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RESUMEN

La creciente resistencia bacteriana a los antibioticos convencionales crea la necesidad
de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos que los sustituyan o que trabajen en
combinacion con ellos generando efectos sinérgicos. Esto ha llevado a considerar la
actividad bactericida de la plata y de las nanoparticulas de plata metalica en particular.
Sin embargo, ademas del interés en el @mbito clinico, los nanomateriales de plata estan
ampliamente extendidos a nivel industrial, por ejemplo, en la industria alimentaria y en
productos de consumo. Por todo esto, los posibles impactos medioambientales y los
efectos tdxicos sobre la salud humana constituyen una de las mayores preocupaciones.
Asi pues, su cuantificacién, determinacién y caracterizacion se hace imprescindible para
regular y controlar su uso.

En este trabajo se ha llevado a cabo la cuantificacion del contenido total de plata
presente en muestras bioldgicas de Escherichia coli mediante espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo como fuente de ionizacion (ICP-MS);
estudidndose dos métodos alternativos de digestion: &cida y alcalina. Esta Ultima
permite ademas realizar un estudio sobre la presencia de formas particuladas y/o
disueltas en las bacterias, asi como valorar la influencia del tamafio de las
nanoparticulas en el efecto bactericida. Para la obtencién de este tipo de informacion,
se ha empleado la espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo en
modo de deteccion de particulas individuales (SP-ICP-MS); ya que ha demostrado ser
la técnica mas prometedora para el analisis de nanomateriales debido no solo a que
permite obtener una amplia variedad de informacion, sino también porque proporciona
limites de deteccién mucho més bajos que otras técnicas.



ABSTRACT

The growing bacterial resistance to conventional antibiotics creates the need to develop
new antimicrobial agents that replace them or that work in combination with them
generating synergistic effects. This has led to consider the bactericidal activity of silver
and metallic silver nanoparticles in particular. However, in addition to interest in the
clinical field, silver nanomaterials are widely used industrially, for example in the food
industry and in consumer products. For all this, the possible environmental impacts and
the toxic effects on human health constitute one of the greatest concerns. Thus, its
quantification, determination and characterization is essential to regulate and control its
use.

In this work, the quantification of the total content of silver present in biological samples
of Escherichia coli has been carried out by means of mass spectrometry with inductively
coupled plasma as an ionization source (ICP-MS); studying two alternative methods of
digestion: acid and alkaline. The latter also allows a study to be carried out on the
presence of particulate and/or dissolved forms in bacteria, as well as to assess the
influence of the size of the nanoparticles on the bactericidal effect. To obtain this type of
information, inductively coupled plasma mass spectrometry in single particle detection
mode (SP-ICP-MS) has been used; since it has proven to be the most promising
technique for the analysis of nanomaterials not only because it allows obtaining a wide
variety of information, but also because it provides much lower detection limits than other
techniques.



1. INTRODUCCION
1.1. Plata

La plata es el segundo elemento més abundante de los del grupo 11 (Cu, Ag, Au), los
conocidos como “metales de acufiar’. Comparten una serie de caracteristicas comunes:
alto grado de inercia, gran resistencia a la corrosion, alta conductividad eléctrica y
térmica, alto grado de maleabilidad y ductilidad.™

Es considerada un metal precioso porque la plata metdlica (Ag®) cuando se pule
presenta un hermoso brillo metélico, de ahi su amplio uso en joyeria y decoracion. Sin
embargo, sus excelentes propiedades le otorgan una amplia gama de aplicaciones en
el campo de la electronica, fotografia, odontologia y medicina entre otros. Ademas,
debido a su facilidad para formar aleaciones con metales tales como Cu y Au, el uso de
la plata en el proceso de fabricacion de monedas mas resistentes estd ampliamente
extendido.!?

En la naturaleza, la plata se encuentra en su forma elemental, y en ocasiones unida a
contraiones formando sales insolubles. También puede formar parte de minerales, como
por ejemplo la argentita, o encontrarse como componentes traza de minerales de cobre
y plomo.

Ademas de en forma de plata metalica, con estado de oxidacion 0, la plata puede
presentar los estados +1, +2 y +3, siendo el mas comun y estable +1. El estado de
oxidacién +2 es muy inestable porque la reaccion Ag?*+ le— Ag' tiene un valor de
potencial de reduccién muy elevado (1,97 V); por tanto, su preparacion a partir de Ag*
requiere agentes oxidantes muy fuertes, como el ozono.

La plata presenta ciertos aspectos problematicos que deben ser cuidadosamente
considerados a la hora de trabajar con ella: -2

e Formacién de un gran numero de sales insolubles. En la tabla 1 se muestran
datos de la solubilidad de algunas sales de plata comunes a temperatura
ambiente (~22 °C).

Tabla 1: Solubilidad a 22°C en agua de sales de plata comunes.

Sal Solubilidad (g / 100 g H.0)
Carbonato 0,105
Cloruro 0,0154
Yodato 0,00503
Nitrato 216
Oxido 0,00248
Fosfato 0,064

e La presencia de iones Cl, que deben ser eliminados del medio, de lo
contrario reaccionaran con Ag* y precipitara AgCl, generando pérdidas. Sin
embargo, si es necesario trabajar por ejemplo con HCI como reactivo de
digestion, para evitar la precipitacion es recomendable trabajar con exceso
de CI,, ya que el AgCl tiene caracter anfétero.

AgCl| + CI" = AgCl;,” (soluble)



También es conveniente mantener baja la concentracion de plata (l) en la
medida de lo posible. Cabe mencionar, que los niveles traza de cloruro (~0,5
mg L) suponen un problema frente a niveles de plata = 1,4 mg L.

e Foto-reduccion de AgCl, depositdndose plata en las paredes del recipiente
gue contine la disolucion:

AgCl (or AgCl," ) + hv = Ag"| + CI

Como la eliminacion de trazas de cloruro es en ocasiones complicado, resulta
mas factible la proteccion de las disoluciones frente a la exposicion a la luz.
Este proceso no es exclusivo de los cloruros de plata, si no que tiene lugar
en todas las sales de halégenos de plata y en el ion Ag*.

e La precipitacion de plata (I) en medio alcalino de acuerdo a la siguiente
reaccion:

2Ag" + 20H — 24gOH— Ag,0| + H,0

El hidroxido sélido es inestable, por lo que el principal producto de hidrdlisis
es Ag-0, que aparece como un precipitado marroén.

1.2.  Nanoparticulas de plata

La nanotecnologia es un campo emergente que ha experimentado un rapido crecimiento
debido a la multitud de aplicaciones de las nanoparticulas, tanto industriales como
antimicrobianas. Es un campo en continua investigacién, con prometedoras
perspectivas futuras. Sin embargo, todavia plantea grandes desafios en cuanto al
desarrollo de técnicas de andlisis capaces de solventar la problematica asociada a la
complejidad de la matriz, los niveles de concentracion y las transformaciones que
pueden sufrir las nanoparticulas (modificacibn superficial, homoaglomeracion,
heteroaglomeracion, disolucién, oxidacién, precipitacion y formacion de complejos).[>”

El uso extendido de los nanomateriales ha provocado una creciente preocupacion
acerca de sus posibles impactos medioambientales; asi como la toxicidad asociada a
los mismos. De ahi la gran importancia de evaluar sus riesgos potenciales y regular el
control de los mismos.[67]

La creciente amenaza de la resistencia bacteriana a antibiodticos convencionales, lleva
a considerar los efectos bactericidas de los nanomateriales. En este trabajo se aborda
el estudio de las nanoparticulas de plata (AgNPs) que presentan prometedoras
propiedades antimicrobianas capaces de vencer la resistencia bacteriana que puede
ocurrir segun los siguientes mecanismos: alteracion de las proteinas diana del farmaco,
degradacion enzimatica o inactivacion del farmaco, disminucién de la permeabilidad de

la membrana o aumento del flujo de salida del farmaco a través de bombas de extrusion.
[8,11]

Cabe destacar, que la resistencia bacteriana aumenta debido al uso excesivo de
antibiéticos, mutaciones genéticas o por la adquisicion de material genético exdégeno
debido a la transferencia del mismo entre microorganismos.*4



Los sistemas basados en AgNPs poseen una gran actividad contra una amplia gama de
microbios y parasitos a dosis bajas (mg L) que no presentan toxicidad en humanos. La
gran ventaja de este tipo de nanoparticulas (NPs) es que pueden actuar como reservorio
de iones plata, manteniendo la actividad bacteriana a lo largo del tiempo. El disefio de
antimicrobianos mas eficaces pasa por la comprension de su modo de accion, es decir,
la forma en la que interactda con la célula bacteriana para llevarla a la muerte celular.
Se han propuesto cuatro mecanismos: 811

e Adhesién a la pared celular y la membrana: debido a la carga superficial
positiva de las NPs que interaccionan con la membrana cargada
negativamente. Esto induce cambios morfolégicos como la contraccion del
citoplasma y el desprendimiento de la membrana que conducen a la ruptura
de la pared celular. Ademas, interaccionan con las proteinas de la pared
celular, provocando cambios irreversibles y contribuyendo a una mayor
permeabilidad de la bicapa lipidica que compone la membrana celular.

