escalfament d'un filament
de wolframi combinat, a vegades, amb hexaborur de lantani, és el responsable de generar el
feix d'electrons.

El feix és accelerat

mitjancant un camp electric fins Cané d’electrons —|
. L Feix d’electrons
que finalment penetra en Ia
. . Primera lent —]
mostra i s'obtenen les imatges. La e ndenaador
mostra esta situada sobre una
. . Segona lent
cambra de buit equipada amb condonsadoa 1
. Detector de
diversos detectors que permeten — .
9 P Deflector Raigs-X
analitzar diferents tipus o0 sepires Lent
Objectiu
d'electrons emesos, tal com s'ha Detector
’ d’electrons —]
retrodispersats

mostrat en la Figura 14 (43)

Aquest procés té lloc en una Mostra l |

Detector d’electrons
columna del microscopi | Bomba dalt buit | secundaris
mitjangant una diferencia de Figura 15. Esquema d’un equip SEM.

potencial 1 a 30 kV. (44).
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2.5.2.4. Difraccio de raigs X (XRD)

X-ray Diffraction és un equip que ens brinda informacid qualitativa i quantitativa de la
mostra a analitzar. Técnica basada en el fenomen de difraccié d'ones, interferéncia causada
per un objecte de dimensions similars a la longitud d'ona (A) de la radiacié amb que irradia el
material a analitzar. S'utilitza com a radiacio els raigs X, els quals presenten longituds d'ona de
I'ordre dels 10° m, el mateix ordre que presenten els enllacos moleculars i les distancies
atomiques, els mateixos que sén capacos de difractar els raigs X. La desviacié generada per la
difraccio provoca que els raigs X interfereixin entre ells, hi hagi variacions en la intensitat de la
radiacié. S’amplifica quan els desplacaments estan en fase, coincideixen els maxims o els
minims entre si (interferéncia constructiva) o es redueixen/anul-len quan els desplagcaments
no estan en fase, coincideixen els maxims amb els minims (interferéncia destructiva). Per
poder observar la difraccié dels raigs X és necessari que es produeixi un feix intens generat per
una interferéncia constructiva, la diferéncia entre els seus recorreguts ha de ser un nimero
multiple de la longitud d’ona.

A la vegada, aix0 depén de I'angle d’incidencia (©), el qual és format entre el feix
incident i el pla de la xarxa que reflecteix en ell.

Quan l'angle (6) compleix la llei de Bragg (nA = 2.d.senB) es genera interferéncia
constructiva, la qual cosa al seu torn produeix un augment de la intensitat que es correspon
amb un pic en el perfil de difraccid, s'exemplifica en la Figura 16. Aixd es repeteix amb cada
angle que compleixi la llei de Bragg per a un pla cristal:li en particular. Aquests plans es
distingeixen mitjancant una série d'indexs coneguts com a indexs de Miller (hkl),
corresponents als reciprocs de les distancies d'interseccio del pla amb els eixos x, y i z donats
pels costats de la unitat de cel-la. Per tant sén capacos d'indicar la ubicacié i orientacid
espacial dels plans dins de I'estructura cristal-lina. Al seu torn aquests indexs s'associen amb
els pics presents en els perfils de difraccid, per tant aquesta técnica és capag de brindar una
important quantitat d'informacio estructural.

Com s’observa a la Figura 16, (A) s'irradia la mostra amb raigs X, sent I'angle del raig
incident ©, i l'angle difractat 20. (B) s'observen les molécules i els seus respectius plans

determinats pels indexs hkl.
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El raig difractat 2 presenta un recorregut de 2.d.sen® major que el raig difractat 1. Si la
diferéncia de recorreguts és multiple de L, llavors es compleix la llei de Bragg, es genera
interferéncia constructiva entre els raigs difractats donant un senyal de major intensitat. (C)
aquest senyal és registrada pel detector i expressada com un perfil d'intensitat en funcié de
I'angle 26. El patré d'intensitats de I'espectre és una “empremta dactilar” de la mostra i
I'ample de mitja banda marcat com ample de pic, és el que permet calcular la cristal-linitat de

la mostra (45).

Ample de pic
(2) Mitjana d'altura

Intensity

@ Posicié pic
intensitat

Raigs X
difractats

Mostra Portamostres

Figura 16. Difraccié de raigs X.

2.6. METODOLOGIA D’OPTIMITZACIO

El diccionari de la llengua catalana de I'Institut d'Estudis Catalans defineix
I'optimitzacié com: dissenyar o modificar un sistema per tal d’obtenir-ne la maxima eficiencia.
El terme s'utilitza molt a I'ambit de la quimica. Podem estar interessats en la sintesi de
determinada substancia i la produccio d'aquesta dependra de diferents factors o propietats,
com ara: concentracié dels reactius que participen en la sintesi, temperatura, pressié, pH, etc.

No obstant aixd, podem considerar que algunes d'aquestes propietats no han
d'interferir significativament en el resultat final i en conseqiéncia, amb la finalitat d'obtenir
resultats significatius i un rendiment maxim, es selecciona un conjunt restringit de propietats

gue es creeu ser les responsables per la major o menor obtencié del producte desitjat.
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La correlacié de tots aquests factors poden ser expressats a través de metodes
matematics que permeten maximitzar o minimitzar alguna propietat especifica del sistema en
estudi.

La metodologia que s’ha utilitzat a I'estudi és la Superficie de Resposta (RSM) és un
conjunt de tecniques matematiques i estadistiques utilitzades per a modelar i analitzar
problemes en els quals una variable d'interés és influenciada per unes altres. El proposit inicial
d'aquestes tecniques és dissenyar un experiment que proporcioni valors raonables de la
variable resposta i, a continuacid, determinar el model matematic que millor s'ajusta a les
dades obtingudes. L'objectiu final és establir els valors dels factors que optimitzen el valor de
la variable resposta. Aix0 s'aconsegueix en determinar les condicions optimes d'operacio del
sistema.

La diferéncia entre RSM i un disseny experimental corrent consisteix en el fet que
aquest ultim, només té com a objectiu localitzar el tractament “guanyador” entre tots aquells
que s'han provat. En canvi, RSM pretén localitzar les condicions optimes d'operacid del
procés. Aix0 suposa un repte per a l'investigador, requereix una estrategia més completa i
inclou la possibilitat d'efectuar diversos experiments seqiencials i I'Us de técniques
matematiques més avancades.

Aquesta técnica estadistica multivariant va ser originada pel treball de Box i Wilson
(1951) (46). En aquest metode s’utilitzen diferents models matematics: un de caracter lineal
per a cada variable, un altre de funcié de segon ordre per les interaccions entre les diferents
variables i per ultim un quadratic per determinar els punts critics (maxims, minims o una

sella). La funcié el model queda de la seglient forma:

k k k
y=|B |+ Z Bix; | + Z Bux? |+ Z  Bijxix; +e
l i=1 i=1 1<i<j l

Constant l l l Error
Principal influent Curvatura Interaccions
e vy ésvariable resposta e ¢ l'error experimental
e XiiX;son les variables independents e [, el coeficient d’interseccid
e [; coeficient lineal e [ el coeficient quadratic

e pBij el coeficient de les variables creuades

B els coeficients que mesuren la influéncia que les variables tenen sobre la y
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Es determina el valor d’aquests coeficients per esbrinar quines variables sén les que

més influeixen en el sistema (47).
Si hi ha una bona correlacié estadistica de les dades obtingudes, s’obté una funcié
guadratica propia del sistema estudiat amb una distribucié concreta. A continuacié es mostra

les diferents formes més ocurrents i aporten millor informacié de distribucié que poden

succeir.

Figura 17. Punt estacionari minim (esquerre), maxim (centre) i punt de sella (dreta).

A l'apartat 3.4 s’explica el métode RSM realitzat en aquest treball, aixi com s’informa

de quines son les variables influents en la mida de nZVI amb els seus nivells i valors.
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3. MATERIALS, EQUIPS | METODES

El present treball s’"ha fragmentat en dues parts. Inicialment, en la preparacié dels
extractes i sintesis de nZVI. En segon terme, en la caracteritzacié de les propietats d’aquests.
La Figura 18, exhibeix I'itinerari seguit durant I’execucidé del treball, diagrama de Gantt.

La Figura 19, es destaquen les analisis realitzats per la caracteritzacié

P"*p"’i"ac'" Preparacié Estudi
Buscar — [ stanEacial — i — optimitzacio
Bibliografia N . caracteritzacio sintesi verda
de nzZVI de nzZVI

reductors

Figura 19. Ruta de realitzacio del treball.

Caracteritzacio

i

Extractes

Vegetals nZVI
H DQO Potencial Mesura ) — —
- @ de polifenols Mida mposici ili

reduccié
SEM XRD DLS
DLS SEM
Temps Potencial Z

Figura 18. Caracteritzacio realitzada.

3.1. LOCALITZACIO DE LA REALITZACIO DE LA INVESTIGACIO

Referent tant als extractes vegetals com a les nZVI, la part experimental del treball s’ha
dut a terme als laboratoris d’Enginyeria Quimica (Lab. 2.5), d’Instrumentacié (Lab.2.3) i
Metalls i Medi Ambient (D 2.10 ), del departament EQATA, a I'Escola Politécnica Superior
(EPS). També al laboratori de I'aulari comu de la Universitat de Girona.

Les mesures de XRD i SEM les van fer técnics especialitzats en unitat d’analisi quimic i

estructural a Serveis técnics de recerca del Parc Cientific i Tecnologic de la UdG.
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3.2. EXTRACTES REDUCTORS

Es va preparar quatre tipus d’extractes: café, rooibos, rapa (extractes vegetals) i acid
citric amb acid tannic. Seguidament es van caracteritzar per esbrinar quin d’ells conté les

millors propietats com a reactiu reductor.

3.2.1. PREPARACIO DELS EXTRACTES REDUCTORS

L'elaboracié d'extractes es va dur a terme per a cada especie mitjangant un procés
d'extraccié solid-liquid, en les mateixes condicions de temperatura, temps de contacte i

proporcié biomassa-dissolvent.

3.2.1.1. Materials

e Acid citric (180mM) + acid tanic (4,1mM) e Raparaim

e Térooibos e Aigua mili-Q
e Cafe
3.2.1.2. Equips

e Moli de Ganivetes

Per triturar la rapa de raim es va utilitzar el moli de ganivetes de la marca Waring

Comercial.

Figura 20. Moli [Waring] de 230 V, 50 Hz i 200 W.
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e Tamisador

Per seleccionar la mida més petita possible del producte
verge, es van utilitzar tamisos de: 3,15 mm, 1,00 mm, 500 um i
250 um. S’ha tamisat lots de 100 g durant 15 minuts amb un cicle

5” en marxa i 5” apagat i amb una amplitud de 2 mm.

Figura 21. Tamisadora electromagnetica i
digital. Dimensions: 445x335x200 m. Voltatge:

L 230 v-50 Hz / 110 v-60 Hz.
e Balanca analitica

Per la mesura del pes, en funcié de la precisié exigida, es van usar diferents models.

Figura 22. [1]: Balang¢a de pes max. 620 g i min. 0,02 g amb una precisié de + 0,01 g.

[2]: Balanga de pes max. 210 g i min. 10 mg una precisio de + 1 mg.

e Filtre al buit

Tecnica per la separacié del solid-liquid. La
mescla s'introdueix en un embut Bichner amb el
paper de filtre acoblat al fons. L'embut Blchner es

col-loca sobre un matras Kitasato.

' i

Figura 23. Sistema filtracid al buit.
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e Fquip de reflux

Per a I'obtencié d'extractes es va utilitzar el métode de maceracié.
El sistema va comptar amb un equip de reflux per a evitar perdues per
evaporacido amb la manta calefactora per balé de fons arrodonit de la

marca BOECO, model Serie KM-ME.

Figura 24. Equip de reflux.

