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Resumen

Debido a distintas propiedades de las nanoparticulas de oro (AuNPs), se ha producido un
aumento en el uso de estas en medicina, electrdnica, catdlisis o células solares. Por ello, se
hace necesario su estudio y caracterizacién. Se han desarrollado numerosas técnicas y
métodos analiticos para ello y en este trabajo se ha utilizado la espectroscopia de absorcion
molecular UV-VIS (EAM UV-VIS) para la caracterizacion de distintos tamarnos de AuNPs (10 nm,
50 nm y 100 nm), estudiando ademas la estabilidad de estas a lo largo de un tiempo. También
se ha determinado la concentracion total de oro en patrones de 10 nm, 50 nm y 100 nm de
AuNPs mediante espectroscopia de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) y se
ha realizado un tratamiento estadistico de los resultados obtenidos. Ademas se ha realizado la
separacion de las AuNPs mediante cromatografia hidrodinamica (HDC) con deteccién UV-VIS,
optimizando distintas fases moviles, considerando, para ello, parametros analiticos,
cromatograficos y valores de recuperacion.

Summary

Because of the diverse properties of the gold nanoparticles (AuNPs), there has been an
increase in the use of them in medicine, electronic, catalysis or solar cells. Because of that,
their study and characterization are necessary. A lot of techniques and analytical methods
have been development for that and in this work UV-VIS molecular absorption spectrometry
(EAM UV-VIS) has been used for the characterization of several sizes of AuNPs (10 nm, 50 nm
and 100 nm), studying their stability over a period of time. Also, the total concentration of gold
standards of 10 nm, 50 nm and 100 nm of AuNPs have been determinate by inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and a statistical treatment of the results has been
done. Moreover, the separation of AuNPs has been done by hydrodynamic chromatography
(HDC) with UV-VIS detection. Several mobile phases have been optimized, considering for this
purpose, analytical, chromatographic parameters and recovery values.



1. Introduccion

Los nanomateriales se definen como “un material natural, secundario o fabricado que
contenga particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas
de las particulas en la granulometria numérica presente una o mas dimensiones externas en el
intervalo de tamafios comprendido entre 1 nm y 10 nm. En casos especificos y cuando se
justifique por preocupaciones de medio ambiente, salud, seguridad o competitividad, el
umbral de la granulometria numérica del 50% puede sustituirse por un umbral comprendido
entre el 1%y el 50%” [1].

Debido al tamafio de particula, los nanomateriales poseen propiedades mecdnicas, cataliticas y
Opticas Unicas [2]. Por ello, se estd produciendo una expansion de la industria nanotecnoldgica,
obteniendo como resultado un gran nimero de posibilidades en aplicaciones para productos
de consumo diario.

Hay un largo listado de productos cuya composicion se basa en nanoparticulas. Muchos de
ellos contienen plata, titanio, nanoparticulas basadas en carbono (carbono, nanotubos de
carbono, fulereno, grafeno), titanio, silice, zincy oro [3].

Una de las nanoparticulas mas utilizadas son las nanoparticulas de oro (AuNPs), que han sido
explotadas en numerosos campos, como en la medicina, en donde han sido utilizadas como
herramientas bioldgicas durante los ultimos quince afios. Su tamafio extremadamente
pequefio y una gran superficie permite acceder a una gran variedad de entornos bioldgicos.
Ademads, debido a su biocompatibilidad universal, las AuNPs son prometedoras para ser
utilizadas como vehiculos para el transporte de fdrmacos y genes. También se estdn
estudiando como aplicacién para el diagndstico del cancer y para aplicaciones terapéuticas [4].
Ademads se pueden utilizar como transistores, sensores quimicos, dispositivos opticos y
electroquimicos [5]. También tiene aplicaciones en los campos de la catalisis y células solares

[6].

Debido al aumento en la produccién de nanomateriales, se han encontrado en plantas de
tratamiento de aguas residuales, donde probablemente se introducirdan en lodos. La
eliminacidon de estos lodos de depuradora, que incluyen la aplicacion de la tierra y la
incineracion, probablemente dard lugar a exposiciones ambientales y humanas [7]. Debido a
ello, se requiere conocer el impacto y la toxicidad que producen en el medio ambiente y en la
salud humana. Por ello es importante su deteccion y caracterizacion. Los parametros clave que
requieren la medicién incluyen el tamano de particula (y su distribucidn), la concentracién de
masa, la concentracién del nimero de particulas, el potencial superficial, el area superficial, la
morfologia de las particulas y la composicién quimica prevista [8].