e Penetracién en el interior de la célula y dafio de las estructuras intracelulares
(mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y biomoléculas (proteinas, lipidos vy
ADN): tras la adhesién a la membrana celular, las NPs pueden alcanzar el
interior de las células y afectar al funcionamiento celular.

e Toxicidad celular inducida y estrés oxidativo causado por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres: las AgNPs inducen
la formacién de ROS y radicales libres tales como H,0,, O,", OH- y HOCI que
aumentan el nivel de estrés oxidativo. En consecuencia, se producen dafios
en la membrana mitocondrial que causan necrosis y muerte celular. También
se han observado aberraciones cromosémicas y dafios en el ADN.

e Modulacién de las vias de transduccion de sefiales: la fosforilacion de
proteinas es un mecanismo de transmision de sefiales esencial para el
crecimiento y la actividad celular. Las proteinas fosforiladas juegan un papel
imprescindible en procesos tales como la replicacién celular. Las AgNPs
actuan desfosforilando residuos proteicos, inhibiendo asi el crecimiento.

La actividad antimicrobiana se ha asociado principalmente a la presencia de iones Ag*
obtenidos por disolucién oxidativa de las NPs en presencia de un agente oxidante. Estos
iones tienen como diana el ADN y las proteinas entre otros y debido a la baja selectividad
que presentan, se uniran simultaneamente a cualquier objetivo afin provocando la
muerte por varias vias. Se ha observado que la formaciéon de sales insolubles de plata
disminuye la presencia de Ag® en el medio, y por consiguiente la actividad
antibacteriana. La pasivacion también tiene un efecto negativo en la disolucién, como
es el caso del O, que forma una capa de Ag.O en la superficie de las AgNPs.!

Algunas caracteristicas de las nanoparticulas resultan cruciales en la actividad
bacteriana de las mismas, por ejemplo, el tamafio y la forma. Se produce una mayor
liberacion de iones Ag* cuando la superficie expuesta es mayor, por lo que son mas
activas las NPs de menor tamafio; sin embargo, presentan una mayor citotoxicidad en
humanos. La formacién de agregados dificulta dicha liberacion porque al ser mas
grandes su superficie especifica es menor, y pueden llegar a ser demasiado pesados y



precipitar. El efecto de la concentracién también debe ser considerado, siendo las
bacterias gram positivas menos susceptibles que las gram negativas. Este fenédmeno
puede ser explicado porque las bacterias gram positivas presentan una pared celular de
peptidoglicano de mayor espesor que la presente en las gram negativas. Ademas, estas
tltimas contienen lipopolisacaridos cargados negativamente que facilitan la adhesion de
AgNPs. También se ha observado que el recubrimiento de las NPs determina la mayor
o menor facilidad de interaccion con la membrana. Otro factor importante a considerar
es el tiempo de exposicion. 81113

La exposicion a AgNPs induce citotoxicidad, genotoxicidad y respuesta inflamatoria en
células humanas que varian en funcion del tipo de célula. El contacto dérmico, la
administracién oral, la inhalacién o la inyeccién intravenosa son las posibles rutas de
exposicion que provocan la acumulacion de estos agentes en el higado, bazo, pulmones
o riflones. Ademés, pueden producir inflamacion alveolar crénica, deterioro de las
células cerebrales e inmunotoxicidad entre otros.1%3!

Por ultimo, destacar las multiples aplicaciones de las nanoparticulas de plata, no solo
como antimicrobiano, sino también como antiviral y antifingico. Ademas, se emplea a
nivel industrial en revestimientos, juguetes, cosméticos, etc. (1113

1.3. ICP-MS

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo como fuente de
ionizacion (ICP-MS) es una técnica analitica ampliamente empleada para la
determinacion de elementos en niveles traza. El término de andlisis de trazas resulta
algo ambiguo, entendiéndose como tal las mediciones por debajo del ug g* o aquellas
en las que la concentracion de analito sea lo suficientemente baja como para causar
dificultad.4

Presenta una amplia gama de aplicaciones, entre ellas, la determinacién de trazas de
elementos en fluidos biol6gicos. Esta técnica esta despertando cada vez un mayor
interés, por ello, es importante conocer sus prestaciones analiticas; asi como la
problematica derivada de la presencia de interferencias.®®

En comparacion con otras técnicas, la mayor ventaja que presenta el ICP-MS es su
capacidad multielemental, es decir permite la mediciéon simultdnea de varios elementos
en un Unico analisis. Ademas, el andlisis es rapido, se obtienen rangos analiticos
amplios y bajos limites de detecciéon (ng L?). La preparacién de muestras requiere
volimenes de muestra muy pequefios y es relativamente sencilla, generalmente las
muestras bioldgicas se digieren en medio acido (HNOs, HCI) o alcalino (NH4sOH, TMAH)
antes del andlisis. También se suelen adicionar surfactantes como Tritobn X-100 cuya
mision es solubilizar los lipidos y las proteinas de la membrana.®®

Sin embargo, uno de los mayores inconvenientes radica en su alto coste de instalacion
y mantenimiento, que en ocasiones no puede ser asumido. Se requieren gases de alta
pureza y personal con un alto nivel de formacion.!

La eliminacion de interferencias es un requisito fundamental en ICP-MS. Se pueden
clasificar en espectroscépicas y no espectroscopicas. Las primeras surgen cuando
iones que no son de analito interfieren en la determinacion del mismo al presentar la
misma relacién masa/carga. Pueden ser debidas a: !



e Elementos isobaricos: superposicion de dos isotopos de diferentes
elementos que tienen la misma masa (*®Fe / %Ni, ***Hg / **Pb, *Ca / *Ti).

o |lones de doble carga: pueden interferir en la determinacién de otros analitos
con la misma relacién masa/carga.

e Especies poliatomicas: formacion en el plasma a alta temperatura por
atomizacion incompleta o reacciones de recombinacion de especies
procedentes de la matriz, de los reactivos empleados y de los gases del
plasma de argén. Es comun la formacion de 6xidos (*CI**0) y cloruros
(“°Ar3sCl).

¢ Interferencia de colas: superposicién espectral de masas adyacentes.

En cuanto a las interferencias no espectroscopicas, se atribuyen a las especies
presentes en la matriz que en ocasiones pueden afectar a la sefial producida por el
analito, disminuyéndola o aumentandola. También incluyen la deriva del instrumento
causada por el depdsito de solidos en el nebulizador y en los conos de la interfase del
ICP-MS, fenémeno que reduce la transmision de iones al espectrémetro de masas vy,
por tanto, la sefial detectada.!

Por ultimo, se va a comentar en términos generales el mecanismo de funcionamiento
del ICP-MS. En la figura 1 se muestran esquematicamente las distintas partes que
componen el instrumento. !

Quadrupole  Detector|
Sample

Mass filter

Turbo pumps

Figura 1: Componentes de un instrumento ICP-MS convencional.

Generalmente, las muestras objeto de andlisis se introducen al sistema en estado
liquido para una mayor homogeneidad y mejor transporte. Es importante el contenido
en solidos disueltos; ya que lo recomendable es que sea inferior a 2 g L para evitar su
depdsito en los conos de la interfase.[?367]

El sistema de introduccion de muestras consta del nebulizador y de la camara de
nebulizacién. La muestra se nebuliza formandose un aerosol que llega a la cAmara de
nebulizacién donde las gotas de didmetro superior a 10 um se eliminan por el efecto de
la gravedad. Las gotas de tamafio inferior a 10 um (1-2% de la muestra) son arrastradas
por una corriente de gas argoén a lo largo del inyector y alcanzan el plasma de argon de
alta temperatura (hasta 10000 K) donde la muestra se desolvata, vaporiza, atomiza e
ioniza. Se forman generalmente iones positivos de una sola carga; sin embargo, algunos
elementos (Ca, Ba, Sr...) como tienen un segundo potencial de ionizacién inferior al
primer potencial de ionizaciéon del argén (15,76 eV), pueden formar una pequefa
fraccion de iones positivos de carga doble.? 571



Cabe destacar, que el plasma es un gas ionizado con iones positivos y electrones libres.
Se forma en la antorcha que consta de un sistema de tres tubos concéntricos de cuarzo
por los que circular de dentro hacia fuera la muestra aerosolizada, el flujo de gas argén
auxiliar y una corriente de argoén de enfriamiento. Gracias a la bobina de induccién de
cobre que esta conectada a un generador de radiofrecuencia, se ioniza el argon
generando iones y electrones que se aceleran y provocan nuevas colisiones e
ionizaciones.!