3.2.1.3. Meétode d’obtencio dels extractes reductors

Primerament es va preparar la matéria primera vegetal per treure el millor rendiment i
poder extreure el maxim el poder antioxidant d’elles. A mida més petita hi ha major extraccid

de polifenols en els solids vegetals.

La preparacio de la rapa de raim que s’ha dut a terme és la seglient:
En primer lloc es va assecar la rapa de raim en contacte amb I'aire. Llavors es va eliminar les
impureses i triturar amb un moli de ganivetes, eliminant les parts més llenyoses.
Posteriorment, es van separar les particules obtingudes en funcié de la seva granulometria

utilitzant tamisos de diferents mides.

Figura 25. Rapa preparada per procedir a I'extraccio.
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Per la preparacio del cafe, unicament es va triturar amb |'aparell de la Figura 26.[2]

Figura 26. [1]: Café gra natural i café triturat.

[2]: Moli de café marca Rancilio

El condicionament del te rooibos va consistir amb moldre’l en un moli de ganivetes

(Figura 20), seguidament tamisar-lo per aconseguir la minima magnitud de particula.

Figura 27. Te rooibos preparat.

La matéria vegetal preparada es va guardar en el dessecador per evitar la seva oxidacié

i s’anava agafant quan es necessitava.

Cada extracte va estar elaborat amb material solid, el qual es mescla amb aigua mili-Q
a temperatura d'ebullicié. La relacié solid/aigua és important per tenir la concentracié
extracte de compostos organics en I'extracte, com els polifenols. Per decidir I'extracte que
s’ha utilitzat per a la sintesi de nZVI, la relacié solid/aigua utilitzada ha estat 6 g solid/100 ml
aigua, proporcido més usada en els informes consultats. Més endavant s’explica I'optimitzacié
realitzada, per esbrinar en quina proporcié obteniem els polifenols doptims, ja que és un factor

addicional que pot influir en la mida de particula de les nanoparticules.
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En un metras aforat, es van pesar els grams del vegetal verge que es volia preparar i
seguidament va ser mesclat amb l'aigua. Tot seguit mitjancant el metode de maceracié, la
mostra, per no haver-hi perdues per evaporacio, bullia a I'equip de reflux mostrat a la Figura
24 durant uns seixanta minuts, aproximadament a 100°C. Es deixava refredar i tot seguit
passava per dos tipus diferents de filtre. En el primer filtrat es va passar I'extracte per paper
filtre estandard, per a eliminar les particules grans. El segon, consistia en passar la solucié per
I’equip de filtracid al buit amb un paper de filtre de microfibra, Figura 23, d'aguesta manera
asseguravem que la reaccié es realitzava amb les particules més petites de I'extracte

Finalment, s'enrasava a 100 ml per a obtenir el mateix volum en tots els extractes i es
mantenia en el frigorific a 4°C aproximadament per a posteriors analisis de caracteritzacio i
sintesi de nzVI.

Una vegada escollit I'extracte utilitzat per la sintesi es va realitzar una extraccié de gran
volum. Es va separar en aliquotes que van ser congelades per evitar el deteriorament de la

materia organica i I'aparicié de fongs. Es descongelaven en funcié de la demanda del projecte.

3.2.2. CARACTERITZACIO DELS EXTRACTES REDUCTORS

Els extractes es van obtenir posant la matéria verge vegetal en contacte amb |'aigua a
una temperatura durant un cert temps de contacte. L'extracte conté compostos organics que
redueixen el metall i ajuden a sintetitzar nanoparticules metal-liques. Es determina
parametres com: la capacitat antioxidant (quantificacié polifenols), el pH, el potencial redox i

la DQO.

3.2.2.1. Materials

Tots els productes quimics utilitzats van ser de qualitat i es van utilitzar sense

purificacié addicional.
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- Quantificacio polifenols
e Folin-Ciocalteu

e Mili-Q

e Acid gal-lic

e Carbonat de sodi
- Potencial Redox

e Soluciéo ORP 270 mV i 470 mV
- DQO

e Vials DQO

Figura 28. Solucions ORP [Hannalnst], Folin-Ciocalteau [Scharlau] i Acid Gal-lic [Acros].

3.2.2.2. Equips
- Quantificacio polifenols

e  Espectrofotometre UV-Vis.

L'UV-mini-1240 combina I'excel-lencia en electronica amb I'Gltima tecnologia de
produccid de xarxes de difraccié holografiques per bombardeig ionic i un sistema optic de feix
dividit amb monitoratge de les fonts de llum. Mode fotométric per a mesurar absorbancia o
transmitancia a longitud d'ona fixa. També permet analisi quantitatiu simple usant el metode

del factor K. L'UV Mini permet adquirir espectres entre 200i 1100 nm.

Figura 29. Espectrofotometre UV-mini-1240 [Shimadzu].

35



Sintesi verda de nanoparticules de ferro zero amb extractes vegetals: optimitzacio i caracter

- PpH
e pHmetre

El GLP 21 és un mesurador pH de

laboratori més complet amb resolucié entre 0,1,

0,010,001 pH.

- Potencial Redox

e Potenciometre PH50 + DHS

Es un instrument per a mesurar pH i mV,
resolucié de 1/0,1 mV. Mesura per estabilitat, quan el
senyal de |'electrode roman invariable durant un cert

temps aquesta es fixa en la pantalla, mesura estable.

- DQo
e Termoreactor
Termoreactor flexible per al condicionament de
mostres per a la determinacié fotometrica de DQO.
Disgregacié amb possibilitat de tres rangs de temperatura
i tres temps de reaccid preprogramats, per una |I'oxidacid

completa de dues hores a 150 °C de les mostres i el blanc.

Figura

o,
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Figura 30. pH-Meter GLP 21 [Crison].

Figura 31. pHmetre PH50+ DHS, [Crison]

32. Termoreactor Lovibond RD125. www.lovibond.com
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e  Espectrofotometre

El SpectroDirect és un modern fotometre espectral monofeix especialment per I'analisi
d'aigua. Compta amb una serie de metodes preprogramats basats en l'acreditada gamma de

proves de cubetes, tauletes de reactiu, reactius liquids i reactius en pols.

Figura 33. Espectrofotometre Lovibond SpectroDirect. www.docplayer.es

3.2.2.3. Procediment de caracteritzacio dels extractes

- Contingut total de polifenols

Els fenols totals es determinen mitjancant el métode espectrofotometric de Folin-
Ciocalteu, utilitzant I'acid gal-lic com a material de referéncia.

Es va preparar una solucié d'acid gal-lic de 1000 mg/L, i es van fer patrons de 200, 400,
600, 800, 1000 mg/L per la preparacio de la corba de calibratge. Seguidament es va preparar
una dissolucidé de carbonat de sodi al 10%. La solucio final es va realitzar amb la mescla de
1800 pL de Na,COs 10%, 200 pL d’extracte o mostra patrd, 7800 plL aigua mili-Q i 1200 plL de
reactiu Folin-Ciocalteu i s’ha deixat reposar unes 2 hores. Passat el temps, amb
I'espectrofotometre (Figura 29) es va analitzar I'absorbancia a 760 nm, amb cubeta de quars,
dels patrons i el blanc per fer la recta de calibratge mitjancant la recta de regressio lineal. Per
acabar es va mesurar l'absorbancia de la mostra per obtenir el contingut de polifenols

expressats com acid gal-lic amb la recta obtinguda.
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- pH
La mesura de pH es va realitzar sobre I'extracte recentment sintetitzat, una vegada
aconseguida la temperatura ambient i posteriorment al calibratge de I'equip de la Figura 30

amb els reactius patrons que s’observen amb el tap verd i vermell.

- Potencial Redox

La mesura del potencial redox es va realitzar sobre |'extracte recentment sintetitzat,
una vegada aconseguida la temperatura ambient. Per a fer la mesura es van utilitzar un
eléctrode de platii or 270 mV i 470 mV pel calibratge de I’equip, primer reactiu de la Figura 28

connectat al potenciometre de la Figura 31 de pH/mV.

- DQO

Per a realitzar la determinacié de la DQO es va emprar amb tubs de test de DQQO, els
quals contenen el reactiu de determinacié de DQO ja preparat.

El contingut de cada tub és una mescla d'acid sulfuric, dicromat potassic i sulfat de
mercuri donada en unes proporcions adequades per a |'addicié directa de 2ml de mostra de
concentracié estimada en el rang de 100-1500 mg/L DQO.

Els tubs de mostra i un blanc es van escalfar a 150 °C durant 2h en un digestor RD 125
Lovibond Figura 32 per a una oxidacido completa, després de la qual cosa es deixen temperar

abans de realitzar les mesures d'absorbancia a 600 nm.

3.3. NANOPARTICULES DE FERRO VALENCIA ZERO

En el present treball s'ha realitzat la sintesi de manera sintética, amb el reactiu mix de
citat de sodi i acid tannic, com a experiment per poder comparar el tipus de sintesi amb
I'opcid via verda, que és la que ens interessa. S’han sintetitzat les nanoparticules mitjancant

els extractes vegetals i FeCl36H,0 i tot seguit la seva caracteritzacio.
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La sintesi de les nanoparticules, es divideix en tres etapes: la
nucleacid, el creixement i I'estabilitzacié (48).

Diversos parametres, com el temps de reaccié, la
concentracio de precursor de metall, la quantitat d'extracte de fulla,
la temperatura de reaccid i pH son parametres clau per a la sintesi
de nanoparticules en un enfocament ecologic. La importancia
d'aquests parametres varia en diferents extractes de plantes.
Mentre s'usa un extracte de planta particular, s'han de fer diverses
recerques per avaluar els efectes de cada parametre en els trets
caracteristics de les particules obtingudes. Finalment, un estudi
d'optimitzacié determinaria |'estat optim de cada parametre per a

determinar el millor resultat de nZVI més petites.
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Metal ions

OH

Plant reducing
agents

Reduced metal
atoms

Organic “coat”
stabilizing
the particle

/

Figura 34. Etapes de la

sintesi de nanoparticules

3.3.1. PREPARACIO DE LES NANOPARTICULES DE FERRO DE VALENCIA ZERO

Es van sintetitzar les nZVI amb els diferents reactius reductors. A causa de la

inestabilitat del ferro, les nZVI es van preparar en dos medis, en presencia o no d’oxigen (gas

nitrogen) per evitar I'oxidacid.

3.3.1.1. Materials
- nzvl
e Extracte de rapa e FeCl3 6H,0-0,1M
e Extracte de café e Nitrogen gas
e Extracte de rapa e Extracte de citrat de sodi i acid tannic

- Muntatge de cables amb quatre capil-lars

Per aconseguir que la reaccidé succeis en un
medi inert, es va fer un muntatge de cables amb
guatre capil-lars per connectar la boca de sortida del
gas nitrogen amb els quatre tubs d’assaig on succeia

la sintesi de nZVI.

Figura 35. Muntatge de cables amb quarte capil-lars.
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3.3.1.2. Equips

Per la filtracid de la sintesi de nZVI, es va usar I'equip de filtre al buit de la Figura 23.

e Centrifuga

Equip separador del solid/liquid en acabar la reaccid. També va servir per alliberar les
nanoparticules de l'agrupament entre elles i neteja del precipitat format per facilitar la
posterior analisi XRD d’ell. Centrifuga de 8 tubs conics de 50 ml, velocitat max. 15000 Rpm i

voltatge 115-127 V.

Figura 36. Centrifuga model Universal 320 [Hettich].

e FEstufa

Estri que va evaporar l'aigua del precipitat centrifugat. Estufa Seérie Premier,
d’assecatge i esterilitzacié a conveccid natural amb temperatures regulables des de 40°C fins a

250°C.

Figura 37. Estufa model Conterm [Selecta].
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e Agitador magneéetic amb calefactor

L'utensili que pot agitar i escalfar solucions al mateix temps. Regulacié electronica de

la velocitat 60 a 1600 Rpm i temperatura maxima de 350°C.

