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RESUMEN

Uno de los mayores desafios que se plantea en la actualidad es la necesidad de
desarrollar nuevas metodologias de deteccion de contaminantes en medios acudticos, para ello
las nanoparticulas de 6xidos metalicos se postulan como una de las mejores alternativas gracias
a sus propiedades fisico-quimicas unicas. En consecuencia, se ha desarrollado una metodologia
simple y eficiente de sintesis de nanoparticulas de 6xido de circonio (ZrO2) mediante
precipitacion de hidroxidos, en la cual, se ha evaluado tanto la concentracion de precipitante
(NH3) como el tratamiento térmico utilizado. El material resultante se ha caracterizado
empleando cinco técnicas instrumentales: TEM, SEM-EDX, XRD, Raman y FTI-IR, y
posteriormente, mediante la espectrofotometria UV-Vis, se ha estudiado preliminarmente su
viabilidad en la determinacién de SMX, al ser uno de los antibidticos mas contaminantes del
medio ambiente.

Los mejores resultados se obtuvieron delas muestras calcinadas a 600 °C a 2 M de NH3,
al presentar nanoparticulas mas pequefias y con distribuciones mas uniformes que a otras
temperaturas. En todas ellas, se identificaron fases cristalinas tanto m-ZrO:como t-ZrO: vy,
asimismo, se evidenciaron vibraciones de enlace caracteristicas del ZrO2. Pese a que sea
necesario investigar en esta linea, los estudios preliminares de retencion en funcion del pH
mostraron resultados Optimos entorno a valores de pH 6.

Palabras clave: deteccion, medio ambiente, nanoparticulas, 6xido de circonio, sintesis
y sulfametoxazol.

ABSTRACT

One of the biggest challenges that is currently being considered is the need to develop
new methodologies for detecting contaminants in aquatic environments, for this, metal oxide
nanoparticles are postulated as one of the best alternatives based on their unique physical -
chemical properties. Consequently, a simple and efficient methodology for synthesis of
zirconium oxide (ZrO2) nanoparticles through the precipitation of hydroxides has been
developed, in which the concentration of precipitant (NH3) and the thermal treatment have been
evaluated. The resulting material has been characterized using five instrumental techniques:
TEM, SEM-EDX, XRD, Raman and FT-IR, later, using UV-Vis spectrophotometry, its
viability has been preliminarily studied in the determination of SMX, because it’s one of the
most polluting antibiotics in the environment.

The best results were obtained from samples calcined at 600 °C at 2 M of NH3, because
thy present smaller nanoparticles with more uniform distribution than at other temperatures. In
all of them, m-ZrO: and t-ZrO: crystalline phases were identified and the characteristic binding
vibrations of ZrO2 were observed. Although it’s necessary to investigate in this line, the

preliminary retention studies as a function of pH showed optimal results around pH values of
6.

Keywords: detection, environment, nanoparticles, synthesis, sulfamethoxazole and
zirconium oxide.
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1. INTRODUCCION

A continuacion, se procede a hablar sobre las nanoparticulas, haciendo hincapié¢ en el
oxido de circonio (ZrO2) y en sus posibles aplicaciones, principalmente en aquellas centradas

en la deteccion de farmacos.
1.1 NANOPARTICULAS

1.1.1 Historia, importancia y principales aplicaciones

Desde la famosa conferencia de Richard Feynman en 1959, “There’s Plenty of Room at
the Bottom”, la nanociencia y la nanotecnologia han experimentado un gran auge a nivel
mundial, convirtiéndose en uno de los campos de conocimiento mas importantes en la
actualidad (Chattopadhyay and Banerjee, 2010). Sin embargo, y pese a lo que pueda parecer,
su huella en la sociedad no es reciente ya que se conocen numerosos ejemplos de su utilizacion
a lo largo de la historia. Este seria el caso del primer pigmento sintético del que se tiene
constancia (siglo III a.C.), conocido como “azul egipcio”, mezcla de vidrio y cuarzo
nanoscopicos, o las diversas tonalidades de las vidrieras medievales, resultado de suspensiones

coloidales de oro y plata (Jeevanandam et al., 2018).

Las nanoparticulas (delgriego “nano ” referente a “pequerio’), a fin deser diferenciadas
de los niveles atomico y molecular (Fig. 7), hacen referencia a aquellas estructuras cuyas
dimensiones se encuentran entre 1 y 100 nm (Ealias and Saravanakumar, 2017). La importancia
de estos materiales radica en sus propiedades fisico-quimicas unicas y, derivado de ellas, en el
amplio abanico de aplicaciones que suponen un notable beneficio a la sociedad. Entre estas
propiedades, debidas fundamentalmente a su elevada relacion superficie-volumen
(determinada, a su vez, por su pequefio tamafio), destacan las Opticas, mecanicas, magnéticas y

eléctricas (Lungu et al., 2015; Khan et al., 2019).

Glucosa Proteina ADN Virus Célula Pelota de tenis
‘ %8 )
107 10° 10* 10° 10° 107 10*
NANOPARTICULAS Nanémetros (nm)

)Y,

e

Figura 1. Escala comparativa de tamaiios en nanometros. Fuente: elaboracion propia.
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Por otro lado, dichas propiedades inusuales permiten desarrollar, en consecuencia,
cuantiosos avances en un gran numero de disciplinas. Entre ellas destacan la medicina, en la
cual se han desarrollado metodologias de deteccion temprana de diferentes enfermedades, tales
como el cancer o el Alzheimer (Inbaraj and Chen, 2020), o la terapia fotodinamica, donde
muestran resultados prometedores como fotosensibilizadores' en la eliminacion de células
enfermas (Bechet ef al., 2008); la informatica, puesto que permiten optimizar las técnicas de
analisis de datos y disefiar nuevos materiales tales como memorias de alta capacidad de
almacenamiento y procesado (Seqqat et al., 2019); o la ambiental, donde cabe hablar de tres

aplicaciones principales (Khan et al., 2019; Alagarsamy ef al., 2022):

a) Procesos de mejora de la calidad del medio ambiente. Se han desarrollado
tratamientos de aguas de abastecimiento y residuales, ya sea por retencion o
degradacion de contaminantes tanto organicos como inorganicos.

b) Sintesis y aplicacion de nanocompuestos de minimo impacto ambiental, tales como
las nanoparticulas generadas a partir de metodologias de sintesis verde y los nuevos
nanomateriales destinados a la transicion a energias renovables.

¢) Disefio de metodologias de deteccion de contaminantes a concentraciones ultratraza,
por ejemplo, la utilizacion de electrodos de pasta de carbono y nanoparticulas de
oxido de torio (ThO2) en la determinacion de arsenito y arsénico inorgéanico total a
concentraciones de 0,1 pg/L mediante la voltamperometria deredisolucion anodica?

(Pereira, Diez, et al., 2015).

1.12 Clasificacion de las nanoparticulas

Los nanomateriales se pueden clasificar en funcion de diferentes criterios, como son su
tamafo, origen, morfologia o composicion quimica. En el presente Trabajo de Fin de Grado
(TFG), se parte de este ultimo criterio, que diferencia entre nanoparticulas basadas en carbono,

organicas e inorganicas (Ealias and Saravanakumar, 2017).

! Los fotosensibilizadores son moléculas quimicas que, mediante la absorcion de fotones, generan la
activacion, ya sea quimica o fisica, de otras entidades de tipo molecular (Berg et al., 2005).