Los iones de analito formados se extraen del plasma a través de la interfase que consiste
en dos conos coaxiales de niquel o platino: cono de muestra con un orificio central de 1
mm de didmetro, y skimmer cuyo orificio es de 0,45 mm de didmetro. Se mantiene una
presion entre conos de 150-300 Pa mediante una bomba de vacio rotatoria. Los iones
llegan a la camara de vacio del espectrémetro de masas en las que una bomba
turbomolecular mantiene un alto vacio (7-10°-1-10° Pa), favoreciendo el
desplazamiento de los iones a través de las lentes idnicas y dirigen el haz de iones hacia
el analizador de masas, evitando que los fotones y otras especies neutras lleguen al
detector y provoquen ruido e inestabilidad de la sefial. El siguiente paso es la llegada al
analizador de masas donde los iones se separan en funcién de su relacion masa/carga.
Lo mas comun es emplear como filtro de masas un cuadrupolo que tiene cuatro barras
metalicas entre las que se crea un campo eléctrico variable en el tiempo a través del
cual pasan los iones con una relacion de masa/carga especifica. Sin embargo, los iones
con otras relaciones presentan trayectorias inestables y chocan contra las barras. El
tiempo que emplea el instrumento en adquirir datos de una relacion masa/carga
particular se conoce como tiempo de permanencia. Después de este, se requiere un
tiempo antes de realizar la siguiente medicion a otra relacion masa/carga, conocido
como tiempo de estabilizaciéon.57

Finalmente, los iones positivos llegan al detector multiplicador de electrones y colisionan
con el primer dinodo que esta cargado negativamente, lo que provoca la emision de
electrones que van a colisionar con el siguiente dinodo. Se genera una cascada de
electrones y una sefial analitica medible.[367]

1.3.1. Deteccion de nanoparticulas individuales: SP-ICP-MS

El andlisis de nanoparticulas implica su deteccion, cuantificacion y caracterizacion. La
técnica de ICP-MS solo proporciona informacién sobre la composicion elemental y la
concentracion del elemento presente en una disolucion; sin embargo, no es posible
obtener informacion acerca de las nanoparticulas. Para la caracterizacion rapida y
simultdnea de nanoparticulas inorganicas, lo mas apropiado es operar con ICP-MS en
modo de deteccion de particulas individuales, que mide las particulas una a una. Esto
permite la obtencion de informacién analitica cualitativa acerca de la presencia de
particulas y/o formas disueltas, informacion cuantitativa del nimero de particulas y
concentraciones, e informacién sobre la masa del elemento/s por particula y tamafio de
particula (conocida la composicion, forma y densidad de las particulas).>7!

El analisis de nanoparticulas individuales es diferente a la medicion de formas disueltas.
Los elementos disueltos se distribuyen de forma homogénea dentro de la disolucion y
en las gotas de aerosol; por lo que el flujo de iones que alcanza el plasma y viaja al
detector es constante, generando una sefial estable en el tiempo.



En el caso de las nanoparticulas individuales, cada pico de sefial obtenido corresponde
a una particula porque el elemento solo esté presente en las particulas discretas. Asi,
las sefiales de los iones de cada nanoparticula se registran como una serie de eventos
por encima de una linea base estable que es debida a la presencia de formas disueltas
del elemento medido o al fondo. Esto se muestra a continuacién en la figura 2: 57

event intensity

time

Figura 2: Intensidad de los eventos debidos a las nanoparticulas vs tiempo.

Cuando las soluciones que contienen nanoparticulas alcanzan el plasma, se ionizan
produciendo una nube de iones por cada particula que llega al cuadrupolo. Es
importante que la velocidad de adquisicion de datos sea continua y rapida porque los
picos obtenidos para cada nanoparticula son muy estrechos, y para definirlos es
necesario contar con multiples medidas por particula, y, ademas, la duracién de la nube
de iones generada por una nanoparticula es del orden de aproximadamente 500 ps.
Para ello, el instrumento debe ser capaz de adquirir sefiales en un tiempo de
permanencia mas corto que el tiempo transitorio de las particulas, evitando sefales de
particulas coincidentes o agregadas. Ademas, el flujo de muestra tiene que ser lo
suficientemente bajo para registrar separados los eventos de las particulas.>7

En la actualidad, SP-ICP-MS con analizadores de cuadrupolo es particularmente
adecuada para el analisis de nanoparticulas superiores a 10 nm, consiguiéndose
mejores limites de deteccidn con analizadores de doble enfoque. Los cuadrupolos solo
permiten la medida de un elemento en cada nanoparticula porque no pueden cambiar
de relacion masa/carga antes de que la nube de iones salga del cuadrupolo; por ello, la
capacidad de deteccion de varios elementos en la misma nanoparticula para el analisis
de NPs heterogéneas se consigue con analizadores de tiempo de vuelo. SP-ICP-MS
presenta una amplia gama de aplicaciones en el &mbito analitico: caracterizacién de
NPs sintéticas, analisis de productos industriales y de consumo que contienen NPs
(cosméticos, textiles...), estudios de liberacion y destino para la obtencion de
informacion sobre la exposicion humana y ambiental a las NPs y a sus productos de
transformacién, ensayos de (eco)toxicidad para conocer el potencial toxicol6gico sobre
humanos, animales y medio ambiente, y, por ultimo, para realizar un seguimiento sobre
la presencia de NPs en alimentos, medioambiente y organismos. Sin embargo, la
distincién entre NPs naturales y sintéticas sigue siendo un gran desafio.[6-7 161



2. OBJETIVOS

e Demostrar y aplicar las competencias aprendidas durante el grado, asi como
adquirir un cierto grado de independencia en el trabajo desarrollado en el
laboratorio.

¢ Validacion de dos métodos alternativos de preparacién de muestras como etapa
previa a la determinacién cuantitativa mediante ICP-MS del contenido de plata
total en suspensiones de bacterias expuestas a distintos compuestos de plata:
digestién acida y digestion alcalina.

o Determinacion cuantitativa mediante ICP-MS y digestiones acida y alcalina del
contenido de plata total presente en suspensiones de bacterias expuestas a
distintos compuestos de plata.

e |dentificacion de nanoparticulas en bacterias expuestas a nanoparticulas de
plata de distintos tamafios y recubrimientos, previamente sometidas a digestion
alcalina, mediante SP-ICP-MS.

3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reactivos y disoluciones

Los reactivos empleados son:

= Agua Mili-Q Quantum TEX, Millipore.

= Acido nitrico 69%-70% v/v, J.T. Baker, Avantor Inc. Especifico para el
andlisis de trazas metalicas.

= Acido nitrico 65% v/v, Labkem, Labbox Labware. S.L.

= Perdxido de hidroégeno 30% v/v, Scharlau, Scharlab. S.L.

= Hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) soluciéon acuosa 25% m/m, grado
electréonico 99,9999%, AlfaAesar, Thermo Fisher Scientific Inc.

=  Cloruro de calcio dihidrato, Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific Inc.

= Solucion salina tamponada con fosfato (PBS), Sigma-Aldrich, Co. Se
disuelve en agua Milli-Q.

= Clorhidrato de L-cisteina monohidrato 98% m/m, Sigma-Aldrich, Co.

=  Tritbn X-100 Sigma-Aldrich, Co. Surfactante no iénico de polioxietileno,
agente humectante, emulsionante o detergente.

= Nanoparticulas de plata de 60 nm de diametro recubiertas por acido tanico,
concentracién 0,55 mg mL*?, nanoComposix.

= Nanoparticulas de plata de 60 nm de didmetro recubiertas por citrato,
concentracion 0,02 mg mL, nanoComposix.

= Nanoparticulas de plata de 10 nm de didmetro recubiertas por citrato,
concentracion 0,02 mg mL, nanoComposix.

* Plata estandar para ICP (CRM) 1000 + 2 mg L%, TraceCERT, Sigma Aldrich,
Co.

En cuanto a las disoluciones, hay que preparar una de plata de 1 mg Lt en HNO3 1%,
gue es la que se usa en la preparacion de muestras y de patrones de las rectas de
calibrado. Para ello, a partir del estdndar de plata se elabora una disolucién intermedia
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de 10 mg L%, y a partir de esta, la de interés. Es importante proteger estas disoluciones
recubriéndolas con papel de aluminio; ya que la plata metélica se ve afectada por la luz.
También se necesitan disoluciones de NPs de plata de 0,5 mg L%, a partir de la
disolucion comercial de interés en cada caso.

3.2. Muestras

Se va a trabajar con dos cepas distintas de las bacterias Escherichia coli (E.coli) gram
negativas de bajo riesgo biolégico: ATCC 25922 y J62-2.