Figura 38. Agitador/calefactor model Agimatic-n [Selecta].

e  Bany termostatic

La seva funcid es basa a transferir calor indirectament, per conveccio térmica i escalfar
la substancia que no pot ser exposada a fonts directes de calor. La qual és submergida en un
recipient major, en aquest cas el bany, amb aigua que es porta fins a la temperatura desitjada.
Meétode amb el qual es pot tenir una temperatura constant de reaccié. L'equip té una cubeta

de capacitat de 20 L i amb temperatura maxima de 150°C.

Figura 39. Bany termostatic model Digiterm [Selectal].
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3.3.1.3. Procediment de sintesis de nanoparticules ZVI

S’han sintetitzat les nZVI utilitzant quatre procediments amb un temps de reaccié de
quinze minuts. La temperatura i la ratio s’han escollit en referéncia a les utilitzades en
diferents articles consultats. Referéncies d’articles que usen: ratio 2/3 (49,50) i ratio 1/2
(51,52).

La Taula 1 mostra les condicions per cada procediment.

Taula 1. Procediments per la sintesi de nZVI.

Procediment FeCls /R::;cti?u redox. Temperatura (°C)
1 2/3 100
2 2/3 70
3 1/2 100
4 1/2 70

A conseqliéncia de disposar d’un bany amb control de temperatura es van realitzar els
experiments en funcié la temperatura de reaccido i del muntatge de cables amb quatre
capil-lars. Es van realitzar els procediments en quatre preparacions de quatre tubs d’assaig
cada preparacid. Dues preparacions a 100°C cadascuna d’elles amb dos dels diferents
extractes vegetals i la quantitat d’ells a afegir. Els dos procediments restants es van fer amb el
mateix procés, perd a 70°C. Per fer-ho més entenedor, la Figura 40 mostra un esquema de la

realitzacid per la sintesi de les nZVI.

’ Primera preparacio 100 °C Segona preparacio 100 °C ‘

Rooibos — 2/3 Café —2/3 Citrat — 2/3

Citrat — 1!3

Citrat — 2/3

PROCEDIMENT 1 @a—zn

Rooibos — 1/2 Café —1/2

PROCEDIMENT 3 Gpa—m

Rapa — 2/3 Rooibos — 2/3 Café — 23

PROCEDIMENT 4 Rapa — 1/2 Rooibos — 1/2 Café — 112 Citrat — 112

OO[O0O
OO[OO
OO00
O0O|00

\ Tercera preparacio 70 °C Quarta preparacio 70 °C ‘

Figura 40. Esquema de la realitzacio per la sintesi de nZVI.
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En totes aquestes sintesis es va realitzar la mateixa metodologia variant els parametres
diferencials de cadascun d’ells. Tot seguit s’explica la metodologia.

Primerament es va introduir en el bany els quatre tubs d’assaigs nets i marcats, els
quals, se’ls hi va afegir la quantitat d’extracte vegetal que representa a cada procediment. En
observar amb la sonda PT100 que I'extracte i el bany aconseguien la temperatura desitjada de
reaccio es procedia a tapar els tubs amb paper parafilm, realitzant un forat per introduir el
capil-lar d’entrada del gas nitrogen per mantenir un bombolleig constant. Passats cinc minuts,
per assegurar I’homogeneitat de la temperatura i una atmosfera inerta completa es va tancar
la bombona del gas. Tot seguit a cada mostra se li va afegir FeCl; amb la seva proporcid, se la
va tapar bé amb un tap i es va deixar reaccionar durant quinze minuts. La velocitat d'addicio
de la solucié de clorur férric a I'agent reductor a ha de ser constant per a assegurar una
adequada distribucid de les nZVI i evitar aglomeracions. Una rapida addicié de l'agent
reductor causa la formacié de nanoparticules grans, mentre que una addiccié lenta provoca
I'oxidacié d'aquestes (53). En aquest treball de recerca es va addicionar aproximadament a
una gota per segon l'agent reduit. En acabar els temps de reaccid, finalment per una rapida
refrigeracio, es van introduir els tubs en un recipient amb gel. Es va fer servir un muntatge
semblant al mostrat a la Figura 48

Immediatament després dels quinze minuts de repods de la reaccid, es va procedir a
separar les fases de la solucié amb I'ajuda de la centrifuga. Es va dividir el producte en volums
iguals, ja que I'equip és sensible a la diferéncia de pes i es pot desnivellar el rotor, per la
posterior centrifugacié a 5000 rpm durant 10 minuts.

Acabada la centrifugacid, es van obtenir 2 fases: un sobrenedant liquid i un precipitat
solid. Es procedir a separar el sobrenedant i el precipitat, pipetejant i filtrant el primer deixant
suficient liquid com per a cobrir el precipitat. El qual, netejat amb aigua mili-Q va ser tornat a
ser centrifugat pel fet d’eliminar les impureses de matéria organica existents en ell. Finalment,
el cristall solid va ser obtingut evaporant I'aigua mili-Q a I’estufa a uns 70°C durant tot un dia.

La solucié liquida obtinguda es va conservar a la nevera i el solid al dessecador, per ser

analitzats amb els seus metodes respectius de caracteritzacio.
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3.3.2. CARACTERITZACIO DE LES NANOPARTICULES SINTETITZADES

Per a la caracteritzacié de les nanoparticules es van realitzar analisis que requerien que

la mostra es trobés en estat liquid i en estat solid.

Els procediments que requereixen la mostra en estat liquid sén:
e UV-VIS e DLS e SEM

Els procediments que requereixen la mostra en estat solid sén:

e XRD

La seglient taula informa dels parametres avaluats i en I'estat que havien d’estar les

mostres de nZVI en les diferents tipus d’analisis de caracteritzacié realitzades

Taula 2. Métodes usats per la caracteritzacio de nVZI.

Tipus de . Estat
. . Funcio
Caracteritzacio mostra
UV-VIS Concgntrauo, for'r‘na, mida Liquid
i homogeneitat

DLS Diametre mig i estabilitat Liquid

SEM Textura i mida Liquid

XRD Estat d’oxidacio Solid

3.3.2.1. Materials
e Aigua mili-Q
e Sobrenadant
e Precipitat

3.3.2.2. Equips

La concentracié, forma, mida i homogeneitat s’han caracteritzat amb el mateix

I’espectrofotometre, Figura 29, utilitzat per la caracteritzacio dels extractes .
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e Dynamic Light Scattering (DLS)

La caracteritzaci6 de la mida de la
particula obtinguda i la seva estabilitat s’han
realitzat amb I'aparell de DLS. Equip amb un
rang de mesurament 0,3 nm a 5,0 micres

(diametre).

e  Bany ultrasons

o
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Figura 41. Equip DLS model zetasizer nano zs90 [Malvern].

Consisteix a introduir ones d'ultraso en I'aigua, a través d'una série de transductors. Es

util per dispersar la mostra i aixi activar les nanoparticules.

Figura 42. Equip d'ultrasons [Selecta].

e Microscopi electronic d’escombrat (SEM)

L'equip de la Figura 43, Scanning
electron microscopy (SEM) proporciona
unes imatges de Ila mostra d’alta
resolucid i elevada profunditat de camp
per observar la textura, la forma i
mesurar la mida del diametre de

particula de la mostra en estat liquid

-i vy

A

4
-

lliurada als serveis técnics de recerca. Figura 43. Microscopi Electronic de Rastreig ZEISS DSM 960A.
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e Unitat de difraccié de raigs X (XRD)

La Tecnica de Raigs-X de Monocristall
s'utilitza per a la determinacié estructural a partir
d'un cristall. Es va entregar mostres solides del
precipitat format en la sintesi de nZVI a serveis

tecnics de recerca, on utilitzen I'equip de la Figura

44 per la mesura d’estat d’oxidacié del cristall.

Figura 44. Difractometre de Raigs X de Monocristall, model

D8 QUEST ECO[Bruker].

3.3.2.3. Procediment de caracteritzacio de les nanoparticules ZVI

Després de cada sintesi realitzada amb els diferents procediments, es va analitzar el
sobrenedant que contenia les nanoparticules, aixi com els reactius de la sintesi, quan va ser
necessari.

- UV-Vis

Els espectres d'absorcido optica de les solucions, van ser obtinguts en un rang de
longitud d'ona de 700 nm a 200 nm. La linia base va ser obtinguda emprant aigua desionitzada
com a referéncia. Les solucions van ser diluides 1:10 amb aigua desionitzada previ a l'analisi,
perque és important per evitar soroll que I'absorbancia sigui inferior a 2,5, en cas contrari no
es pot veure el pic. En una cel-la de quars, es va inserir la mostra per obtenir I'espectre
d'absorcid.

- DLS

A consequeéencia del color fosc de totes les mostres, es va pipetejar 1 mL i diluir en un
metras aforat de 100 mL. Com també, previament a I'analisi de la mostra, se I’hi va aplicar un
bany ultrasons durant 15 minuts.

Per aquest procediment es va necessitar introduir en una cubeta de poliestiré 1 mL
aproximadament de la mostra diluida, filtrada amb filtre d’aire de 0.20 um i finalment

comengar la mesura.
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3.4. METODOLOGIA D’OPTIMITZACIO

L’estudi d’optimitzacié s’ha portat a terme mitjancant la metodologia de superficie de
resposta, tal com s’ha explicat en I'apartat 2.6, per adaptar I'actuacié del sistema a una funcio
guadratica i poder representar el seu comportament.

Com ja és conegut, hi ha variables que poden influenciar amb més o menys mesura a la
mida de diametre de la particula. Conforme els resultats obtinguts en les proves prévies,
I’eleccié de I'extracte i les condicions més optimes, s’ha dissenyat un model experimental amb
dos tipus de condicions: fixes (extracte reductor el te rooibos, temperatura 100°C i ratio de
3/2) i unes de variables com: la concentracid del ferro (X1), la concentracié de I'extracte (Xz) i
el pH de I'extracte reductor (X3)

A partir de donar valor a les variables independents

*

s’ha realitzat un disseny factorial d’experiments, i

+ h——k
anomenat disseny compost central (CCD). Conté uns punts -:k
centrals (rodones) que s'incrementa amb un grup de punts I

-1 1
extrems (estrelles) que definiran el rang i permetran
"ol

I'estimacio de la curvatura. Els valors combinats 1

anomenats a (distancia des del centre de l'espai de

disseny a un punt estrella), definiran diferents nivells ;.4 45 pisseny compost central per a
experimentals. En la Figura 45 es representa amb una vista dos factors.

en planta.

Un disseny compost central sempre conté el doble de punts estrella que els factors del
disseny. Els punts estrella representen nous valors extrems (maxim i minim) per a cada factor
en el disseny.

La Taula 3 resumeix les propietats de les tres varietats de dissenys composts centrals i

la Figura 46 il-lustra les relacions entre elles.
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Taula 3. Descripcio de les propietats de les tres varietats de dissenys composts centrals.

Tipus de
Terminologia Descripcio
ccp . £
Els dissenys del CCC sén la forma original del CCD.
. . Disseny on els punts estrella tenen una distancia a del centre en
Circumscrit CCC ., . s . .
funciéd de les caracteristiques desitjades per al disseny i el
nombre de factors del disseny.
. Els parametres del factor s’utilitzen com a punts estrella
Inscrit Ccl . g .
provocant un disseny factorial dins dels limits
Centrat en CCF Els punts estrella es troben al centre de cada espai factorial, per
la cara tant a =1. Aquesta varietat necessita tres nivells de cada factor
1
= —
CCC CCF CCI
-
-1

Figura 46. Descripcio de les propietats de les tres varietats de dissenys composts centrals.

El disseny usat ha estat el CCF, ja que, resulta ser el que té els valors més enters per
una bona precisié per preparar la concentracié tant de la solucié de ferro com de I'extracte
reductor. Aquest disseny manté el nimero de tres nivells per factor (-1, 0, +1).

A la seglient taula s’expressen per a cada nivells experimentals els valors centrals i els

valors extrems dels rangs per a cada variable.

Taula 4. Valors de cada nivell de les variables independents del sistema.

