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RESUM

Durant els ultims anys, la importancia de la nanotecnologia ha crescut considerablement
gracies a les propietats uniques que ofereix. Entre els diferents nanomaterials existents, les
nanoparticules (NPs) en concret presenten aplicacions en sectors com medicina, quimica,

electronica o en 'emmagatzematge d’energia, entre d’altres.

L’augment de I'Us de nanoparticules arreu del mén implica també un augment en la seva
acumulacié en el medi ambient, tant en sols com en aigiies. D’altra banda, els microplastics
(MPs) també han augmentat la seva preséncia en el medi ambient i, malauradament, han
acabat formant part de la dieta d’alguns animals marins i aus. Per tant, és imprescindible el
correcte tractament d’aiglies per millorar la salut d’humans, animals, plantes i ecosistemes,

evitant 'acumulacié excessiva de nanoparticules i microplastics.

Per aquest motiu, es vol estudiar la possibilitat d’utilitzar la Daphnia magna, un crustaci
planctonic amb capacitat filtrant, com a tractament terciari d’aiguties residuals que continguin
nanoparticules, microplastics o els dos alhora. Per dur a terme aquests estudis, primer s’ha
d’avaluar el comportament de NPs i MPs i com interactuen entre ells per poder extreure
conclusions Uutils pels estudis amb les Daphnia. Per realitzar aquestes mesures s’han utilitzat
tecniques espectroscopiques per determinar la mida i concentracié de les nanoparticules en

les instal-lacions dels Serveis Técnics de Recerca de la UdG.

En aquest projecte s’ha treballat amb nanoparticules de plata (AgNP) i de dioxid de titani
(TiO2NP) i microplastics de polietile. Els experiments realitzats s'han centrat en fer estudis
d’estabilitat de les nanoparticules en recipients de diferents materials, intentant trobar les
condicions adequades per evitar 'agregacié o I'adhesio a les parets i en I'absorcié de les NPs
i els seus corresponents ions metal-lics en la superficie dels microplastics. També s’han
analitzat la composicié dels MPs després d’entrar en contacte amb les NPs per intentar

determinar si es troben en la seva superficie.



RESUMEN

Durante los ultimos afios, la importancia de la nanotecnologia ha crecido considerablemente
gracias a las propiedades Unicas que ofrece. Entre los diferentes nanomateriales existentes,
las nanoparticulas (NPs) en concreto tienen aplicaciones en sectores como medicina,

guimica, electrénica o almacenaje de energia, entre otros.

El aumento del uso de las nanoparticulas alrededor del mundo implica también un aumento
en su acumulacién en el medio ambiente, tanto en suelos como en el agua. Por otra parte,
los microplasticos (MPs) también han aumentado su presencia en el medio ambiente v,
desgraciadamente, han acabado formando parte de la dieta de algunos animales marinos y
aves. Por lo tanto, es imprescindible el correcto tratamiento de aguas para mejorar la salud
de humanos, animales, plantas y ecosistemas, evitando la acumulacién excesiva de

nanoparticulas y microplasticos.

Por este motivo, se quiere estudiar la posibilidad de utilizar la Daphnia magna, un crustaceo
plancténico con capacidad de filtracién, como tratamiento terciario de aguas residuales que
contengan nanoparticulas, microplasticos o ambos a la vez. Para llevar a cabo estos estudios,
primero se tiene que evaluar el comportamiento de NPs i MPs y como interaccionan entre
ellos para poder extraer conclusiones utiles para los estudios con las Daphnia. Para realizar
estas mediciones se han usado técnicas espectroscépicas para determinar el tamafio y la
concentracion de las nanoparticulas en las instalaciones de los Servicios Técnicos de

Investigacion de la UdG.

En este proyecto se ha trabajado con nanoparticulas de plata (AgNP) y de diéxido de titanio
(TiO2NP) y con microplasticos de polietileno. Los experimentos realizados se han centrado
en estudios de estabilidad de las nanoparticulas en recipientes de diferentes materiales,
intentando encontrar las condiciones adecuadas para evitar la agregacion o la adhesion a las
paredes y en la absorcion de NPs i sus correspondientes iones metélicos en la superficie de
los microplasticos. También se ha analizado la composicion de los MPs después de entrar en

contacto con las NPs para determinar si se encuentran en su superficie.



ABSTRACT

In the last years, the nanotechnology importance has grown considerably due to the unique
properties it offers. Among the different existing nanomaterials, nanoparticles (NPs) in
particular show applications in sectors like medicine, chemistry, electronics and energy

storage amongst others.

The increased in the use of nanoparticles worldwide implies an increase in their accumulation
in the environment, including soils and waters. On the other hand, microplastics (MPs) have
also increased their presence in the environment and, unfortunately, have become part of the
diet of some marine animals and birds. Therefore, it is essential to properly treat water in order
to improve the health of humans, animals, plants and ecosystems, avoiding excessive

accumulation of nanoparticles and microplastics.

For this reason, the possibility of using Daphnia magna, a planktonic crustacean with filtration
capacity, as a tertiary treatment for wastewater containing nanoparticles, microplastics, or
both, is being studied. To carry out these studies, the behaviour of NPs and MPs and their
interactions with each other must first be evaluated to draw useful conclusions for the studies
with Daphnia. Spectroscopic techniques have been used to measure the size and
concentration of nanoparticles in the facilities of the Technical Research Services of the

University of Girona.

This project has worked with silver nanoparticles (AgNP) and titanium dioxide nanoparticles
(TiO2NP), as well as polyethylene microplastics. The conducted experiments focused on
stability studies of nanoparticles in containers made of different materials, aiming to find
suitable conditions to prevent aggregation or adhesion to the walls. The absorption of NPs
and their corresponding metal ions on the surface of microplastics was also analysed.
Additionally, the composition of the MPs after contact with NPs have been examined to

determine if they are present on their surface.



REFLEXIONS D’ETICA, SOSTENIBILITAT | PERSPECTIVA DE
GENERE

Reflexié d’ética

Inicialment, el treball havia d’experimentar amb I'espécie Daphnia magna i la seva capacitat
d’ingerir particules microscopiques per comprovar les interaccions que tindrien amb els
microplastics. L’experimentaci6 amb animals ha estat un tema polémic, degut a les
nombroses males praxis i pobres condicions que patien els animals. D'una banda,
'experimentacidé ajuda a trobar medicines i tractaments efectius pels humans i esta altament
regulat, garantint la seguretat dels animals. D’altra banda, els arguments animalistes s6n que
I'experimentacio és cruel i es basa en el patiment i la mort dels animals. També reclamen que
la majoria de vegades no es compleixen els requisits legals de manteniment i cura dels
animals, advocant per métodes alternatius de recerca, com I'experimentacio in-vitro.