Se han desarrollado numerosos métodos y técnicas analiticas para su caracterizacidon en
distintas muestras complejas. Para la distribucion del tamafio se utilizan técnicas
microscopicas, como la microscopia electrénica de barrido (SEM), microscopia electrénica de
transmisién (TEM) y microscopia de forma atdmica (AFM); técnicas estdticas y dinamicas de
dispersién de la luz (DLS y SLS) y espectroscopia de absorciéon molecular UV-Vis (EAM-UV-Vis) .
Como técnicas de separacion se emplean fraccionamiento en flujo mediante campos
(FFF),cromatografia de exclusion (SEC), cromatografia liquida, cromatografia de alta resolucién



(HPLC), electroforesis capilar (CE) y en gel (GE), espectroscopia de iones moviles y
cromatografia hidrodinamica (HDC); para obtener la concentracion de NPs se utilizan técnicas
de espectroscopia atdmica como la espectroscopia de absorcién atémica electrotérmica
(ETAAS), espectroscopia de emision atdbmica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) y
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) [9]. En este trabajo se
van a utilizar para su caracterizacién HDC, ICP-MS y EAM-UV-Vis.

1.1 Caracterizacion de nanoparticulas mediante espectroscopia de absorcién
molecular UV-Vis

Se puede utilizar la espectroscopia de absorcion molecular UV-Vis para la caracterizacién de
nanoparticulas de oro.

Dependiendo del tamafio de nanoparticula, absorberd a distintas longitudes de onda, si las
particulas tienen un tamafio menor de 100 nm, seran de un color rojo intenso, absorbiendo en
el rango de 520-560 nm, y para particulas mds grandes el color serd amarillento, absorbiendo
en el rango de 390-410 nm [10], [11].

La absorbancia en este rango de longitudes de onda se debe a su interacciéon con la luz. En
presencia del campo electromagnético oscilante de la luz, los electrones libres de las
nanoparticulas metdlicas experimentan una oscilacién con respecto a la red metdlica. Este
proceso se denomina resonancia de plasmén de superficie localizada (LSPR) [12], [13].

1.2 Caracterizacion de nanoparticulas mediante espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente proporciona informacion
cuantitativa de los elementos presentes en la muestra. Esta técnica es una de las mas
utilizadas para el andlisis cuantitativo debido a su bajo limite de deteccidn, que es del orden de
ng L. También se utiliza para la caracterizacién de tamafio, concentracién en masa y
concentracién en numero de particulas mediante la denominada técnica de deteccidon
individual de particulas (SP-ICP-MS) [9]. En combinacién con otras técnicas de separacién se
usa para la caracterizacion de otros pardmetros de las NPs [9], [14], [15].

1.3 Cromatografia hidrodinamica

La cromatografia hidrodindmica fue descrita por primera vez hace cuarenta y dos afios y se ha
desarrollado hasta ser utilizada en numerosos instrumentos comerciales [16].

Es una técnica analitica que se basa en la separacién de particulas en funcién del tamano de
éstas o de su masa molar, independientemente del tipo de particula y su densidad.

En esta cromatografia se utiliza una columna que estda empaquetada con particulas esféricas
no porosas (microesferas de poliestireno o silice). Esta tipo de columna limita la interacciéon
con la fase movil y la muestra, lo que permite analizar muestras medioambientales sin
perturbaciones. Ademas la preparacién de muestra es minima [7], [17]-[19].



La separacién de particulas se consigue gracias a los gradientes de velocidad, que se
desarrollan dentro de los capilares entre las esferas de relleno. Las particulas mds grandes
eluyen mas rapidamente debido a que tienen coeficientes de difusion mds pequefos, por lo
qgue difunden mas lejos en los capilares, donde el flujo laminar provoca que la elucién sea mas
rapida [7], [15], [20].

Esta técnica se caracteriza por una gran flexibilidad y robustez, lo que es una ventaja respecto
a otras técnicas de separacidn, como son el FFF, en la que podemos tener interacciones con la
membrana [15], [20], o la SEC, que posee un limitado poder de separacion [15], [20], siendo
ademas rapida [16], permitiendo separar particulas complejas y en matrices pesadas, aunque
con una pobre resolucién [21], [22].