2 La voltamperometria de redisolucion, tanto anddica como catodica, es una técnica electroquimica muy
sensible puesto que permite preconcentraren el electrodo correspondiente el analito y determinarlo posteriormente
por voltamperometrias de onda cuadrada (SWV) o diferencial de impulsos (DPV) (Pereira et al., 2016).
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De entre las tres categorias, son las inorganicas las que poseen mayor relevancia al
sintetizarse de manera mas sencilla tanto a nivel de laboratorio como industrial (Altavilla and
Ciliberto, 2011). Pese a que las nanoparticulas inorgénicas mas utilizadas son las metalicas, las
basadas en 6xidos metalicos constituyen una gran alternativa, puesto que son muy versatiles
debido a sus caracteristicas fisico-quimicas unicas, motivo por el cual han despertado gran

interés desde la década de 1980 (Raghunath and Perumal, 2017; Malhorta and Ali, 2018).

Dentro de estos nanomateriales, merecen especial atencion los basados en ZrO2 (ZrO>-
NP), debido, especialmente, a sus elevadas estabilidades quimica, térmica y microbiana
(Bhardwaj et al., 2021; Imanova et al., 2021). Ademads, poseen diversas estructuras cristalinas:
monoclinica (m-ZrQ:), estable a temperaturas inferiores a 1170 °C, tetragonal (-ZrO2) entre

1170-2370 °C y ctbica (c-ZrO:) entre 2370 y 2715 °C (Castro et al., 2005).

1.13 Sintesis de nanomateriales

En nanociencia, uno de los mayores retos es la sintesis adecuada de los nanomateriales
con el tamaio, forma y propiedades deseados. Para ello, existen dos enfoques, ilustrados en la
Figura 2: (1) “de arriba hacia abajo” (top-down), que engloba metodologias de sintesis por la
disgregacion de materiales a mayor escala, y (i) “deabajo hacia arriba” (bottom-up), en los que

se parte de agrupaciones de d&tomos o moléculas para generar nanoparticulas (Wais et al., 2016).

P
, % %
Bulk Atomos o iones
Moléculas
\, NANOPARTICUL AS /
TOP-DOWN BOTTOM-UP

“de arriba hacia abajo” ; “de abajo hacia arriba”
W

Figura 2. Diferencias entre el enfoque “top-down”y “bottom-up”. Fuente: elaboracion propia.

Las metodologias incluidas en el enfoque botfom-up permiten generar nanoestructuras
mas pequeiias, con distribuciones homogéneas de tamafios y con menos defectos (Gao, 2004)
en funcion del Principio de Sobresaturacion, descrito por LaMer y Dinegar en 1950. Dicho

principio consta de tres etapas (Fig. 3) (Christian et al., 2008):
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1) Prenucleacion. Enla que la concentracion delmaterial crece exponencialmente hasta
un valor critico (Cmin).

2) Nucleacion. Se alcanza el limite superior de sobresaturacion (Cwmax) precipitando
numerosos nucleos hasta el retorno al valor critico inicial (Cmin). Cuanto mas extensa
sea la nucleacion, mas nucleos se formaran y menos masa tendra cada uno.

3) Precipitacion y crecimiento hasta valores criticos de solubilidad (Csor). Los nticleos

crecen conforme a la maduracion de Ostwald?.

Chmiax
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Figura 3. Esquematizacion del Principio de Sobresaturacion de LaMer y Dinegar (1950). Fuente: elaboracion
propia.

Las metodologias de sintesis de nanoestructuras inorganicas mas empleadas son en via
humeda?, principalmente en base a su bajo coste y a la obtencién de nanomateriales de menor
tamafio. Dentro de ellas, la precipitacion por hidroxidos se postula como el método mas simple
para preparar nanoparticulas monodispersas de o6xidos metdlicos (Gao, 2004). Dichas
metodologias se basan en agregar, a una disolucion concentrada del cation metalico, una
elevada cantidad de grupos OH-, consiguiendo, en consecuencia, la precipitacion del hidroxido

correspondiente. Tras ello, se procede a centrifugarlas y, finalmente, secarlas y calcinarlas.

3 La maduracion de Ostwald es un proceso por el cuallos nlicleos de mayortamafio crecen a expensas de
los menores debido a que estos tltimos tienen una mayor proporcion de 4tomos superficiales, por lo que exponen
una mayor proporcion de 4tomosaldisolvente, siendo mésinestables en disolucion (Christian et al., 2008).

4 Las metodologias de sintesis por via himeda engloban todos aquellos métodos que precisan del empleo
de disoluciones (Chakietal,2013).
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1.2 ANTIBIOTICOS COMO CONTAMINANTES AMBIENTALES

El continuo incremento de la poblacion mundial conlleva un aumento tanto de la
demanda como de la contaminacién de las aguas, recurso indispensable para el ser humano y
los ecosistemas (Sousa et al., 2018). Porello, uno delos retos mas urgentes a los que se enfrenta

la comunidad cientifica es garantizar un suministro adecuado y seguro.

Recientemente, numerosos estudios han reportado la contaminaciéon de las aguas por
contaminantes emergentes® (CEs) como motivo de gran preocupacion (Malakootian et al.,
2019; Lu and Astruc, 2020). Dentro de los CEs se encuentran los antibidticos que, junto con
los analgésicos y antipiréticos, son los principales farmacos contaminantes de los recursos
hidricos (Dhiman and Sharma, 2019). Esto se debe a que, ademds de que su uso y gestion sean
incorrectos, estos compuestos son dificilmente biodegradables, por lo que persisten largos
periodos de tiempo en el medio ambiente, pudiendo incorporarse a la cadena alimentaria. Por
tanto, el medio se esta convirtiendo en un reservorio potencial tanto de antibidticos como delos

patogenos resistentes a los mismos (Alduina, 2020).

No obstante, la regulacion nacional relativa a la contaminacion de las aguas por estos
CEs es escasa. Tal es asi que no se incluye ningun antibidtico dentro del Real Decreto
Legislativo 1/2015, de 24 julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley de garantias
y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios (Ministerio de Sanidad, 2015), ni
dentro del Real Decreto 817/2015, de 11 de septiembre, donde se listan las sustancias
prioritarias 'y preferentes en materia de calidad ambiental (Ministerio de Agricultura

Alimentacion y Medio Ambiente, 2015).

Uno de los antibioticos mas contaminantes para el medio ambiente es el sulfametoxazol
(SMX) (Wang and Wang, 2018). Este farmaco, cuya estructura quimica se aprecia en la Figura
4, es el integrante de la familia de las sulfamidas mas utilizado a nivel mundial, principalmente
en el tratamiento de infecciones respiratorias humanas, asi como en la ganaderia y acuicultura.
Recientemente ha sido incorporado dentro de las listas europeas de observacion de sustancias
a efectos de seguimiento en la Decision de Ejecucion (UE) 2020/1161 (Comision Europea,

2020). Entre otros, son destacables los siguientes motivos de preocupacion (Prasannamedha

5> Los CEs son sustancias quimicas (e incluso fendmenos fisicos) de origen sintético o natural, orginicos
e inorganicos, generalmente persistentes en el medio ambiente y cuyo descubrimiento o el conocimiento de sus
consecuencias es reciente (Noguera-Oviedo and Aga, 2016).
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and Kumar, 2020; Iftikhar et al., 2022): (i) es resistente a los tratamientos convencionales
llevados a cabo en las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR); (ii) puede generar
subproductos toxicos a través de reacciones de transformacion; y (iii) puede bioacumularse® en
peces comestibles, como por ejemplo en la carpa comun (Cyprinus carpio), en la cual, ademas
de generar estrés oxidativo’ a nivel cerebral y branquial, produce alteraciones en el higadoy en

la morfologia branquial.