Variables independents Nivells
-1 0 1
X1 Concentracio del ferro (M) 0,05(0,1/0,15
X2 Grams de rooibos per cada100mL| 6 |12 | 18
X3 pH de I'extracte vegetal 4 |7 10

A l'apartat 4.3.1 es veura 'estudi fet per definir els valors de cada nivell.
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Un cop conegudes les variables i els seus nivells amb els seus respectius valors es
realitza un disseny on els factors d'interes varien sistematicament del seu valor més baix al
més alt i s'executen totes les combinacions de factors possibles en el mateix conjunt
d'experiments. Finalment, resulta una bateria de vint experiments on sis d’ells sén repeticions

del valor central.

Més especific queda definit a la seglient Taula 5 i la Figura 47.

Taula 5. Condicions i repeticions de cada experiment del dis

Experiment Repeticions X1 Xz | X3 Experiment Repeticions | X1 | X2 | X3
1 1 -1(-1-1 8 1 1|11

2 1 1(-1/(-1 9 1 -1 0

3 1 -111 (-1 10 1 1 0

4 1 1|11 11 1 0(-1|0

5 1 -11-1)1 12 1 0/ 1|0

6 1 1/-1)1 13 1 0(0|-1

7 1 1111 14 1 0 0|1

15 6 0 0|0

X3

(0.05,18,10) (0.15,18,10)

(0.1,18,7)

(0.05,6,10) (0.15,6,10)

—e o— X,
(0.05,12,7) (0.05,18,4) 0.1,12.7) (0.15,12,7)

(0.15,18,4)

(0.05,6,4) (0.15,6,4)

(0.1,6,7) (0.1,12,4) +

Figura 47. Diagrama CCF per I'optimitzacio de la sintesi de nZVI.
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Les sintesis es van realitzar totes amb les condicions d’una ratio de 2/3 (FeCls/extracte)
amb temperatura de 100°C, la qual va ser controlada usant un bany amb control de
temperatura amb boles de poliestire expandit per evitar el vapor d’aigua, equip que forma
part de la instal-lacié de la Figura 48 que constava d’un muntatge de cables per aconseguir un
medi inert amb un bombolleig de nitrogen per evitar I'oxidacié i un cubell amb gel per

refredar els experiments després de quinze minuts de reaccid.

Figura 48. Muntatge per les sintesis de nZVI.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

En aquesta seccid, es mostren i es discuteixen els resultats obtinguts en el treball.
Inicialment, s’assenyala la preavaluacid realitzada per I'eleccié del reactiu reductor amb la
caracteritzacio extensa dels tres extractes vegetals. Addicionalment, també s’hi han inclos
resultats del reactiu no vegetal per poder justificar amb major fermesa les propietats
requerides de |'extracte vegetal reductor final a produir.

Determinades i conegudes les caracteristiques que defineixen un bon reductor
d’extracte vegetal, s’ha avancat per la produccid i avaluacié de la sintesi de nZVI usant els
extractes preparats. En aquest apartat, s’ha fet un estudi previ anant caracteritzant com
influeix diferents condicions (medi, ratio i temperatura) a la mida de les nanoparticules, amb
la finalitat de coneéixer i determinar quines sén les millors situacions per assolir I'objectiu del
treball.

Finalment amb les millors condicions, s’ha dut a terme una analisi d’optimitzacié per
tal de coneixer el valor optim de diferents variables que influeixen en el diametre de la

particula i poder aconseguir mides les més petites possibles.

4.1. EXTRACTES VEGETALS

4.1.1. PREPARACIO EXTRACTES

Seguidament, es presenten a la Figura 49 mostres dels extractes obtinguts, filtrats i

preparats per a la sintesi de nVZI. Com es pot comprovar, tenen diferent color.

Figura 49. . Extractes: Rapa, Café, Rooibos i Acid tannic+Citrat de Sodi, d'esquerre a dreta.
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4.1.2. CARACTERITZACIO DELS EXTRACTES

- Contingut de polifenols totals

Els compostos fenolics com els acids fenolics, els flavonoides i els tanins estan
ampliament distribuits en les plantes i han estat objecte de gran atencid a causa de les seves
activitats antioxidants.

Com s’ha explicat anteriorment a 'apartat
3.2.2.3 la mesura dels polifenols en els exactes es
va mesurar mitjangant el metode Folin-Ciocalteau.
Mitjangant aquest assaig, no exclusivament es
mesuren composts polifendlics, sind qualsevol

compost organic que presenti anells aromatics

hidroxilats i altres compostos antioxidants com a

sucres reductors i proteines. Figura 50. Patrons d'acid Gal-lic.

A la seglient Taula 6, es presenta I'absorbancia que els patrons de la Figura 50 van
presentar a I’equip Uv-Vis. El Grafic 1 mostra la recta de calibratge obtinguda amb els valors

d’absorbancia i amb la qual, s’ha pogut calcular el contingut polifendlic total en els extractes

vegetals.
Taula 6. Absorbancia dels patrons d'acid gal-lic. 2.5
iy 2
Concentracio Abs. ©
(mg/L) g .
(0
0 0,004 L2
2 1
200 0,396 e
< y = 0.0022x - 0.0283
400 0,836 0.5 R?=0.9978
600 1,290 0
800 1674 0 200 400 600 800 1000 1200
1000 5 188 Concentracié [mg/L]

Grafic 1. Recta de calibratge contingut polifendlic total.
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A la Taula 7 es presenten els resultats en tres répliques dels polifenols totals que hi ha
en cada un dels extractes vegetals preparats. En el Grafic 2 es visualitza la mitjana i la
desviacié dels tres valors de polifenols a cadascun dels extractes vegetals per observar la

posicio en queé es troben i la diferéncia entre elles i poder fer una avaluacié més visible.

Taula 7. Abs. de les mostres diluides 5 vegades i el resultat de polifenols totals.

Polifenols
Mostra Abs. totals
[mg/L]
0,566 1350,681 3000
Rapa 0,489 | 1175,681 2800 .
0,557 | 1330,2273 — 2000 B Rapa
5 2400
1,184 | 2755,227 £ 2200 _——
Café 1,139 2652,954 g 2000
[ .
1,217 | 2830,227 O 1800 1 Rooibos
1,149 | 2675,681 g 16w g Citratde Sodi+
1400 . Acid tannic
Rooibos | 0,992 | 2318,863 1200 X
0,853 | 2002,954 1000
Citrat de sodi 0’587 1398'409 Grafic 2. Polifenols totals miliequivalent a acid gal-lic dels extractes.
+ 0,591 1407,500

Acid tannic | 5558 | 1264,318

Els resultats de la Taula 7 reflectits en el Grafic 2, ens indiquen que I'extracte amb un
contingut de polifenols més elevat és el cafe, seguit del te rooibos, mentre que la rapai la
combinacid de citrat sodic amb acid tannic presenten un valor molt semblant entre ells, pero
guasi la meitat que el contingut present en els altres extractes.

En el Grafic 2, on es presenta la mitjana de contingut amb polifenols amb la desviacié
estandard es pot observar que I'extracte de rooibos mostra una variacié important en el seu
contingut en polifenols, probablement causat per la baixa uniformitat de la forma i

composicio de les fulles i parts en que es troben en el vegetal.

53



- pH

A la Taula 8 es presenten els resultats de pH de tres répliques dels

Sintesi verda de nanoparticules de ferro zero amb extractes vegetals: optimitzacid i caracteritzacio

on en el Grafic 3 es visualitza la mitjana i la desviacid.

Taula 8. Resultat de pH dels extractes.

Mostra pH
4,38
Rapa 4,21
4,32
5,53
Café 5,69 T
Q
5,75
5,2
Rooibos 5
4,93
Citrat de sodi 6,24
+ 6,33
Acid tannic 6,2

6.5

5.5

4.5

o

Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior
hanand

MEMORIA

extractes vegetals

M Rapa
B cafe

M Rooibos

Citrat de Sodi +
Acid tannic

Grafic 3. Mitjana i desviacio del pH dels extractes.

S’observa que els extractes es troben entre un rang de pH de 4,2 a 6,3. Els tres

extractes vegetals estudiats tenen un pH semblant, sent el cafée el valor més alt. Coneixent que

un medi basic afavoreix la reduccié i I'aparicié de nanoparticules, la solucié amb citrat de sodi

gue s’utilitza com a referéncia, seria la més adequada.

- Potencial de reduccio

El potencial redox, ens permet determinar si el procés de reduccié de ferro sera o no

espontani. A la Taula 9 s’observen tots els potencials de reduccié que pot tenir el ferro (54).

Taula 9. Potencials de reduccio estandard del ferro.

Semireaccid de reduccio

Potencial Redox (mV)

Fe3*+ le” «—» Fe?* +548,7
FeZ*+ 2e -+ Fe0 -662,3
Fe3*+ 3e” +— Fel -259,3
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Seguidament, a la Taula 10 es mostra les tres repliques amb la mitjana del potencial de

reduccio dels extractes reductors preparats.

Taula 10. Resultats de la mesura del potencial de reduccio dels extractes.

Potencial
Mostra Redox
(mv) 310
291,7 290 =
Rapa 282,2 < 270 M Rapa
1S
i 8 250 @ W cafe
205,7 & o
2230 [l Rooibos
Café 189,2 c
£ Citrat de Sodi +
202,5 210 . u Acid tannic
2357 130
Rooibos 257,9 170
244,6 Grafic 4. Mitjana i desviacid del potencial redox (mV) dels extractes.
Citrat de 240,5
sodi + Acid 246,4
tannic 239,8

En vista del valor del potencial de reduccié del Fe3*a Fe® de la Taula 9 i dels potencials
redox dels extractes reflectits en la Taula 10, es pot concloure que les nanoparticules
sintetitzades amb I'extracte de rapa poden tenir segur un procés espontani. L'extracte del te
rooibos també te el potencial de reduccid necessari per passar de Fe3*a Fel. Els altres dos
extractes restants no mencionats, recalcar que tampoc tenen un potencial de reduccié molt

diferent al de la rapa i el rooibos.
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- DQO
La Taula 11, mostra el valor de demanda d’oxigen dels extractes preparats per la

sintesi de nZVI.

Taula 11. Resultats de la mesura de la DQO dels extractes.

Mostra DQO (ppm) Els extractes amb una demanda quimica més elevada,
Rapa 13000 son la rapa i el rooibos. El compost de citrat de sodi amb acid
Cafe 443 tannic i el café presenten aproximadament la meitat de

Rooibos 12990 demanda que els altres dos extractes.

Citrat de sodi
+ 690
Acid tannic

La Taula 12 mostra el recull dels resultats obtinguts en totes les analisis realitzades per

la caracteritzacid dels extractes reductors preparats per la sintesi de nZVI.

Taula 12. Analisis dels extractes amb ratio 6g/100mL.

Mostra Polifenols totals oH Potencial Redox DQO
(mg/L) (mV) (ppm)

Rapa 1285,530 4,30 287,27 13000

Cafe 2746,136 5,66 199,13 443
Rooibos 2332,500 5,04 246,07 12990
Citl\rjitddtz :;’i‘ii | 1356742 | 6,26 242,23 690

Per a realitzar la comparacid dels resultats, es van representar en un mateix grafic
normalitzant els valors de cada parametre per a englobar-los en una mateixa escala entre O i
1.

La Taula 13 engloba els valors, adjudicant 1 a la variable amb el valor més gran o més

petit segons sigui més favorable a la sintesi de nZVI.
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Taula 13. Valors dels parametres normalitzats.

GG pH | Potencial Redox | DQO
totals
Rapa 0,468 |0,686 0,693 1,000
Cafe 1,000 0,904 1,000 0,034
Rooibos 0,849 0,805 0,843 0,999
Acid tannic+ Citrat de sodi| 0,494 |1,000 0,856 0,053

® Polifenols @ pH Potencial Redox @ DQO

1.2
1 o o o
[ J
Y
0.8 ®
v
0.6
P [ J
0.4
0.2
0 e e
Rapa Café Rooibos Citrat de sodi + Acid tannic

Grafic 5. Representacio dels valors normalizats dels polifenols, pH, potencial redox i DQO per tots els extractes.

