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Resumen

En el presente trabajo se plantea el uso de nanocomposites de caolin y
sepiolita (aditivos habituales en alimentacion animal) recubiertos de nanoparticulas
de plata como alternativa al uso de antibidticos, debido a sus propiedades
antimicrobianas, como promotores del crecimiento. Con el objetivo de conocer el
comportamiento de las nanoparticulas una vez se encuentran en el tracto digestivo
de los animales, se han llevado a cabo estudios de liberacion de plata desde caolin 'y
sepiolita a través de ensayos de lixiviacién en agua ultrapura y en ensayos de
digestion enzimatica in vitro. Estos ensayos han permitido modelizar el
comportamiento de estos materiales en distintos medios a través de la
caracterizacion de las formas de plata liberada mediante el uso de técnicas de
ultrafiltracion y fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4)
acopladas a ICP-MS. Los resultados obtenidos demuestran que se produce una
liberacion de plata mayor desde el caolin-Ag que desde la sepiolita-Ag en todos los
medios estudiados. En agua ultrapura, la mayor parte de la plata liberada desde el
caolin-Ag es en forma de plata i6nica o0 asociada a especies de bajo peso molecular,
mientras que este porcentaje disminuye en el caso de la sepiolita-Ag, siendo el resto
de plata asociada a microparticulas de sepiolita que permanecen en suspension. Los
ensayos de digestibilidad han permitido determinar que la mayor parte de la plata se
libera durante la segunda etapa, correspondiente a la digestion en el intestino
delgado y que las formas de plata corresponden a plata asociada a las especies
presentes en el medio que se transforman en el interior del canal de AF4 durante la

separacion.
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1. Introduccién.

1.1 Interés del uso de nanoparticulas de plata.

El uso de las nanoparticulas cada dia va en aumento debido en gran medida a
las nuevas propiedades que éstas presentan si se comparan con sus semejantes a
escala macro. Estas propiedades han hecho posible que sean utilizadas en una
amplia gama de aplicaciones entre las que se encuentra la medicina, cosmetica,

energias renovables, remediacion ambiental o en dispositivos biomédicos.

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) , son, a dia de hoy, unas de las
nanoparticulas mas utilizadas, debido a sus propiedades Opticas, cataliticas,

morfoldgicas y antibacterianas..

e Propiedades dpticas.

Las AgNPs absorben radiacién electromagnética en el rango del
visible desde 380 nm a 450 nm mediante la excitacion de resonancia
plasménica superficial localizada (LSPR).! La LSPR se produce en
diferentes regiones del espectro (380-450 nm) en funcion del tamafio y la
forma que presentan las AgNPs. Las nanoparticulas con formas irregulares
pueden presentar dos o mas resonancias plasménicas.> Debido a ésta
caracteristica las AgNPs pueden tener potencial para ser utilizadas con el fin
de mejorar el rendimiento de las células solares, * en sensores para la
deteccion colorimétrica de elementos quimicos (como por ejemplo el cromo)
en aguas * o como biosensores para el diagnéstico de enfermedades o para la

deteccion de hormonas.®

e Propiedades cataliticas.

Las AgNPs comparadas con las propiedades de la plata a escala
macro, presentan la capacidad de acelerar reacciones ya que tienen una
mejor reactividad, una mejora en la selectividad y tienen la capacidad de ser
recicladas.® Sin embargo la actividad catalitica se encuentra muy

influenciada por el tamafio, la forma, el estado de oxidacion y el ambiente
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1. Introduccién.

fisico/quimico en el que se encuentren las nanoparticulas.” Las AgNPs se
han utilizado de forma eficaz como agentes cataliticos para la reduccion de
colorantes (como el azul de metileno, el rosa de bengala o el naranja de
metilo),® para la produccién de oxido de etileno ° o para la reduccién de

dioxido de carbono en el aire.*

e Propiedades morfoldgicas.

La morfologia y el tamafio que vayan a presentar las AgNPs
dependen en gran medida de la concentracion en solucion y de la
distribucion de los polisacaridos y sales metélicas utilizadas como
precursores.'* La forma y el tamafio que presenten las nanoparticulas va a
influenciar en otras propiedades de las mismas como en sus propiedades
toxicas (menor tamafio mayor actividad antimicrobiana) o en sus

propiedades Opticas (mayor tamafio espectro de absorcion mayor).

e Propiedades antibacterianas.

Las AgNPs se ha demostrado que son muy eficaces como
antimicrobianos contra bacterias, virus y microorganismos eucariotas. Esta
accion antimicrobiana se debe a las propiedades especificas de las
nanoparticulas (tamafio y forma) y a los efectos de los iones de plata
liberados desde las nanoparticulas. La forma en la que se produce esta accién
toxica sobre las células puede llevarse a cabo a través de diferentes
mecanismos (figura 1).*? Debido a esta accién antimicrobiana las AgNPs se
han incorporado a diversos productos de consumo como cosméticos, textiles,
en medicamentos, para el tratamiento de aguas o en envases alimentarios

entre otros.™
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1. Introduccién.
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Figura 1. Diagrama resumiendo las interacciones de las nanoparticulas de plata

con una célula bacteria.'?

1.2Uso de las nanoparticulas de plata en produccion animal.

El ndmero de aplicaciones en produccion animal basadas en el uso de
nanoparticulas como pueden ser la administracion de nutrientes especificos, como
suplementos, probidticos, para el diagndstico o para el tratamiento de enfermedades,
es cada vez mayor. Una de las aplicaciones en las que estan teniendo mas
relevancia es en la alimentacion animal, siendo utilizadas en forma de aditivos.** En
este caso la utilizacion de nanoparticulas frente a otras sustancias se justifica por una

mayor biodisponibilidad y una dosis requerida menor.

Se estad investigando el uso de las AgNPs como aditivo en alimentacion
animal para remplazar a los antibiéticos. Los antibidticos en produccion animal han
sido muy utilizados como promotores del crecimiento. Estos se usaban para
eliminar las especies bacterianas patdgenas presentes en el tracto digestivo de los
animales con el fin de que esta eliminacién favoreciera la absorcion de nutrientes y
por tanto se produjera un aumento en los rendimientos productivos del animal. Sin
embargo el uso continuado de estas sustancias favorecia la retencion de los mismos
en los tejidos del animal, lo cual podia suponer problemas de resistencia a

antibiéticos para el consumidor final de esa carne.' Por ello la Unién Europea en el
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1. Introduccién.

afio 2006 prohibié el uso de antibidticos para este fin mediante el Reglamento
N°1831/2003 sobre los aditivos en la alimentacién animal.® Debido a esto las
nanoparticulas de plata surgieron como una opcion para llevar a cabo esta practica.

En ensayos in vitro realizados en lechones destetados (5-20 kg) la
suplementacion de AgNPs (20 y 40 ppm) adsorbidas en una matriz de sepiolita
result6 en la reduccion de coliformes en el contenido del conducto ileal, ademas dio
lugar a la reduccion de patogenos como Clostridium perfringens y Cl. histolyticum

en el fleon.*’

En aves de corral también se ha observado que el uso de AgNPs ejerce un
impacto selectivo positivo sobre las baterias presentes en el tracto digestivo. La
incorporacion a la dieta de 60 ppm de nanoparticulas de plata durante 42 dias
provocaba una pequefia reduccion en el peso de los pollos, lo cual se relacion6 con
la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata.*® Sin embargo si lo que se
busca es un aumento en el peso de los pollos la cantidad maxima de nanoparticulas a
suplementar tendria que estar entorno a los 20 ppm.*® La suplementacion de AgNPs
en pollos también se ha visto que mejora la conversion alimenticia si se compara la
conversion con pollos sin este tipo de suplementacion. Esta mejora se cree que se
produce por la accion de la plata idnica liberada desde las nanoparticulas, la cual
actia sobre las bacterias dafiinas mejorando asi la salud intestinal dando como

resultado una mejora en la absorcién de nutrientes.?
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1. Introduccién.