0
H |
N—ﬁ NH,
I, ©
H,C o

Figura 4. Estructura quimica del sulfametoxazol. Fuente: elaboracion propia.

1.3 JUSTIFICACION

De lo comentado anteriormente se desprende la necesidad de desarrollar nuevas
metodologias de deteccion de contaminantes en medios acuaticos, postulandose las basadas en
nanoparticulas como muy eficientes gracias a su elevada superficie especifica, que deriva en
numerosos sitios disponibles de union (Malhorta and Ali, 2018; Dhiman and Sharma, 2019).
Es decir, seria interesante la aplicacion del nanomaterial sintetizado como extractante en fase

solida de contaminantes ambientales para mejorar su determinacion analitica posterior.

Investigaciones previas respaldan dicha eficiencia, mostrando mejoras notables en la
deteccion de SMX como, por ejemplo, estudiosbasados en el 6xido de grafeno presentan limites
de deteccion (LOD) de 3,0 ng/L mediante cromatografia liquida deultra rendimiento (UHPLC-
MS/MS) (Gao et al, 2018) o de 1,0 nM en el caso de nanoparticulas de 6xido de niquel
modificadas utilizadas como sensores electroquimicos (Salmanpour et al., 2019). Asimismo,

esta amplificacion de la sefal analitica permite determinar este antibiotico con técnicas menos

6 La bioacumulacion es un proceso por el cual un toxico presente en el medio, organico o inorganico, es
absorbido y se almacena en el organismo (Yanchevaetal., 2015).

7 El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre las fuerzas oxidativasy los antioxidantes, como
consecuencia, se incrementan las especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales a su vez pueden interaccionar
con otrasmoléculas, provocando su muerte celular (Yoshikawa and Naito, 2002).
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sensibles, pero de amplia utilizacién en laboratorios de todo tipo, como la espectroscopia UV -
Vis, ya sea empleando un espectrofotometro o un detector acoplado a un Cromatodgrafo de
Liquidos de Alta Presion (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography).

Por ende, teniendo en cuenta la gran versatilidad que prestan las ZrO2-NP, se procede a
probar su eficacia en la determinacion de SMX. Para ello, se parte de la metodologia de
adsorcion®, método mas utilizado en estudios de aplicacion ambiental en base a su gran
eficiencia, sencillez y bajo coste sin generar potenciales contaminantes secundarios (Dhiman

and Sharma, 2019; Lu and Astruc, 2020).

2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente estudio es desarrollar una metodologia, basada en la
precipitacion de hidroxidos, simple y eficiente de sintesis de nanoparticulas de ZrO, con
aplicacion futura a la deteccion sensible de sulfametoxazol. Con el proposito de alcanzar

este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1) Estudiar el efecto de la concentracion de precipitante y la temperatura del
tratamiento térmico sobre la sintesis de nanoparticulas de ZrO»>.
2) Caracterizar morfologica, estructural y espectroscopicamente el material resultante

mediante diversas técnicas analiticas.
3) Probar la eficacia de las nanoparticulas en la adsorcion de sulfametoxazol con la

pretension futura de optimizar su deteccion en medios acuosos.

8 Fenomeno por el cual se transfieren moléculas o iones de una disolucion a una superficie solida,
quedando retenidas en ella por interacciones fisicas (fisisorcion) o quimicas (quimisorciéon) (Crawford and Quinn,
2017).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 INSTRUMENTACION

A continuacion, se detalla la instrumentacion analitica (7Tabla 1y Anexo 1)y el material

de uso comun del laboratorio (7abla 2) que han sido utilizados para desarrollar este TFG.

3.1.1 Instrumentacidén Analitica

Tabla 1. Descripcion de los diferentes equipos analiticos utilizados. Fuente: elaboracion propia.

TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

Técnica analitica Especificaciones del equipo y condiciones de uso

* Modelo: “JEOL, GATAN - 1010~
Microscopia electronica de * Voltaje de operaciéon: 90 kV
transmision (TEM) * Camara: Gatan CCD de 1k x 1k (MegaScan modelo 794)

* Muestras: en rejilla de cobre y recubierta de carbono

* Modelo: “JEOL, JSM — 6480 LV”

Microscopia electronica de barrido + Voltaje de aceleracién: 20 kV

(SEM) con espectrometria por . . .
PR . * Distancia de trabajo: 10 mm
energias dispersivas de rayos X

(EDX) * Corrientes: deelectrones a 5 nA y del filamentoa 300 mA

* Muestras: en base de paladio sobre un adhesivo de grafito

* Modelo: “PANalytical X-Pert Pro”
Difractometria de rayos X (XRD) * Radio del goniémetro: 240 mm
* Intervalo de escaneo: 10° - 60°

* Modelo: “BW-TEK i-Raman”

* Laser: longitud de onda de 785 nm / potencia del 100 %
(excepto fluorescencia)

Espectrometria Raman * Resolucién espectral: 4 cm™!

* Tiempo de adquisicion: de 10 a 60 segundos

* Numero de espectros: masde 10

* Region de estudio: de 15023300 cm!

* Modelo: “JASCO FT/IR 4700~

Espectroscopia de infrarrojos por . .
P P Josp * ATR: diamante monoclinico

transformada de Fourier (FT-IR)
con reflectancia total atenuada
(ATR)

* Resolucién espectral: 4 cm-!
* Media de barridos: 100 barridos/espectro
* Region de estudio: 40024000 cm™!

* Modelo: “PG T92+”

Espectrofotometria de absorcion
P * Sistema optico: de doble haz

ultravioleta visible (UV-Vis)

* Resolucién espectral: 2 nm
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3.12 Aplicaciones de usocomin en el laboratorio

Como instrumentacion de uso comun de laboratorio se utilizd el material que se

especifica en la Tabla 2.

Tabla 2. Instrumentaciony material de uso comun en el laboratorio. Fuente: elaboracion propia.

INSTRUMENTACION Y MATERIAL DE USO COMUN

Instrumentacion de uso comin Modelo
Agitadores magnéticos HO3D — Lbx instruments
Balanza semi-microanalitica Mettler AE 240
Centrifuga Allegra 2IR Centrifuge
Hormo eléctrico Emison MOD.-E(2
Mufla Heraeus D-6450 Hanau
pH-metro Crison micropH 2000
Sonicador Brasonic modelo B-5

Material de uso comin

— Buretas

— Matracesaforados —  Micropipetas

— Matraces Erlenmeyer — Jeringas

—  Probetas —  Filtros de jeringa (0,45 pm de poro)
— Pipetas — Tubos de centrifuga

— Vasos de precipitados — Mortero de agata

—  Vidrios de reloj

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Sintesis de nanoparticulas

Tal y como se coment6 con anterioridad, las nanoestructuras se prepararon en base a
una metodologia de precipitacion de hidroxidos a partir de un precursor inorganico a fin de
simplificar, en la medida de lo posible, los procedimientos de preparacion convencionales. Es
necesario tener en cuenta que se han realizado tres réplicas del procedimiento a diferentes
tratamientos térmicos a fin de hacer un andlisis comparativo. A continuacion, se describen los

pasos a seguir:

1) Se disolvio la masa requerida de la sal precursora, cloruro de circonilo (ZrOClz), en
un volumen determinado de agua desionizada. Se enraso en el matraz aforado para

obtener una disolucion 0,2 M de Zr**.
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2) A 25 mL de esta disolucion se le afiadieron 5 mL de una disolucion de amoniaco

(NH3)2 M o 10 M. Para ello, se procedi6 en condiciones de constante agitacion y a

una temperatura de 37 °C. A medida que aumentaba el pH, comenz6 a generarse

Z1r(OH)4, precipitando en forma de s6lido blanco.