Para el proceso de preparacion de las muestras de naturaleza bioldgica, se sembraron
las distintas cepas en placas con agar Mueller-Hinton y se dejan incubar en la estufa 24
h a 37°C. Tras esto, en un bote de cristal con 25 mL de medio estéril Mueller-Hinton +
2% Tween se afladid con un asa de platino previamente flameada, las bacterias y AgNO3
o AgNPs de diferentes tamafios y recubrimientos como agentes antimicrobianos. El
tween es un surfactante cuya funcion es evitar que las nanoparticulas se agreguen, y
asi conseguir mantener su tamafo original y favorecer la entrada de las mismas al
interior de las bacterias. Las suspensiones se incubaron en una incubadora orbital
durante 24 h a 37°C y 100 rpm para que se produzca el proceso de captacion de plata.
A continuacion, se trasvasaron a tubos de 50 mL estériles que se centrifugaron durante
15 min a 5300 rpm para eliminar el sobrenadante que contiene la plata que no ha
ingresado en las bacterias. Para el lavado de las suspensiones, se afadieron 20 mL de
PBS a los pellets y de nuevo se centrifugan durante 15 min a 5300 rpm. Se repite el
proceso de lavado 3 veces mas. Finalmente, el pellet se resuspende en 5 mL de PBS.

Las suspensiones objeto de andlisis son:

e Control ATCC/J62: bacterias en ausencia de plata.

e ATCC/J62 cultivadas con 0,5 mg L de AgNPs-citrato de 60 nm.

e ATCC/J62 cultivadas con 5 mg L** de AgNPs-acido tanico de 60 nm.
e ATCC/J62 cultivadas con 0,5 mg L de AgNOs.

e ATCC cultivadas con 4 mg L de AgNPs-citrato de 10 nm.

e J62 cultivadas con 2 mg L de AgNPs-citrato de 10 nm.

Cabe destacar, que estas concentraciones de AgNOs; y AgNPs con las que se han
incubado las bacterias son menores que la concentraciéon bactericida minima (CBM),
evitando asi la muerte de las bacterias y fomentado que las bacterias internalicen o
adhieran plata. Se define la CBM como la concentracién de agente bactericida necesaria
para matar al 99% de la poblacién microbiana.

3.3. Aparatos

Todo lo que contenga muestras que vayan a ser medidas en el ICP-MS, se debe
preparar en recipientes de plastico, evitando el uso de material de vidrio porque es una
fuente importante de contaminaciéon. Se emplean eppendorfs de 2 mL y tubos Falcon de
15 mL y 50 mL, todos ellos de polipropileno.

Los volumenes de liquidos se tomaron con micropipetas (5-50 pl, 100-1000 pl y 0,5-5
mL) y por pesada en balanza analitica (AND GH-200, capacidad de pesada 0,01-220 g,
desviacién estandar 0,1 mg), evitando asi los errores derivados del pipeteo.



Es importante emplear puntas estériles cuando se trabaje con disoluciones que
contengan bacterias, para evitar la contaminacion de la suspension madre.

Ademas, se usa un vortex (Stuart SA8 200-2500 rpm) para resuspender las muestras
una vez se hayan adicionado los reactivos, una camara incubadora (OVAN 110-OE)
donde se dejan las muestras en digestion, una centrifuga de laboratorio (Multifuge X1R,
Thermo Scientific), un bafio de ultrasonidos (Bandelin Sonorex) para sonicar las AQNPs
antes de su uso y una estufa (Memmert ULM 800) donde se secara convenientemente
el material previamente desinfectado antes de la medida en el ICP-MS.

Las muestras que contengan residuos metélicos, de TMAH o de naturaleza biologica
seran convenientemente almacenados en contenedores destinados especificamente
para los mismos.

3.4. Instrumentacion: ICP-MS

La medida de la concentracion de plata presente en las muestras objeto de andlisis se
va a llevar a cabo en el espectrometro de masas Perkin Elmer NexION 2000 (Toronto,
Canadd), cuya imagen se muestra en la figura 3:
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Figura 3: Espectrometro de masas Perkin EImer NexION 2000.

El sistema de introduccion de muestras consta de un nebulizador concéntrico de vidrio
y una camara de nebulizacién ciclénica con deflector (Meinhard). Para las medidas de
las suspensiones bacterianas realizadas por espectrometria de masas en modo de
deteccién de particulas individuales, se emplea el médulo Syngistix Nano-Application
version 2.5 (Perkin Elmer Inc).

Los parametros predeterminados de adquisicién de datos e instrumentales para ICP-
MS y SP-ICP-MS se enumeran en las tablas 2y 3.

Tabla 2: Pardmetros instrumentales para ICP-MS y SP-ICP-MS.

Parametros instrumentales

Potencia RF 1600 W
Caudal de gas Argdn
Plasma 15 L min*?
Auxiliar 1,2 L min*?
Nebulizador 1,0 L min*?

Caudal de muestra 0,34 L min?!




Tabla 3: Pardmetros de adquisicién de datos para ICP-MS y SP-ICP-MS.

ICP-MS SP-ICP-MS
Tiempo de permanencia 50 ms Tiempo de permanencia 100 ps
Tiempo de adquisicion total 1 s Tiempo de adquisicién total 60 s
Is6topos monitoreados  Ag'®’, Ag!®® | Isétopos monitoreados Ag’
Numero de barridos 20 Numero de barridos 1
Lecturas por réplica 1 Lecturas por réplica 600000

3.5. Procedimientos

3.5.1. Protocolo de limpieza

Como el espectrometro de masas presenta una gran sensibilidad, es capaz de detectar
trazas de impurezas derivadas del proceso de fabricacién del material empleado; asi
como cualquier tipo de contaminacién presente en el mismo. Por este motivo, la limpieza
del material sobre el que se van a preparar las distintas muestras cuya medida se llevara
a cabo en el ICP-MS debe ser sometido a una limpieza cuidadosa y exhaustiva.
Ademas, como el trabajo se desarrolla empleando muestras biolégicas, cualquier tipo
de contaminacion presente en el medio puede resultar critica. Asi pues, tanto los tubos
Falcon como los eppendorf se someten al siguiente proceso:

e Lavado con una disolucion de HNOs al 10% v/v. Los tubos y eppendorf se dejan
sumergidos en una cuba durante 2 dias. Cada vez que se manipule en dicha
cuba, hay que ponerse guantes limpios.

e Eliminacién de restos del &cido enjuagando con agua Milli-Q.
e Dejar secar en la estufa a 50 °C.

Es importante desinfectar las micropipetas antes de su uso con papel y etanol.

3.5.2. Digestion acida

Se digieren las muestras mencionadas anteriormente en el apartado 3.2, exceptuando
aguellas que han sido incubadas con AgNPs de 10 nm. Para ello, se toman alicuotas de
100 pl y se depositan en tubos eppendorfs, los cuales se centrifugan a 10000 g durante
20 minutos, para eliminar el sobrenadante que contiene PBS. Sobre los distintos pellets
se adicionan los reactivos de digestion: 500 pl de HNO3 69-70% v/v y de 100 pl de H.O>
30% v/v. A continuacién, se agitan en el vortex durante aproximadamente un minuto
para conseguir que las bacterias se mezclen bien con los reactivos de digestion y se
dejan incubar durante 24 horas a 124 rpm y temperatura ambiente. Tras esto, el
contenido de los distintos eppendorf se vierte en tubos Falcon y se lleva hasta un
volumen final de 10 mL con HNO3 1% v/v. Se preparan 5 réplicas a partir de cada una
de las distintas suspensiones bacterianas objeto de andlisis. Conservar las muestras en
la nevera hasta el momento de su medida, pero no demasiado tiempo.



3.5.3. Digestion alcalina

A este segundo método de digestion se someten las mismas muestras que se han
preparado mediante la digestion acida, y adicionalmente, las que han sido incubadas
con AgNPs de 10 nm. Igual que en la digestion &cida, y bajo las mismas condiciones,
se centrifugan las alicuotas y se trabaja con los pellets. Se adicionan 0,4 mL de CaCl,
25 mM y a continuacion, 1,6 mL de TMAH 25% m/m. En este caso, el orden en el que
se adicionan los reactivos de digestion resulta crucial porque el CaCl, debe estabilizar
a la plata antes de la adicion del TMAH.

Para una mayor homogeneidad, las disoluciones se agitan en el vortex durante un
minuto y se dejan en digestion durante 24 horas a temperatura ambiente en la oscuridad.
Finalmente, se diluyen con agua Mili-Q a 10 mL y se sonican durante un minuto antes
de medir en ICP-MS.