1.3 Técnicas para la caracterizacion, identificaciéon y cuantificacion de

las nanoparticulas.

A la hora de caracterizar, identificar y cuantificar AgNPs en matrices
complejas estos procesos se encuentran influenciados por el tamafio de la particula a
analizar y la naturaleza de la misma, la concentracion en la muestra, las
caracteristicas fisicoquimicas del medio en el que se encuentren, asi como el

principio en el que se fundamenta la técnica y las propias limitaciones de la misma.

En esta introduccion nos limitamos a resumir las principales técnicas de

separacion y las técnicas de cuantificacion con las que se han trabajado.

1.3.1 Técnicas de separacion.

Las técnicas de separacion por tamafios y el andlisis de las AgNPs se
pueden llevar a cabo mediante diversas técnicas como son la extraccion en punto de
nube, las técnicas electroforéticas, los métodos cromatograficos, el fraccionamiento

de flujo de campo (FFF) y otros métodos .**

1.3.1.1 Extraccién en punto de nube (CPE).

La CPE es una técnica que permite separa las AgNPs de la muestra
preservando su tamafio y morfologia. Ademas también permite la separacion de las
nanoparticulas de las especies disueltas.”” Para llevar a cabo esta técnica es
necesario incorporar a la solucion de la muestra un tensoactivo (no-iénico) y
modificar una serie de condiciones de la misma (pH, temperatura o fuerza iénica).
Esta situacion provoca la formacion de micelas, a las cuales se unen las
nanoparticulas. Posteriormente para separar las nanoparticulas unidas a las micelas
del resto de componentes de la muestra solo es necesario llevar a cabo una
centrifugacion.? Esta técnica presenta una serie de ventajas relacionadas con la alta
eficiencia de extraccion, el alto factor de preconcentracién, el bajo coste, el facil

manejo y la no toxicidad de los reactivos utilizados. %
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1. Introduccién.

1.3.1.2 Técnicas electroforéticas.

La separacion de las nanoparticulas mediante métodos electroforéticos se ve
influenciada por la funcionalizacion o no de dichas nanoparticulas. Cuando las
nanoparticulas de plata no se encuentran funcionalizadas la separacion se basa casi
exclusivamente en el tamafio que presentan. Sin embargo si estas se encuentran
funcionalizadas la separacién se realiza en funcion de la cantidad, los grupos
quimicos y la ionizacion de dichos grupos.* La electroforesis en gel, el enfoque
isoeléctrico (IEF) y la electroforesis capilar (CE) son los métodos electroforéticas

més utilizadas para la separacion de AgNPs. 2

1.3.1.3 Métodos cromatograficos.

Los métodos cromatogréficos mas utilizados para la separacion de AgNPs
son la cromatografia hidrodindmica (HDC) y la cromatografia de exclusion por
tamafios (SEC).%

HDC se basa en el uso de columnas empaquetadas con perlas no porosas, las
cuales crean canales capilares en el interior de la columna. La separacion se lleva a
cabo por el gradiente de velocidad dentro de los canales capilares, los cuales
provocan que las nanoparticulas de mayor tamafio salgan antes que las de menor

tamafo. %

Por otra parte SEC se basa en columnas con materiales porosos, los
cuales forman los canales de flujo. La separacién se produce porque las particulas de
menor tamafio son capaces de pasar a través de los poros del material mientras que
las de mayor tamafio son excluidas tardando un mayor tiempo en salir.”*® En muchas
ocasiones a estos métodos para obtener una mayor informacion se acoplan diversos
detectores como ICP-MS (espectroscopia de masas de plasma acoplado

inductivamente), DLS (dispersién dinamica de la luz) o UV-visible.
1.3.1.4 Fraccionamiento en flujo de campo (FFF).
En esta técnica de separacion se aplica una fuerza, ya sea campo o gradiente,

de forma perpendicular a un canal en el que se desplazan las distintas especies en

régimen laminar (Figura 2).
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1. Introduccién.

Channel Top
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Figura 2. Representacion del proceso de separacion en FFF.?

Esta técnica presenta ventajas frente a otras técnicas de separacion como las
cromatograficas ya que presenta una resolucion aceptable, permite a lo largo del
andlisis obtener informacion de manera continua sobre el tamafio de las
nanoparticulas dentro de un rango amplio (1-100 um) y no requiere de fase
estacionaria lo que favorece que las nanoparticulas preserven su morfologia y

tamanio. 2

Existen diversos campos o gradientes que pueden ser utilizados para realizar
la separacion dentro de los cuales se encuentra el térmico, el eléctrico, de
sedimentacion (gravitacional) y el de flujo (simétrico, de fibre hueca y asimétrico).”®
Estos componen distintas subtécnicas como son FFF térmico, FFF eléctrico, FFF de

sedimentacion y FFF de flujo.

Esta Gltima subtécnica es de las mas utilizadas dentro del campo de las
técnicas de FFF. Esto se debe a que en FFF de flujo la separacion se produce cuando
se aplica un caudal perpendicular al flujo de elucién, provocando que la variacion de
este caudal separe las especies en funcién de su coeficiente de difusion. Se puede
utilizar para particulas con tamarios entre 1 nm a 50 um. Dentro de esta subtécnica
encontramos distintos tipos como son el FFFF simétrico (la parte superior e inferior
son permeables de forma que el caudal perpendicular se aplica de forma uniforme a
lo largo del canal), FFFF hollow fiber (el canal ha sido sustituido por un tubo hueco
por donde circula el portador en régimen laminar) y FFFF asimétrico (la parte
superior del canal es impermeable, de forma que el flujo a la entrada se divide en el

que recorre el canal vy el perpendicular aplicado denominado crossflow).?*
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1. Introduccién.

El FFFF asimétrico (AF4) es el mas utilizado en la actualidad. Con el fin de
obtener més informacion acerca del fraccionamiento de las muestras a este equipo
suelen acoplarse una serie de detectores on-line y off-line (Figura 3). Dentro de los
detectores que mas tienden a acoplarse se encuentran el UV-Visible y el ICP-MS.
Este ultimo tiene una mayor sensibilidad y selectividad si se compara con el UV-
visible, ademés permite el andlisis multielemental. Sin embargo la técnica de AF4
también presenta problemas debido a los tiempos largos de anélisis y a la necesidad

de optimizar los parametros mencionados anteriormente.

TEM
SEM
off line || AFM
AAS

_ light scattering
carrier flow

{HPLC) detector(s)
UVVIS

DRI

“ on line f!uoresoenc,a

'\ light scattering
\ ICPMS

—— ICPOES

——— FFF-channel

Figura 3. Detectores los cuales pueden acoplarse al sistema FFF.?

La separacion de las nanoparticulas mediante esta técnica no solo depende
del campo aplicado sino también de una serie de parametros. Dentro de estos
parametros se encuentra el portador (pH, fuerza i6nica y composicion quimica), las
dimensiones del canal y la membrana y sus propiedades superficiales (carga y

tamafio de poro).?

1.3.1.5 Otros métodos.

Para llevar a cabo la separacién de AgNPs presentes en una muestra
también se han utilizado otras técnicas como la filtracion por membrana, la
ultrafiltracion o la centrifugacion.®® Estas técnicas suelen tener un bajo coste y fécil
manejo, ademas no requirieren la adicion de agentes de separacion. Sin embargo su

uso puede dar lugar a agregaciones no deseadas o a la obturacion de los filtros.
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1. Introduccién.