En aquest treball, no hi ha hagut retoc en els resultats i tota la informacio extreta ha estat
degudament referenciada, seguint els criteris étics per evitar el plagi.

Reflexié de sostenibilitat

Durant el transcurs d’aquest treball, tots els residus liquids i soOlids s’han abocat als
contenidors corresponents, dins els sistema de gesti6 de residus de la Facultat de Ciencies i
el Servei Técnic de Recerca. En la preparacio de solucions, s’intenta preparar la quantitat
adequada per no generar residus innecessaris. Tot i aix0, el gran nombre de mostres
preparades comporta generar un residu plastic bastant gran, degut a que s'utilitzen
contenidors, filtres i xeringues d’'un sol Us per obtenir resultats fiables, i es dipositen al
contenidor de residus solids.

Reflexié de perspectiva de génere

La quimica, com molts altres branques de la ciéncia, no esta exempta de la influencia de les
normes socials i les expectatives sobre els rols de génere. Historicament, les dones han estat
excloses de participar en I'educacio i la recerca cientifica. Aixd, ha contribuit a la perpetuacié
dels estereotips de génere i de la relegacio de la dona a tasques que perpetuen estereotips
de génere. La infrarepresentacié de les dones en els diferents camps de la ciéncia pot
contribuir a la sensacio del sindrome de la impostora a les cientifiques i alimentar el sentiment
de que les estudiants estan en un lloc que no els hi pertany. Diversos estudis han demostrat
que hi ha hagut biaixos de génere a I'hora de publicar articles cientifics liderats per dones!!
donats pel fet que les dones estan infrarepresentades com a autores, revisores i editores de
revistes.

En conclusio, el biaix de génere en larecerca i publicacio cientifica és un assumpte significatiu

gue pot tenir consequéncies negatives per a les dones cientifiques i a la ciencia en el seu
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conjunt. Per tant, cal abordar aquests biaixos a través de més representacié femenina en
posicions de lideratge per impulsar equips més inclusius i diversos dins de la comunitat

cientifica.



1. INTRODUCCIO

Durant la decada dels 801 els 90, la nanotecnologia va comencar a ser estudiada i, en aquests
ultims anys, s’ha establert com una industria molt important gracies al potencial que ofereixen
els nanomaterials en camps com en el diagnostic, imatge i tractament de malalties humanes,
aixi com en l'electronica, I'emmagatzematge d’energia i en plaques solars, entre molts altres
camps.[2'3'4-51

Alguns materials que es troben a I'escala nanoscopica son les formes al-lotropiques del
carboni conegudes com a ful-lerens i nanotubs de carboni, 0 CNT per les lletres en anglés
Carbon Nanotube. Els ful-lerens son esferes formades per un gran nombre d’atoms de carboni
(Ceo, C76, Cso, C240, ...), descobertes I'any 1985 per Kroto!®, mitjangant I'evaporacié laser del
grafit. Els CNT sén una xarxa perfecta d’hexagons de carboni (grafé) enrotllat per formar un
tub buit, descoberts per lijima al 1991 S’han desenvolupat moltes técniques per
funcionalitzar® la superficie dels nanomaterials segons les caracteristiques desitjades, oferint
un gran ventall de possibles aplicacions: en biomedicina, emmagatzematge d’hidrogen,

nanocapsules, d’entre altres.

1.1. Nanoparticules
Les nanoparticules es defineixen com particules que tenen una mida entre 1 i 100 nm en les
3 dimensions i presenten comportaments diferents al seu equivalent de major escala, tot i
tenir la mateixa composicié quimica degut a la mida de les particules i a les interaccions
fisicoquimiques que presenten. L'estructura de les nanoparticules pot ser molt variada,
depenent del tipus de cristal-litzacié del material, i algunes aplicacions poden requerir una
morfologia determinada. Les NPs amorfes tipicament presenten una forma esférica. Un dels
aspectes més importants és la gran relacio d’area de superficie per volum, proporcionant la
capacitat d’actuar com a catalitzadors de reaccions quimiques en la producci6 d’energia o en
la sintesi de farmacs, per exemple.®10

1.1.1. Classificacio
Les nanoparticules es poden classificar seguint diferents criteris, i normalment es divideixen
en organiques i inorganiques. La majoria de nanoparticules organiques es troben en
organismes vius (liposomes, micel-les, etc) i tenen una major biocompatibilitat que les
nanoparticules dissenyades o sintetitzades en laboratoris.
Les NPs inorganiques sén aquelles que no tenen carboni i estan formades principalment per
metalls de transicio, sals i oxids metal-lics, essent més estables i sobretot més toxiques, degut
a la preséncia de metalls de transicié. Els metalls més utilitzats sén Ag, Cu, Au, Pt, Pd, Re,
Zn, Ru, Co, Cd, Ali Pb, i els oxids metal-lics més comuns son Al>Oz, Fes0a, TiO2, Fe;03, ZnO,
C802 i SiOz.[S]



1.2. Metodes de sintesi de nanoparticules

Els avencos en I'estudi de les nanoparticules han augmentat el nombre de métodes existents
per sintetitzar-les, adaptant-se a les necessitats funcionals de cada cas, variant la forma,
mida, partint dels atoms com a matéria prima o reduint la mida de microparticules fins a
nanoparticules.