3.5.4. Calibraciones

La cuantificacién del contenido total de plata presente en las bacterias mediante ICP-
MS requiere que las medidas de las muestras digeridas se realicen con respecto a
rectas de calibrado. Dichas rectas se consiguen a partir de la medida de patrones de
concentraciones de plata crecientes que son preparados en el mismo medio que las
muestras. En el caso de las muestras 4cidas, los patrones se preparan en HNO3, de
acuerdo con las cantidades expuestas en la tabla 4:

Tabla 4: Volumenes para la preparacion de patrones de plata en medio acido.

[Ag] pg Lt | VAQ 10 ug Lt | V¢ (HNO3 1%) mL
0 - 15
0,1 150 pl 15
0,5 750 ul 15
1 1,5mL 15
5 7,5 mL 15
[Aglpg Lt | VAg1mgL? | Vi (HNOs 1%) mL
10 500 pl 50

Por el contrario, como las muestras sometidas al proceso de digestion alcalina estan en
un medio con TMAH y CacCl,, las cantidades implicadas en la preparacion de los
patrones de plata aparecen en la tabla 5:

Tabla 5: Voliumenes para la preparacion de patrones de plata en medio alcalino.

[AglpgL* | VAglOpugL? | VCaClpyl | VTMAHmML | Vi (agua) mL
0 - 600 2,4 15
0,1 150 ul 600 2,4 15
0,5 750 pl 600 2.4 15
1 1,5mL 600 24 15
5 7,5mL 600 24 15
[AglpugL? | VAgimgL?! |VCaCl,mL | VTMAH mL | Vi(agua) mL
10 500 pl 2 8 50




4. RESULTADOS Y DISCUSION

Se van a analizar mediante ICP-MS las muestras de ambas cepas de E.coli (ATCC y
J62) que han sido sometidas a las concentraciones expuestas en el apartado 3.2 de
distintos agentes bactericidas: AQNOs, AgNPs recubiertas por citrato de 60 nm y AgNPs
recubiertas por acido tanico de 60 nm. El propdsito es obtener informacion cuantitativa
acerca de la concentracion de plata total que ha sido captada por las bacterias
empleando dos métodos distintos de preparacion de muestra, previamente validados.
Antes de realizar la cuantificacion, se va a estudiar si la matriz de la muestra es
compatible con la determinacion, o si por el contrario es necesario llevar a cabo
procesos de separacion para evitar interferencias en el analisis.

En un segundo estudio se busca observar la presencia de AgNPs, para ello mediante
SP-ICP-MS se analizan las muestras de ATCC y J62 expuestas a AgNPs recubiertas
por citrato de 10 nm y se comparan con las de 60 nm.

4.1. Efecto del medio de conservacion de las bacterias en la
determinacién de plata mediante ICP-MS

Las bacterias procedentes de los distintos cultivos se lavan y conservan en tampén de
pH neutro de fosfatos (PBS), por ello, antes de determinar la concentracion de plata
presente en las mismas mediante ICP-MS, fue necesario estudiar si este PBS ejerce
algun tipo de interferencia sobre la determinacion. Para ello, se lleva a cabo un ensayo
de blancos y muestras con adiciones de plata y de nanoparticulas de plata para poder
observar si el proceso de digestion o la presencia de PBS afecta a la recuperacion de
las distintas formas de plata de interés. Con este fin, se preparan las digestiones tanto
en ausencia como en presencia de PBS segun las cantidades de la tabla 6:

Tabla 6: Volumenes implicados en la preparacion de blancos y muestras
adicionadas con plata y nanoparticulas de plata de 60 nm en PBS y en agua.

DIGESTION PBS DIGESTION AGUA
Blanco 100 pl PBS 100 pl Agua Mili-Q
Muestras Ag () 100 ul PBS 100 pl Agua Mili Q
50 pl AgNO3s 1 mg L? 50 pul AgNOs 1 mg L*?
Muestras AgNPs- 100 ul PBS 100 pl PBS
citrato 60 nm 100 pl AgNPs 0,5 mg L 100 pl AgNPs 0,5 mg L

En ambos casos, la concentraciéon de plata sera de aproximadamente 5 ug L en las
disoluciones que se van a medir en el ICP-MS. Se realizan 5 réplicas de cada una de
las preparaciones expuestas en la tabla 6 que posteriormente se someten al proceso
de digestion acida. Las muestras en ausencia de PBS se miden respecto a una recta de
calibrado en HNO3 con cantidades analogas a las expuestas en el apartado 3.5.4, pero
para las muestras con PBS se afiaden 500 pl de PBS al patrén de 10 pug Ly 150 pl al
resto de patrones. Las rectas obtenidas se presentan en la tabla 7.



Tabla 7: Calibraciones en dos medios distintos: PBS+HNO3; y HNOs.

Recta PBS + HNO; Recta HNO;
Ecuacién y=137726x-87,4429 y=159625x-1152,52
R?=0,999940 R?=0,999883

LD 0,001 pg L? 0,001 ug L?

LC 0,003 ug L? 0,004 ug L?
Rango lineal 0,003-10 ug L? 0,004-10 ug L?
Sensibilidad 137726 + 873 —2= 159625 + 1412 —2=_

HgL ugL

En un medio con PBS, la sensibilidad de la determinacién es inferior en un 13% con
respecto al medio en ausencia de este. El test t, previa aplicacion del test F, determina
que ambos métodos tienen la misma precisién, pero sensibilidades distintas. Los limites
de deteccion, cuantificacion e intervalos lineales son en ambos casos muy parecidos.

Los resultados de los ensayos de recuperacion de plata y de nanoparticulas de plata en
ambos medios como promedio de 5 réplicas con la concentracion y la sefial del blanco
descontada, aparecen expuestos en la tabla 8:

Tabla 8: Recuperaciones de plata y nanoparticulas de plata en PBS y en agua.

[Ag] pg L1 | cps Recuperacion %
Blanco PBS 0,054 + 0,009 7300 + 1247 -

Ag (1)-PBS 2,950 + 0,318 407870 + 43815 60 + 12
AgNPs-PBS 3,732 + 0,199 515688 + 27448 76 +8
Blanco agua 0,024 + 0,004 2719 + 686

Ag()-agua 5,065 + 0,459 810750 + 73276 9% +7
AgNPs-agua 4,758 + 0,174 761736 + 27823 97 +3

A la vista de los resultados, el PBS afecta notablemente a la recuperacion de la plata,
asi como de las AgNPs, generando errores significativos. Todo parece indicar que el
fosfato presente en el medio interfiere en la determinacion. Por tanto, debido a la
necesidad de eliminarlo, en lugar de digerir las suspensiones originales, se toma la
decision de centrifugar las muestras y realizar el ataque sobre los pellets donde quedan
exclusivamente las bacterias con la plata que han captado o que ha quedado adherida
a ellas, y se elimina el sobrenadante que contiene PBS.

Como las recuperaciones en agua son buenas, se concluye que todos los problemas
son debidos a la presencia de PBS, y que tanto los reactivos como el procedimiento
empleado para la digestion de las muestras son adecuados.

4.2. Digestiéon acida de bacterias. Determinacion de plata mediante
ICP-MS

El HNOs es el reactivo mas empleado en la preparacion de muestras de digestion acida,
debido tanto a su capacidad oxidante como a la alta solubilidad de los nitratos. Los
analistas prefieren trabajar con matrices de dicho acido porque en comparacién con
otros acidos que contienen Cl, S, F o P, genera relativamente pocas interferencias
guimicas y espectrales. Ademas, las disoluciones de Ag en HNO3 son estables durante
periodos prolongados de tiempo.™



En este trabajo, el procedimiento se lleva a cabo con HNO3z y con H,O, como agente
oxidante auxiliar. Cuando se someten las muestras bioldgicas a este tratamiento, las
nanoparticulas de plata metalica se oxidan a plata (l), permitiendo la cuantificacion del
contenido de plata total presente en las distintas muestras de las cepas ATCC y J62
mediante ICP-MS. Las concentraciones de plata registradas por el instrumento
aparecen en latabla 9 y corresponden a la plata presente en el interior de las bacterias;
asi como la que ha podido quedar adherida a la pared de las mismas.

Tabla 9: Contenido total de plata (ug L) presente en las muestras de E.Coli
preparadas por digestion 4cida.

| cps [Ag] diluida [Ag] suspension
pg Lt pg Lt
Control ATCC 23140 + 1245 0,195 + 0,011 21,01 + 1,06
ATCC NPs- 145535 + 38332 | 1,230+ 0,324 139 + 38
citrato 60 nm
ATCC NPs- 698459 + 201127 | 5,897 + 1,700 4414 + 774
tanico 60 nm
ATCC AgNO; | 285838 +£89312 | 2,410+ 0,755 270 + 88
Control J62 979 + 286 0,008 + 0,003 0,90 + 0,26
J62 NPs- 512547 + 156246 | 4,331+ 1,320 492 + 156
citrato 60 nm
J62 NPs- 754798 + 87199 | 6,373 +0,737 6128 + 1008
tanico 60 nm
J62 AgNOs3 448542 + 80760 | 3,785+ 0,683 459 + 94

Los resultados expuestos han sido calculados como el promedio de 5 réplicas, y en el
caso de las muestras, se ha restado la concentraciébn y la sefal del control
correspondiente porque es la debida a las bacterias y al medio donde han sido
cultivadas e incubadas. La concentracién de plata diluida es la medida sobre las
muestras centrifugadas que han sido preparadas para que tengan una concentracion
aproximada de 5 pug L y asi la interpolacion se realice en el centro de la recta de
calibrado; por tanto, para calcular la concentracion de plata presente en las
suspensiones originales de las bacterias antes de la centrifugacion, se debe tener en
cuenta que todas las muestras han sido diluidas 1:100, a excepcion de las dos de acido
tanico, que, al ser su concentracién superior, se han diluido 1:800.