1.3.2 Técnicas de cuantificacion.

Para llevar a cabo la cuantificacion de las AgNPs se pueden utilizar
diversas técnicas entre las que se encuentra la espectroscopia de absorcion atémica
en llama (FAAS) y la espectroscopia de masas de plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS).

1.3.2.1 Espectroscopia de absorcion atomica en llama (FAAS).

La FAAS se basa en la absorcién de radiacion por los atomos formados
en una llama a partir de una muestra liquida. Es uno de los métodos més utilizados
para la determinacion de iones metalicos, sin embargo presenta dos grandes
limitaciones. Una de ellas se relaciona con el limite de deteccion el cual se
encuentra en el rango de los mg/L, lo que en ocasiones puede tener limitaciones
cuando se determina la presencia de nanomateriales en determinados tipos de
muestras. La otra limitacién se relaciona con la presencia de matriz, a que esta

puede afectar a la selectividad y la sensibilidad del método. **

1.3.2.2 Espectroscopia de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS).

La técnica ICP-MS nos permite cuantificar las especies disueltas y
nanoparticulas presentes en una muestra liquida. Esta técnica presenta bajos limites
de deteccidn, tiene un amplio rango lineal dindmico, tiene la capacidad de analisis
de mdltiples elementos/isotopos, es una deteccion relativamente rapida y presenta
pocas interferencias de masa.”’ Sin embargo esta técnica no permite obtener
informacién acerca de la forma en la que se encuentra el elemento (disuelta o
particulada) o informacion acerca del tamafio, forma o estado de agregacion de las
nanoparticulas en su modo convencional de medida. Cuando se utiliza en modo
single particle la técnica permite obtener informacion acerca composicion quimica
elemental del nanomaterial, el tamafio, la concentracion en nimero y la distribucion

de tamafio en numero.
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Si se desea obtener este tipo de informacion en necesario llevar a cabo
etapas previas como puede ser una ultrafiltracién.”® Ademés en ocasiones las
muestras complejas producen efecto matriz, lo que provoca que en ocasiones sea
necesario eliminar la matriz aunque esto pueda alterar la naturaleza de la
nanoparticula objeto del estudio.*?
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2. Objetivos.

El objetivo principal del presente TFM se centra en evaluar la posible utilizacion
de nanocomposites de sepiolita y caolin recubiertos de nanoparticulas de plata para la
dosificacion de plata mediante su estudio en ensayos de digestibilidad. Para ello, se han
de conseguir los siguientes objetivos parciales:

1. Caracterizar los nanocomposites de sepiolita y caolin recubiertos de

nanoparticulas de plata.

2. Realizar estudios de liberacion de plata desde los nanomateriales empleados
(caolin y sepiolita) a lo largo de ensayos de liberacion y a la caracterizacion de

las formas de plata liberada.

3. Realizar estudios de liberacion de plata desde los nanomateriales empleados
(caolin y sepiolita) a lo largo de procesos digestivos in vitro y a la

caracterizacion de las formas de plata liberada.

Para cumplir con los objetivos fijados se emplearan una serie de técnicas como
FAAS, ICP-MS y AF4-ICP-MS.
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3. Experimental.

3.1 Reactivos, estandares y muestras.

3.1.1 Reactivos y estandares.

Los reactivos utilizados fueron:

e Dihidrégeno fosfato de sodio monohidratado (NaH,PO4-H,0); Sigma
Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Fosfato disédico (NaHPO,); Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Pepsina; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Hidrdxido de sodio (NaOH); Scharlau, Barcelona, Espafia.

e Pancreatina; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Acido etilendiaminotetraacético (EDTA); Scharlau, Barcelona, Espafia.

e Viscozyme; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Acido nitrico (HNO3); PanReac, Barcelona, Espafia.

e Acido nitrico (HNO3); J.T.Baker, Madrid, Espafia.

e Estandar de plata para ICP-MS; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

e Estandar de rodio; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.

¢ Dodecil sulfato de sodio (SDS); Bio-rad, Hercules, EE.UU.

e Azida sodica pura (NaN3); PanReac, Barcelona, Espafa.

e Acido acético (CH3COOH); Probus, Badalona, Espaia.

e Acido clorhidrico (HCI); J.T.Baker, Madrid, Espafia.

e Nanoparticulas de plata de 10 nm (1000mg/l); Plasmachem GmBh,
Berlin, Alemania.

e Nanoparticulas de plata de 20, 40 y 60 nm (20mg/l); Nanocomposix, San
Diego, EE.UU.

e Particulas de oxido de silicio 2um y 0.5 um; Sigma Aldrich, St. Louis,
EE.UU.
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3.1.2 Muestras.

Las muestras utilizadas para llevar a cabo los estudios son caolin plateado
coloidal denominado como caolin-Ag (Al,Si,Os (OH),) y sepiolita plateada coloidal
denominado como sepiolita-Ag (MgsSigO15(OH),-6H,0), en las que se ha
depositado sobre su superficie nanoparticulas de plata. Ademas de caolin sin ningdn

tratamiento.

Figura 4. Foto con los distintos tipos de caolin y sepiolita utilizados.

3.2 Instrumentacion y equipos.

e Equipo de Fraccionamiento en Flujo mediante Campo de Flujo
Asimétrico (AsFIFFF); Postnova Analytics, Landsberg, Alemania.

e Espectrémetro ICP-MS Perkin Elmer SCIEX Elan DRC-e; Perkin Elmer,
Toronto, Canada.

¢ Incubadora; OVAN, Barcelona, Espafia.

e Centrifuga refrigerada Heraeus Multifuge X1R; Thermo Fisher
Scientific, Walthman, EE.UU.

e pH-metro, Crison Basic 20; Crison, Barcelona, Espafa.

e Equipo de Espectroscopia de absorcion atomica en llama PerkinElmer
AAnalyst 200; Perkin Elmer, Toronto, Canada.
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3.3 Materiales.

e Tubos tipo Falcon de polipropileno de 50 mL y de 15 mL.

e Tubos Eppendorf de polipropileno de 1,5 mL.

e Erlenmeyer de polipropileno de 250 ml.

e Membrana polietersulfona (PES) de 5kDa; Postnova Analytics,
Landsberg, Alemania.

e Filtros de 0.45 um de PVDF; Millipore, Bedford, EE.UU.

e Filtros de ultrafiltracion 3k (50-500uL); Pall Corporation, Nueva York,
EE.UU.

3.4 Procedimientos

3.4.1 Tratamientos de las muestras.

3.4.1.1 Ataque &cido de caolin-Ag y sepiolita-Ag.

Para llevar a cabo el ataque acido de las muestras mediante acido nitrico se
pesaron 100 mg de muestra a los cuales se les afiadié una relacion 1:1 de HNO3 y
agua ultrapura. Esta mezcla se calent6 hasta la sequedad y una vez seco el residuo se
resuspendio con HNO3 al 10%. Tras esto la muestra se llevo a centrifugacién a 3000

rpm durante 10 min, con el fin de separar las particulas de arcilla.

Por ultimo el sobrenadante procedente de la separacién se llevo a un volumen
final de 50 ml con HNO3 al 1%.