La sintesi biologica de NPs pot tenir lloc amb extractes d’organismes com plantes, fongs o
bacteris, permetent la reduccié dels ions de metal-lics en solucio a nanoparticules col-loidals,
sense utilitzar reactius perillosos. L’accié d’enzims, proteines, aminoacids o l'acid lactic
permet la reduccié d’'ions metal-lics en nanopatrticules de diferents formes i mides, arribant a
controlar relativament bé el rendiment i la mida variant la temperatura de reaccié o el pH. 1

La major part de métodes per sintetitzar nanoparticules es categoritzen dins de la quimica
humida, ja que consisteixen en la nucleacié (reduccié d’'un complex metal-lic, com AgNO; o
AgCIO.,) dels ions a nanoparticules col-loidals en suspensio, mitjancant un agent reductor (per
exemple, NaBH4). Els agents estabilitzants més utilitzats son el citrat trisodic (NasCsHsO7) i la
polivinilpirrolidona (PVP), que tenen la funcié de regular el creixement de la particula. Algunes
de les técniques de sintesi de nanoparticules son la sintesi hidrotermal, I'ablacio laser, la

microemulsiod o la sintesi assistida amb microones o ultrasons. €

1.3.  Nanoparticules de plata

Les nanoparticules de plata poden tenir mides i formes diferents, com octogonals, de diamant,
esferiques o fines lamines. Les propietats antimicrobianes, optiques i electriques fan que
siguin de les nanoparticules més utilitzades. En 'ambit meédic, s’han incorporat en els aposits
per ferides i s’utilitzen com a antiséptic i desinfectant. En el camp de I'electronica, els materials
amb nanoparticules de plata augmenten significativament la seva conductivitat eléctrica com,
per exemple, pastes i resines epoxi, i també es poden utilitzar com a sensors. En I'apartat
optic, les nanoparticules de plata presenten ressonancia plasmonica®? a una determinada
longitud d’ona i absorbeixen o dispersen la llum incident molt bé. Aquest efecte permet que
es puguin utilitzar plasmons superficials de AgNPs en bioimatge, espectroscopia Raman
(Surface Enhanced Raman Spectroscopy) o fluorescent. (%

L’us de NPs de plata en productes com plastics o teixits pot resultar en 'arribada d’aquestes
nanoparticules a ecosistemes aquatics!*¥ a través dels sistemes de tractament d’aiglies i, si

no s’eliminen adequadament es poden convertir en un contaminant perillgs.

1.4. Nanoparticules d’oxid de titani
Les nanoparticules de titani venen en forma de TiO2 solid, amb un diametre inferior a 100 nm.
La disposicio cristal-lina del dioxid de titani €s d’anatase i rutile. Es sintetitzen amb el metode

de sol-gel, que consisteix en, a partir de I'alcoxid metal-lic, convertir els mondmers en una

2



solucié col-loidal, que és el precursor del gel, el qual es pot dipositar en un substrat com a
una fina pel-licula o precipitar i obtenir una pols solida. Les nanopatrticules de TiO; s’utilitzen
principalment en cremes solars degut a la seva capacitat per bloquejar la radiacié ultraviolada
del sol, sense deixar rastre en la pell, i poden arribar a les aiglies residual a través del
clavegueram de les llars. Altres usos d’aquestes nanoparticules en la industria es troben en
construccié, en materials com pintures, plastics, ciments, finestres, rajoles o recobriments

gracies a les propietats d’absorcié ultraviolada i d’esterilitzacié fotocatalitica que ofereixen. [*°

Anatase Rutile
Figura 1. Morfologia cristal-lina de les nanoparticules de TiO2.[16]

1.5. Caracteritzacio i determinacio de nanoparticules

Gracies a la microscopia electronica, es poden caracteritzar la mida i la forma de les
nanoparticules, perque la microscopia Optica no és prou sensible per detectar particules
d’aquest ordre de magnitud. També es pot acoblar aquesta técnica amb alguna técnica
d’espectroscopia, per realitzar analisis elementals de les mostres. La difraccié de raigs X
(XRD) permet coneixer I'estructura cristal-lina de les nanoparticules, i altres tecniques com la
microscopia d’escaneig d’electrons (SEM) o la microscopia de transmissié d’electrons (TEM)
permeten visualitzar-les i, per tant, coneéixer altres propietats com I'estat d’agregacio,
I'estructura o la forma de les nanoparticules. Amb 'espectroscopia de fluorescéncia de raigs
X (XRF) es pot fer l'analisi qualitatiu d’'una mostra solida i amb altres técniques
espectroscopiques es pot determinar quantitativament la concentracié en una solucio™l.

En aquest treball utilitzarem I'espectrometria de masses amb font de plasma d’acoblament
inductiu en mode de particula aillada (SP-ICP-MS) per confirmar la nanoforma i mida de les
nanoparticules de plata i I'espectrometria d’emissié atomica amb plasma d’acoblament
inductiu (ICP-OES) per determinar quantitativament la concentracié de plata i titani a les
mostres. També es fara servir la fluorescéncia de raigs X per fer I'espectre dels microplastics

amb les nanoparticules metal-liques adsorbides.

1.6. Toxicitatiriscos
L’augment en I'Us i 'extensié de les nanoparticules en molts sectors ha comportat I'estudi dels
seus efectes sobre la salut humana i animal. Actualment, els perills més preocupants sén

'exposicid per inhalacid, ingesta, absorci6 dérmica i possibles explosions de pols de
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nanoparticules de carboni. Les nanoparticules que es troben en estat solid poden generar
pols i, per tant, ser inhalades, entrant en el torrent sanguini i acumulant-se en diferents organs
o dipositant-se en els alvéols pulmonars, provocant efectes nocius com inflamacio,
granulomes o fibrosis pulmonar.l*8! S’ha comparat I'efecte de nanotubs i nanofibres de carboni
al tracte respiratori amb altres materials fibrogénics com la silica o I'asbest. La toxicitat que
presenten a curt termini és prou significativa com per haver d’utilitzar equipament de proteccié
en els treballadors exposats a aquests nanomaterials, a més de prevenir la inhalacié amb
sistemes de ventilacié efectius, com treballar sota una campana extractora de gasos.

La toxicitat de les nanoparticules de plata pot recaure en I'alliberacié d’ions de plata quan les
nanoparticules es troben en dissolucid i s’ha estudiat el seu efecte citotoxic i genotoxic en
cél-lules humanes.*

Les nanoparticules de TiO, tenen com a principals vies d’exposicié I'absorcié dérmica,
I'absorcié gastrointestinal i la inhalacio. Els estudis que s’han realitzat sobre els efectes nocius
de les NPs de TiO; s’enfoquen sobretot en animals (rates) i no hi ha dades sobre ésser
humans. Els efectes toxics més importants observats son la inflamacioé pulmonar i el cancer
de pulmé, i per aix0 la Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) i 'Agéncia Internacional per a
la Recerca del Cancer (IARC) han classificat les nanoparticules de TiO, com a compost del
grup 2B (possiblement carcinogénic pels humans). 19

S’ha demostrat que les nanoparticules de titani afecten a algues®® i animals aquatics?'-?2

quan es bioacumulen en cossos d’aigua.