Finalmente, sefalar que todos los resultados expuestos en este apartado se han
obtenido por interpolacion en la siguiente recta de calibrado:

y=118329x+39,8218 R?=0,999762

4.3. Digestion alcalina de bacterias

Al contrario de lo que ocurria en el procedimiento anterior, este tipo de tratamiento de
muestra, asi como las digestiones enziméticas preservan el nucleo de las
nanoparticulas inorganicas. Esto permite la obtencion de informacion sobre la presencia
de AgNPs en las bacterias, y también su cuantificacion mediante SP-ICP-MS. Sin
embargo, cuando las muestras digeridas se miden con la técnica ICP-MS, se obtiene
una sefial que es independiente de la forma en la que se encuentre la plata,
obteniéndose el contenido total de plata presente en las muestras bioldgicas.!®!



4.3.1. Optimizacién de las condiciones de digestion

Como etapa previa a la medida de las muestras mediante ICP-MS, es necesario
encontrar un procedimiento de digestion adecuado. En primer lugar, se llevé a cabo
empleando TMAH y cisteina como reactivos de digestion, adaptando el procedimiento
desarrollado por Jiménez-Lamana et al. * que realizaron con éxito estudios sobre la
presencia de AgNPs en heces de rata. La viabilidad del procedimiento se verificé por
medio de ensayos de recuperacion, para los cuéles se preparan 5 réplicas de:

¢ Blancos: no contienen plata, tan solo los reactivos de digestion.
e Muestras Ag (I): 50 pl de AgNOs; 1 mg L™
e Muestras AgNPs: 100 pl de AgNPs-citrato de 60 nm 0,5 mg L.

Adicionar 200 pl de cisteina 0,5 % m/m y 1 mL de TMAH 25% m/m. La cisteina debe
afiadirse en primer lugar porque su mision es acomplejar la plata (I) para evitar su
precipitacion en presencia de TMAH. Incubar a 124 rpm y temperatura ambiente durante
24 horas. Finalmente, diluir a 10 mL con una disolucion de cisteina 0,1% m/m + triton
0,05% m/m y sonicar 1 minuto antes de su medida. Por Gltimo, se prepara una recta de
calibrado en TMAH + cisteina + tritdn con las cantidades expuestas en la tabla 10:

Tabla 10: Volumenes para la preparacién de patrones de plata en medio alcalino
con TMAH, cisteinay triton X-100.

[Aglpg Lt | VAg10pug Lt | VTMAH mL Vi mL
(cisteina 0,1% + tritdbn 0,05%)
0 - 1,5 15
0,1 150 pl 1,5 15
0,5 750 ul 1,5 15
1 1,5mL 1,5 15
5 7,5mL 1,5 15
[Aglpg Lt | VAg1lmgL?t | VTMAH ML Vi mL
(cisteina 0,1% + triton 0,05%)
10 500 ul 5 50

La calibracion y los resultados obtenidos como promedio de 5 réplicas y con el efecto
del blanco descontado aparecen en las tablas 11y 12.

Tabla 11: Calibracion en un medio con TMAH, cisteina y triton X-100.

Ecuacion y=114061x+4605,10
R?=0,999546

LD 0,077 pg L?

LC 0,255 ug L?
Rango lineal 0,255-10 ug L*
Sensibilidad 114061 + 1986 —

ug

Tabla 12: Recuperaciones de plata y nanoparticulas de plata en un medio con
TMAMH, cisteina y tritén X-100.

[Ag] pg L | cps Recuperacion %
Blanco 0,030 + 0,013 7998 + 1479 -
Muestras Ag (I) | 3,396 + 0,187 | 391973 + 21306 675
Muestras AgNPs | 4,850 + 0,133 | 557752 + 15213 97+ 4




Se puede observar que tanto el limite de deteccion como el de cuantificaciébn son
bastante altos. Esto es asi porque la medida del blanco de calibrado en ICP-MS ha dado
una sefial muy elevada (19954 + 2913 cps); sin embargo, contiene tan solo TMAH,
cisteina y triton. Este hecho podria explicarse porque los reactivos no son ultrapuros, es
decir, pueden contener trazas de plata.

A la vista de los resultados, se puede deducir que la cisteina no estabiliza a la plata
suficientemente, por lo que las pérdidas observadas pueden ser debidas a la
precipitacion del hidréxido de plata y como este fenébmeno no afecta a las NPs, estas si
se recuperan bien. La selectividad del método se ve afectada porque el hidréxido genera
una interferencia que hace disminuir la cantidad de plata detectada. Por este motivo, se
descarta esta opcion, evaluandose un método alternativo con 1,6 mL de TMAH 25%
m/m y 0,4 mL de CaCl, 25 mM preparando de nuevo los blancos y las muestras
adicionadas, pero ahora se realiza la digestion de acuerdo al procedimiento del apartado
3.5.3. La seleccién de este método se debe a que en el estudio llevado a cabo por Clark
et al.'® para detectar AQNPs en higado de trucha se valora la viabilidad de cuatro
agentes de digestion, obteniéndose los mejores resultados en cuanto a recuperacion y
deteccién de AgNPs con estos reactivos de digestion. La recta de calibrado obtenida y
sus parametros aparecen en la tabla 13.

Tabla 13: Calibracion en un medio con TMAH y CaCl..

Ecuacion y=61018,6x+186,968
R?=0,999385
LD 0,003 pg L™
LC 0,011 pg L™
Rango lineal 0,011-10 ug L*
Sensibilidad 61019 + 1236 CIL’:
ug

En este caso, los limites de deteccién y de cuantificacion son notablemente inferiores,
generando un rango lineal de trabajo mas amplio. Ademas, la sefial del blanco de
calibracién (703 £ 65 cps), que es la debida a los reactivos empleados en la digestion,
es mucho menor que cuando se empleaba cisteina.

Las concentraciones de las muestras de interés, asi como las recuperaciones obtenidas,
ambas como promedio de 5 réplicas y con la sefial producida por el blanco descontada
constan en la tabla 14.

Tabla 14: Recuperaciones de plata y nanoparticulas de plata en un medio
con TMAH y CaCls.

[Ag] pg L | cps Recuperacion %
Blanco 0,029 + 0,009 1957 £ 544 -
Muestras Ag (l) | 5,197 + 0,363 317294 + 19820 99 + 8
Muestras AgNPs | 5,865 + 0,122 358091 + 6671 110+ 3

Ahora si que se obtienen recuperaciones 6ptimas para la plata. Todo parece indicar que,
a diferencia de la cisteina, los CI- actian como agentes estabilizantes de Ag (1), evitando
asi pérdidas por precipitacion. Por tanto, este método de digestion alcalina se da por
valido y es el que se emplea para llevar a cabo el andlisis del contenido de plata presente
en las distintas suspensiones bacterianas de las cepas ATCC y J62.



No obstante, hay que tener en cuenta que el TMAH resulta problemético porque un
exceso en el tiempo de digestién provoca pérdidas de AgNPs por la formacion de
hidroxido de plata aun en presencia de un agente complejante, sin embargo, el tiempo
debe ser suficiente para una solubilizacion completa de la matriz de las muestras.®

4.3.2. Determinacién de plata mediante ICP-MS

De la medida de las muestras sometidas a la digestion alcalina con TMAH 25% m/my
con CaCl; 25 mM, se obtienen los contenidos de plata expuestos en la tabla 15 como
el promedio de 5 réplicas y con la sefal y concentracion de la disolucién control
descontada a las correspondientes muestras.