3.4.1.2 Ensayos de lixiviacion de caolin-Ag y sepiolita-Ag.

Para los ensayos de lixiviacion de plata se tomaron 125 mg de caolin-Ag o
de sepiolita-Ag, a los cuales se les afiadié 50 ml de agua ultrapura, esto se realizé en
erlenmeyer de polipropileno. La suspension se mantuvo en agitacion durante 24 h a

99 rpm a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo se tomaron 10 ml de las
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suspensiones y se llevaron a centrifugar durante 10 min a 1430 rpm para el caso del
caolin-Ag y 10 min a 1808 rpm para el caso de la sepiolita-Ag. Con estas

condiciones se obtenian 2 ml los cuales no presentaban particulas mayores a 0.5 pum.
3.4.1.3 Ensayos de ultrafiltracion.

Con una parte de los ml obtenidos tras la centrifugacion se realiz6 una
dilucién 1:5 con agua Mili Q y con el resto se llevd a cabo una ultrafiltracion
mediante ultrafiltros de 500ul. Para llevar a cabo esta ultrafiltracion inicialmente se
hidraté la membrana mediante agua ultrapura a 9000 rpm durante 10 min. Esto
proceso se realizd 2 veces. Tras la hidratacion de la membrana se afiadieron 500pl
de la muestra centrifugada previamente y se llevaron los ultrafiltros a la centrifuga
20 min a 9000 rpm. Transcurrido ese tiempo se tomaron los ul de solucién los

cuales han pasado por el filtro (entorno a 450 pl) para realizar una disolucionl:10.
3.4.1.4 Ensayo de digestion enzimética de caolin-Ag y sepiolita-Ag.

El ensayo de digestion enzimética consta de 3 fases las cuales se basan en el
procedimiento desarrollado por Boisen y Fernandez, 1997.% Las digestiones se
llevaron a cabo en erlenmeyer de polipropoleno de 250 ml, siendo necesario utilizar
como minimo tres para cada muestra. Esto se debe a que en cada fase se sacaba un

erlenmeyer.

El procedimiento que se realizo para llevar a cabo los ensayos de digestion

es el siguiente:

- Fase 1°.Se tomaron 100 mg de muestra a los cuales se les afiadié 25 ml
de tampon fostafo 0.1M (pH=6.0). Tras esto se comprobd el pH de las
muestras, ajustandolo a 2 mediante HCI 3N. Una vez ajustado el pH, se
afiadié 1 ml de pepsina y las muestras se llevaron a agitacion a 99 rpm

durante 2h a una temperatura de 39°C.

- Fase 2° Transcurrido el tiempo se afiadié a las muestras 10 ml de tampo6n
fosfato 0.2M (pH=6.8) y 5 ml de NaOH 0.6M. Tras esto se comprobd
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que el pH de las muestras era de 6.8, ajustandolo con NaOH 1M en caso
de que fuera necesario. Una vez ajustado el pH se afiadié 1 ml de la
solucion de pancreatina y las muestras se llevaron a agitacion a 99 rpm

durante 4 h a una temperatura de 39°C.

- Fase 3° Transcurrido el tiempo se afiadieron 10 ml de EDTA 0.2M y se
comprobo que el pH era 4.8, ajustandolo si fuera necesario con ac.acético
30%. Por ultimo se afiadieron 0.5 ml de viscoyme y se llevo a agitacion

a 99 rpm durante 18 h a temperatura de 39°C.

La agitacion en todas las fases se realizo mediante la incubadora (OVAN,

Barcelona, Espafia).

Al finalizar cada una de las fases se tomaron 10 ml de las suspensiones y se
centrifugaron, para el caso del caolin a 1500 rpm durante 10 min a 20°C y en el
caso de la sepiolita a 1900 rpm durante 10 min a 20°C. Con ello se obtenian 2 ml los

cuales no presentaban particulas mayores a 0.5um.

3.4.2 Fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico acoplado a un

espectrémetro de masas con plasma de acoplamiento inductivo (AF4-ICPMS).

La separacion de las muestras de caolin y sepiolita obtenidas tras los ensayos
de lixiviacién y digestion enzimatica se llevo a cabo mediante el equipo Postnova
AF 2000. El espaciador utilizado en el canal tenia un espesor de 350 um y la

membrana utilizada fue PES (poliestersulfona) de 5KDa.

Para la separacion de las muestras de caolin y sepiolita se utilizaron dos
programas distintos junto con diversas fases moviles. Las fases moviles utilizadas
para la separacion fueron SDS a 0.01% con un pH =8, la cual se filtraba
previamente mediante un filtro de un tamario de poro de 0.2um y agua ultrapura con
un pH=5.50. Los programas que se utilizaron para llevar a cabo la separacion de las

muestras se muestran a continuacioén en las distintas tablas:

Pagina 17



3. Experimental.

Programa de separacion A (35min)
Tiempo Crossflow
Etapa del programa (min) (ml-min)
Inyeccion / 5 Flujo de inyeccidn, 0.2 1
Focalizacion ml
25 Constante 0.325
Separacion 1 Caida lineal 0.325a0
4 Constante 0

Tabla 1. Programa de separacion A. Programa optimizado para la caracterizacidon de nanoparticulas
de Ag, en un rango de tamafios hasta 200 nm .*

Programa de separacion B (35min)
Tiempo Crossflow
Etapa del programa (min) (ml-min)
Inyeccion/ 5 Flujo de inyeccion, 0.2
Focalizacion ml 1
25 Caida lineal la0
s .
eparacion 5 Constante 0

Tabla 2. Programa de separacion B, lineal, disefiado para cubrir un rango de tamafios mayores al
programa A.

En los programas de separacion, la inyeccion fue de 100uL. A la salida del
canal se acoplo un detector UV-Vis de diodos, el cual permite recoger sefiales entre
200-650 nm.

Tras este detector se acoplo el equipo ICP-MS. En este se fijo un caudal de
introduccién de 1ml/min, una adquisicion de datos de 20 barridos por segundo y un
dwell time de 50 ms. También se fijaron los isotopos a monitorizar los cuales fueron
la plata (**’Ag y *®Ag), el aluminio (*’Al), el silicio (*®Si), el magnesio (**Mg), y el
rodio (**’Rh). Los isotopos fijados corresponden a la composicién del caolin (*’Al y
283i) y de la sepiolita (**Mg y 28Si), ademés se fijo el rodio como isotopo a
monitorizar ya que fue utilizado como patrén interno, utilizandose una disolucion
de rodio de 20 ppb en HNOj3 1%.
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4. Resultados y discusion.

4.1 Determinacion del contenido de plata total presente en las muestras

de caolin-Aq v sepiolita-AqQ.

La determinacion del contenido total de plata presente en los lotes de
muestra nos proporciona informacion sobre la cantidad maxima de plata que va a

poder estar disponible para los demas experimentos.

Esta determinacion se llevdé a cabo de forma inicial sometiendo a las
muestras de caolin-Ag y sepiolita-Ag, que se iban a utilizar durante la realizacion
del trabajo, a un ataque acido. Este ataque se realiz6 de acuerdo al procedimiento
descrito en el apartado 3.4.1.1. Tras llevar a cabo el ataque acido se cuantificd el
contenido de plata de las muestras mediante la FAAS. Se prepar6 una recta de
calibrado en un intervalo de concentraciones de 0.5 mg/L a 5 mg/L a partir de un
estandar concentrado de plata mediante dilucion en HNO3 al 1% (v/v). En latabla 4

se muestran los resultados obtenidos.

Concentracion de
Lote % Ag (m/m)
Ag (mg/L)
Sepiolita-Ag |y 764 .01 0.70 + 0,002
(V1 G2)
Caolin-Ag 1.83 £ 0.03 0.72 +0.014
(V1L11)

Tabla 4. Concentracién y tanto por ciento de plata presente en los lotes de caolin y

sepiolita.