1.7.  Microplastics
Els microplastics son fragments de qualsevol tipus de plastic amb una mida inferiora 5 mm i
poden tenir diferents formes, com microfibres o microesferes. La gran part de MPs alliberats
provenen de téxtils sintétics, de les gomes dels neumatics i dels pellets que s’utilitzen durant
la produccié de plastics i son perjudicials.??® Els microplastics es poden transportar a través
de l'aire i 'aigua quan s’alliberen al medi ambient, resultant en possibles riscos de salut per
humans, animals, plantes i altres organismes. Aixi, s’han detectat microplastics presents en
peixos, marisc, sal marina, aigua i altres begudes, incrementant I'exposici6 humana als
microplastics a través de la dieta. A part dels efectes nocius dels microplastics quan
s’acumulen en un organisme, aquests podrien alliberar additius o monomers que poden ser

fins i tot més perillosos que els propis microplastics.?4



2. OBJECTIVES

The main objective of this work is to study the behaviour and stability of metallic nanoparticles
such as silver and titanium dioxide nanopatrticles in natural water and their interactions with
polyethylene microplastics.
To achieve the goal stated above, a set of specific objectives has been formulated:
¢ Determine the aggregation and dispersion behaviour of AgNPs and TiO2NPs in different
materials.
e Assess the stability of metallic nanoparticles in the presence of polyethylene
microplastics over time.
¢ Investigate the adsorption of nanoparticles onto the microplastics surface
o Explore the differences on metallic nanoparticles and their respective metallic ions
behaviour in the presence of microplastics.
These experiments aim to allow further investigation on nanoparticles and microplastics
interactions with the water flea species Daphnia magna, because of their filtration capacity.
Some objectives that could be stated for future work could be the impact on D. magna mobility,

feeding behaviour, reproduction success or mortality.



3. PROCEDIMENT EXPERIMENTAL

3.1. Materials i instruments
Reactius:
- Soluci6 estoc de plata ionica, 1000 mg-L?, Certipur®, Merck Millipore (Alemanya)
- Soluci6 estoc de nanoparticules de plata, 4950 mg-Kg?, NanoComposix (Estats Units)
- Soluci6 estoc de titani ionic, 1000 mg-L™1, Sigma Aldrich (Alemanya)
- Nanoparticules de dioxid de titani, TiO, Sigma Aldrich (Alemanya)
- Acids humics, Sigma Aldrich (Alemanya)
- HNO:s; hiperpur 69%, Panreac (Canada)
- Tensioactiu Tween® 80, Sigma Aldrich, (Alemanya)
- Aigua Milli-Q Plus column, Merck Millipore (Alemanya)
- Aigua ISO/reconstituida
- Aigua mineral, Font Vella, (Barcelona)
- Microplastics de polietileé Fluorescent Violet Polyethylene Microspheres, Cospheric
(Estats Units)
Materials:
- Flascé poliestire, 12 mL, 30 mL i 220 mL, Deltalab (Barcelona)

Flasco polipropilé, 100 mL, Deltalab (Barcelona)
- Flascé vidre 100 mL, DWK Life Sciences (Alemanya)
- Micropipetes 20-200 pL i 100-1000 pL, Transfeerpette (Alemanya)
- Pipeta Pasteur Polietile, 3 mL, Deltalab (Barcelona)
- Xeringa 5 mL, BD Discardit™ Il (Estats Units)
- Filtres de xeringa 0.45 yL Clarify, Phenomenex (Estats Units)
- Matras Kitasato 250 mL, Schott Duran® (Alemanya)
- Placa filtrant, Merck Millipore (Alemanya)
- Embut de vidre 15 mL, Merck Millipore (Alemanya)
Aparells i instruments:
- Agitador rotatori, Dinko (Barcelona)
- Bany d'ultrasons, P Selecta (Barcelona)
- Balanca analitica, Cobos Precision ATX224 (Barcelona)
- Espectrometre d’emissié optica amb font de plasma d’acoblament inductiu 5100,
Agilent Technologies (Estats Units)
- Espectrometre de masses amb font de plasma d’acoblament inductiu 7500c, Agilent
Technologies (Estats Units)
- Bomba de membrana ME 1C, Vacuubrand (Alemanya)

- Espectrometre de fluorescéncia de raigs X XDV-SD, Fischerscope® (Alemanya)



3.2. Preparaci6 de solucions

3.2.1. Solucions de nanoparticules
Les solucions de NPs de plata es preparen a partir de la solucié estoc de 4950 mg, amb
intermedis de 1000 mg-Kg*i 10 mg-Kg*, seguint el segiient procediment:
Primer es posa la solucié mare en un bany d’ultrasons durant 5 minuts i s’agita manualment
durant 1 minut vigorosament, per assegurar que les nanoparticules estiguin ben dissoltes i no
guedin agregades. Llavors, es mesura per pesada en una balanca analitica el volum
necessari per fer la dilucid amb una micropipeta i s’enrasa amb aigua Milli-Q al volum final.
Cada vegada que es fa una dilucio s’ha de seguir aquest procediment rigorosament per evitar
'agregacio de les nanoparticules i poder obtenir resultats més fiables. Les solucions de
AgNPs s’han de guardar a la nevera tapades amb paper de plata, degut a que la llum pot
malmetre les nanopatrticules.
Les nanoparticules de titani venen en forma solida com a dioxid de titani (TiO2), es mesura el
pes necessari per obtenir una dissolucié de 1000 mg/Kg de Ti, tenint en compte el pes de les
particules d’oxigen, i s’enrasa amb aigua Milli-Q. Un cop tenim la dissolucié6 liquida es segueix
el mateix procediment que amb les nanoparticules de plata per fer I'intermedi de 10 mg-Kg™.

3.2.2. Solucions de metalls ionics
Les solucions de plata i titani en forma idnica segueixen el mateix procediment. Ambdues
parteixen d’una solucié estoc de 1000 mg-L* i es mesura per pesada el volum necessari per
fer 'intermedi de 10 mg-Kg?, utilitzant aigua Milli-Q per enrasar.

3.2.3. Solucions d’acids humics i tensioactiu
Els acids humics es troben en estat solid, per tant, es mesura el pes necessari per obtenir
una dissolucié de 250 mg-Kg* d’acids humics i s’afegeix aigua Milli-Q fins al pes final,
mitjancant la balanca analitica. El tensioactiu es prepara a partir de la solucié estoc i es dilueix

amb aigua Milli-Q per obtenir una dissolucio al 5%.