3) Las suspensiones se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos.

4) Seguidamente, se seco el precipitado en estufa durante 24 horas a 50 °C.

5) Se trataron térmicamente los precipitados a 110, 600 o 1100 °C durante 4 horas.

6) Porultimo, se molieron los materiales preparados mediante un mortero de dgata para

obtener un polvo nanoparticulado.

Cabe destacar que en la mayoria de estudios, ademas de precisar de estabilizantes para

reducir el crecimiento de los nucleos, es necesario efectuar varios lavados sucesivos (Siddiqui

and Chaudhry, 2019; Horti ef al., 2020) con su consecuente centrifugado, mientras que, en este

TFG, no se han realizado partiendo de la premisa de que el NH3 utilizado como precipitante es

volatil, reduciéndose la carga de trabajo considerablemente.

TFG

DISOLUCION

200, -840

A= —— —_— -

NH, NH,

|
v

CENTRIFUGADO

« 10000 rpm
« 20 min
I

v
SECADO

« 50°C

«24h

TRATAMIENTO TERMICO

MOLIENDA

« 600y 1100 °C
«4h

TRABAJOS PREVIOS

DISOLUCION

FUNCIONALIZACION ESTABILIZANTE

AGITACION

CENTRIFUGADO

LAVADO

SECADO

TRATAMIENTO TERMICO

MOLIENDA

Figura 5. Metodologia de sintesis de nanoparticulas llevada a cabo en el TFG frente a la realizada en trabajos

previos. Fuente: elaboracion propia.
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3.2.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

Posteriormente, cada una de las réplicas se caracterizdO morfologica, estructural y

espectroscopicamente (7abla 3) mediante el empleo de cinco técnicas analiticas.

Tabla 3. Informacion resultante de las técnicas analiticas de caracterizacion. Fuente: elaboracion propia.

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y ESTRUCTURAL

Técnica analitica Informacion resultante
*  Distribucion promedio de tamafiosde lasnanoparticulas (nm)
TEM *  Morfologias caracteristicas
* Tamafosdelasnanoparticulas (nm)
*  Composicion quimica elemental
SEM ,
*  Pureza de las nanoparticulas
CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA
Técnica analitica Informacion resultante
XRD *  Fases cristalinas: m-ZrO:, t-ZrO: y/o c-ZrO:
*  Tamafio de cristalito
*  Enlaces caracteristicos
Raman *  Interacciones moleculares
*  Fases cristalinas: m-ZrO:, t-ZrO:z y/o c-ZrO:
FIIR *  Enlaces f:aracteristicos
*  Interacciones moleculares

3.23 Estudios preliminares de deteccion de Sulfametoxazol

Como tultima etapa del trabajo, se evalu6 la viabilidad de las nanoparticulas sintetizadas

para detectar SMX y, asi, aplicarlas como extractantes de este antibiotico.

En primer lugar, se estudié la aplicabilidad de las nanoparticulas sintetizadas en funcion
del pH, fijando el resto de variables: 0,5 ppm de SMX, 25 mg de nanoparticulas en 50 mL de
disolucion, temperatura ambiente y, tiempo de contacto entre el antibidtico y las NP de 1 h en
constante agitacion. Por consiguiente, se siguen los pasos reflejados en la Figura 6 para los tres

tipos de nanoparticulas sintetizadas (tratadas térmicamente a 110, 600 y 1100 °C):

1) Se prepararon seis disoluciones de SMX de concentracion 0,5 ppm con sus
consecuentes blancos (seis disoluciones de 50 mL de agua desionizada). Todas ellas
se ajustaron a seis pH diferentes: 3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,5 y 11,0 mediante disoluciones
de hidroxido de sodio (NaOH) y acido clorhidrico (HCI).
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2) Seguidamente, a cada disolucion resultante, se le anadieron 25 mg de nanoparticulas
sintetizadas y se agitaron de forma constante durante 1 hora a temperatura ambiente.

3) Una vez finalizada la agitacion, se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos,
recogiéndose el sobrenadante de cada muestra.

4) Finalmente, se sometieron a un proceso de secado a durante 24 horas a 40 °C y se

pesoé el material resultante.

La concentracion de SMX en los sobrenadantes, es decir, la concentracion no retenida
de SMX, se midié con el espectrofotometro UV-Vis, previa preparacion de una recta de
calibrado. Para ello, se obtuvo el espectro UV-Vis del SMX y se seleccionaron las longitudes

de onda de maxima absorcion (196 y 260 nm).

En ultima instancia, con el fin de conocer la cantidad adsorbida, se desorbio el SMX de

las nanoparticulas previamente secadas. Dicho proceso cuenta con las siguientes etapas:

1) Tanto alos blancos como a las nanoestructuras con SMX adsorbido se les afiadieron
3 mL de una disolucion 1 M de HCl y se procedi6 a agitarlos de manera constante
durante 1 hora a temperatura ambiente.

2) Se extrajeron 1,5 mL de cada muestra empleando jeringas y filtros de jeringa.

3) Por ultimo, se analizaron, previo calibrado, mediante el espectrofotometro UV-Vis.

ESTUDIOS PRELIMINARES

MUESTRAS (x 6)

) }h « 0,5 ppm SMX
DISOLPCION 7771,, BLANCOS (x 6)
} « 50 mL H,O desionizada
|
v
AJUSTEdepH - +» ADICIONdeNP ——————— > AGITACION
==
=4 pH: 25 mg de = « T ambiente
«3,0 75 nanoparticulas de ZrO, b «lh
— & e 45 «95 sintetizadas
<60 +11,0 |
v
PESADO - SECADO <+ CENTRIFUGADO
« 10000 rpm
« 20 min

Figura 6. Metodologia llevada a cabo en los estudios preliminares de sintesis. Fuente: elaboracion propia.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTiICULAS

Seguidamente, se exponen los resultados derivados de la caracterizacion morfologica,
estructural y quimica de las nanoparticulas sintetizadas en base a las cinco técnicas analiticas

anteriormente descritas.

4.1.1 Microscopio Electronico de Transmision (TEM)

Mediante la utilizacion del TEM se generan micrografias del material sintetizado, de las
cuales se puede extraer informacion relativa al tamafio promedio, a la distribucion de tamanos

y a la morfologia caracteristica de las nanoestructuras.

En la Figura 7.4 y 7.B se observan las muestras tratadas térmicamente a 110 °C. Se
pone demanifiesto que las particulas difieren significativamente en tamafo y forma, resultando
una distribucion muy heterogénea de tamanos, sin importar la concentracion de NHs.
Asimismo, no se aprecia que dichas particulas estén formadas por nanoestructuras agregadas.

Estos resultados apuntan a que la calcinacion es necesaria para formar nanomateriales.