Como se observa en la tabla 4, los lotes de caolin-Ag y sepiolita-Ag no
muestras grandes diferencias entre si con respecto a la concentracion de plata
total que presentan, aunque difieren algo respecto a la concentracion dada por el

fabricante (aproximadamente 1% (m/m)).
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4.2 Ensayos de lixiviacion en agua ultrapura. Determinacion de la

cantidad total de plata y de plata iénica.

Los ensayos de lixiviacion en agua ultrapura tienen como objetivo modelizar
la liberacion de plata desde los materiales estudiados en un medio lo mas simple
posible y caracterizar las formas de plata en las que lo hace. Las AgNPs presentes
en el caolin y la sepiolita pueden sufrir diferentes procesos. Asi, las nanoparticulas
pueden liberarse al medio (donde se pueden agregar, modificar su superficie u
oxidarse y pasar a Ag") u oxidarse directamente y pasar al medio en forma de Ag"
(donde se puede llegar formar especies insolubles, o asociarse con otras especies
presentes en el medio en forma de especies disueltas) (Figura 5). Como una primera
aproximacion, se determing la cantidad de plata total y plata i6nica liberada durante

2 &

Precipitacién de Ag* Agregacién de NPs

Acién con otras especies /
modificacién de la

Ay ¢ s superficie de NPs
Oxidacién de NPs

T Oxidacién Liberaciéon
0900 93 9,9900900
9 @ 90.0 0

@9 00%9% 0%

el proceso.

Figura 5. Diagrama de los posibles formas en las que se pueden encontrar la plata en

suspension. *

Los ensayos de lixiviacion se llevaron a cabo mediante el procedimiento
descrito en el apartado 3.4.1.2. La determinacién del contenido en plata i6nica se
realizd6 mediante un ensayo de ultrafiltracion, tal y como se describe en el apartado
3.4.1.3, asumiendo que la unica forma de plata presente en el medio que puede
atravesar la membrana de ultrafiltracion de 3 kDa utilizada es la Ag*. Sin embargo,
la presencia de otras formas de plata asociada a especies liberadas desde el material

no puede descartarse. La determinacion se realizd mediante FAAS al igual que en
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el apartado anterior. Los resultados obtenidos en la cuantificacion, asi como las

condiciones de ensayo, se muestran en las tablas 5 y 6.

Tiempo de % Ag total

contgcto Concentracion liberada

Muestra Medio en de plataen el | respecto al total
o medio (mg/l) | en el material
agitacion (m/m)
. Agua

Caolin-Ag ultrapura 24 h 147+15 79.0+£9.8
Sepiolita-Ag ulﬁggjra 24 h 11.4+08 62.9+3.4

Tabla 5. Cantidad de plata total liberada desde caolin-Ag y sepiolita-Ag en agua ultrapura
en 24 horas.

Concentracion de
Muestra | Fraccion | plata ultrafiltrada en
el medio (mg/l)

%Ag UF vs.
total liberada

Agua

Caolin-Ag ultrapura 10.8 +34 73.4+28
Sepiolita-Ag ulﬁ‘ggjra 43%20 37.8+5.04

Tabla 6. Cantidad de plata ultrafiltrada liberada desde caolin-Ag y sepiolita-Ag en agua

ultrapura en 24 horas.

En latabla 5 se puede observar que tanto en el caso del caolin-Ag como en
el de la sepiolita-Ag liberan un porcentaje elevado (mayor al 60%) de plata al
medio (Figura 6). Esta liberacion tiende a ser algo mayor en el caso del caolin-Ag
(79.0 £ 9.8 % Ag total liberada) que en el caso de la sepiolita-Ag (62.9 + 3.4 % Ag
total liberada).

La plata liberada desde el caolin-Ag corresponde mayoritariamente (73.4 +
2.8 %) a plata ionica (o en general a especies de plata con tamafios inferiores a 3
kDa). En el caso de la sepiolita-Ag este porcentaje es considerablemente menor
(37.8 £ 5.04 %), lo que sugiere una mayor proporcion de plata liberada bien en
forma de nanoparticulas de plata (que quedarian retenidas en la membrana de
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ultrafiltracién), o plata presente en el material original en forma de microparticulas

que no han sido eliminadas en la etapa de centrifugacion previa.

16

14
12 m Ultrafiltrada

H Total

10

Concentracion de Ag (mg/L)

o N B~ OO

Caolin-Ag Sepiolita-Ag

Figura 6. Grafico de barras correspondiente a las concentraciones de plata total y
ultrafiltrada en las muestras de caolin-Ag y sepiolita-Ag.

4.3 Deteccion y caracterizacion de especies de plata liberada desde el

caolin-Aq v sepiolita-Ag en agua ultrapura mediante AF4-1ICPMS.

Para obtener una mayor informacion acerca de las distintas formas en las que
se encuentra la plata liberada en los ensayos de lixiviacion, las suspensiones se
analizaron mediante AF4-ICPMS.

Para poder observar como se comportaban las muestras de caolin-Ag y
sepiolita-Ag cuando eran analizadas mediante AF4-ICPMS se realizaron varios
ensayos. El primer ensayo consistio en el analisis de las suspensiones de caolin-Ag,
caolin sin Ag y de sepiolita-Ag (obtenidas mediante el procedimiento descrito en el
apartado 3.4.1.2) utilizando como fase mévil SDS a 0.01% con un pH =8, como
programa de separacion se utilizé el programa A (apartado 3.4.2) y las condiciones

de andlisis se utilizaron las fijadas en el apartado 3.4.2.

En las figuras 7, 8 y 9 se muestran los fractogramas de caolin-Ag, caolin sin
Ag y sepiolita-Ag.
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Figura 7. Fractograma correspondiente a la suspensién de caolin-Ag analizada mediante
programa A. Representacién de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde
a'”Ag, larojaa ?’Al, la azul a ®Si y la verde a '®*Rh. En verde claro se muestra el programa A

aplicado en el AF4.
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Figura 8. Fractograma correspondiente a la suspension de caolin sin Ag analizada mediante
programa A. Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde
a'”Ag, larojaa ?’Al, la azul a Si y la verde a '®Rh. En verde claro se muestra el programa A

aplicado en el AF4.
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Figura 9. Fractograma correspondiente a la suspension de sepiolita-Ag analizada mediante
programa A. Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde
aAg, larojaa Mg, la azul a #'Si y la verde a '® Rh. En verde claro se muestra el programa A
aplicado en el AF4.

Al observar los fractogramas (Figuras 7, 8 y 9) se puede ver de forma
muy clara que el comportamiento del caolin-Ag y el de la sepiolita-Ag analizado
mediante AF4-ICPMS es muy distinto. En el caso caolin-Ag se puede ver que
entorno a los 8.3 min aparece el pico maximo de plata el cual no se encuentra
asociado a ninguno de los componentes del caolin (Al y Si). Ademas estos
componentes comienzan a aparecer en el fractograma cuando el programa casi va a
finalizar, en ausencia de crossflow entorno a los 33.3 min. Esta situacion también se
ve de forma muy clara en el fractograma de caolin sin Ag (Figura 8). Durante casi
todo el programa no aparece ningun pico hasta el momento en el que se alcanzan los
33.3 min, a partir de los cuales comienzan a salir los componentes del caolin (Al y
Si). Dado que el programa A se disefio para estudiar AgNPs en un rango de
tamafios hasta los 200 nm, se puede deducir que el tamafio de las especies eluidas a
esos tiempos es mayor a ese limite. Por otra parte, en el caso de la sepiolita-Ag la
plata presente en la suspension inyectada comienza a ser detectada en torno a los 8.3
min igual que ocurre con en el caolin-Ag, sin embargo, en la sepiolita-Ag a este

tiempo también comienzan a aparecer los componentes mayoritarios de la sepiolita
(Si'y Mg).
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Con el fin de poder deducir la naturaleza de las sefiales de plata obtenidas
en las suspensiones de caolin-Ag y sepiolita-Ag, se llevd a cabo otro analisis
mediante AF4-ICPMS utilizando un programa de elucién distinto (programa B,
descrito en el apartado 3.4.2, tratando de ampliar el rango de tamafios), con un

portador de agua ultrapura con un pH=5.5.