El café destaca com a extracte amb més contingut de polifenol. Un pH basic afavoreix
la reaccid, els tres extractes vegetals tenen un semblant valor acid, el café té un nivell menys
acid que els altres. La tija de raim té un nivell més acid i pot ser degut al fet que el raim té un
pH baix quan es troba a les branques i és per aixd que la seva tija també pot tenir compostos
acids. Els valors del potencial redox diuen que I'extracte amb més capacitat reductora és el
cafe. Quan es feia la prova DQO, el rooibos proporcionava una DQO més alta, el que indica
gue hi ha una quantitat més gran de material organic present a la mostra.

Basant-nos Unicament en els resultats obtinguts amb la caracteritzacié dels extractes,
com representa el Grafic 5 I'extracte amb els millors parametres per la sintesi de nZVI, és el
rooibos.

Aixi doncs, analitzant les dades, els tres extractes preparats tenen valors favorables als
requisits per a la sintesi de nZVI comparant-los amb |’extracte de referéncia poder utilitzar-los

com a agent reductor per fabricar nanoparticules de ferro zero.
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Seguidament es reflecteixen els resultats que es van assolir amb la caracteritzacié de
les nZVI sintetitzades, per observar el comportament de la reaccié i les seves mides per poder

decidir I'extracte que es va acabar usant per procedir a I'estudi de I'optimitzacid.

4.2. NANOPARTICULES DE FERRO VALENCIA ZERO

4.2.1.SINTESI DE NANOPARTICULES DE FERRO VALENCIA ZERO

Amb I'addicié del precursor de ferro (sal de Fe*) a I'extracte vegetal en una proporcid
de 2:3 i 1:2 (ratio utilitzada a bibliografia), de sobte es va observar canvi en el color groc
brillant del clorur de ferro a la formacié d’una suspensié negra fosca. Aquest canvi instantani
en el color de reaccié i I'aparenca del negre intens de la suspensié és un fenomen comu en la
sintesi de nZVI i considerat com un indicador de la reduccié d'ions de ferro i formacié de nzVI
(55). Recordar que la solucié de nZVI, va ser centrifugada per obtenir les dues fases resultants

de la reaccio, el sobrenadant i el precipitat.

Tot seguit, a la Figura 51 , es mostra la fase liquida del sobrenedant amb I'exemple de
canvi de color usant extracte de rooibos (51.1) i la solucio final usant els diferents extractes

reductors usats (51.2) en el medi d’oxigen.

(2]

Figura 51. [1] Exemple del canvi de color: extracte rooibos, extracte de FeCls i solucio de ferro zero (d’esquerra a dreta).
[2] Sintesis filtrades usant: rapa, café, rooibos i Acid tannic+Citrat de sodi (d'esquerre a dreta).
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Aixi mateix, remarcar que els productes de les reaccions utilitzant els extractes de
cafe, rooibos i citrat de sodi sén més foscos. La solucid amb un color marronds és |'obtinguda
emparant |'extracte de rapa i no és degut al fet que hi hagi menys ions Fe3* reduits, sind
conseqliencia d'una rapida oxidacié d'aquests, ja que el color inicial de la reaccidé és semblant
al dels altres. També comentar que el color negre de la sintesi mitjancant I'extracte de café
pot genera dubtes de que el color final sigui degut a la formacié de nZVI pel propi color del

cafe i que no hi ha un canvi de color tan brusc com amb les altres reaccions.

A la seglient figura, es mostra la fase solida que va precipitar en les reaccions.

Figura 52. Precipitats de la sintesi utilitzant, a I'esquerre els extractes vegetals i a la dreta I'extracte rooibos.

A la Figura 52, a l'esquerra es mostra la barreja dels precipitats originats amb els
extractes vegetals. S'observa multiplicitat, solid rugds, amb una forma dificil de definir i més
gruixut. En oposicid, el precipitat de la dreta, és el format mitjancant I'extracte rooibos.

S’observa un solid homogeni, llis, té una forma rectangular allargada i de gruix fi.

La reduccid és seguida també d’un canvi en el pH de la solucid, en aquest experiment
s’observa que canvia d'un pH alt a baix.

La segilient taula mostra I'exemple del canvi de pH de la sintesi de nZVI mitjancant
I'extracte de rooibos preparat amb un pH 10 i I'extracte de clorur de ferro amb una

concentracio 0,1 M.

Taula 14. Valors de pH de: I'extracte rooibos, extracte de ferro 0,1 M i de la reaccio.

Extracte pH
Rooibos 10

FeCl3 1,4
Després de la sintesi| 1,7
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En I'anterior taula es comprova el canvi sobtat, d’'un pH basic alt de 10 a I'extracte de
rooibos al pH acid de 1,7 final de la reaccié amb el clorur de ferro (lll). Fet que concorda amb
el procediment explicat i observat a la Figura 7. L’extracte alcali redueix el ferro de valéncia 3
a 0 a causa dels electrons reductors formats del grup (-OH), on també s’alliberen H* i la solucid

s’esdevé acida.

4.2.2. CARACTERITZACIO DE LES NANOPARTICULES SINTETITZADES

Realitzats els experiments amb els quatre extractes reductors utilitzats i obtinguts els
seus respectius sobrenedants, es va procedir amb ells a la caracteritzacié de les nzVI
obtingudes mitjancant I'equip espectrofotometre ultraviolat-visible per comprovar la
formacié de ferro zero com també amb I'equip DLS per mesurar la mida de diametre de les
nanoparticules.

Seguidament es mostren els resultats aconseguits de la caracteritzacié de les nZVI.

- UV-Vis

La reduccid dels ions Fe *3 purs a Fe® es va controlar mesurant I'espectre UV-Vis per
mostreig d’aliquotes, diluint la mostra deu vegades amb d’aigua mili-Q. Tal com s’observa a la
figura del seglient grafic, es va suggerir la formacié de nZVI pel canvi del color de la solucid a
negre després de I'addicié de I'extracte de rooibos a una solucié de FeCls. Fet que permet
aplicar aquesta analisi per donar certesa a la formacid de nzZVI.

El progrés de la reaccid de sintesi de nanoparticules de ferro zero s’observa en el Grafic
6, es mostra els canvis en els espectres UV-Vis entre I'extracte de ferro i I'extracte de rooibos
amb després la reaccié entre ells formant ferro zero.

Seguint I'espectre de color blau, el pic a uns 300 nm és caracteristic de Fe3*. ’espectre
taronja, el pic de 205 nm i 275 nm correspon a agents organics com grups polifenolics i cafeina
respectivament (55). El pic que ddna existéncia a la formacid de ferro zero i més importa és
I'observat a I'espectre color gris a aproximadament a uns 210-240 nm, resultat obtingut que
coincideix amb el mateix experimentat per articles que estudien aquesta sintesi de S. Dhuper

(56), E. Morgada (57) i M. Pattanayak (58).
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45 —e—FeCl3 —@—Rooibos+Acid Tannic  —@—nZVI

35

2,5

Abs.

15

05

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
A[nm]

Grafic 6. Espectres UV-Vis de I'extracte de FeCl3, extracte reductor i nZVI, diluits 10 vegades.

- DLS

L'aparell DLS va ser utilitzat per verificar la produccié de nanoparticules en els
sobrenadants obtinguts.

Recordar que, les nanoparticules han estat sintetitzades en medis amb preséncia o no
d’oxigen a partir de quatre extractes reductors mitjangant dues temperatures (70°C i 100°C) i
dues relacions entre la solucié de ferro 0,1 M i solucié d’extracte reductor (1/2 i 2/3),
condicions convidades entre elles (procediment) analitzades en diferent temps per veure
I'estabilitat (immediatament després de la filtracié de la reaccid i passats deu dies).

Aquest equip avalua amb tres mesures, la mida de les nanoparticules. Seguidament es
mostra un exemple d’informe que ofereix el programa per assignar el valor de la mesura de Ia

mida de les nZVI.
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El resultat de la grandaria de

Size Distribution Report by Number A
v2.2 s .
articula es presenta com un histograma
Malvern P P 8
amb una corba acumulativa (si la solucié
ST e 12 so0bos és monodispersa), en funcié del nombre
SOP Name: GENERAL NANOPARTICULES SIZE.sop B s
General Notes: de particules. L'area sota la corba ens
File Name: Rooibos+feci3.dts Dispersant Name: Water indica la proporcié de cada fraccid de
Record Number: 4 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,8872 ., . .
Material Absorbtion: 0,010 Measurement Date and Time: jueves, 13 de febrero de 2... nZVI en la solucid aquosa determinada i
System oy 7 .
’ ITtemperalure (°C): 25,0 Duration Used (s): 60 Ia mItJana ES el Valor de Ia mlda en (nm).
Count Rate (kcps): 2794 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11 Lllnforme també InClOU infOI’maCIé
Results
Size (dn.. % Number: StDev (@.n.. interessant de coneixer com un valor de
Z-Average (d.nm): 151,5 Peak 1: 48,24 100,0 19,51
Pdl: 0,359 Peak 2: 0,000 0,0 0,000

la qualitat del resultat, el Z-Average i el

Intercept: 0,859 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good

Pdi. La mitjana Z, indica la mida mitjana

Size Distribution by Number
777777 general basada en un ajust especific i

I'index de polidispersitat o Pdi és una

Number (Percent)

indicaciéo de I'amplada de la distribucid

1000 10000

s (4m global. Els indexs de polidispersitat

inferiors a 0,1 indiquen que la mostra és

monodispersa.

‘
Serial Number : MAL1167087 er-a
23 sep. 2020 10:28:06

Figura 53. Exemple d’informe que ofereix el programa per assignar el valor de la

mida de les nZVI obtingudes.

Seguidament s’observen els resultats de les nZVI sintetitzades en el medi en preséncia

d’oxigen.

° Medi Oxigen

A continuaci6 a la Taula 15 es mostren els tres resultats amb la seva mitjana, obtinguts
per la bateria d’experiments en el medi amb preséncia d’oxigen, immediatament i deu dies

després de la sintesi.
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Taula 15. Resultats del diametre de particula amb diferents extractes reductors i procediments en presencia d’oxigen.

Extracte | | Procediment (:nr:;a Mitjana 10“:ii::d(2::>)rés Mitjana
1(100°C) 2/3 | 44,37 | 37,13 | 54,03 | 55,17 11,52 12,03 | 2,17 8,57
Rapa 2 (70°C) 2/3 |47,98/| 63,81 | 88,53 | 66,77 546 | 7,84 | 6,81 6,70
3(100°C) 1/2 |110,7 | 95,66 | 110,50 | 105,62 107,40 93,95 (103,50| 101,61
4(70°C)1/2 |11,48| 15,80 | 7,04 11,44 23,82 | 856 | 11,16 | 14,51
1(100°C) 2/3 |87,14| 70,37 | 94,88 | 84,13 78,35 | 68,64 | 75,58 | 74,14
Cafe 2 (70°C) 2/3 |86,02| 48,65 | 68,18 | 67,61 87,40 83,22 | 81,46 | 84,02
3(100°C) 1/2 | 45,02 | 51,06 | 57,41 | 51,16 85,42 | 79,62 | 81,61 | 82,21
4 (70°C)1/2 |70,37106,10|109,10| 95,19 87,08 | 84,86 | 84,23 | 85,39
1(100°C) 2/3 | 48,24 | 51,44 | 22,66 | 40,78 62,11 |51,52| 53,18 | 55,60
RooiboS 2 (70°C) 2/3 |39,08| 39,39 | 39,18 | 39,21 30,27 28,66 | 14,03 | 24,32
3(100°C) 1/2 | 38,03 | 46,50 | 21,27 | 35,26 17,45 |21,75| 11,47 | 16,89
4(70°C)1/2 |84,84| 76,19 | 84,13 | 81,72 33,99 119,82 | 41,47 | 31,76
1(100°C) 2/3 | 1,16 | 0,76 1,47 1,13 1,15 | 1,73 | 1,75 1,54
Acid 2(70°C)2/3 | 1,13 | 0,99 1,09 1,07 1,15 | 1,08 | 1,08 1,10
3(100°C) 1/2 | 0,68 | 1,55 1,36 1,19 325 | 1,48 | 0,81 1,84
4(70°C)1/2 | 1,82 | 0,69 0,86 1,12 26,94 (139,47 | 43,94 | 36,78

Com que es vol fer una avaluacid de l'efecte del medi a la mida de les nZVI, a
continuacio s’observen els resultats de les nZVI sintetitzades en el medi inert aconseguit amb

el gas nitrogen i per finalitzar es discutiran els resultats obtinguts.