Se ha estudiado el uso de distintos detectores como: ICP-MS, DLS, UV-Vis y fluorescencia
acoplados al HDC. La combinacion de detectores de ICP-MS, UV-Vis y fluorescencia han sido
utiles en el andlisis de nanoparticulas de Ag, TiO, y ZnO en aguas artificiales con altos
contenidos de materia orgdnica [23]. Otros métodos de deteccion incluyen la deteccion por
conteo de particulas mediante dispersion laser, dispersion de luz multi-angulo y viscosimetria
[20], [23].

En cuanto a aplicaciones medioambientales, HDC en combinacién con distintas técnicas de
deteccion, permite la identificacidon de diferentes particulas naturales y artificiales, como: TiO5,
SiO;, Al;0s, Fe;03, Ag y Au en sobrenadantes de lodos de depuradoras [14], [15];
nanoparticulas de plata en aguas de rios naturales [17], [24] y en aguas superficiales artificiales
o la caracterizacion de nanoparticulas de TiO, y ZnO que podemos encontrar en cremas solares
[23].

En la mayoria de los trabajos publicados en la bibliografia se ha utilizado el mismo tipo de fase
mavil, que incluye el uso de surfactantes idnicos, como SDS, y no iénicos, como Tritén X-100 o
Brij-35, que estabilizan la muestra, cubriendo la superficie de las particulas, previniendo la
aglomeracién y mejorando asi la recuperacién. Se suele afadir un tampdén, como el Na;HPO,,
para ajustar la fuerza idnica y el pH. Se ha demostrado que una alta fuerza idnica provoca que
las interacciones electrostaticas entre particulas y la superficie de la columna no se puedan
despreciar y que la eficiencia de separacidn sea baja [23]. Ademas es frecuente afadir a la fase
moévil formaldehido [7], [8], [14], [15], [19], [20], [23], [25].

El objetivo de este trabajo ha sido la caracterizacién de distintos patrones de AuNPs mediante
EAM UV-Vis, la determinacion del contenido total de Au en los patrones de AuNPs por ICP-MS
y finalmente el estudio de la influencia de la composicion de la fase movil en la caracterizacion
y separacion de estas AuNPs utilizando HDC.



2. Objetivos y planteamiento del trabajo

El objetivo fundamental de este trabajo es la caracterizacion de las AuNPs mediante tres
técnicas: EAM UV-VIS, HDC y ICP-MS.

Los objetivos especificos para llevar a cabo el objetivo general son:

e Busqueda, estudio y comparacion de antecedentes bibliograficos relacionados con la
caracterizacion de NPs por EAM UV-VIS, ICP-MS y HDC.

e Caracterizacion de AuNPs por EAM UV-VIS y estudio de su estabilidad a lo largo del
tiempo.

e Determinacién de la concentracion de tres patrones de AuNPs con tamafios de 10, 50
y 100 nm mediante ICP-MS. Valoracién y tratamiento estadistico de los resultados
obtenidos.

e Caracterizacién de AuNPs mediante HDC con deteccién UV-VIS. Valoracién vy
optimizacidn de distintas fases mdviles para la separacién de AuNPs de 10, 50 y 100
nm en base a:

o Pardmetros cromatograficos
o Pardmetros analiticos.



3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizaciéon de las nanoparticulas

3.1.1 EAM UV-VIS

Las AuNPs absorben en el rango de 510-570 nm debido a la resonancia del plasmén de
superficie localizada. A medida que se aumenta el tamafo de particula, el mdximo se desplaza
a longitudes de onda mayores.

Para caracterizar las AuNPs por EAM UV-VIS se realizaron los espectros mediante el
procedimiento descrito en el apartado 4.3.1.

Se hizo una primera medida y pasados cinco dias se volvio a medir las mismas disoluciones
para observar la estabilidad.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.1 y la tabla 3.1 donde se muestra la
longitud de onda del maximo, asi como los valores de absorbancia.