3.3.  Preparacio de mostres i patrons

Les mostres es preparen per duplicat, amb controls quan és necessari, i es calculen els pesos
de cada reactiu per obtenir la concentracié desitjiada. Les mostres es preparen amb
micropipeta per pesada, és a dir, s’anota el pes cada cop que s’afegeix un reactiu. En el cas
de les mostres que contenen nanoparticules cal ultrasonar i agitar les nanoparticules abans
de fer les mesures. Per preparar les diferents solucions, primer es pesen les nanoparticules
o els metalls ionics, després els acids humics, seguit dels microplastics, finalment la solucié
de tensioactiu 5% (nomeés a les mostres que tenen microplastics i als seus controls) i s’enrasa
amb aigua mineral Font Vella o aigua reconstituida.

Els patrons de plata i titani es preparen, en tubs de poliestiré, per pesada mesurant el volum
de l'intermedi de 10 mg-Kg* necessari per obtenir patrons per 0, 25, 50, 100, 150 i 200 pug-Kg-

! del metall ionic, afegint HNO3 d’una solucio 1:10 per tenir una concentracio de I'acid al 0,01%
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(v/v) i també el volum necessari de tensioactiu 5% per obtenir un 0,01% final si les mostres
tenen microplastics, enrasant amb aigua Milli-Q.

Les mostres i els patrons es guarden a la nevera des de la seva preservacioé fins el moment
de mesurar en els espectrometres. Abans de mesurar les concentracions dels metalls, totes
les mostres que contenen nanoparticules s’ultrasonen i s’agiten, i aquelles mostres que
contenen microplastics es filtren amb un filtre de xeringa per evitar obturacions en el sistema
d’introduccié de mostra. Si la mostra conté nanoparticules i microplastics alhora, primer
s’ultrasonen i agiten les mostres i llavors ja es poden filtrar amb el filtre de xeringa.

Les mostres de microplastics per analitzar al XRF es filtren al buit, amb el muntatge de filtracio
(kitasato, placa filtrant, filtre de paper i embut de vidre). Un cop filtrades, es disposen en un

suport i es deixen assecar a laire.

Figura 2. Muntatge per filtrar al buit. A 'esquerra s’observa la bomba de buit, connectada al kitasato

amb la placa filtrant i 'embut de vidre. Font propia.

3.4. Determinaci6 de la mida de particula mitjancant sp-ICP-MS
Per poder comprovar la forma i mida de les nanoparticules de plata en la solucié estoc que hi
havia emmagatzemada, es va analitzar en 'espectrometre de masses en mode de particula
aillada o single particle (sp-ICP-MS). En aquest cas, la concentracié ha de ser molt petita i es
va preparar una mostra de 200 ng-Kg* a partir d’'un intermedi de 100 pug-Kg*. En la taula 1
es troben especificades les condicions de treball de 'lCP-MS per dur a terme aquest

experiment.



Taula 1. Condicions de treball en 'lCP-MS Agilent 7500c en mode single particle, per I'isotop de Ago’.

Potéencia (V) 1550
Temps d’adquisicié (ms) 10
Temps de lectura (s) 58,72
Temps d’estabilitzacio (s) 30
Velocitat bomba peristaltica (rpm) 12
Flux d’argé plasmogen (L/min) 15
Nebulitzador Concentric
Cambra Doble pas
Torxa Fassel (shield torch)

Les dades de recompte de particules obtingudes s’introdueixen en una plantilla d’Excel
facilitada per la tutora, on s’incorporen dades com la concentracié de la solucid, el cabal
d’entrada de la mostra i el temps d’integracié i aquesta ens calcula el diametre de les
particules amb la seva desviacid. A continuacio, es pot veure una captura de la plantilla i es
diferencien les caselles taronges, que indiquen propietats constants de I'element analitzat,
grogues, on hem d'introduir dades i condicions de l'analisi (el diametre és lindicat pel
proveidor) i les caselles verdes, que ens donen els resultats de diferents tipus de calculs. Per

poder diferenciar el soroll de fons i els senyals s’estableix un llindar, seguint la férmula ps +
(z1a /g *+ 1), ON pg correspon a la mediana de comptes i z1.« €s un valor arbitrari per evitar

els falsos positius, que en aquest cas és 5.

Figura 3. ICP-MS Agilent 7500c situat als Serveis Tecnics de Recerca de la UdG. Font
propia.
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Figura 4. Full de calcul per determinar la mida de les nanoparticules amb ICP-MS.
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3.5. Determinacio de metalls amb ICP-OES

Per determinar la concentracié de plata i titani a les mostres s’ha utilitzat 'lCP-OES, que ens
permet treballar amb concentracions de I'ordre dels ug-Kg™. Cada vegada que es vol analitzar
alguna mostra cal preparar patrons (a 0, 25, 50, 100, 150 i 200 ug-Kg?) per poder fer la recta
de regressio. Les mostres es col-loquen en un mostrejador automatic i es programa a
'ordinador el nombre de mostres a analitzar i 'ordre que seguira el mostrejador. A la taula 2
i 3 es detallen les condicions de treball de 'lCP-OES utilitzades en la determinacio de la plata
i el titani, respectivament.

Taula 2. Condicions de treball de 'lCP-OES 5100 per les nanoparticules de plata.

Longitud d’ona (nm) 328,068 i1 338,289
Temps de lectura (s) 3
Temps d’estabilitzacié (s) 30
Velocitat bomba peristaltica (rpm) 12
Poténcia (V) 1200
Flux d’argé plasmogen (L/min) 12
Flux del nebulitzador (L/min) 0,7
Visio Axial
Replicats per mesura 4
Nebulitzador Conceéntric (sea spray)
Cambra Ciclonica de doble pas

Taula 3. Condicions de treball de 'lCP-OES 5100 per les nanoparticules de titani.