Estas modificaciones en las condiciones de la separacion buscaban evitar
posibles interacciones de la plata con componentes presentes en las suspensiones y
en el caso del programa de separacion mejorar la separacion de la plata presente en
las muestras, intentando provocar que la plata con mayores tamafios saliera antes y
que la fraccion que correspondia al caolin y a la sepiolita saliera mas tarde. Para

ello se modificd el crossflow y el tiempo.

En la figura 10 se muestra el fractograma de caolin-Ag que se obtuvo
utilizando las condiciones fijadas en el parrafo anterior.
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|=
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Figura 10. Fractograma correspondiente a la suspension de caolin- Ag analizada mediante
programa B. Representacién de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde
a'”Ag, larojaa ?Al, la azul a ®Siy la verde a *Rh. En verde claro se muestra el programa B

aplicado en el AF4.
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4. Resultados y discusion.

Al comparar el fractograma de la muestra de caolin-Ag obtenido con el
programa B (Figura 10) al obtenido con el programa A (Figura 7) se puede observar
que se ha conseguido una mejora en la separacion produciéndose una separacion
clara de la plata y de las microparticulas de caolin que permanecen en suspension.
Por otra parte esta mejora en la separacion permite ver que una fraccion de plata se
encuentra asociada a ese caolin, al eluirse al mismo tiempo (21.6 min). En el caso de
la sepiolita-Ag sin embargo, no fue posible obtener esta separacion, tal y como se
discute més adelante (ver figura 14).

Adicionalmente, las muestras de caolin-Ag y sepiolita-Ag obtenidas
mediante el procedimiento descrito en el apartado 3.4.1.2 fueron sometidas a otra
serie de ensayos, con el objetivo de aclarar la naturaleza de ese primer pico de plata.
En el caso de las muestras de caolin-Ag, éstas se sometieron a una dilucion
(1:10)con fase mavil utilizada para este analisis, a una filtracion mediante un filtro
de 0.45um, a un proceso de ultrafiltracion (apartado 3.4.1.3) y a una modificacion
de pH (6 a 3) mediante la adicion de HNOgzal 1% (v/v). Por otra parte, las muestras

de sepiolita-Ag fueron sometidas a una filtracion mediante un filtro de 0.45um.

En las figuras 11 (ay b) y 12 (a y b), se muestran los fractogramas de caolin-

Ag que se obtuvieron utilizando las condiciones fijadas en el parrafo anterior.
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Figuras 11 (a y b). Fractogramas correspondientes a las suspensiones de caolin-Ag analizadas
mediante programa B en las que se ha realizado una dilucién 1:10 (a) y un cambio de pH (b).
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a '”’Ag, la
rojaa 2’Al, la azul a ® Siy la verde a *®Rh. En verde claro se muestra el programa B aplicado en
el AF4.
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Figuras 12 (a y b). Fractogramas correspondientes a las suspensiones de caolin-Ag analizadas
mediante programa B en las que se ha realizado una filtracion de 0.45 pym (&) y una
ultrafiltracién (b). Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra
corresponde a “’Ag, la roja a “’Al, la azul a  Si y la verde a *®Rh. En verde claro se muestra el
programa B aplicado en el AF4.

La figura 11 a, la cual fue sometida a una dilucion (1:10), muestra una sefial
proporcional a la obtenida sin diluir, lo que indica que esa sefial es proporcional a la

concentracion de plata en el medio.

En la Figura 11 b, correspondiente al fractograma obtenido por la muestra
de caolin-Ag en la que se realiz6 un cambio en el pH mediante acidificacion, se
puede observar que la acidez del medio tiene un efecto sobre la intensidad de la
primera sefial de plata en disolucién ya que se produce una disminucion en la plata
detectada, ademéas de una modificacion en los tiempos de elucion del pico
correspondiente al caolin (sefial asociada a Al y Si). A la vista de este resultado
podria deducirse que la aparicion de ese primer pico de Ag esta relacionado con el

pH del medio, de forma que un menor pH en el medio hace disminuir ese pico.

Debido a este resultado se decidié investigar si la composicion del caolin y la
sepiolita provocaban diferencias significativas entre si con respecto al pH cuando
estos eran puestos en suspension. Para ello se realiz6 el proceso de lixiviacion
descrito en el punto 3.4.1.2. Tras este proceso se midio el pH que presentaban las

muestras mediante un pH-metro. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 7.
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Lote Media pH
Sepiolita-Ag
(V1G2) 7.7+0.8
Caolin-Ag
(V1 L11) 7.8+0.6

Tabla 7. pH medio que presentan los lotes de caolin y sepiolita.

Los resultados obtenidos no presentan grandes diferencias entre ellos, por lo
que la composicion de las muestras no es un factor que influya en pH del medio.
Sin embargo, el pH generado por la muestra de caolin sin Ag es ligeramente acido
con lo que el proceso de plateado modifica de alguna manera el pH final de los

lixiviados.

Por otra parte, las figuras 12 a y b, muestran los fractogramas de las muestras
de caolin-Ag sometidas a filtracion (a) y ultrafiltracion (b). En ambos casos, no
aparecen las sefiales correspondientes a las particulas de caolin, lo que indica unos
tamarios del orden de 0,3-0,5 pum para estas particulas (de acuerdo al tamafio de
corte del filtro utilizado), lo que es coherente con los tiempos observados en los
fractogramas de la figura 10. Por otro lado, la presencia del pico de plata a 8,3 min
en la figura 12 b, tras someter la muestra a un proceso de ultrafiltracion, indica que
esa plata corresponde a plata i6nica o asociada a especies de bajo peso molecular
(inferior a 3 kDa), y que en principio no deberia eluirse a través del canal, sino
filtrarse a través de la membrana de permeacion del canal, que tiene un tamafio de
poro de 5 kDa. Una explicacion a este comportamiento podria ser la formacion de
alguna especie insoluble en el interior del canal durante la etapa de focalizacion y
separacion, debido a modificaciones en el entorno del analito (plata), tanto de fuerza

iGnica como de pH.

En la figura 13 se puede observar como se va modificando la presencia de
plata en la muestra conforme se aplican los procesos de filtracién, ultrafiltracion y
modificacion del pH, ademas de como estos procesos eliminan o reducen la

presencia de caolin en las muestras.
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Figura 13. Fractograma A correspondiente a la sefial de '’Ag y fractograma B correspondiente a
las sefiales de 2’Al. Representacién de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial roja
corresponde a la muestra de caolin-Ag, la negra corresponde a la muestra de caolin-Ag filtrada,
la verde a la muestra de caolin-Ag ultrafiltrada y la azul corresponde a la muestra de caolin-Ag

acidificada.

Adicionalmente, y con el fin de poder comparar estos efectos observados a
través de los fractogramas, se llevé a cabo la determinacién de la concentracion de
plata en las muestras a través del analisis de los fractogramas obtenidos. Los

resultados se muestran en la tabla 8.

Concentracion
(Hg/L)
Caolin-Ag 3.7
Caolin-Ag + filtracion 0.45 pm 2.6
Caolin-Ag + ultrafiltracion 2.44
Caolin-Ag + acidificacion 1.94

Tabla 8. Concentracion de plata presente en las muestras de caolin-Ag.