Figura 3.1. Espectros de absorcién. AuNPs (5 mg L) (a) AuNPs primer dia (b) AuNPs pasados

cinco dias
(a) (b)
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Tabla 3.1. A del mdximo y valores de absorcion en los espectros obtenidos por EAM para los
distintos tamafios de particula (a) AuNPs primer dia (b) AuNPs pasados cinco dias

(a) (b)

Tamanio de Tamafio de
particula A (nm) Max. Abs particula A (nm) Max. Abs
(nm) (nm)
10 520 0,0852 10 524 0,174
50 528 0,122 50 529 0,159
100 555 0,120 100 556 0,0806




Se observa que para las disoluciones de 10 nm y de 50 nm se produce un aumento tanto de A
como de absorbancia, lo que puede ser debido a una posible aglomeracidn en las NPs,
mientras que en la de 100 nm el maximo de absorbancia disminuye. Por tanto, para todos los
tamafios se observa una cierta inestabilidad al realizarse una dilucidn de los patrones
originales.

3.1.2 Caracterizacion de la concentracién de AuNPs por ICP-MS

Se procedié a la determinacién de la concentracidon de AuNPs por ICP-MS aplicando el método
descrito en el Apartado 4.3.2.

Se realizaron medidas sin patron interno y con patréon interno, usando Rh como patrén
interno.

En la Tabla 3.2 se muestra la recta de calibrado ponderada sin patrén interno:

Tabla 3.2. Recta de calibrado ponderada para ICP-MS sin patrén interno

. Recta de Coeficiente s DSR s ordenada DSR
Analito . .. . . .
calibrado correlacién pendiente | pendiente | enelorigen | ordenada
Y=5859,9x-
Au 11133 0,9991 166,94 2,85 26751 41,62

En la Tabla 3.3 se muestran los pardmetros analiticos de limite de deteccién (LD), limite de
cuantificacion (LC) y rango lineal (RL).

Tabla 3.3. Pardametros analiticos para ICP-MS. Limite de deteccidn, limite de cuantificacion y

rango lineal.
LD (ugL?) | LC(ugL?) | RL(pgL?)
2,74 9,14 Hasta 250

En la Tabla 3.4 se muestra la recta de calibrado ponderada con patrén interno:

Tabla 3.4. Recta de calibrado ponderada para ICP-MS con patrén interno

. Recta de Coeficiente s DSR s ordenada DSR
Analito . ., . . .
calibrado correlacién pendiente | pendiente | enelorigen | ordenada
Y=0,0221x-
Au 01223 1 0 0 0 0

En la Tabla 3.5 se muestran los resultados obtenidos para las concentraciones de las muestras
al utilizar la calibraciéon con y sin patrén interno. También se muestran las concentraciones
tedricas de acuerdo a los valores certificados presentados por el fabricante y las disoluciones
realizadas que se explican en el apartado 4.3.2.

Se han medido dos muestras para cada tamafio de AuNPs y para cada muestra se han
realizado cinco réplicas. También se presentan los valores de DSR (%) del instrumento.



Tabla 3.5. Concentraciones de AuNPs obtenidas por ICP-MS. (a) Concentraciones sin patrén
interno. (b) Concentraciones con patrén interno.

(a)

Muestra | Concentracién medida (ug L) | DSR instr(%) | Concentracion tedrica (ug L?)
10 nm 122,8 2,8 127,2
118,9 1,6 128,3
50 nm 122,0 3,9 127,4
112,0 1,0 128,3
120,9 2,5 125,7
100 nm 108,1 4,0 124,7

(b)

Muestra | Concentracién medida (ug L) | DSR instr (%) | Concentracion teérica (ug L?)
10 nm 87,51 5,7 127,2
82,59 2,8 128,3
50 nm 84,57 5,3 127,4
78,57 2,5 128,3
80,45 2,4 125,7
100 nm 71,64 3,4 124,7

La desviacion estandar de la recta (tabla 3.4) es mejor para calibracién con patrén interno que
para la calibracién sin patrén interno. Sin embargo, como se observa en la tabla 3.5 (b), los
resultados obtenidos usando patrén interno, difieren bastante de la concentracion tedrica
esperada para los tres tamafios de AuNPs. Ello puede ser debido a que los valores de
intensidad del patrén interno en las muestras fue bastante diferente con respecto a los valores
de intensidad del patrén interno en los patrones de la recta de calibrado. Por lo tanto en este
caso, la calibracidon con patrén interno no fue adecuada y el patréon interno no cumple su
funcién de corregir los efectos de deriva de la sefial y posible imprecision.