Tabla 15: Contenido total de plata (ug L™) presente en las muestras de E.Coli
preparadas por digestion alcalina.

| cps [Ag] diluida [Ag] suspension
pg L pg Lt
Control ATCC 890 + 352 0,013 £+ 0,004 1,35+0,41
ATCC NPs- 104302 + 5718 1,117 + 0,060 122 £ 10
citrato 60 nm
ATCC NPs- 231514 + 17423 | 2,525+ 0,190 2888 + 130
tanico 60 nm
ATCC AgNO; | 282616 +51960 | 3,066 + 0,567 346 + 56
Control J62 1405 + 377,09 0,019 + 0,004 1,98 + 0,44
J62 NPs- 409164 + 62746 | 4,459 + 0,679 496 + 59
citrato 60 nm
J62 NPs- 449017 + 35755 | 4,897 + 0,390 5387 + 530
tanico 60 nm
J62 AgNO3 428886 + 15671 4661+0,171 502 + 13

Las concentraciones de la suspension expuestas en la tabla han sido calculadas
teniendo en cuenta las diluciones realizadas (1:100), excepto las de acido tanico que
requieren una dilucion mayor (1:1000).

Las concentraciones de plata han sido obtenidas con respecto a la siguiente recta de
calibrado:

y=91696,2x-298,071 R?=0,999571

4.4. Validacion de métodos para la determinacion de plata total en
suspensiones de bacterias mediante ICP-MS

La guia para laboratorios de la Eurachem propone la evaluacién de caracteristicas tales
como selectividad, limite de deteccién y cuantificacion, intervalo de trabajo, sensibilidad,
veracidad (sesgo y recuperacion), precision (repetibilidad y reproducibilidad),
incertidumbre y robustez para la validacion de un método analitico. Algunas de ellas se
han estudiado a lo largo de este trabajo con el fin de obtener las condiciones 6ptimas
de digestion, y en este apartado se van a emplear para realizar una comparacion entre
métodos.7



Es importante considerar la presencia de plata en los reactivos; asi como la contribucion
de la misma debida al proceso de digestion. Para ello, se estudia la concentracion de
plata presente en los blancos de digestion, las cuales se muestran en la tabla 16.
Ademas, en latabla 17 se exponen las figuras de mérito de la digestion acida y alcalina,
utiles para llevar a cabo el proceso de validacion.

Tabla 16: Concentracion de plata (ug L™) presente en los blancos analizados
mediante los métodos de digestidén 4cida y alcalina.

Digestion 4cida
0,024 + 0,004 pg L

Digestidn alcalina
0,017 + 0,006 pg L*

Tabla 17: Prestaciones analiticas de los métodos de digestion 4cida y alcalina
estudiados para la determinacion del contenido de plata total en bacterias
mediante ICP-MS.

Digestion acida

Digestion alcalina

LD instrumental 0,002 pg L? 0,006 pg L?
LC instrumental 0,005 pg L? 0,020 ug L?
LD del método 0,017 pg L? 0,014 pg L?
LC del método 0,058 pug L* 0,047 pug L?

Rango lineal 0,005 -10 ug L? 0,020-10 pug L?
Sensibilidad 118329 + 1490 —=_ | 91696 + 1899 ——_
analitica ng L ug L
Recuperacion Ag (1) 96 + 7% 99 + 8%
Recuperacion AgNPs 97 + 3% 110+ 3%
Repetibilidad 1-3% 1-8%
Reproducibilidad 17-33% 5-16%

A partir de la desviacion estandar de la sefial del blanco de calibrado se calculan los
limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del instrumento; mientras que los limites
del método se obtienen con la desviacion del blanco de digestion.

En el caso de la digestién alcalina, como la concentracion de plata presente en el blanco
de digestion esta por debajo del limite de cuantificacion instrumental, los efectos debidos
a los reactivos y al proceso de digestion son despreciables. Sin embargo, en la digestion
acida, estos efectos deben ser considerados, por ello, para evitar errores sistematicos,
se ha restado la concentraciéon de plata del blanco a todas las muestras analizadas. El
test t confirma que las concentraciones de plata obtenidas en los blancos de digestion
por ambos métodos son comparables.

Tanto los limites de deteccion como los de cuantificacién son lo suficientemente
pequefios como para permitir la medida de las muestras de concentracion aproximada
de 5 ug L. Ademas, los intervalos de trabajo son bastante amplios debido a que se han
conseguido rectas de calibrado altamente lineales con coeficientes de determinacion R?
proximos a 1. Las pendientes de la calibracion proporcionan las sensibilidades de los
métodos, cuya diferencia entre digestiones es del 23%. Ademas, el valor de t
experimental es mayor que el tabulado al 95% de confianza, por tanto, las sensibilidades
son distintas.



La calidad de los resultados analiticos obtenidos por ambos métodos se evalla por
medio de la veracidad y la precision, que determinan la exactitud del método. La
veracidad informa sobre la presencia de errores sistematicos, sin embargo, la precision
detecta errores aleatorios.!*”

Por medio de ensayos de recuperacion se obtiene informacién sobre el sesgo asociado
a las medidas, asi como sobre la veracidad. La comparacion mediante el test t de las
recuperaciones de Ag (l) y AgNPs expuestas en la tabla 17 demuestra que en el caso
de la plata (l) se pueden considerar iguales por ambos métodos; sin embargo, las de las
AgNPs difieren.

La precision de los resultados obtenidos se estudia mediante la repetibilidad y la
reproducibilidad. Cuando se mide una muestra, el ICP-MS proporciona el valor de la
concentracion como promedio de diez réplicas con una desviacién estandar relativa
asociada que es la repetibilidad de las medidas. Los valores de repetibilidad que
aparecen enlatabla 17, incluyen tanto a las muestras como a los patrones de calibrado.
En cuanto a la reproducibilidad, como para cada una de las muestras se han preparado
5 réplicas, el promedio de la concentracion va acompafiado de la desviacion estandar
relativa que aparece en la tabla 17 y manifiesta una alta heterogeneidad en las
muestras.

4.5. Comparacion de resultados: digestion acida vs digestion
alcalina

Los contenidos totales de plata presentes en las muestras biol6gicas que han sido
cuantificados por ambos métodos de digestién aparecen en la tabla 18.

Tabla 18: Contenido total de plata (ug L™) presente en las muestras de E.Coli
preparadas por digestion acida vs digestion alcalina.

Digestidn acida Digestidn alcalina

[Agl pg L™ [Agl pg L™

Control ATCC 21,01 +1,06 1,35+ 0,41
ATCC NPs- citrato 60 nm 139 + 38 122 £ 10

ATCC NPs- tanico 60 nm 4414 + 774 2888 + 130
ATCC AgNOs3 270 £ 88 346 + 56

Control J62 0,90 £ 0,26 1,99+0,44
J62 NPs- citrato 60 nm 492 + 156 496 + 59

J62 NPs- tanico 60 nm 6128 + 1008 5387 + 530
J62 AgNO3 459 + 94 502 + 13

Es de sumo interés comprobar si las digestiones proporcionan resultados comparables
en términos de la concentracién de plata; asi como en lo referente a la precision. Estas
respuestas se obtienen por medio del test t, comparando los resultados de una misma
muestra obtenidos por ambos tipos de digestion. Se concluye que ambos métodos
proporcionan la misma precisién, excepto para las muestras ATCC NPs-citrato 60 nm,
ATCC NPs-tanico 60 nm y J62 AgNOs, donde el valor experimental de F supera al
tabulado.
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En cuanto a las concentraciones de plata, el test t muestra que son perfectamente
comparables, excepto para los controles de ambas cepas. En el caso del control de la
muestra ATCC, la concentracion obtenida en la digestién acida es demasiado alta, lo
que puede deberse a problemas de contaminacion derivados de la preparacion o
manipulaciéon. Cabe destacar, que no se puede afirmar que estas concentraciones de
plata sean las presentes en el interior de las bacterias, porque también se mide la plata
gue queda adherida a la superficie o pared de las mismas. Para poder distinguir la plata
que ha ingresado de la que no, hay que recurrir a otro tipo de técnicas analiticas como
la microscopia de transmision electronica (TEM).[!

Se puede observar que las desviaciones son bastante grandes, fendmeno que puede
ser explicado por la heterogeneidad de las muestras de caracter bioldgico, ya que la
cantidad de plata por bacteria presenta una elevada variabilidad.

4.6. Estudio de la presencia de nanoparticulas de plata mediante
SP-ICP-MS.

Mientras que los andlisis realizados sobre bacterias sometidas a digestion &cida
proporcionan informaciéon sobre la plata total presente en las mismas, cuando se
someten a digestion alcalina es posible ademas obtener informacién sobre la forma
quimica en la que se encuentra la plata en las bacterias, es decir, como nanoparticulas
o como formas disueltas. Para ello, es necesario analizar las muestras digeridas
mediante ICP-MS en modo de deteccién de particulas individuales. Estas muestras son
las mismas que se han medido de forma cuantitativa anteriormente y que habian sido
preparadas para gue su concentracion fuera aproximadamente de 5 ug L; sin embargo,
ahora hay que realizar una dilucion adicional 1:20 para que la concentracion sea de
unos 250 ng L. Ademas, se requiere de una recta de calibrado respecto a la cual se
realizan las medidas, cuyos patrones se preparan segun la tabla 19.