Longitud d’ona (nm) 334,188 i 334,941
Temps de lectura (s) 3
Temps d’estabilitzacio (s) 30
Velocitat bomba peristaltica (rpm) 12
Poténcia (V) 1200
Flux d’argo6 plasmogen (L/min) 12
Flux del nebulitzador (L/min) 0,7
Visio Axial
Replicats per mesura 3
Nebulitzador Conceéntric (sea spray)
Cambra Ciclonica de doble pas

Un cop obtingudes les concentracions experimentals, es calcula la recuperacié dels metalls,
gue consisteix en dividir la concentracié experimental per la teorica i multiplicar per 100 per

obtenir el resultat com a percentatge.
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3.6. Cultius de Daphnia Magna

Durant el transcurs del treball, es va intentar cultivar aquaris de Daphnia magna. Per fer-ho
es van preparar dos aquaris amb aigua Font Vella, sense clor, amb un sistema programat de
14 hores de llum i 10 de foscor i amb sistemes de bombolleig d’aire. Les Daphnies, que es
van obtenir del grup de recerca de Fisica Ambiental de la UdG, s’alimentaven dos cops a la
setmana amb Espirulina i llevat. Tot i els esfor¢os per mantenir una colonia sana i estable, els
individus no aconseguien sobreviure prou temps i reproduir-se, impossibilitant

I'experimentacié amb aquests.

Figura 5. ICP-OES Agilent 5100 amb mostrejador automatic dels Serveis Técnics de Recerca de la

UdG. Font propia.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

En aquest apartat es plasmen els resultats realitzats durant el transcurs del treball, ressaltant
i discutint els aspectes més important d’aquests.

4.1. Estudi de la mida de nanoparticules de plata
Com s’ha comentat en l'apartat 3.4, s’ha utilitzat '|CP-MS per determinar el diametre de les
nanoparticules de plata i verificar el bon estat d’aquesta suspensié estoc.
A continuacié es mostren diferents grafics corresponent al temps d’escaneig, a la distribucio

de senyals i a la distribuci6 de la mida de particula.

Time scan

50
45
40
35
30
25
20

event intensity (counts)

10 1 TS

0 10 20 30 40 50 60
Time (s)

Figura 6. Recompte de les senyals detectades pel sensor al llarg del temps.

Amb les dades de la figura 6 podem assegurar que es tracten de nanoparticules perque el
soroll de base és proper a 0 i cada pic representa la deteccié d’una nanoparticula per part de
linstrument. L’algada del pic indica la intensitat de la nanoparticula detectada, que es pot
relacionar amb la seva mida. Com més gran sigui la particula més quantitat de metall s’ionitza

i arriba simultaniament al detector, obtenint una major intensitat.
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Figura 7. Distribucié dels senyals corresponents a 200 ug-L* de AgNP.
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En la figura de distribuci6 de senyals només es tenen en consideracié els senyals que superen
el llindar establert per minimitzar I'aparicié de falsos positius. D’aquesta manera, només els
senyals que superin els 6 comptes es comptabilitzen per calcular la mida de les

nanoparticules.

Particle size distribution
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Figura 8. Distribucié del diametre de les nanoparticules de plata en nanometres.

En la figura 8 es pot observar que gran part de les nanoparticules es troben entre 66 i 80 nm,
i si tenim en compte la resta de senyals obtenim el resultat definitiu de les nanoparticules amb
una mida de 79 nm = 10 nm.

En aquest experiment la sensibilitat de 'equip no va ser massa bona, resultant en un grafic
de la distribucié de mida que no segueix una distribucié gaussiana complerta. Aquest fet,
juntament amb el llindar minim per no tenir falsos positius, ha comportat que possiblement

s’hagin descartat senyals de particules que haurien d’haver estat comptabilitzades.

4.2. Estudis d’estabilitat de suspensions de nanoparticules en diferents
materials i efecte dels acids humics

Es sabut que les nanoparticules en general i les de plata en particular presenten certa
inestabilitat quan es troben en solucié. La mida i la massa tan petita que presenten fa que un
cop s’agreguen les nanoparticules o s’adhereixen a les parets del contenidor sigui molt dificil
separar-les, formant clusters de centenars de particules individuals i reduint significativament
el rendiment d’aquestes. Per evitar aix0 s’utilitzen agents estabilitzadors durant la seva
sintesi, els quals s’adhereixen a la superficie de les nanoparticules.*® Per ajudar a mantenir
les nanoparticules estables en la dissolucio es pot utilitzar un surfactant, que s’adhereix a la
superficie i mitjancant repulsions electrostatiques o esteriques redueix la tensio superficial i
14



millora la dispersio de les nanoparticules.® Altres estudis també han considerat la preséncia
de matéria organica en les aigles, com els acids humics (AH) procedents de matéria organica
vegetal morta, pot interactuar amb les nanoparticules i estabilitzar-les.?%!

Per poder escollir un recipient adequat per dur a terme els experiments es van preparar
mostres de nanoparticules de plata a 100 ug-Kg* amb un pes final de 100 g, modificant les
seguents variables: el tipus d’aigua utilitzada, la concentracié d’acids humics i evidentment el
material dels recipients. En aquest cas, es volia simular les condicions que tindrien els futurs
experiments amb les Daphnies i les mostres no es van posar en agitacio, ja que les Daphnies
no proliferen en aigles turbulentes. La figura 9 mostra les recuperacions que es van obtenir
analitzant les mostres en I'lCP-OES després de 24 hores.

1SO

Figura 9. Recuperacié de nanoparticules de plata en recipients de polipropile, poliestiré i vidre, a

Recuperacié Ag (%)
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diferents concentracions d'acids himics.

Es pot observar com els dos tipus d'aiglies donen resultats molt semblants i en els segients
experiments només s’utilitzara aigua mineral Font Vella, perqué és més facil d’obtenir en
grans quantitats. També es pot veure com, en els recipients de poliestire i vidre, la preséncia

d’acids humics ajuda a que la recuperacio sigui propera al 100%.

També es va realitzar un experiment molt semblant al primer utilitzant les nanoparticules de
d’oxid de titani, perd només en recipients de poliestiré i vidre i amb 0, 2 i 4 mg-Kg?! d’acids
hamics, per comprovar si les particules d’oxid de titani tenien el mateix comportament que les

de plata (figura 10).
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Figura 10. Recuperacié de nanoparticules de titani en recipients de vidre (verd) i poliestireé (blau), a

diferents concentracions d'acids hiimics.