Para comprobar si hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos sin Pl y la
concentracién tedrica se realiza un test T. La hipdtesis nula es que no hay diferencias
significativas entre los valores de concentracién calculada y la medida en el ICP-MS. Se calcula
el valor de t, al 95% de confianza con dos grados de libertad, y se compara con el valor de t
critico que aparece en tabulado en tablas. En la tabla 3.6 se muestran los valores para el
estadistico t.

Tabla 3.6. Valor del t estadistico calculado vy critico.

Muestra | t calculado | t critico
10 nm 3,35 4,30
50 nm 2,25 4,30
100 nm 1,66 4,30




El t estadistico calculado es menor en todos los casos que el t estadistico critico por lo que se
cumple la hipdtesis nula de que los resultados no presentan diferencias significativas entre la
concentracién calculada y la obtenida con el ICP-MS. Podemos decir que no hay errores
sistematicos.

Como se han medido dos muestras distintas para cada tamafio y para cada muestra se han
realizado cinco réplicas, procedemos a calcular la incertidumbre total y las incertidumbres
asociadas a cada uno de los procesos realizados: preparacién de la muestra, medida o
instrumental y de la interpolacién o calibracién. Para ello primero se calcula la incertidumbre
del instrumento. Se hace un promedio de las incertidumbres obtenidas con el instrumento. Se
trabaja siempre con valores de varianza, que se obtienen elevando al cuadrado el valor de la
DSR. Ademas se tiene en cuenta que se han hecho 5 réplicas, por lo que las incertidumbres se
han de multiplicar por 4, que son los grados de libertad. En la tabla 3.7 se muestran los
resultados de la incertidumbre debida al instrumento.

Tabla 3.7. Resultados obtenidos para la incertidumbre debida al instrumento.

Muestra | Media de la concentracién (ug L) | DSRins (%)
10 nm 120,8 2,04
50 nm 117,0 2,54
100 nm 114,5 2,98

Para calcular la incertidumbre debido a la preparaciéon de la muestra, se resta a la
incertidumbre estandar obtenida de la medida de las dos réplicas la incertidumbre del

/3. Los

instrumento, obtenida anteriormente, segun la formula: RSDprep=\/RSD,2ned — RSD? o,y

resultados de la incertidumbre de medida y de la incertidumbre de la preparacién de la
muestra se muestran en la tabla 3.8.

Tabla 3.8. Resultados obtenidos en la incertidumbre debida a la medida y a la preparacién de

la muestra.
Muestra | Media de la concentracién (ugL?) | s DSRmed (%) | DSRprep (%)
10 nm 120,8 2,76 2,28 1,02
50 nm 117,0 7,07 6,04 5,48
100 nm 114,5 9,05 7,90 7,32

Posteriormente calcularemos la incertidumbre debido a la calibracién para cada tamaiio
mediante la ecuacién de Miller (plantilla Excel utilizada en el tercer curso). Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 3.9.

Tabla 3.9. Resultados obtenidos para la incertidumbre debido a la calibracion.

Muestra | Media de la concentracion (ug L) | DSReai (%)
10 nm 120,8 2,39
50 nm 117,0 2,43
100 nm 114,5 2,48




Por ultimo calculamos la incertidumbre total como la raiz cuadrada de la suma de todas las
incertidumbres al cuadrado. Los resultados obtenidos para todas las incertidumbres se
muestran en la tabla 3.10.

Tabla 3.10. Contribucidn de las incertidumbres.

Muestra | DSRins (%) | DSRprep (%) | DSRcai (%) | DSR total (%)
10 nm 2,04 1,02 2,39 3,30
50 nm 2,54 5,48 2,43 6,51

100 nm 2,98 7,32 2,48 8,28

3.2 Optimizacion de la fase movil para la caracterizacién de las
AuUNPs por HDC

Para la caracterizacion de AuNPs mediante HDC se partio de la fase mévil mas utilizada en la
bibliografia [7], [15], [20], [23] y recomendada por la casa comercial que suministra la
columna. La fase mavil consiste en 0,5 mM de Na,HPOQ,, 0,05% de Triton X-100, 0,013% de SDS
y 0,05% de formaldehido y la vamos a denominar Fase Mdvil 1. Se han estudiado 3 tamaiios
diferentes de AuNPs: de 10, 50 y 100 nm.

Ademas de esta fase movil, se ha procedido a estudiar otras fases mdviles que se han utilizado
puntualmente en la bibliografia. Las distintas fases moviles utilizadas y su composicion se
recogen en la tabla 3.11 y han sido también descritas en el apartado 4.3.3.