Tabla 19: Volumenes para la preparacion de patrones de plata para SP-ICP-MS.

[Aglpg Lt | VAg10ugL?* |V CaCloul | VTMAHul | Vi (agua) mL
0 - 7,5 7,5 15
0,1 150 pl 7,5 7,5 15
0,5 750 pl 7,5 7,5 15
1 1,5mL 7,5 7,5 15

Para poder observar correctamente la presencia de NPs en las muestras, se van a medir
también, como referencia, disoluciones previamente preparadas de 250 ng L* de las
correspondientes AgNPs, en el mismo medio que el de las muestras. La mejor forma de
valorar el comportamiento de las NPs, es mediante la representacion grafica del nimero
de particulas en funcién de su tamafio.
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La figura 4, corresponde a las muestras que contienen NPs de 60 nm. El andlisis de las
disoluciones de referencia (AgNPs-citrato y AgNPs-tanico), muestra que las NPs con las
que han sido incubadas los distintos cultivos, tienen un diametro de 60 nm. El blanco de
digestion, asi como el control de la cepa J62, como era de esperar, no presentan AgNPs.
En cuanto a las muestras, se observa que en las bacterias de la cepa J62 en ninguno
de los casos se detectan nanoparticulas de 60 nm. Por tanto, las nanoparticulas de 60
nm no han sido internalizadas por las bacterias como tales particulas, de manera que la
plata detectada en las mismas debe de haberse internalizado en forma de plata disuelta.

B AgNPs-tanico 60nm
100 4 AgNPs-citrato 60nm
Bl J62 + AgNPs-citrato 80nm
J62 + AgNPs-ténico 60nm
Il Blance digestion
Control J62

o]
[
|

Relative frecuency
I 2]
o o
1 Il

20+

0 20 40 60 80 100 120 140
Diameter, nm

Figura 4: Distribuciébn de tamafio en nm de muestras incubadas con
nanoparticulas de plata de 60 nm.

Un comportamiento distinto se observa en la figura 5 con las muestras incubadas con
NPs de 10 nm, ya que se obtienen distribuciones parecidas a la referencia (AgNPs-
citrato). Se puede afirmar que las nanoparticulas de este tamafio si que han sido
internalizadas en las bacterias.

AgNPs-citrato 10nm

100 ATCC + AgNPs-citrate 10nm
I J62 + AgNPs-citrato 10nm
Bl Blance digestion

—— Control ATCC

804 Control J&2

60

401

Relative frecuency

204

O—"—v—*ﬁ—l—'—r‘ R, | — T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Diameter, nm

Figura 5: Distribucibn de tamafio en nm de muestras incubadas con
nanoparticulas de plata de 10 nm.

22



5. CONCLUSIONES

El propésito de este trabajo es la determinacion mediante ICP-MS del contenido total de
plata presente en suspensiones de bacterias que han sido sometidas a distintos agentes
bactericidas de compuestos de plata. En un segundo estudio mediante SP-ICP-MS, se
busca detectar la presencia de AgNPs en las bacterias.

La puesta en disolucién de las muestras se ha realizado mediante procedimientos de
digestién acida y alcalina, previamente validados. En el caso de la digestién alcalina ha
sido necesario optimizar las condiciones de digestion porque se ha observado que la
cisteina no logra estabilizar la plata i6nica, siendo necesaria su sustitucién por CaCl,
que ha demostrado ser un estabilizante mas eficaz. El éxito de la determinacion en
ambos tipos de digestién pasa por una limpieza exhaustiva del material porque al
trabajar con muestras de caracter biologico la presencia de cualquier tipo de
contaminacién resulta critica. También se debe eliminar el PBS del medio por
centrifugacion porque provoca una notable disminucion de la sensibilidad y pérdidas de
plata y AgNPs.

Los resultados obtenidos muestran que el contenido total de plata determinado por
ambos métodos de preparacion de muestras es comparable, sin embargo, los
resultados muestran desviaciones notablemente elevadas perfectamente atribuibles a
la heterogeneidad de las muestras.

Por dltimo, el estudio de SP-ICP-MS revela la importancia del tamafio de las
nanoparticulas en el efecto bactericida de las mismas, consiguiendo las de 10 nm ser
captadas por las bacterias a diferencia de las de 60 nm. Por tanto, las aplicaciones de
las nanoparticulas de plata como agentes antimicrobianos en el ambito clinico son
objeto de una amplia linea de investigacion.
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ANEXO 1

La comparacion de la precisién de dos procedimientos analiticos se realiza mediante
la aplicacion del test F. Para ello, es necesario calcular el valor de F experimental:

SZ

2
Fexperimental = 5.2 cons; > s
1

Siendo s la varianza correspondiente a cada uno de los métodos.

Este valor experimental se compara con el que aparece tabulado al 95% de
confianza:

La distribucion F para un contraste de dos colas y
un nivel de confianza del 95%.

O v
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 15 20

1 6478 7995 8642 8996 9218 9371 9482 9567 9633 9686 9767 9849 9931

2 38,51 39.00 3917 3925 3930 3933 3936 3937 3939 3940 3941 3943 3945

3 1744 1604 1544 1510 1488 1473 1462 1454 1447 1442 1434 1425 1417

4 1222 1065 9979 9605 9364 9197 9074 8980 8905 8844 8751 8657 8.560

5 10.01 8434 7764 7388 7146 6978 6.853 6.757 6.681 6.619 6525 6428 6.329

8813 7260 6599 6.227 5988 5820 5695 5600 5523 5461 5366 5269 5168
8073 6542 5890 5523 5285 5119 4995 4899 4823 4761 4666 4568 4467
7.571 6.059 5416 5053 4817 4652 4529 4433 4357 4295 4200 4101 3999
7.209 5715 5078 4718 4484 4320 4197 4102 4026 3964 3868 3769 3.667
0 6937 5456 4826 4468 4236 4072 3950 3855 3779 3717 3621 3522 3419

=0 00 -] o

11 6.724 5256 4630 4275 4044 3881 3759 3664 3588 3526 3430 3330 3226
12 6.554 509 4474 4121 3891 3728 3607 3512 3436 3374 3277 3177 3.073
13 6414 4965 4347 3996 3767 3604 3483 3388 3312 3250 3153 3053 2948
14 6.298 4857 4242 3892 3663 3501 3380 3285 3209 3147 3050 2949 2844

15 6.200 4765 4.153 3804 3576 3415 3293 3199 3123 3060 2963 2862 2756
16 6.115 4.687 4077 3729 3502 3341 3219 3125 3049 2986 2889 2788 2681
17 6.042 4619 4011 3665 3438 3277 3156 3061 2985 2922 2825 12723 2616
18 5978 4560 3954 3608 3382 3221 3100 3005 2929 2866 2769 2667 2559
19 5922 4508 3903 3559 3333 3172 3051 2956 2880 2817 2720 2617 2509
20 5871 4461 3859 3515 3289 3128 3007 2913 2837 2774 2676 2573 2464

vy = numero de grados de libertad del numerador, v, = niimero de grados de libertad del denominador.

Si el valor experimental es mayor que el tabulado, se puede afirmar que la precision
es distinta.



ANEXO 2

La validacién de los resultados obtenidos por métodos analiticos distintos e
independientes, pasa por la aplicacién del test t para comprobar si la diferencia es o
no significativa. En este caso, el célculo del estadistico t experimental:

e Silos métodos tienen la misma precision:

g —xg] (ny — 1) 512+ (np — 1) 552
texperimental - = s =

I FU (ng +ny = 2)

n_1n2

S: varianza

n: nimero de medidas

x: valor medio

grados de libertad: ni+ny-2

e Sila precision es distinta:

2 2
| | (i 4 S2°
X1~ X2 . ny Ny
texperimental = > = grados libertad =
512 s,

(= sz
T, n2(n; — 1) ' ny%(n, — 1)

2

El valor se compara con el que aparece tabulado al nivel de confianza deseado:

L.a distribucion 7 de Student.

Grados de
libertad Valor critico de t para un nivel de confianza del
(n-1)

90% 93% 99%
1 6.31 12.71 63.66
2 292 4.30 9.92
3 2,35 3.18 5.84
4 2.13 2.78 4.60
5 2.02 2.57 4.03
6 1.94 245 3.71
7 1.89 2.36 3.50
8 1.86 231 3.36
9 1.83 2.26 3.25
10 1.81 223 3.17
12 1.78 2.18 3.05
14 1.76 2.14 2.98
16 1.75 2.12 2,92
18 1.73 2.10 2.88
20 1.72 2.09 2.85
30 1.70 2.04 2.75
50 1.68 2.01 2.68
e 1.64 1.96 2.58

En el caso de que el valor experimental supere al tabulado, se pude concluir que
ambos métodos proporcionan resultados diferentes.