Por el contrario, de las muestras calcinadas a 600 (Fig. 7.Cy 7.D)y 1100 °C (Fig. 7.E
y 7.F), se obtuvieron nanoparticulas generalmente monodispersas con tendencia a la
esfericidad. Ademas, se puede deducir que, a mayor temperatura (1100 °C), ha tenido lugar un
proceso desinterizacion® que se pone de manifiesto debidoa que, en las particulas aglomeradas,
no se observan limites entre las nanoparticulas. Estos materiales sinterizados presentan notables
propiedades mecanicas, por lo que su estudio resulta interesante de cara a diferentes

aplicaciones (Koparde and Cummings, 2005).

° La sinterizacion es un proceso térmico por el cual particulas finas e individualizadas se convierten en
una masa coherente y sélida mediante la aplicacion de calor y/o presion hasta alcanzarel punto de fusion (Lu and
Ishiyama,2015).
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ZrO:-NP —110°C

2M A 10M & B
[y
1 pm 2 pm .
ZrO,-NP — 600 °C
C 10 M D

B 100 nm

ZrO:-NP —1100°C

2M E 10M b F

o

| 0.5 um

Figura 7. Micrografias TEM de las nanoparticulas tratadas a 110 °C, a (A) 2y (B) 10 M de NH3; a 600 °C, a (C)
2y (D) 10 Mde NH3; a 1100 °C, a (E) 2y (F)10 M de NH3. Fuente: elaboracion propia.
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En lo que respecta al tamafio, los mejores resultados corresponden a las nanoparticulas
sintetizadas a 600 °C, ya que presentan una distribucion de tamafos mas estrecha, comprendida
principalmente entre los 5y 25 nm (Fig. 8.4). En cambio, en el caso de las sometidas a mayor
temperatura, a 1100 °C, la distribucion es menos uniforme, abarcando tamanos que oscilan entre
los 30 y los 100 nm (Fig. 8.B). Cabe destacar que, para ambas temperaturas se aprecian
pequefias diferencias en funcion de la concentracion de NH3 al obtenerse menores

distribuciones de tamafios a2 M que a 10 M.

A 601
I 7:0, NH, (2 M) - 600 °C
S 504 [ zr0, NH; (10 M) - 600 °C
72}
=
=
2 404
=
<
g
£ 30
=}
£
‘5 204
=
2
=)
.2 104
A
04 ﬂ—l_\
<5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30
Intervalo de tamafios (nm)
B 60 -

[ 170, NH; 2 M) - 1100 °C

S0 [ 1ZrO,NH, (10 M) - 1100 °C

404

30

?mlﬁmmﬂﬂm

<3 30-40  40-50  50-60  60-70  70-80  80-90 90-100 >100

Distribucion nanoparticulas (%)

Intervalo de tamafios (nm)

Figura 8. Distribucion de tamarios de las nanoparticulas calcinadas a (4) 600y (B) 1100 °C. Fuente: elaboracion

propia.

Finalmente, cabria pensar que, en la busqueda de un procedimiento mas sencillo donde
no se han realizado lavados ni se han utilizado estabilizantes, se obtuviera un nanomaterial de
mayor tamafio con distribuciones poco uniformes. Sin embargo, los resultados han sido
satisfactorios, por lo que se demuestra que es posible sintetizar nanoparticulas ceramicas
precipitando los hidroxidos metélicos sin estabilizante orgénico. Aunque previamente se hayan
realizado procedimientos semejantes para otros 6xidos, como es el caso del 6xido dezinc (ZnO)
(Srivastava et al., 2013), es importante recalcar que apenas existe bibliografia previa que parta

del ZrO2 y de la cual se obtengan resultados significativos (Petrunin et al., 2004).
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4.12 Microscopio Electronico de Barrido (SEM) con microandlisis de Energias

Dispersivas de Rayos X (EDX)

A diferencia del TEM, el SEM permite caracterizar la estructura externa de las muestras
y, ademas, gracias a estar asociado a un detector de Energias Dispersivas de Rayos X (EDX),

se puede conocer su composicion elemental de forma simultanea.

En la Figura 9.4, correspondiente al espectro de las muestras tratadas a 110 °C, se
observa la presencia de circonio (Zr) y oxigeno (O) correspondiente a las propias
nanoparticulas, de carbono (C) debido al adhesivo utilizado para fijar las muestras, y de cloro
(CI) debido a la ausencia de un tratamiento térmico a elevadas temperaturas. Asimismo, en las
Figuras 9.B 'y 9.C se pone de manifiesto una elevada heterogeneidad tanto en el tamafio como

en la forma de los conglomerados de nanoparticulas, corroborando lo observado en TEM.

Seguidamente, de los espectros de las nanoparticulas sintetizadas a 600 (Fig. 9.D)y a
1100 °C (Fig. 9.G), se puede deducir que el tratamiento térmico ha sido efectivo en la
eliminacion del Cl, sin precisar de lavados durante el procedimiento de sintesis. Ademas, de
forma semejante al TEM, se observan nanoparticulas pequenas con distribuciones homogéneas

tanto en las micrografias a 600 (Fig. 9.E y 9.F) como a 1100 °C (Fig. 9.H y 9.1).

Cabe destacar que, en todas las muestras, se denota la ausencia de nitrogeno (N)
procedente del NH3 (compuesto utilizado como disolvente en el proceso de sintesis). Como la
técnica EDX no es sensible al N (Gazulla et al., 2013), estos resultados deben ser contrastados
con otras técnicas analiticas, como las espectrometrias Raman y FT-IR, por lo que, se podria
confirmar que el tratamiento térmico, incluso a bajas temperaturas (110 °C), fue suficiente para
su eliminacion sin la necesidad de realizar lavados sucesivos. Por ende, se puede deducir que

el método utilizado es mas simple y menos costoso en cuanto a tiempo y esfuerzo.
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Figura 9. Espectros ED-XRS de las nanoparticulas sintetizadas a (4) 110, (D) 600y (G) 1100 °C. Micrografias
correspondientesa (B) 2y (C) 10 M de NH; para 110 °C; (E) 2y (F) 10 M de NH3 para 600 °C; (H) 2y (1) 10 M
de NHs para 1100 °C. Fuente: elaboracion propia.
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4.13 Difractometro de rayos X (XRD)

Por medio del andlisis de los difractogramas de rayos X y la correspondencia de los
picos obtenidos con fuentes previas, se obtiene informacion relativa a la estructura cristalina

caracteristica de cada muestra.

En la Figura 10.4, donde se muestran los difractogramas de las muestras sometidas a
110 °C, se identifica una tnica banda ancha entre los 25° y 37°, tanto para 2 como para 10 M de

NH3, lo cual permite intuir una estructura amorfa (Verma et al., 2013; Horti et al., 2020).

Derivado del difractograma de las nanoparticulas calcinadas a 600 °C (Fig.10.B), se
pone de manifiesto, para ambas concentraciones de NH3 (2 y 10 M), la obtencién de un
nanomaterial compuesto por una mezcla de fases, tanto m-ZrO> como #-ZrO:>. Dos de los picos
mas intensos, 28,42° y 31,65°, son caracteristicos de la fase m-ZrO> (Horti et al., 2020), estable
a temperaturas inferiores de 1170 °C, sin embargo, también es notoria la presencia de picos a
30,45° y 50,39°, correspondientes a la fase -ZrO. (Verma et al., 2013; Pereira, Diez, ef al,
2015).