Tabla 3.11. Composicién de las fases moviles utilizadas.

Fase movil Composicion pH
, 0,5 mM de Na;HPQ,, 0,05% de Triton X-100, 0,013% de SDS y 0,05% de
Fase Moévil 1 , 7,8
formaldehido.
Fase Movil 2 0,45 mM de SDS 7,7
Fase Moévil 3 10 mM de SDS 7,8
Fase Movil 4 0,45 mM se SDS y 0,2 mM de L-metionina 7,8
Fase Movil 5 0,5 mM de NH4CO3, 0,013% de SDS y 0,05% de Novachem 7,6

Para las distintas fases moviles, se han estudiado tanto parametros cromatograficos, como son
tiempos de retencion, nimero de platos y resolucion como parametros analiticos (limites de
deteccién, limites de cuantificacidn, precisiéon y rango lineal). Ademds se han realizado
estudios de recuperacién para evaluar posibles pérdidas de las NPs en la columna.

3.2.1 Fase movil 1

A modo de ejemplo se describe a continuacion los resultados obtenidos con la Fase Movil 1
tanto para el estudio de pardmetros cromatograficos, analiticos y recuperaciones.

Se ha partido del caudal de fase mdvil recomendado por el fabricante de la columna que es 1,6
mL min. La presién maxima para operar con la columna es de 2200 psi, siendo la presién de
trabajo habitual entre 1400-1600 psi.




Para el estudio de pardmetros cromatograficos se inyectaron disoluciones de AuNPs de 0,5 mg
L'? para los tres tamafios estudiados. Los valores obtenidos de tiempos de retencién y
anchuras de picos se muestran en la tabla A.1 del anexo A.

En la figura 3.2 se muestra el cromatograma obtenido para los 3 tamainos de AuNPs.

Figura 3.2. Cromatograma para los tres tamafios de particula obtenido con la Fase movil 1.
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En la tabla 3.12 que aparece en la pagina 17 se presentan los tiempos de retencién, su DSR,
resolucién entre picos consecutivos y nimero de platos para cada tamafio estudiado. Se han
realizado 5 inyecciones para cada tamafio de NP estudiado.

Ademas se muestra en la tabla 3.12 la ecuacidn de calibracién de tiempo frente a tamanio. El
resultado obtenido es y=-0,127In(x)+8,61, R=0,993. Se obtiene una buena correlacidn, similar a
la encontrada en la bibliografia [15], [17], [18]. En la figura 3.3 se muestra el grafico de
calibracion.

Figura 3.3. Grafico de calibracion de la Fase mdvil 1 de tiempo frente a tamafio.
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Respecto a los tiempos de retencion disminuyen conforme aumenta el tamafo de NPs como
era de esperar y son bastante reproducibles observando las DSR, valores entre 0y 0,066 %. La
resolucién no es buena, como era de esperar con valores en torno a 0,201-0,354 siendo peor
para los tamafios 50-100 nm que para 10-50 nm. El nimero de platos obtenido estd en torno a
2949-7117, siendo mayor para las NPs de 10 nm que para las de 50 nm y 100 nm. Lo normal es
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que una columna de HPLC, tenga en torno a 20000 platos, sin embargo en nuestro caso, al no
haber interaccion en la columna es normal que el numero de platos sea menor. Ademas la
resolucién es un pardmetro que afecta proporcionalmente a este valor, por lo que es légico
que si la resolucidn no es buena, el nimero de platos sea menor.

Con respecto a los parametros analiticos se procedié al cdlculo de limites de deteccidn, limites
de cuantificacidn, precision (calculada con incertidumbre del instrumento) y rango lineal. Para
ello se midieron diferentes disoluciones de concentraciones crecientes entre 0,1 mg L'y 1,5
mg L para los tres tamafios estudiados. Los limites de deteccidn se han calculado a partir de
la desviacién estdndar de varios valores de la linea base. En la tabla A.2 del anexo A se
muestran los valores tanto en altura como area de pico obtenidos para los 3 tamafios.