La presencia d’acids humics també augmenta la recuperacié del titani envers les mostres
sense acids humics. En aquest experiment la recuperacié és excessivament elevada i es pot
deure a que la recta de calibratge no era prou precisa. Per aquest motiu, a partir d’aquest
punt tots els patrons es van comencar a preparar amb un 0,01% acid nitric per estabilitzar els
ions metal-lics i millorar les rectes de calibratge. Els resultats obtinguts amb 2 i 4 mg-Kg*
d’acids humics no presenten diferéncies significatives, amb un valor de p en el test ANOVA
amb a=0,05 de 0,92 i 0,83 pel vidre i el poliestire respectivament, indicant que amb un 2% és
suficient per estabilitzar la dissolucié de NPs.

Seguidament, es va fer un experiment amb AgNPs a 100 ug-Kg?* només en contenidors de
vidre amb un pes final de 50 g, per determinar si les recuperacions també sén bones amb 2
mg-Kg* d’acids himics. Aquestes mostres tampoc es van agitar, per obtenir unes condicions
els més semblants possibles a I'ecosistema de les Daphnies, perd en aquest cas es van afegir
microplastics de poliestireé a 1 mg/mL, és a dir, 50 mg de microplastics.

L4
Recuperacio Ag (%)

120.00

__100.00
S

0 80.00
(8]

O 60.00
(]
Q.

3 40.00
&

20.00

0.00

Ag (0 ppm) Ag+AH (2 ppm) Ag+AH (4 ppm)

M Font Vella 24h B Font Vella 7 dies B Controls No MP 24 h B Controls No MP 7 dies

Figura 11. Recuperacio de AgNPs en vidre amb 0, 2 i 4 mg-Kg* d’acids humics i microplastics durant

24 hi 7 dies, i els respectius controls.
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Les columnes verdes i blaves de la figura 11 corresponen a les mostres amb microplastics
reposades durant 24 h i 7 dies, respectivament. Les columnes vermelles i liles corresponen
als controls sense microplastics, també reposats 24 h i 7 dies, respectivament. La preséncia
d’acids humics evita que les nanoparticules s’agreguin o quedin adherides a les parets del
recipient?®, perd no hi ha diferéncies entre els valors de 2 i 4 mg-Kg* de les mostres i els
controls a 24 hores, amb valors de p en el test ANOVA amb a=0,05 de 0,26 i 0,067
respectivament. Per tant, utilitzarem 2 mg-Kg?! d’acids hdmics per mantenir el contingut

organic total el més baix possible.

4.3. Estudi de la cinética d’absorcié de nanoparticules i ions metal-lics en
microplastics

L’estudi de la cinética es centra en el temps que triguen els microplastics en adsorbir les
nanoparticules en la seva superficie. S’han realitzat experiments tant amb nanoparticules com
amb els ions metal-lics, per tal de comprovar si es és possible separar les NPs i els ions del
mateix element mitjangant els microplastics. Les condicions de I'experiment son les mateixes
per les mostres de nanoparticules i d’ions metal-lics: concentracio del metall de 100 ug-Kg?,
2 mg-Kg! d’acids humics, 1 mg/ml de microplastics (excepte els controls) i 0,01% (v/v) de
tensioactiu, en tubs de poliestire de 30 mL amb un volum final de 20 mL. Totes les mostres i
controls s’agiten a 50 rpm durant el temps corresponent i s’analitzen mitjangant I''CP-OES.
Les barres d’error representades a les grafiques corresponen a la desviacio estandard entre

els duplicats de cada mostra.

Figura 12. Mostres amb microplastics i controls en I'agitador rotatori.
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Figura 13. Recuperacio de les nanoparticules de plata amb microplastics (blau) i sense microplastics
(vermell) a diferents temps d’agitacio.

Com es pot observar en la figura 13, I'adsorcié completa de les nanoparticules té lloc en
menys d’una hora, ja que la recuperacio de plata en les mostres amb MP es troba en tots els
casos molt proper a 0. Tots els controls han donat una recuperacié al voltant del 100%,
indicant que les suspensions de nanoparticules son estables en absencia de microplastics i
per tant es queden retingudes en les particules de polietilé. La figura mostra que en el control,
al cap de 7 dies d’agitacio, disminueix lleugerament la recuperacié de plata, possiblement
degut a I'exposici6 a la llum i a la degradacio de les nanoparticules.
Cinetica Ag*
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Figura 14. Recuperacio dels ions de plata amb microplastics (blau) i sense microplastics (vermell) a
diferents temps d’agitacio.

En el cas dels cations de plata Ag* (figura 14), les mostres amb microplastics tenen una
recuperacio propera al 60% i la dels controls es troba al voltant del 80%. Aixo ens diu que els

ions no queden tan retinguts en els microplastics com les nanoparticules, podent arribar a
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separar parcialment ions i NPs. També s’ha de tenir en compte que els ions de plata
reaccionen amb el clor de I'aigua mineral per donar clorur de plata, que precipiten i es redueix
la concentracié de plata dissolta, aixo podria explicar les baixes recuperacions dels controls.
Aquests resultats mostren que es podrien utilitzar els microplastics si volguéssim separar els
ions i les nanoparticules de plata d’'una solucié, perqué tenen una absorcié diferent entre ells.
En aquest cas caldria estudia les millors condicions per dur a terme la separacio.

Cinética TiNP

120.00

100.00

80.00
60.00
40.00
20.00 I
0.00 [ [ "] | — = =
1h 2h 3h ah 6h 17h 24h 72h

6 dies

Recuperaci6 (%)

HMP HControls

Figura 15. Recuperacio de les nanoparticules d’oxid de de titani amb microplastics (blau) i els controls
(vermell) a diferents temps d’agitacio.

Com es pot veure en la figura 15, la cinética de les nanoparticules de TiO, és bastant semblant
a la cinética de les NPs de plata, amb les mostres que contenen microplastics amb una
recuperacié molt baixa i els controls amb una recuperacié més propera al 90-100%. En el cas
del titani també s’observa la decaiguda en la recuperacié dels controls a partir de les 24 hores,
per tant, el ritme de degradacio de les nanoparticules de titani és major que les de plata, el
gue sembla indicar (caldria verificar-ho) que la degradacié de les nanoparticules de titani és
més rapida que les de plata o que les nanoparticules d'oxid de titani amb el temps
s’adsorbeixen a les mateixes parets dels recipients.
Cinética Tiionic
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Figura 16. Recuperacio de ions de titani amb microplastics (blau) i els controls (vermell) a diferents
temps d’agitacio.
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La cinética dels ions de titani Ti**, representada a la figura 16, ens mostra que en les primeres
hores els microplastics ja han adsorbit completament els ions metal-lics i per tant en aquest
cas el comportament és molt similar a les nanoparticules, el que implica que no es podran

separar com passava amb la plata.