Lapresencia dela fase tetragonal a 600 °C, temperatura inferior a su temperatura minima
de cristalizacion en dicha fase (1170 °C), puede deberse a que el tamafio nanométrico estabiliza
las fases de alta temperatura de ZrO2, como se ha reportado en estudios previos (Petrunin ef al.,
2004). De hecho, en trabajos previos de nuestro laboratorio, se sintetizaron nanomateriales de
t-ZrO:> puros empleando estabilizante organico (1,2-etanodiol) (Pereira, Diez, et al., 2015) y
calcinando a 600 °C, a diferencia de la mezcla de fases monoclinica y tetragonal obtenida en

este TFG.

Por el contrario, tal y como se puede comprobar en la Figura 10.C, en aquellas
calcinadas a 1100 °C, igualmente para ambas concentraciones de NH3, unicamente se percibe
la presencia de la fase m-ZrQ:, visible en los picos a 17,53°, 24,18° 31,54° 40,90°, 49,38° y
55,44°, entre otros, (Anexo 2) (Verma et al., 2013; Basahel et al., 2015; Pereira, Diez, et al.,
2015).

Ademas de identificarse las fases cristalinas, la anchura de los picos de difraccion esta
relacionada con el tamafio de los cristalitos: cuanto mas anchos son los picos, menor tamafio
(Yogamalar et al.,, 2009). Como se puede apreciar, los picos son mas anchos para las

nanoparticulas calcinadas a 600 °C, refrendando los resultados observados por TEM.
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Figura 10. Difractogramasy principales asignaciones de picos XRD de las nanoparticulas sintetizadasa 2 y a 10

M de NH3 y tratadasa (A) 110, (B) 600y (C) 1100 °C. Fuente: elaboracion propia.

19|Péagina



4.14 Espectrometria Raman

A pesar de que, al igual que la XRD, aporta informacioén sobre la cristalizacion, la
funcion principal de la espectrometria Raman es la identificacion de enlaces, comparando las

sefiales obtenidas con la bibliografia preexistente.

En la Figura 11.4 se representa el espectro Raman de las muestras sometidas a 110 °C.
La gran anchura de las bandas Raman indica una falta de estructura cristalina ordenada, como
se comprobd con XRD. Ademads, se encuentran presentes ambas fases cristalinas al ponerse de
manifiesto las dos en la region entre 350 y 480 c¢cm-!, e identificarse tanto el pico a 176 cm’!

como la region entre 500 y 560 cm’!

como senales exclusivas de la m-ZrO: (Barberis et al.,
1997), no obstante, el pico a 176 cm! también puede ser asignado a la vibracion de enlace del
Zr-Zr (Kumari et al., 2009). Por otro lado, cabe resaltar que tanto la primera como la tercera
bandas pueden tener participacion de cloruros (Hayez et al., 2005), claramente reflejados en

EDX.

Por otro lado, en las Figuras 11.B y 11.C se observan los espectros de las muestras
calcinadas. De forma similar que en XRD, para las nanoparticulas sometidas a 600 °C (Fig.
11.B) se dauna mezcla de fases cristalinas para ambas concentraciones de NH3, lo cual puede
observarse en los picos a 185, 385y 560 cm™!, correspondientes a la fase m-ZrO:, asi como, a
150, 269, 339, 476 y 642 cm! debidos a la fase -ZrO: (Castro et al., 2005; Yi et al., 2021). Por
el contrario, en aquellas tratadas a mayor temperatura, a 1100 °C (Fig. 11.C), los principales
picos encontrados (183, 222, 305, 382, 562, 618, 642 y 758 cm™!) evidencian la presencia tnica
de la fase m-ZrO: (Barberis et al., 1997; Basahel et al., 2015). En lo que respecta a los enlaces,
para ambos tipos de muestras calcinadas se pueden identificar las vibraciones de enlace
correspondiente al Zr-Zr, Zr-O y O-O (4nexo 3).

Como punto mas relevante, y de forma contraria a lo obtenido en el resto de técnicas,
los espectros Raman tanto a 600 (Fig. 1/.B) como a 1100 °C (Fig. 11.C) evidencian en el pico

a 1538 cm! la presencia de nitratos (NO3°), lo que demuestra la necesidad de lavar el

nanomaterial a fin de perfeccionar la metodologia de sintesis.

Es preciso aclarar que, para los dos espectros (Fig. /1.By 11.C), tinicamente se detallan
en las graficas contiguas aquellos picos mas representativos de cada fase, el resto de

asignaciones se reflejan en el Anexo 3.
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Figura 11. Espectros Raman de las nanoparticulas sintetizadas tanto a 2 como a 10 M de NH3 y tratadas a (A)

110, (B) 600y (C) 1100 °C. Fuente: elaboracion propia.
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4.15 Espectrometria FT-IR

Como ultimo paso de la caracterizacion, se realizO un estudio mediante la
espectrometria FT-IR a fin de complementar los resultados obtenidos en Raman, para lo cual

también se precisa comprobar bibliografia previa.

En la Figura 12 se representan los espectros obtenidos para las tres muestras. Para los
tres casos, a ambas concentraciones de NH3, destacan las bandas en torno a los 600 y 730 cmr
I las cuales hacen referencia a la vibracion de enlace caracteristica del Zr-O-Zr (Kumaresan et
al., 2018) y del Zr-O (Pereira, Diez, et al., 2015), respectivamente. Asimismo, se identifican
las regiones entre 2000 y 2400 ¢cm™!, correspondiente a la vibracion de tension del enlace Zr-
OH (Horti et al., 2020) y entre de 2750 a 3100 cm™!, cominmente asignada al grupo —OH
(Kumaresan et al., 2018).

En el caso particular de las muestras tratadasa 110 °C (Fig. 12.4), destacan tanto para
2 como para 10 M de NH3, los picos a 1429 y 1625 cm’!, ambos relativos a la vibracion de
flexion del grupo —OH (Arico et al., 2003; Pereira, Diez, et al., 2015). A pesar de encontrar
cloruros con las técnicas EDX y Raman, no se han encontrado referencias que indiquen
vibraciones relativas a los cloruros, por lo que se procedera a realizar un estudio mas detallado

en trabajos futuros.

En lo que respecta a las muestras calcinadas, tanto a 600 (Fig. /2.B)y 1100 °C (Fig.
12.C), es notorio el hecho de que unicamente a 10 M de NH3 se evidencia la presencia de NO3-
en la region entre 1000 y 1100 cm™' (Singh et al., 2019), sefial claramente ausente en las
muestras a 2 M de dicho compuesto (Anexo 4). Derivado de ello, al igual que en Raman, se
reitera la necesidad de llevar a cabo un proceso de lavado durante el procedimiento de sintesis

en futuros proyectos.

Por ultimo, cabe resaltar que las sefales identificadas a partir de 3600 ¢cm! tienden a
asignarse en base a la bibliografia consultada a nuevamente a vibraciones tipicas del grupo —

OH (Horti et al., 2020).
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Figura 12. Espectros FT-IR de las nanoparticulas sintetizadas tanto a 2 como a 10 M de NH;3 y tratadas a (A)

110, (B) 600y (C) 1100 °C. Fuente: elaboracion propia.
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4.2 ESTUDIOS PRELIMINARES DE RETENCION DE SULFAMETOXAZOL

Como se comentd en el Apartado 1.3, se desea utilizar las ZrO2-NP sintetizadas como
extractantes de SMX para mejorar su determinacion analitica con espectrofotometria UV -Vis,
técnica de uso comun en cualquier laboratorio ambiental. Estos primeros resultados son fruto
de trabajos preliminares, por lo que es necesario continuar investigando para poder desarrollar
el método analitico. Dichos ensayos preliminares se efectuaron con las nanoparticulas
sintetizadas con 2 M de NH3 y tratados térmicamente a 600 °C puesto que son las mas pequefias,

por lo que cabria esperar que proporcionen mejores resultados.