. Medi Nitrogen

A la Taula 16 es mostren els tres resultats amb la seva mitjana, obtinguts per la bateria

d’experiments en el medi inert, immediatament i deu dies després de la sintesi.
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Taula 16. Resultats del diametre de particula amb els diferents extractes reductors i procediments en el medi inert.

Extracte | | Procediment I(\:':; Mitjana lol\clllii::d(;‘sn;:'és Mitjana
1(100°C) 2/3 | 5,25 | 7,00 |12,54| 8,26 7,88 | 6,52 | 27,39 | 13,93
Rapa 2(70°C) 2/3 |52,22|62,98 49,68 | 59,96 56,98 | 75,38 | 87,08 | 73,14
3(100°C) 1/2 | 15,80|12,10|18,11| 15,33 7,02 |15,55| 5,62 9,39
4(70°C) 1/2 12,64 19,03 17,74 16,47 74,66 (91,18 | 55,58 | 73,80
1(100°C) 2/3 | 87,58 84,37 | 76,17 | 82,70 | 84,99 86,83 | 86,72 | 86,18
Cafe 2(70°C) 2/3 |82,96|73,35|74.71| 77,00 ||72,53 /75,78 | 65,61 | 71,30
3(100°C) 1/2 193,18 91,51 (93,52 | 92,73 82,81/52,78101,90| 79,16
4 (70°C) 1/2 |76,27|77,35|87,54| 80,38 72,00|70,27 | 71,61 | 71,29
1(100°C) 2/3 | 3,34 (19,22 | 4,13 | 8,89 52,60 (23,88 | 48,38 | 41,62
T 2(70°C) 2/3 |54,88(60,31(27,57| 47,58 81,56 188,24 | 88,24 | 86,01
3(100°C) 1/2 | 15,51 |38,56 (28,17 | 27,41 33,04 (19,98 | 49,27 | 34,09
4 (70°C) 1/2 45,79 55,00 34,45 45,08 15,92 /128,84 | 53,52 | 32,76
1(100°C)2/3 | 1,38 | 0,73 | 0,72 | 0,94 1,06 | 1,15 | 0,78 0,99
Acid 2(70°C)2/3 | 0,72 | 0,65 | 0,66 | 0,67 0,96 | 0,74 | 2,18 1,29
3(100°C)1/2 | 2,79 | 1,03 | 0,68 | 1,50 325 | 1,48 | 0,80 1,84
4(70°C)1/2 | 1,28 | 1,26 | 0,87 | 1,13 1,83 | 0,76 | 0,87 1,15

A primera vista dels resultats de les dues taules anteriors, la inicial conclusié és que
amb qualsevol extracte utilitzat sintetitza nanoparticules.

Amb tants valors és complicat treure conclusions, cal fer un estudi més detallat i que
es manifesti visualment la relacié que guarden entre si. A les seglients figures es representen
les mides de particules en funcié de I'extracte en dos medis. També es presenten figures per

comparar els valors de mida passat el temps per coneixer I’estabilitat de les nZVI.

Dels quatre grafics que es mostren a continuacio, fer constar que hi ha un canvi dels
valors de l'eix vertical a causa del gran canvi d’escala que hi ha entre la mida de les
nanoparticules obtingudes amb els tres extractes reductors vegetals i les obtingudes amb

I’extracte reductor de referencia.
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Grafic 7. Mida de particula de les nZVI obtingudes mitjangant els dos medis i els quatre procediments:
[1] Temperatura 100°C i ratio 2/3 {2] Temperatura 70°C i ratio 2/3
[3] Temperatura 100°C i ratio 1/2 [4] Temperatura 70°C i ratio 1/2
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Grafic 8. Mida de particula de les nZVI obtingudes mitjangant els dos medi i

les quatre condicions, amb I'extracte citrat de sodi amb dacid tannic

Les condicions que permeten formar particules més petites sén a temperatura més
alta (processos 1 i 3). La qual cosa significa que no hi ha degradacid significativa dels
antioxidants per aquesta temperatura. S’observa que entre els processos de major
temperatura, la ratio 2/3 (procés 1) experimentava millor resposta amb valors de diametre de

particula més petit.

No s’observa cap tendéncia i cada extracte reductor ha actuat diferent enfront de les

condicions que hi ha hagut a cada procediment.
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Amb l'extracte de rapa, les nZVI més petites s’han originat amb les condicions de
temperatura 70°C i ratio 1/2 (procediment 4).

L'extracte de café es pot veure que els canvis de les condicions no influeixen gairebé a
la mida de les nanoparticules, perd amb el tercer procediment s’ha obtingut la mida de
particula més petita. Recordar que com s’ha pogut confirmar, I'extracte de cafe és el més ric
en polifenols i és el que s’observa que sintetitza nanoparticules de ferro zero més grans.
Aquest fet indica que el contingut de polifenols totals no és un parametre determinant a
I'hora d'escollir I'extracte a utilitzar, ja que n'hi ha una gran varietat de polifenols i alguns
vegetals contenen diferents tipus de polifenols que poden o no ser afectius i actuar com
agents reductors i estabilitzants.

L'extracte vegetal de te rooibos, mostra mides de nZVI petites, com també sembla ser
bastant independent als canvis de condicions i hi ha poques modificacions en les mides de les
nanoparticules.

Referent a I'extracte de citrat de sodi amb acid tannic, aquests valors de mida de
diametre tan petits demostren que I'extracte actua com un bon reductor i es confirma haver
fet una bona eleccié com I'extracte de referencia per poder caracteritzar els extractes vegetals

obtinguts per la sintesi de nZVI.

Una altra constatacio és referent a la sintesi amb presencia o no d’oxigen, no es veu
efecte a la mida de les particules, majoritariament no hi ha valors de mida destacadament

desiguals entre els dos medis, sobretot usant I'extracte de referéncia.
Per finalitzar, deixant de banda el reductor convencional, els millors extractes vegetals

per formar nanoparticules més petites i amb similars valors sén obtinguts amb la rapa i

sobretot el te rooibos.
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Com s’ha dit anteriorment, seguidament es mostren per cada medi quatre grafics per
comprovar l'estabilitat de les nanoparticules mitjancant la mida deu dies posteriors a la

sintesi. Altre cop hi ha variacions del valor en I'eix vertical.

° Medi Oxigen
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Grafic 9. Mida de particula de les nZVI obtingudes, immediatament i passats deu dies en el medi oxigen mitjangant els quatre procediments:
[1] Temperatura 100°C i ratio 2/3 {2] Temperatura 70°C i ratio 2/3
[3] Temperatura 100°C i ratio 1/2 [4] Temperatura 70°C i ratio 1/2
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Grafic 10. Mida de particula de les nZVI obtingudes immediatament i passats deu dies mitjangant els

quatre procediment en el medi oxigen usant I'extracte de referencia.
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Grafic 12. Mida de particula de les nZVI obtingudes, immediatament i passats deu dies en el medi nitrogen mitjangant els quatre procediments:
[1] Temperatura 100°C i ratio 2/3 {2] Temperatura 70°C i ratio 2/3
[3] Temperatura 100°C i ratio 1/2 [4] Temperatura 70°C i ratio 1/2
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Grafic 11. Mida de particula de les nZVI obtingudes, immediatament i passats deu dies mitjancant els

quatre procediment en el medi nitrogen usant I'extracte de referencia.

S’observa en els vuit grafics anteriors, un canvi de la mida del diametre de les
nanoparticules al pas del temps. Tanmateix, no hi ha una tendéncia, la mida de les particules
tant creix com disminueix en els dos medis. Es pot assignar la inestabilitat a les nzZVI

obtingudes mitjancant els dos medis, els quatre procediments i els diferents extractes

reductors.
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A partir de tots els resultats mostrats fins ara, es descarta utilitzar I'extracte de rapa i
de cafe per a realitzar la sintesi verda de nanoparticules de ferro zero. Amb el primer se
sintetitzen nZVI amb mida petita, pero té el gran inconvenient que és molt inestable i el ferro
zero s'oxida rapidament amb I'oxigen. L'extracte de cafe a part d'observar que és amb el que
es creen nanoparticules més grans, amb el color negre del café no s'aconsegueix veure el

canvi de color de la reaccio de I'extracte vegetal amb el de ferro.

Un cop escollit el rooibos com el reactiu reductor per la sintesi, es va fer analitzar pels
serveis tecnics de recerca una mostra liquida per confirmar la preséncia, i determinar la forma
i mida de les nanoparticules amb el microscopi electronic. Aixi com també es va analitzar una
mostra solida per demostrar la preséncia de ferro zero al precipitat format a la sintesi
mitjancant I'aparell de difraccié de raig X.

Les dues mostres van ser sintetitzades mitjancant I'extracte de te rooibos com a
reactiu reductor.

Tot seguit es mostren els resultats obtinguts.

- SEM

Per determinar la morfologia, les nZVIs produides amb I'extracte de te rooibos van ser
analitzades per SEM.

La metodologia de preparacid per analitzar la mostra liquida va ser la segient:
primerament es va sonicar la mostra, seguidament es va diluir en una proporcié 1:100 per
tornar a ser tractada mitjangant ultrasons i per acabar posant un volum de 40ul de solucid
sobre membrana nuclepore de 0,21um i procedir a la realitzacid de I'analisi.

A continuacié es mostren les nZVI a les imatges formades en el microscopi electronic

de rastreig.
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Figura 54. Fotografies obtingudes per SEM de les nanoparticules sintetizades amb I'extracte de te rooibos.

Avaluant l'aspecte visual de les nZVI preparades, les particules obtingudes sén
predominantment esfériques. També s’observa aglomeracid entre les nanoparticules de tipus
nuvol i de gran estructura.

En les figures s’observa com la mida de particula obtinguda realment és petita i es
troba a I’entorn als 50 nm, mentre que els agregats no tenen una mida uniforme.

Aquest resultat de mida de particula concorda amb els obtinguts amb I'aparell DLS i
ens li permet validar com una tecnica fiable a I’'hora de determinar la mida de particula, tot i
que cal destacar que les mesures per DLS donen un valor de radi hidraulic de la particula que

és superior al radi de les particules seques.
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- XRD
Es va caracteritzar I'estructura mineral del precipitat format per la reaccid entre el
ferro i I'extracte mixt de rooibos i acid tannic mitjancant I’equip de difraccié de pols de raigs X.

A la Figura 55, es mostra el resultat obtingut de la mostra solida precipitada.
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Figura 55. XRD obtingut del precipitat obtingut de la sintesi de nanoparticules de ferro zero emprant extracte rooibos.

El patré XRD del precipitat de ferro zero que es proporciona a la Figura 55, s’observa
un pic predominant a 44,9°- 45° i es pot atribuir a la presencia de ferro zero (53,60,62,63). Aixi

com els pics a 66,5° i 75° també confirmen la preséncia de ferro zero (61).

Seguidament es va procedir a I'optimitzacié de la sintesi de nanoparticules de ferro
utilitzant extracte de te rooibos, ja que és el més Optim perque ha aconseguit sintetitzar
nanoparticules petites, és estable en el sentit de qué no hi ha rapida oxidacié i es veu
clarament el canvi instantani de color en la reaccié. En observar la inestabilitat de les nzVI
obtingudes, es va decidir I'addicié d’acid tannic a I'extracte de te rooibos per millorar la
permanéncia del valor de la mida de diametre de particula.