En la tabla 3.13 de la pagina 17 se muestran los parametros analiticos obtenidos para los 3
tamafos de NPs estudiados. Se obtiene una buena calibracién lineal tanto en alturas como
areas para los tres tamafios estudiados con coeficientes de correlacidon R entre 0,990 y 0,987.
Los limites de deteccién estan en el rango 0,008-0,010 mg L™ para los 3 tamafios estudiados,
siendo muy similares entre si, aunque son ligeramente mejores tanto en dreas como en alturas
para los 2 tamafios mas grandes. La precisién calculada como incertidumbre del instrumento
estd en el rango de 0,88-3,85 % para alturas y 1,64-3,91 % para areas. El rango lineal fue desde
el limite de cuantificacidn hasta la mayor concentracién estudiada para los 3 tamafios, que es
1,5mgL™.

Se realizaron estudios de recuperacidn para evaluar posibles pérdidas de AuNPs en la columna.
Dicha recuperacién se calculd6 como el cociente entre (areas/alturas) obtenidas en la
separacion de las AuNPs con columna y (dreas/alturas) sin columna de acuerdo a la bibliografia
[7]. Los valores obtenidos tanto en dreas como en alturas se muestran en la tabla 3.14 de la
pagina 18. Se obtuvieron mejores valores de recuperacién en areas que en alturas. En
concreto las recuperaciones obtenidas en areas fueron: 10 nm Rec(%) =102, 50 nm,
Rec(%)=109, y 100 nm Rec(%) =97. Como se observa son valores muy préximos al 100% por lo
gue no hay pérdidas en la columna cromatografica.

Con esta misma fase moévil se estudié también la influencia del caudal utilizado trabajando
también a un caudal de 1 mL min™.

Del mismo modo que para el caudal de 1,6 mL min! se estudiaron también pardmetros
cromatograficos, analiticos y recuperaciones.

Los resultados obtenidos para los pardmetros cromatograficos se muestran en la tabla 3.12 de
la pagina 17. Ademas se muestra la calibracién de tiempo frente a tamano. El resultado que se
obtiene es y=-0,154In(x)+13,8, R=0,9863. Se obtiene una peor correlaciéon que para el caudal
de 1,6 mL min’. Los tiempos de retencidn son bastante reproducibles como podemos ver con
las DSR, cuyos valores estan entre 0,034 y 0,159%. Los tiempos de retencidn son mayores que
los obtenidos con el caudal mayor, como se esperaba. Los valores obtenidos de tiempos de
retencién y anchuras de picos se muestran en la tabla A.3 del anexo A. La resolucion es
adecuada, con valores en torno a 0,841-0,900, siendo peor para los tamafios 50-100 nm que
para 10-50 nm. Si se comparan con los valores obtenidos con el caudal de 1,6 mL min?, la
resolucién mejora para el caudal menor. El nUmero de platos que se obtiene esta entre 2953-
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5519, disminuyendo al aumentar el tamafio de NPs. Se encuentran valores mas bajos
comparando con el caudal de 1,6 mL min debido a un ensanchamiento de los picos.

Los resultados obtenidos para los pardmetros analiticos se muestran en la tabla 3.13 de la
pagina 17. En la tabla A.4 del anexo A se muestran los valores tanto en altura como area de
pico obtenidos para los 3 tamafios de NPs. Como en el caudal de 1,6 mL min™, se obtiene una
buena calibracion lineal tanto en alturas como dreas para los tres tamafios estudiados con
coeficientes de correlacion R entre 0,98 y 1. Los limites de deteccién estan en el rango 0,003-
0,005 mg L para los tres tamafios estudiados, siendo muy similares entre si. Los valores
obtenidos son mucho mejores que para el caudal mayor. La precisiéon calculada como
incertidumbre del instrumento esta en el rango de 1,24-2,02% para alturas y 3,66-6,97% para
areas. Estos valores son similares que los obtenidos en el caudal mayor. El rango lineal, como
en el caso del caudal de 1,6 mL min™, fue desde el limite de cuantificacion hasta la mayor
concentracion estudiada para los 3 tamafios, que es 1,5 mg L™,

Los valores de recuperacidn obtenidos se muestran en la tabla 3.14 de la pagina 18. Los valores
obtenidos, tanto en dreas como en alturas se alejaron del 100%. En concreto las
recuperaciones obtenidas en areas fueron: 10 nm Rec(%)=132, 50 nm, Rec(%) =116, y 100 nm
Rec(%) =122. Debido a que los valores se alejan del 100% podemos decir que tenemos
pérdidas en la columna. Los resultados que se obtienen son peores en areas para el caudal de
1 mL min? que para el caudal de 1,6 mL min™.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos para los 2 caudales, aunque la resoluciéon
mejoraba para el caudal de 1 mL min?, los pardmetros analiticos fueron muy similares para
ambos caudales, pero los valores de recuperacién fueron peores para el caudal de 1 mL min™.
Por ello, teniendo en cuenta el mayor tiempo por cromatograma a 1 mL min* y que el caudal
recomendado por el fabricante era 1,6 mL min, para el resto de fases méviles se utilizé dicho
caudal.