En primer lugar, se obtuvo un espectro UV-Vis (4dnexo 5) para conocer la longitud de
onda de méxima absorcion del SMX. A la vista de los resultados, se comprueba que este
compuesto presenta dos maximos de absorcion de radiacion ultravioleta, a 196 y 276 nm. La
banda de absorcion a 196 nm es mucho més intensa, lo que mejoraria la sensibilidad!® (mayor
pendiente de la linea de calibrado) (4dnexo 6.4), permitiendo detectar concentraciones muy
pequefias de este antibidtico. Sin embargo, se selecciona la longitud de onda de 270 nm (4nexo
6.B), puesto que, a esa longitud de onda, se absorben menos sustancias, y, por ende, el método

analitico seria mas selectivo!!.

A continuacion, se realizd un estudio de la adsorcion de SMX en funcion del pH inicial:
se pusieron en contacto 25 mL dediferentes disoluciones acuosas de concentracion 0,5 ppmdel
antibiotico, preparadas a diferentes pH, con 25 mg denanoparticulas durante 1 h, en un intervalo
comprendido entre 3,0 y 11,0. Posteriormente, el farmaco ligado a la superficie del
nanomaterial se desorbié con una disolucion 1 M de HCl durante 1 hora en agitacion constante
y a temperatura ambiente, extrayéndose en ultima instancia 1,5 mL de cada muestra. En la

Figura 13 se representa la absorbancia frente al pH inicial dela disolucion de SMX.

En esta Figura 13 se pone de manifiesto que la sefial analitica es maxima a valores
ligeramente 4cidos, por lo que se deduce que la retencion se optimiza a pH 6,0. Sin embargo,
en la bibliografia se ha reportado que estos 60xidos nanoestructurados hidrolizan al agua,

adsorbiéndose los OH- a su superficie y acidificando las suspensiones (Pereira, Vazquez, et al.,

10 La sensibilidad es la capacidad de un método o de una técnica analiticos de distinguir entre pequefias
diferencias de concentracion de un analito (Skoog et al.,2019).

' La selectividad es el grado de interferencias, debido a la presencia de otras especies quimicas,al cual
esta sujeto el analisis de un determinado analito (Skoog et al.,2019).
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2015). Es decir, el pH final tras la retencion serd menor que el inicial, consecuentemente, el

proceso de retencion tiene lugar a pH menores que los aqui representados.

010 7 g SMX 196 nm
| —@—sMx 260 nm
0,08 |
3 i
= 0,06 -
<
‘5 i
=)
3
5 0,04
2
< .
0,02 -
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 13. Retencion de SMX por parte de las nanoparticulas de ZrO: en funcion del pH. Fuente: elaboracion
propia.

La retencion es menor a valores altos de pH debido a la especiacion del sulfametoxazol
en disolucion acuosa (4Anexo 7). Este antibidtico es un acido débil diprotico, cuyas pKai y pKa
son, respectivamente, 1,7 y 5,6 (Dodd and Huang, 2004): a pH menores de su pKai la especie
predominante es la cationica (SMXH™) puesto que se protona el grupo amino terminal, la forma
neutra (SMX) domina entre sus dos pKa y, por encima de su pKa2, predomina la especie anidnica
(SMX") al desprotonarse el amino interno (4Anexo 8). Por ello, a pH basicos no hay retencion

debido a que tanto el SMX como las nanoestructuras presentan carga negativa, repeliéndose.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este TFG arrojan las siguientes conclusiones:

1)

2)

3)

4)

)

6)

Se ha desarrollado una metodologia de sintesis de ZrO2-NP mediante precipitacion
de Zr(OH)s sin emplear estabilizante organico, por lo tanto, mas sencilla que las
reportadas anteriormente.

La etapa de lavado es importante, como ponen de manifiesto los resultados de EDX
relativos al Cly los de Raman y FT-IR relativos a la aparicion de NO3™. Porello, se
debe evaluar el nimero de etapas de lavado que se incorporaran a esta metodologia
con el proposito de que sean puras de ZrO».

Con el tratamiento térmico a 110 °C no se obtiene material nanoestructurado. No
obstante, los mejores resultados se generan a 600 °C y a 2 M de NH3, al obtenerse
nanoparticulas mas pequenas y con distribuciones mas uniformes que a 1100 °C,
donde, ademas, se tiende a producir sinterizacion.

Mediante XRD y Raman se evidencio la presencia de una mezcla de fases
cristalinas, m-ZrO:y t-ZrO; para 600 °C, mientras que a 1100 °C unicamente se
identificaron picos correspondientes a la fase m-ZrQO:.

Con respecto a los enlaces, se evidencio tanto en los espectros Raman como en FT-
IR, senales correspondientes a los enlaces caracteristicos del ZrO».

A pesar de que es necesario continuar investigando el proceso de retencion de SMX
por parte del nanomaterial, los estudios preliminares de retencion en funcion del pH

muestran valores de absorbancia 6ptimos a valores de pH 6.
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6. TRABAJOS FUTUROS

Como se ha comprobado en el cuerpo del trabajo, se han sintetizado diferentes ZrO -
NP que muestran una potencial aplicabilidad a la retencion de SMX. Posteriormente, se
emplearian como extractantes de dicho antibiodtico para optimizar la determinacion analitica del

mismo. Este serd el punto de partida de las siguientes investigaciones que se desarrollen.

Estos trabajos comenzaran durante la residencia de verano dela que he sido beneficiaria.
Asimismo, mi intencion es cursar el Master Universitario en Produccion en la Industria
Farmacéutica de la Universidad de Ledn, por lo que el curso que viene se continuard
desarrollando el método de determinacion analitica de este antibidtico y se estudiara su posible

aplicacion a diferentes muestras tanto ambientales como farmacéuticas.

En primer lugar, se estudiard el nimero de lavados necesario para eliminar los nitratos
de los nanomateriales. A continuacion, se optimizaran las variables clave del proceso de
adsorcion, como son la masa de nanoparticula, el volumen de disoluciéon de SMX, la
temperatura, el tiempo de contacto entre el SMX y la nanoparticula, entre otros. Los
nanomateriales tienen que ser capaces de extraer el antibidtico y, posteriormente, liberarlo en
una nueva disolucion para ser medido con alguna técnica analitica, por lo que también se
optimizaran las variables de desorcion: pH de la disolucion, tiempo de contacto, temperatura,
etc. Por ultimo, se pondrian en contacto disoluciones de concentraciones altas de SMX con las
nanoparticulas y se medirian por Raman y FT-IR para conocer cuéles son los puntos preferentes

deunion del SMX con las ZrO>-NP.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Descripcion de las diferentes técnicas analiticas utilizadas en el desarrollo del trabajo. Fuente:

elaboracion propia.

TECNICAS ANALITICAS UTILIZADAS

Técnicas analiticas

Breve descripcion

Microscopia electronica de
transmision (TEM)

Mediante la colision de un haz de electrones acelerado y la posterior
deteccion de aquellos difractados, se genera una imagen de gran definicion
de la cualse puede extraer informacion relativa a la estructura interna y
sobre los detalles microestructurales de la muestra (Skoog et al., 2019).