Referent al procediment, s’ha considerat que les condicions més favorables per la
sinteritzacié de nZVI mitjangant I'extracte de rooibos son amb la temperatura a 100°C i la ratio
de 2/3. També comentar que, el medi inert és I'escollit, no pel fet que es formin diametres de

particules més petites, sind per evitar la rapida reaccié amb I'oxigen que pateix el ferro.
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4.3. METODOLOGIA D’OPTIMITZACIO

Acabada I'avaluacié de I'eleccié del reactiu reductor, escollint el del te rooibos com a
reductor i I"analisi previ de trobar les millors condicions, el proxim pas era realitzar
I'optimitzacié mitjancant el disseny CCF d'experiments explicat a l'apartat 3.4, per poder
ajustar el comportament del sistema a una equacié matematica.

Inicialment s’havia de fer un estudi per valorar i definir el rang de cada variable

independent.

4.3.1. ESTUDI DELS FACTORS QUE AFECTEN LA MIDA DE LES NANOPARTICULES DE FERRO ZERO

Respecte a X1 (concentracid del ferro) es va fer una série de preparacions de diferents
concentracions de FeCls (0,01M a 1M) mostrats a la Figura 56, per veure el comportament de

les reaccions amb I'extracte de rooibos usat per I'eleccié del reactiu reductor i observar quin

era el millor rang de la concentracié del ferro per formar ferro zero Figura 57.

Figura 56. Solucions de FeCl3 de concentracions d’esquerra a dreta de 0,01M, 0,05M, 0,1M, 0,25M, 0,5M, 0,75M i 1M.

Figura 57. Reaccions obtingudes amb les concentracions d’esquerra a dreta de 0,01M, 0,025M, 0,050M, 0,1M, 0,25M, 0,5M, 0,75M i 1M.

S’observa que les solucions amb un color més negre sén les solucions FeCl; de 0,05M,
0,1M i 0,25M. Per tant, es decideix que els valors de rang de concentracié de Fe3* escollits sén

0,05M, 0,1M i 0,15M, ja que entre ells hi ha la mateixa proporcio.
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Per la variable X, (concentracié de polifenols) es va determinar la concentracié maxima
de concentracid de polifenols possibles en un extracte de te rooibos.
A la Figura 58, es mostra els diferents extractes preparats per determinar la saturacid

de polifenols en un extracte de te rooibos.

Figura 58. Extractes de Rooibos de 3g, 6g, 99, 12g, 15g, 18g, 21g, i 24g /100mL, d'esquerra a dreta respectivament.

A la Taula 17 hi ha els valors d’absorbancia obtinguts i els polifenols totals que hi ha a
cadascun dels extractes de rooibos preparats. El Grafic 13 mostra la corba de saturacid

obtinguda amb els polifenols totals dels extractes de rooibos preparats.

Taula 17. Abs. mostres diluides 5 vegades i resultat polifenols totals.

Pes rooibos Abs. Polifenols 6000
(g/ 100 mL) totals (mg/L)
0 |ooe6| 428636 2000
3 0,281 977,272 4000
6 0,589 | 2377,272 o 3000
9 0,802| 3345,45 E 5000
12 |0,987| 4186,363 é o0
15 1,111| 4750,000 <
18 1,209 | 5195,454 ’ o 3 6 9 12 15 18 21 24 27
21 1,218| 5236363 Ratio rooibos/mili-q [g/100mL]
24 1,225] 5268,181 Grafic 13. Corba de saturacid del polifenols totals a Iextracte de rooibos.
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S’observa al Grafic 13 que el te rooibos arriba a saturar-se amb la ratio 18g/100mL a
una concentracié de polifenols d’'uns 5200 [mg/L] aproximadament El rang es defineix de
6g/100mL (ratio usada al preestudi de I'eleccié extracte) a 18g/100mL amb el valor mitja de

12g/100mL.

Per finalitzar, la variable X3 (pH) es va agafar de referéencia el resultat obtingut de pH
de I'extracte vegetal rooibos, com també el de I'extracte model citrat de sodi+acid tannic,
conjuntament amb el valor aproximat de pH 10 d’un altre extracte referencial (borohidrur de

sodi) per definir els valors: maxim (10), mig (7) i minim (5).

Coneguts els valors de pH, es va realitzar un estudi amb les condicions més extremes
(temperatura 100°C, concentracié ferro 0,15M i pH de 10) per esbrinar la millor situacié per
introduir la variable en el sistema.

e Primera opcid va ser elevar el pH a la solucié de FeCls.
e Segona opcid consistia a pujar el pH a I'extracte de rooibos.
e Tercera opcid va ser en alcar el pH en I'acabar la reaccié entre el ferro i I'extracte.

Figura 59. Resolucié de la primera i segona opcio (Esquerra I'abans i dreta el després).

Com mostra la Figura 59, el ferro precipita a elevada temperatura i pH (vas 1), també
es comprova que no es produeix precipitat ni hi ha canvi de color de I'extracte rooibos quan
es modifica el pH d’aquest (vas 3) que indica que no hi ha destruccido de polifenols. Per
reforcar aquesta ultima afirmacio, I'extracte vegetal de pH 10 va ser reaccionat favorablement
amb FeCls per comprovar que hi havia formacié de ferro zero.

Es descarta I'ultima opcié perqué és un canvi important segons el metode actual de

sintesis de nZVI.
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4.3.2. DISSENY CENTRAT EN LA CARA (CCF)

Per I'optimitzacié de la sintesi verda de nanoparticules de ferro zero es va realitzar el
disseny d’experiments amb les condicions descrites a I'apartat 3.4. Les condicions constants
de la sintetitzacié de les nZVI van ser amb una temperatura a 100°C, una ratio Fe/extracte de
2/3 i en un medi inert. El sobrenedant obtingut a cada experiment després d’estar en un bany
d’ultrasons 15 minuts, la mida de particula va ser analitzada mitjancant I'aparell DLS. Es van
realitzar tres mesures per a cada mostra.

La Figura 60 mostra les vint sintesis obtingudes, les mateixes que filtrades i diluides

deu vegades van ser analitzades.

Figura 60. Experiments: Primera fila de 1 al 10, Segona fila de 11 al 15 i Tercera fila del 15 al 20 (6 repeticions).

S’observen algunes mostres més color negre que d’altres, on hi ha hagut rapida
oxidacid i s’observen de color marré. Fet que indica que la reaccidé ha tingut un rendiment
inferior al 100% i la solucié obtinguda és formada de ferro zero conjuntament amb compostos

secundaris com oxids de ferro (Il y Il).
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La Taula 18 mostra el valor que van tenir cadascuna de les variables influents en cada
experiment de nZVI, conjuntament amb els tres valors de mida de diametre de particula
d’aquestes, els quals van ser processats mitjancant un programa matematic per obtenir una
equacié matematica amb la qual es pot calcular la mida de nanoparticula que s’obtindra amb

gualsevol valor en les variables (X1 ,Xz i X3).

Taula 18. Valors de mida de particula obtinguts en les condicions experimentals del disseny CCF per I'optimitzacio de la sintesi

verda de nanoparticules de ferro zero.

Experiment| X X2 X3 l(\:':;‘
1 0,05| 6,00 | 4,00 21,67 | 8,65 |11,88
2 0,15| 6,00 | 4,00 183,9 | 109,0 | 150,7
3 0,05|18,00| 4,00 23,62 | 25,99 | 19,81
4 0,15|18,00| 4,00 106,2 | 1194 | 104,0
5 0,05| 6,00 | 10,00 77,19 | 63,36 | 51,00
6 0,15| 6,00 | 10,00 73,98 | 67,09 | 74,33
7 0,05|18,00|10,00 77,73 | 80,91 | 91,95
8 0,15/18,00|10,00| | 34,31 | 84,63 | 65,47
9 0,05{12,00| 7,00 10,69 | 24,00 | 32,67
10 0,15|12,00| 7,00 147,7 | 161,9 | 158,5
11 0,10| 6,00 | 7,00 108,33 | 97,53 | 81,76
12 0,10|18,00| 7,00 23,08 | 14,00 | 17,52
13 0,10{12,00| 4,00 105,8 | 95,16 | 89,78
14 0,10|12,00| 10,00 49,60 | 64,83 | 55,36
15 0,10|12,00| 7,00 121,7 | 96,25 | 38,01
16 0,10|/12,00| 7,00 111,5 | 100,5 | 104,5
17 0,10{ 12,00 7,00 116,1 | 110,4 | 102,4
18 0,10|12,00| 7,00 101,7 | 37,65 | 109,7
19 0,10|/12,00| 7,00 91,42 | 80,27 | 100,1
20 0,10/12,00| 7,00 101,5 | 97,40 | 96,95
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Les dades obtingudes van ser processades per una funcié del Matlab anomenada
“stepwiselm”.

Aquesta funcié genera una equacié com I'esmentada en I'apartat 2.6, que descriu la
relacid estadistica de les tres variables independents (X;) i la variable resposta (y) després
d’ajustar un model de regressid. Aquesta funcid utilitza eines estadistiques com el p-valor,
coeficient que s'utilitza per a determinar els termes que s'han de conservar en el model de
regressio. Un p-valor < 0,05 indica que es pot rebutjar el terme i es considera no determinant .

Definitivament és un model de regressid multiple, que en aquest treball de final de
grau, descriu la relacié entre la resposta (mida de les nZVl) i les predictores (la concentracié de
Fe, concentracié de polifenols a I'extracte reductor i el pH).

En la Taula 19 es mostren els valors de les constants de la funcié obtinguts amb el

programa matematic Matlab.

Taula 19. Valors de les constants de la funcio que defineix I'equacio de la mida de les nanoparticules de ferro zero.

Valor
Estimat

B, | -206,77 | 42,891 |-4,8201,24E-01
B, | 2434,1 | 331,66 | 7,339 | 1,28E-05
B,| 15,926 | 47,611 | 3,345 | 0,001
Bs| 17,733 | 37,837 | 4,686 | 1,98E-01
B.|-32,118| 17,27 |-1,859| 0,068
B |-195,53 | 34,54 |-5,660|6,24E-03
B |-0,5973 | 0,18204 |-3,281| 0,002

SE t-Stat | pValue

El valor de SE és I'error estandard de la determinacié de cada coeficient 3, el t-Stat és
I'estadistic que es fa servir per fer el test de confianca del coeficient i es calcula dividint el
valor estimat entre SE. A partir del valor de SE favorable es calcula el pValue corresponent.

Coneguts els valors de les constants, es pot determinar quines sén les variables més
influenciables i construir la funcid matematica que descriu el sistema. El resultat de I'equacié
de regressié polinomial per saber la mida del diametre de particula d'acord amb els factors

seleccionats va ser la seglient.
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Bpzvi(nm) = —206,77 + 2434,10 X; + 15,92 X, + 17,73 X3 — 32,12 X, X, — 195,53 X, X5 — 0,59 X?

Com es pot constatar a I'anterior taula, existeixen termes que no tenen un efecte

significatiu (X2X3, X2i X2) pel que son eliminats amb la finalitat de millorar el model.

El software Matlab també permet representar graficament la forma del sistema,
obtenint diferents distribucions de mida de particula. La relacié entre la y i els nivells dels
factors (y=f(X1,Xz,...Xk)) representa una superficie. Amb k factors, la superficie esta en k+1
dimensions, en el nostre cas particular la superficie esta en quatre dimensions.

Amb la dificultat d’aconseguir grafiques de quatre dimensions, les seglients grafiques
son tridimensionals i en totes elles es mostra la mida de particula, depenent de dues de les
variables i considerant-ne una constant. Aquestes grafiques ens ajudaran a analitzar més
facilment el sistema, observant la forma que pren aquest i localitzant els seus minims i aixi
poder concretar quines sén les condicions de sintesi més Optimes per obtenir nanoparticules

de ferro zero més petites.