Las concentraciones obtenidas confirman las afirmaciones expresadas en
parrafos anteriores ya que los procesos que se han realizado han provocado una
disminucion de la plata presente en las muestras. Ademas, la concentracion de plata

obtenida en la muestra de ultrafiltracion y comparada con la original de caolin-Ag,
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nos da una estimacion por diferencia de la cantidad de plata que se encuentra
asociada al caolin (=1.2ug/L de Ag). Mediante este dato se puede determinar que
entorno a 2,45 pg/L corresponderian a plata idnica y a especies de plata con tamafios
inferiores a 3 kDa. De esa fraccion, una parte importante se eluiria como una especie
insoluble a tiempos de retencion de 8.3 min, probablemente en modo estérico (es
decir, de tamafios superiores a 1 pum), tal y como se ha deducido mediante trabajos
realizados por otros miembros del grupo de investigacion.

En las figuras 14 y 15 se muestran los fractogramas de sepiolita-Ag que se

obtuvieron utilizando las condiciones fijadas anteriormente.
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Figura 14. Fractograma correspondiente a la suspension de sepiolita-Ag analizada mediante
programa B. Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde
a'”Ag, larojaa Mg, la azul a #'Si y la verde a '®Rh. En verde claro se muestra el programa B

aplicado en el AF4.
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Figura 15. Fractograma correspondiente a la suspension de sepiolita-Ag filtrada analizada
mediante programa B. Representacidn de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra
corresponde a “’Ag, la roja a **Mg, la azul a ¥ Si y la verde a '®Rh. La sefial morada
corresponde a la sefial de ’Ag de la sepiolita-Ag. En verde claro se muestra el programa B

aplicado en el AF4.

En la figura 14, correspondiente al fractograma de sepiolita-Ag, se
observa que en este caso el cambio de programa no ha influido en la separacion de
la muestra ya que se sigue viendo que la plata sale al mismo tiempo que la sepiolita
(7.5 min) (figura 9), por lo que se puede suponer que una parte de la plata en la
muestra se encuentra asociada a la sepiolita. Cuando se lleva a cabo la filtracion de
la muestra, con el fin de eliminar la sepiolita presente, se puede seguir observando
como aparece plata en el fractograma (Figura 15). Esta plata corresponderia a
especies de la misma naturaleza que las observadas en el caso del caolin-Ag (es
decir, especies insolubles que se forman en el interior del canal durante la etapa de
focalizacion/separacion) y que saldrian casi al mismo tiempo (7.7 min) que la plata

asociada a la sepiolita.

De la misma manera que en el caso anterior, se ha estimado la concentracion
de plata en las muestras a través del analisis de los fractogramas obtenidos. Los

resultados se muestran en la tabla 9.
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Concentracion
(hg/L)
Sepiolita-Ag 4.74
Sepiolita-Ag + filtracion 0.45 um 2.1

Tabla 9. Concentracion de plata presente en las muestras de sepiolita-Ag.

Estos resultados indican que una cantidad elevada de la plata presente en la
muestra se encuentra asociada a la sepiolita, en torno a 2.6 pg/L de plata. Esta
concentracion se obtiene si se tiene en cuenta la concentracion total de plata (4.74
Mg/L) y la concentracion de plata relacionada con el resto de las especies (2.1 pg/L),
dentro de las cuales se encontraria la plata ionica y especies de plata con tamafios

inferiores a 3 kDa.

4.4 Ensayos de digestion enzimatica con caolin-Ag v sepiolita-Ag.

Determinacion de la cantidad de plata total liberada.

Una vez estudiado el comportamiento de los materiales objeto de estudio en
agua ultrapura, se realizaron los ensayos descritos por Boison y Fernandez®® y
recogido en el apartado 3.4.1.4. Este tipo de ensayos buscan presentar un modelo
para la evaluacion la digestibilidad de los nutrientes sin necesidad de utilizar
animales para ello. En primer lugar, se cuantificé la cantidad de plata liberada en

cada una de las fases de los ensayos de digestion.

Las muestras de caolin-Ag y sepiolita-Ag fueron tratadas mediante el
procedimiento explicado en el apartado 3.4.1.4. Las muestras que se obtenian al
finalizar este procedimiento eran diluidas (1:10) con HCI 5% (v/v) para su posterior
cuantificacién mediante ICP-MS. Para ello se prepard en una recta de calibrado de 5
puntos con concentraciones de 1 ppb, 10 ppb, 50 ppb, 100 ppby 500ppb, preparadas
a partir de un estandar de plata por dilucion en HNO3; 1% (v/v).

Los valores obtenidos en los ensayos para el caso del caolin-Ag y la

sepiolita-Ag se muestran en las tablas 11 y 12 respectivamente.
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- % Ag total liberada
Concentracion de Ag
Fase en el medio (ug/l) respecto al total en
el material (m/m)
1° 7.0+£0.6 0.85+0.01
2° 233.0 £ 25.7 30.8+5.0
3° 291.0x25 35.8+1.3

Tabla 11. Cantidad de plata presente en cada una de las fases del ensayo de digestion

enzimatica, para las muestras de caolin-Ag.

. % Ag total liberada
Concentracion de Ag
Fase en el medio (ug/l) respecto al total en el
material (m/m)
1° 2714 0.35+£0.17
2° 214194 2.9+ 1.3
3° 27.0+4.1 3.3t 0.5

Tabla 12. Cantidad de plata presente en cada una de las fases del ensayo de digestion

enzimatica, para las muestras de sepiolita-Ag.

En las tablas se encuentran representados la cantidad de plata cuantificada y
el tanto por ciento de plata liberada respecto a la cantidad presente en el material
original para cada una de las fases analizadas, teniendo en cuenta que la plata

presente en el material era de 0.72 % y 0.70 % (m/m) respectivamente.

Para ambos materiales se puede observar como se produce un aumento de la
liberacion de plata conforme pasan las fases. En la fase 1° la liberacién de plata,
tanto para el caolin-Ag (0.85 £ 0.01 %) como para la sepiolita-Ag (0.35+ 0.17 %), es
muy baja llegando a no alcanzar en ninguno de los casos el 1%. Esta situacion
podria deberse a la formacion y precipitacion de la plata en forma de AgCl, debido
a que en el medio se encuentran presentes cloruros procedentes del HCI utilizado en
esta fase. Este hecho se vio confirmado con el analisis mediante FESEM de los
materiales tras el tratamiento con HCL 0.01% realizados por otros miembros del
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grupo de investigacion. Con respecto a la fase 2° la liberacion de plata aumenta
tanto para el caolin-Ag (30.8 + 5.0 %) como para la sepiolita-Ag, aunque en este
caso en una menor extension (2.9+ 1.3 %). Este aumento se produce probablemente
por la redisolucion de parte de AgCl formado en la fase 1° debido a la
incorporacion en esta fase de una nueva enzima (pancreatina), pudiendo formar
complejos con la plata y favoreciendo el desplazamiento del equilibrio de
precipitacion hacia su disolucion. La liberacion de plata en el caolin-Ag y en la
sepiolita-Ag sigue aumentado en la fase 3° sin embargo en esta fase lo hace de
forma menos acusada. Teniendo en cuenta que cada una de las fases se realiza una
vez concluida la etapa anterior (es decir, que la suspension de la fase 3 es el
resultado de haber sometido el material previamente a las fases 1 y 2), parece 16gico
pensar que el contenido en plata se mantenga constante o aumente al ir avanzando

en el proceso digestivo, tal y como se observa.