Microscopia electronica de
barrido (SEM) con
espectrometria por energias
dispersivas de rayos X (EDX)

Genera imagenes de alta resolucion que proporcionan informaciéon sobre
topografia y cristalografia de la muestra a partir de la deteccion de
electrones secundarios de baja energia (< 50 eV) y retrodispersados
(backscatter) de alta energia (> 50 eV). Ademas, al estar dotado de
microanalisis de rayos X, se puede conocer informacion tanto cualitativa
como cuantitativa relativa a su composicion (Skoog et al., 2019).

Difractometria de rayos X (XRD)

Por medio de la interaccién de una radiacion monocromatica con una
estructura regular a una distancia de repeticion similar a la longitud de
onda, esta metodologia permite analizar de forma cuantitativa las fases
cristalinas y determinar la estructura de la muestra de manera no
destructiva (Manjunathaeral.,2019).

Espectrometria Raman

Dicha técnica genera una representacion en forma de espectro de la
intensidad de luz que es dispersada frente al numero de onda de
practicamente cualquier material sin necesidad de preparaciones previas.
Asi mismo, de forma semejante a los espectros de infrarrojo, detecta tanto
grupos funcionales como regiones de “huella dactilar’, permitiendo

identificar los compuestos especificos de los que se compone la muestra
(Skoog et al.,2019).

Espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier (FT-IR)
con reflectancia total atenuada
(ATR)

En basea la interaccion de la radiacion electromagnética, en concreto en
la region infrarroja (0,78 a 1000 um), con la muestra, permite obtener
informacion cualitativa relativa a la estructura molecular de especies
concretas y/o de sus grupos funcionales, e inclusive, de mezclas
desconocidas (Skooger al., 2019).

Espectrofotometria de absorcion
ultravioleta visible (UV-Vis)

Esta técnica espectrofotométrica mide la interaccion de las radiaciones
electromagnéticas con la materia, en las regiones UV (10 —400 nm) y Vis
(400 — 800 nm), a una longitud de onda determinada. Gracias a ello, se
puede desde identificar cualitativa y cuantitativamente diferentes
compuestos hasta determinar su peso molecular o detectar posibles
impurezas en la muestra (Akash and Rehman,2019).
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Anexo 2. Asignacionesde picos XRD en base a la bibliografia utilizada. Fuente: elaboracion propia.

Tratamiento . .
L. [NH3] Picos (°) Fase Referencia
térmico
28,42 m-ZrO; (Horti et al., 2020)
’M 30,45 t-ZrO> (Verma et al.,2013)
600 °C y 31,65 m-ZrO: (Horti et al.,2020)
oM 35,47 t-ZrOs
(Pereira, Diez, et al., 2015)
50,40 t-ZrO;
17,53 (Pereira, Diez, et al.,2015)
24,18 (Basaheler al.,2015)
24,60 (Pereira, Diez, et al.,2015)
28,343
erma et al.,2013
31,54 v )
34,17
> M 38,77
1100°C y 40,90 m-ZrO:
1om 44,85
45,63
(Pereira, Diez, et al.,2015)
49,38
50,68
54,03
55,44
57,31
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Anexo 3. Asignacionesde picosy enlaces Raman en base a la bibliografia utilizada. Fuente: elaboracion propia.

Tratamiento Picos

L. [NH3] i Fase Referencia Enlace Referencia
térmico (cm™)
177 m-ZrO> | (Barberis et al., 1997) Zr-Zr (Kumari et al., 2009)
350- m—Z/rOg (Pereira, Diez, et al.,
110°C y - -
. 480 (7705 2015)
300- ZrO; | (Barberis et al., 1997
560 m-ZrO; | (Barberis et al., ) - -
150 t-ZrO:> - (Kumari etal., 2009)
185 m-ZrO> (Yietal,2021) Zr-Zr
269 t-ZrO: Zr-Zr
339 t-ZrO; Zr-Zr . .
(Barberis et al., 1997) (Kumari ezal., 2009;
2M 385 m-ZrQO: Zr-7r Pereira, Diez, et al.,
600°C . Oyl\/l 476 i +-2rO; | (Castro etal,2005) | 0-O 2015)
560 m-ZrO> | (Barberis et al., 1997) 0-0
642 t-ZrO: (Yietal,2021) 0-0
(Pereira, Diez, et al.,
1358 S0OH 2015) - -
1538 NOs- (Guofa et al., 1997) - -
183 (Yietal,2021) Zr-Zr
222 (Barberis et al., 1997) Zr-Zr
305 (Basaheler al., 2015) Zr-O (Kumari et al., 2009
382 ) Zr-O Pereira, Diez, et al.,
m-ZrO> i (Barberis et al., 1997) 2015)
) 562 0-0
M
1100°C y 618 (Basaheler al., 2015) 0-0
asanhelet al.,
1M 640 0-0
758 (Bonera et al., 2003) - (Kumari et al., 2009)
1534 NOs- (Guofa et al., 1997) -
1594 - - -
1696 H>O (Yietal,2021) -
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Anexo 4. Asignaciones de picos FT-IR en base a la bibliografia utilizada. Fuente: elaboracion propia.

Tratamiento Picos . < :
L. [NH3;] i Asignacion Referencia
térmico (cm™)
600 Zr-O-Zr (Kumaresanetal., 2018)
700 Zr-0O (Pereira, Diez, et al.,2015)
110°C y 1429y 1625 _OH (Arico et al.,2003; Pereira, Diez, et
10 M al.,2015)
A 2000a 2400 Zr-OH (Horti et al., 2020)
275023100 -OH (Kumaresan etal., 2018)
600 Zr-O-Zr (Kumaresanetal., 2018)
M 733 Zr-0 (Pereira, Diez, et al.,2015)
10yM 2000a 2400 Zr-OH (Horti et al., 2020)
600°C
3100a 3600 -OH (Kumaresanetal., 2018)
1000a 1100 NOs (Singh et al.,2019)
10M
3600a 3800 -OH (Horti et al., 2020)
)M 600 Zr-0 (Kumaresanetal., 2018)
y 700 Zr-0 (Pereira, Diez, et al., 2015)
1100°C 1om 2000 2400 Zr-OH (Horti et al., 2020)
1000a 1100 NOs (Singh et al.,2019)
10M
2750a3100 -OH (Kumaresanetal., 2018)
|——smx (4 ppm)
0,5 1
196
0,4
<
2 03
B
S 260
g 02
0,1 4
0,0
T T T T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450 500

Longitud de onda (nm)

Anexo 5. Espectro de absorcion UV-Vis del SMX a 4 ppm. Fuente: elaboracion propia.
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0.8 o
= 196 nm A

= 260 nm B

0,6 o

Absorbancia
(=]
S~
]

0,2
Ecuacion y=a+b*x
Muestra 196 nm 260 nm
Pendiente 0,11127 £ 0,00166 0,06368 +0,00123
R cuadrado adj. 0,99844 0,99778
0,0 . T . T . " . " . .
0 2 4 6 8 10

Concentracion (ppm)

Anexo 6. Lineas de calibrado del SMX a (A) 196y (B) 260 nm. Fuente: elaboracion propia.

NH., NH, NH,
pKal pKaZl i
0=S=0 - 0=S=0 — 0=S=
| A | — N
NH NH N
3! i) g
H,C o H,C o H,C o

Anexo 7. Especiacion del SMX en disoluciones acuosas en funcion del pH. Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 8. Diagrama de distribucion de las diferentes especies del sulfametoxazol en funcion del pH. Fuente:

elaboracion propia.
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