Mida
(nm)

10 0.1

Concentracio
extracte rooibos
(g/mL mili-q) 0.05 ™)

6 Concentracié Fe

Grafic 14. Distribucio de la mida de particula segons la concentracio d’extracte rooibos i concentracio Fe per a la sintesi de nZVI.
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Grafic 15. Distribucio de la mida de particula segons el pH i la concentracid d’extracte rooibos per a la sintesi de nZVI.

Mida
(nm)

60 |
40 |

20 ..
10

pH 6 01
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Grafic 16. Distribucid de la mida de particula segons el pH i la concentracio d’extracte de ferro per a la sintesi de nZVI.

Analitzant els tres grafics observem altre cop, com la mida de particula obtinguda

correspon en tots els casos a nanoparticules.
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En el Grafic 14, no ha sortit una distribucié idonia com les de la Figura 17, pero
s’observa una tendeéncia. Es pot observar la importancia que té la concentracié de ferro, aixi
com el factor de la de concentracié de polifenols a I'extracte a I'efecte a la mida de la
nanoparticula. En tots els casos per a obtenir els millors resultats es suggereix treballar amb
concentracions de ferro baixes conjuntament amb un extracte rooibos amb una concentracié
extrema (alta o baixa de polifenols). A mesura que la concentracié de ferro van pujant a
0,15M i entra en contacte amb extracte rooibos de concentracié mitjana resulta formar nZVI
més grans.

En el Grafic 15, podem veure com el sistema té una forma on surt una tendéncia al
maxim, es corrobora I'afirmacié del paragraf anterior de qué s’aconsegueix quan |'extracte
reductor té una concentracié mitjana de polifenols (aprox. 4200 mg/L). També podem veure
que el pH influeix poc sobre la concentracié del reductor vegetal, pero pot afavorir a formar
nanoparticules més petites, un medi alcali. Constata en part I'afirmacié de que els polifenols
tanins hidrolitzables es desprotonen amb medis basics formant electrons que redueixen el
ferro.

En el Grafic 16, es torna a observar que a concentracions altes de ferro creix el
diametre de particula i la mida més petita s’obté quan la concentracié de ferro i el pH és baix.
Aix0, pot ser degut al fet que quan succeeix la reaccid el medi s’esdevé acid, tant com

s’observa a la Figura 7 on s’observa que s’allibera H*.

La representacié dels grafics juntament amb els valors numerics de I'equacié
obtinguda, confirmen que la variable que més influeix a augmentar la mida de particula és la
concentracio de ferro, seguida de lluny per la variable del pH i la concentracié de polifenols de
I’extracte de rooibos, que no afecten tant per elles mateixes a la mida de les nanoparticules,
en aquest ordre respectivament. De manera que per la sintesi de nZVI, les concentracions

altes en la solucié de ferro, és el que pot provocar I'obtencié de particules de mida més gran.

S’ha trobat també que les combinacions de la variable de la concentracié de ferro
conjuntament amb els dos altres termes, influeixen a disminuir la mida de les nZVI, sent
I'associacié amb el pH més dominant a reduir el diametre de particula que no pas la

combinacié amb la concentracié de polifenols de I'extracte.
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4.3.3. ESTUDI DE L’ESTABILITAT

Per reforcar I'analisi de I'estabilitat de les nZVI, es va mesurar també el potencial Z de
la bateria dels vint experiments realitzats per I'estudi de I'optimitzacié del procés amb I'equip
DLS.

Es mostra un exemple d’informe que ofereix el programa Zetasizer de I'aparell

Zeta Potential Report
v2.3 p IA

Malvern Instruments Ltg - © Copyright 2008
Sample Details

Sample Name: 151
SOP Name: zerovalent.sop

General Notes:
File Name: Estabilitat.dts Dispersant Name: Water

Record Number: 90 Dispersant RI: 1,330
Date and Time: lunes, 2 de noviembre de 2020... ~ Viscosity (cP): 0,8872

Dispersant Dielectric Constant: 78,5

System
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 50
Count Rate (kcps): 20,9 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta c... Attenuator: 11
Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -9,54 Peak 1: -9,54 100,0 6,77
Zeta Deviation (mV): 6,77 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,224 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution

Total Counts

Apparent Zeta Potential (mV)

= _Record 90: 15 1|

Figura 61. Exemple d’informe que ofereix el programa per assignar el valor de potencial Z de les solucions de nZVI obtingudes.

El resultat es presenta similar a I'informe d’exemple de la mida del diametre de
particula. Ara la corba acumulativa depén del potencial Z en funcié del nombre de recomptes
totals. A part de la qualitat del resultat, I'informe també inclou informacié de la desviacid i la

conductivitat de la solucié de nZVI.
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La seglient taula mostra els resultats obtinguts del potencial Z dels experiments de

Exp. Potencial
Z (mV)

1 0,1

2 0

3 -0,01
4 -0,17
5 0

6 -0,13
7 0,01
8 -0,01
9 0,1
10 0,12

Exp. Potencial
Z (mV)
11 -0,01
12 0
13 4,2
14 0,05
15 -9,83
16 -2,6
17 -12,53
18 -7,71
19 -4,89
20 -6,13

Veient els valors de tots els potencials es pot afirmar que les nZVI no sén estables, ja

gue no soén superiors a +30 mV ni inferiors a -30 mV (62). La magnitud de la repulsié o atraccio

electroestatica (o de carrega) entre les particules, esta gairebé a totes les mostres al voltant a

0 mV.
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5. CONCLUSIONS

Després de l'avaluacié dels resultats experimentals obtinguts es pot arribar a les
seglents conclusions:

° Els valors dels parametres de caracteritzacié dels extractes indiquen que la sintesi
de nanoparticules de ferro amb extractes vegetals de rapa, cafe i te rooibos
funciona com a alternativa d'obtencié de nZVI del procés convencional amb citrat
de sodi i acid tannic. Tots els extractes reductors tenen valors de parametres
referents a la capacitat reductora similars.

° Amb tots els extractes vegetals sén aptes per formar nZVI. Les condicions optimes
per una bona reaccio dels reactius usats i obtencié de nanoparticules de ferro zero
més petites, han estat: una temperatura a 100°C, una relacié solucid/extracte-
vegetal de 2/3 i en un medi inert, sense preséncia d’oxigen, mitjancant el gas
nitrogen.

o La matriu d'aquests extractes no impedeix la tendéencia de les nZVI del ferro a
I’'aglomeracid. Per a obtenir les nZVI més disperses és necessaria I'addicié d'algun
altre agent estabilitzant.

° Comparant els resultats de mida de particula per a cada extracte, I'extracte amb
millors propietats reductores ha estat el preparat amb te roiboos, és el que
permet obtenir nanoparticules més petites, les quals pateixen menys oxidacid
amb 'oxigen.

° Els métodes més rellevants per a la caracteritzaci6 de les nanoparticules
obtingudes mitjancant I'extracte rooibos, han estat SEM i XRD. El primer méetode
ens ha permés veure la imatge i corroborar I'obtencié de nanoparticules, les quals
amb el métode de raigs X ha determinat la seva composicid identifican-les com de
ferro zero.

o L’equacidé obtinguda a I'estudi d’optimitzacio, ha permes determinar el grau de
influencia de la concentracié de la solucié de ferro, la concentracié de polifenols
de I'extracte reductor i el pH a la mida de les nZVI. La variable més dominant
enfront la mida de les nZVI és la concentracio de la solucié de ferro, seguida del pH
i la concentracié de polifenols de I'extracte que no ho son tant. El diametre de
particula tan petita com sigui possible s’obté reaccionant la solucié de ferro de
concentracié baixa (0,05M) amb l'extracte de te rooibos de concentracié en
polifenols alt (5200 mg/L) conjuntament amb pH basic (10).
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La principal limitacié que presenta aquesta alternativa de sintesi verda de nZVI, és que
no presenten ferro en I'estat d'oxidacié zero 100%, cap dels extractes té un valor de potencial
gue hagi pogut fer aquest procés de reduccid total. D'aquesta forma s'arriba a la conclusio
gue les nanoparticules obtingudes sén de ferro zero, perd poden estar també formades per

diferents oxids o hidroxids de ferro en diversos estats d'oxidacio.
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6. PLANIFICACIO DEL PROJECTE

El projecte s’ha estructurat mitjancant el software informatic Microsoft Project,
programari per planificar i gestionar de forma eficient. Aquest software permet distribuir les
tasques a realitzar en una escala temporal.

El treball final de grau s’ha dividit en tres fases: inicial, experimental i teorica.

La planificacio realitzada per aquest treball final de grau es déna a conéixer a partir
d’un Diagrama de Gantt (Figura 62). En aquest s’ha tingut en compte que els dilluns no es
dedicaven al treball final de grau (dia laboral personal), els dies festius, la capacitat dels

recursos, el cost dels recursos, I'ordre cronologic de les tasques i la durada d’aquestes.
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Figura 62. Diagrama de Gannt del treball de fi de grau Sintesi verda de nanoparticules de ferro zero.
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7. PRESSUPOST

A continuacid, es presenta el pressupost estimat per la realitzacié d’aquest treball final
de grau. S’han contemplat diferents costos, exposant i desgranant les dades principalment de
material i reactius.

Aquest treball s’ha realitzat completament a les instal-lacions i laboratoris de la
universitat de Girona, on es disposava de material de laboratori basic i de tots els equips
necessaris per a la investigacid. Per tant, no s’han adquirit exclusivament (aparells i equips
amortitzats) i no s’ha considerat per la realitzacié del pressupost.

S’han contemplat com a costos: els reactius, el material de laboratori exclusiu, analisis
a laboratoris exteriors i la ma d’obra. Seguidament a la Taula 21 es desglossen els costos en:

guantitat (kg, unitats i hores), el seu cost net d’aquest (21% IVA) i el cost total.

Taula 21. Pressupost del TFG.

Quantitat | Cost net Cost final
(€]
Reactius [€/kg o L]
FeCls 250¢g 168,00 42,00
Acid tannic 100 g 266,64 26,66
Citrat de Sodi 100 g 42,44 4,25
Rooibos 500g 40,00 20,00
Cafe 250g 6,40 1,60
A. FolinCiocalteu 250 mL 220,96 55,24
Solucié ORP 20 mL 60,00 1,20
Nitrogen gas 10L 9,72 97,25
Carbonat de Sodi 100 g 52,03 5,20
Acid gal-lic 25¢g 179,24 4,48
TOTAL REACTIUS 257,88
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Taula 22. Pressupost del TFG.
Cost
Quantitat Cost net final
(€]
Analisis externs [€/Analisi]
SEM 60,00 60
XRD 40,00 40
TOTAL
ANALISIS EXTERNS 100
Material Unitats [€/ud]
Cubetes de poliestire 100 0,67 67,34
Cubetes DTS1070 10 8,05 80,5
Paper de filtre 0,2um 100 0,40 40,20
Filtres xeringa 0,2um 200 0,74 148,19
Xeringues 1 mL 100 0,09 9,52
Parafilm 10 m 0,97 9,73
TOTAL MATERIAL 355,48
Ma d'obra Hores [€/h]
Enginyera junior 425,50 11,50 4883,25
Supervisora 15,00 30,00 450,00
TOTAL MA D'OBRA 5333,25
TOTAL PRESSUPOST 6046,61
S’ha realitzat un diagrama
COST TOTAL DEL PROJECTE
circular per representar la
y . 2%
proporcié que ha tingut cada 49
tipus de cost en el total. Com
REACTIUS

s’observa al Grafic 17, la major
part del cost del projecte va ser
degut a la ma d’obra, seguit de
molt lluny del material, reactius i

analisis exteriors, respectivament.

m ANALISIS EXTERNS
= MATERIAL
= MA D'OBRA

Grafic 17. Grdfic circular del Cost total del projecte.
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