4.4. Estudis d’absorcié de nanoparticules metal-liques amb microplastics
L’experiment preparat per estudiar I'absorcio dels MPs consisteix en variar la concentracio de
NPs metal-liques per intentar trobar el punt on els microplastics es saturen i la concentracié
de metall dissolt augmenta progressivament. Les condicions de I'experiment sén les mateixes
que en I'estudi de la cinética de les nanoparticules, perd modificant la concentracié de NPs.
Totes les mostres es posen a I'agitador rotatori durant 2 hores per assegurar que s’arriba a

I'equilibri, com indiquen les seves cinetiques.

Absorcid de TiNP i AgNP
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70.00
60.00
50.00
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40.00
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20.00
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0.00
25 50 100 150 200 300 400

Concentracid NPs (ug-L1)

Absorcid (%)

Figura 17. Absorcié de les nanoparticules de plata (vermell) i d’Oxid de titani (blau) a diferents

concentracions en microplastics de polietile.

En ambdods tipus de nanoparticules no s’arriba al punt de saturacio i les absorcions son
practicament del 100%. Per poder arribar a observar la corba d’absorcié probablement
s’haurien d'utilitzar concentracions per sobre de 400 ug-Kg? de nanoparticules, cosa que
tampoc té massa sentit perqué sén concentracions molt poc probables en aigles residuals i

encara menys en aigles naturals.

4.5. Verificacio de la preséncia de platai titani en els microplastics
Donat que els resultats obtinguts semblaven mostrar que les nanoparticules de plata i d’oxid
de titani s’absorbien molt bé en els microplastics de polietile, varem voler verificar la preséncia

d’aquestes en la superficie del plastic. Per fer-ho es va utilitzar la fluorescencia de raigs X.
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Per realitzar aquesta analisi es van filtrar al buit algunes de les mostres més concentrades de
I'experiment d’absorcié i també es va preparar una mostra identica perd sense cap mena de
nanoparticula, per utilitzar-la com a blanc. Les mostres es deixen assecar durant uns dies i

es dipositen amb cura sobre un suport assegurant que el paper de filtre queda totalment pla i

s’introdueix en I'espectrometre de fluorescéncia de raigs X.

Figura 18 i 19. Espectrometre de fluorescéncia de raigs X i safata d’insercié de mostra. Font propia.

Figura 20. Mostres de microplastics filtrades al buit. Font propia.
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Es van analitzar; una mostra de microplastics amb nanoparticules d'oxid de titani

(concentraci6 inicial de 400 ug-Kg?), una amb nanoparticules de plata (concentraci6 inicial

de 300 ug-Kg?) i el blanc de microplastics sense NPs.

Taula 4. Condicions de treball de I'espectrometre de fluorescéncia de raigs X per mesurar titani.

Material del tub Tungste
Voltatge (kV) 50
Corrent (mA) 1000
Filtre primari Alumini 1000 ym

Col-limador (mm) 3
Temps de mesura (s) 200

Figura 21. Area analitzada dels microplastics de la mostra amb TiNPs (esquerra) i del blanc (dreta).
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5 =1 Total = 18417 cps
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Deadtime: 15.7 %

Figura 22. Espectre de fluorescéncia de raigs X de la mostra amb TiNPs (vermell) i del blanc (negre).
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Si observem la figura 22 es pot veure que el pic corresponent al titani, en color verd, apareix

tant en el blanc com en la mostra i, encara que el pic de la mostra sigui lleugerament més

gran, la mesura no és quantitativa i per tant no ens permet verificar I'absorcié de les particules

d’oxid de titani donada la preséncia de titani al blanc sense cap mena de nanoparticules.

Vam intentar analitzar la mostra de plata amb les mateixes condicions que el titani, indicades

a la taula 4, pero el soroll en la zona on hauria de sortir era massa gran i es van modificar les

condicions.

[cpa]

45—3
4o—f
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30-
25
20-
15—f

10-

Ti Ni

HA-ELLELL

Channel : 18 =

[(keV]

Total = 18804 cps
t= 196.52s
Deadtime: 15.9%

Figura 23. Espectre de fluorescéncia de raigs X de la plata amb les condicions de la Taula 4.

Taula 5. Condicions de treball de I'espectrometre de fluorescéncia de raigs X per mesurar plata.

Material del tub Tungsté
Voltatge (kV) 50
Corrent (mA) 1000
Filtre primari Molibdé 70 pm

Col-limador (mm) 3
Temps de mesura (s) 200
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Figura 24. Area analitzada dels microplastics de la mostra amb AgNPs.
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Figura 25. Espectre de fluorescencia de raigs X de la plata les condicions de la Taula 5.

Tot i el canvi de condicions experimentals que es van utilitzar, com es veu en la figura 25,
malauradament no es pot apreciar cap pic a la zona de la plata, al voltant dels 22 keV.

Aixi doncs, no es va poder verificar I'absorcié de les nanoparticules metal-liques sobre la
superficie dels microplastics. En un futur es podrien fer mesures mitjangant microscopia
electronica de rastreig amb detector de raigs X per intentar confirmar la preséncia de les
nanoparticules en la superficie dels microplastics.
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5. CONCLUSIONS

As stated before, the main objectives of this project were to study the stability of metallic
nanoparticles in natural water and their interactions with microplastics. In order to achieve this

goal, experimentation was performed and the outcoming results lead to the next conclusions:

¢ Silver and titanium dioxide nanoparticles are more stable in water samples with the
presence of humic acids, just using 2 mg-Kg?, than without humic acids.

¢ Both nanoparticles are also almost completely absorbed by microplastics in less than
an hour, absorbing even high NPs concentration (400 pg-L™?).

o Silver ions were slightly absorbed by MPs, so silver ions and NPs could be partially
separated through microplastics. Titanium ions were completely absorbed after an
hour too, so we can’t separate them from TiO2 NPs using microplastics.

e XRF spectrometry showed that blank microplastics already contain titanium, so we
can’t confirm definitely the adsortion of titanium dioxide nanoparticles onto the
microplastics surface. Unfortunately, silver nanoparticles weren't detected by XRF.

These results allow us to better understand the behaviour of nanoparticles and microplastics

in order to do further studies about the Daphnia magna filtration activity in water treatment.
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