Ahora bien, este aumento en la liberacion de plata que se produce a lo largo
del ensayo de digestion enzimatica no se da de igual manera en el caolin-Ag que en
la sepiolita-Ag. El caolin-Ag con respecto a la sepiolita-Ag, presenta una mayor
liberacion de plata en todas las fases del ensayo. Esta situacion podria verse
relacionada con la forma del material, siendo en el caso de la sepiolita mas compleja
(por su estructura laminar, con una mayor porosidad®) lo que podrfa dificultar la
liberacion de plata al medio. Esta situacion se ha observado en otros estudios en los
cuales la sepiolita era utilizada como soporte de nanoparticulas (plata®” o cobre *®),

Esta diferencia seria en cambio mucho mayor a la observada en agua ultrapura.

En la figura 19 se pueden observar las diferencias que existen entre el
caolin-Ag v la sepiolita-Ag con respecto al % de Ag liberada en cada una de las

fases del ensayo de digestion enzimatica.
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Figura 19. Grafico de barras representando el tanto por ciento de Ag liberada en cada una de las

fases del ensayo de digestion enzimatica con el caolin-Ag y en la sepiolita-Ag.

4.5 Deteccion y caracterizacion de especies de plata liberada desde la

sepiolita-Ag en ensayos de digestibilidad mediante AF4-1CPMS.

Con el objetivo de obtener méas informacion sobre las formas de plata
movilizadas en los ensayos de digestién enzimatica, las suspensiones de las distintas
fases obtenidas en los ensayos con sepiolita-Ag fueron analizadas mediante AF4-
ICPMS. Se analizaron las muestras correspondientes Unicamente a sepiolita-Ag ya
que las correspondientes al caolin-Ag habian sido analizadas previamente por otros

miembros del grupo.

Para poder observar como se comportaban las muestras de sepiolita-Ag
cuando eran analizadas mediante AF4-ICPMS se realizd un primer analisis. Para
ello se analizaron la fase 1, 2 y 3 (obtenidas mediante el procedimiento descrito en
el apartado 3.4.1.4) utilizando como fase mdévil SDS a 0.01% con un pH =8, el
programa A (apartado 3.4.2) como programa de separacion y las condiciones de

analisis descritas en el apartado 3.4.2.

En las figuras 16 (ay b), 17 y 18 (a y b) se muestran los fractogramas para

cada una de las fases (1, 2 y 3 respectivamente).
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Figura 16 a. Fractograma correspondiente a la fase 1 analizada mediante programa A.
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a *”’Ag, la
roja a **Mg, la azul a ¥'Si y la verde a *®Rh. En verde claro se muestra el programa A aplicado
en el AF4.
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Figura 16 b. Fractograma ampliado de la sefial de '“Ag correspondiente a la fase 1.
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a '”’Ag, la

rojaa? Mgy la azul a #'Si.
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Figura 17. Fractograma correspondiente a la fase 2 analizada mediante programa A.
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a *”’Ag, la
roja a **Mg, la azul a ¥'Si y la verde a *®Rh. En verde claro se muestra el programa A aplicado
en el AF4.
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Figura 18 a. Fractograma correspondiente a la fase 3 analizada mediante programa A.
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a '”’Ag, la
roja a Mg, la azul a ?’Si y la verde a '®Rh. En verde claro se muestra el programa A aplicado
en el AF4.
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Figura 18 b. Fractograma ampliado de la sefial de '”’Ag correspondiente a la fase 3.
Representacion de cuentas frente a tiempo en minutos. La sefial negra corresponde a *”’Ag, la

rojaa ®* Mgy la azul a #'Si.

Si se comparan los fractogramas obtenidos con los correspondientes a los
ensayos en agua ultrapura descritos en el apartado 4.3, se observa que en los ensayos
de digestibilidad no aparecen particulas de sepiolita, al no obtenerse sefal
correspondiente a Si 0 Mg, salvo la correspondiente al voidpeak. Es posible que un
aumento en la fuerza idnica del medio lleve a una agregacion de estas particulas
haciendo que se eliminen durante la etapa de centrifugacion. Por otro lado, el pico
de Ag que se obtiene, similar en las tres fases, aparece a tiempos mayores respecto
al obtenido en los ensayos en agua ultrapura. Si comparamos los fractogramas de las
tres fases entre si, se puede ver que en el de la fase 2 la sefial de plata es mucho mas
notable que en los de la fase 1 y 3. En la tabla 10 se presentan los resultados
obtenidos al cuantificar la concentracién de plata en las muestras a través del

analisis de los fractogramas obtenidos.
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Concentracion de Ag
en el medio (ug/L)

% Ag total liberada
respecto al total en el
material (m/m)

Fase 1 0.98 4.58
Fase 2 4.39 28.67
Fase 3 1.10 8.91

Tabla 10. Concentracion de plata presente en las distintas fases del ensayo de digestion

enzimatica de la muestra de sepiolita-Ag y tanto por ciento de plata liberada respecto al total del

material.

En el caso de la fase 2, la concentracion de plata estimada se encuentra

alejada de los resultados de concentracion obtenidos en el apartado 4.4. Esta

situacion puede ser el resultado de una contaminacion de la membrana, ya que esta

fase se inyectd después de la fase 3. Por otra parte las concentraciones de plata

obtenidas en la fases 1 y 3, aunque superiores a las obtenidas en el apartado 4.4,

podrian ser consideradas adecuadas. Respecto a la naturaleza de esta sefial, podria

considerarse similar a las obtenidas en los ensayos con agua ultrapura, de forma que

correspondiera a una fraccion de plata en disolucion que sufriera cambios durante la

fase de separacion en el interior del canal.
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5. Conclusiones.

A lo largo de este trabajo se ha demostrado que el uso combinado de
diferentes técnicas de caracterizacion y cuantificacién, concretamente ultrafiltracion
y fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4) acopladas a
ICP-MS, permiten obtener informacion sobre las formas de plata liberadas desde
diferentes soportes arcillosos recubiertos de nanoparticulas de plata utilizados en
alimentacion animal. Estas técnicas se han utilizado en ensayos de lixiviacion en

medios sencillos (agua ultrapura) y en ensayos de digestibilidad enzimética in vitro.

A través de los resultados obtenidos se puede concluir que:

La liberacién de plata desde el soporte al medio depende en gran medida del
tipo de soporte utilizado. Cuando se utiliza caolin como soporte de las
nanoparticulas de plata, la liberacion de la plata al medio se produce en forma de
plata i6nica o en forma de plata unida a especies de bajo peso molecular; sin
embargo cuando se utiliza sepiolita, la plata que permanece en suspension se
encuentra mayoritariamente en forma de plata unida a microparticulas de sepiolita,
probablemente por la menor eficacia en la eliminacion de microparticulas pequefias
de estructura laminar mediante centrifugacion .Ademas la cantidad de plata liberada
difiere en gran medida entre un material y otro, siendo la cantidad liberada menor
para el caso de la sepiolita debido probablemente a su estructura laminar y mayor

porosidad, junto con su capacidad de intercambio idnico.

El contenido de plata liberada desde los materiales estudiados aumenta en las
distintas fases del proceso digestivo in vitro estudiado, siendo mucho mayor en el
caso del caolin-Ag. La informacion obtenida mediante AF4 no ha permitido aclarar
las formas de Ag presentes en los medios enzimaticos, probablemente por cambios
en la composicién durante la etapa de separacién, por lo que no se puede afirmar

que las nanoparticulas de plata presentes en los materiales pasen al medio digestivo.

Estos estudios pueden servir de apoyo a aquellos que requieran de una toma
de decisién en cuanto a qué materiales utilizar en ensayos in vivo con animales y
permitir explicar algunos de los efectos observados en animales sometidos a este

tipo de ensayos.
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