3.2.2 Fase movil 2

La Fase movil 2 consiste en una disolucion de SDS con una concentracién de 0,45 mMy pH 7,7.
Se trata de una fase modvil que contiene solo SDS como la fase moévil 3 utilizada en la
bibliografia pero con una menos concentracion, similar a la concentracién recomendada en la
Fase movil 1. EI SDS actiia como estabilizador de las NPs [26]. Un problema que tienen las NPs
es que tienden a desestabilizarse con un aumento de la fuerza idnica por lo que cuanto mas
sencilla sea la fase moévil, podria ser.

Se estudié con un caudal de 1,6 mL min™.

Como en la anterior fase movil se han estudiado pardmetros cromatograficos, analiticos y
recuperaciones.

Los resultados obtenidos para los pardmetros cromatograficos se muestran en la tabla 3.12, en
la pagina 17. Los tiempos de retencién disminuyen al aumentar el tamafo de NP, como se
esperaba y son bastante reproducibles, como se observa en los valores de DSR obtenidos
(0,061-0,063%). Los tiempos obtenidos son mas bajos que los que se obtienen en la Fase movil
1. La resolucién tampoco es buena, con valores en torno a 0,190-0,330, siendo peor para 50-
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100 nm que para 10-50 nm. Los valores obtenidos de tiempos de retencidn y anchuras de picos
se muestran en la tabla A.5 del anexo A. Se obtiene una resolucidén peor que para la Fase movil
1 con el mismo caudal. EIl nimero de platos que se obtiene estdn en torno a 1737-2255,
obteniéndose el valor més bajo para las NPs de 100 nm de tamafio. Estos valores son menores
que para la Fase moévil 1.

También se muestra en la tabla la ecuacidn de la calibracién de tiempo frente a tamafo: y=-
0,154In(x)+8,40, R=0,998. Se obtiene una buena correlacion, similar a la obtenida en la Fase
moévil 1.

Los resultados obtenidos para los pardmetros analiticos se muestran en la tabla 3.13 de la
pagina 17. En la tabla A.6 del anexo A se muestran los valores tanto en altura como area de
pico obtenidos para los 3 tamafios. Los resultados que se obtienen para la calibracidn lineal
son buenos, con coeficientes de correlacidon entre 0,995 y 0,999, similares a los de la anterior
fase movil. Los limites de deteccién que se obtienen estdn entre 0,018 y 0,020 mg L™ para las
alturas y 0,054 y 0,058 mg L* para las dreas. Los valores que se obtienen son mas altos que
para la Fase movil 1. La precisidn, calculada como incertidumbre del instrumento, estd en el
rango de 0,78-2,67% para alturas y 4,12-9,24% para areas, en todos los casos, disminuye al
aumentar el tamafio de particula. Se obtienen valores mayores para areas que en la Fase movil
1. El rango lineal fue desde el limite de cuantificacidn hasta la mayor concentracidn estudiada.

Los valores de recuperacidn obtenidos se muestran en la tabla 3.14 de la pagina 18. Los valores
gue se obtienen son mejores en areas (10 nm Rec(%)=114, 50 nm Rec(%)=104, 100 nm Rec(%)
=93) que para alturas. Los valores son cercanos al 100% excepto para las NPs de 10 nm, lo que
muestra que no hay pérdidas en la columna cromatografica. Con respecto a la Fase mévil 1 los
valores obtenidos son muy similares.

3.2.3 Fase movil 3

La Fase mdvil 3, cuya composicion es SDS 10 mM, se utilizd en la caracterizacion de AuNPs de
30y 60 nm mediante HDC y SP-ICP-MS.[27].

Se estudid con un caudal de 1,6 mL min™.

Como en las anteriores fases méviles se han estudiado pardmetros cromatograficos, analiticos
y recuperaciones.

Los resultados obtenidos para los pardmetros cromatograficos se muestran en la tabla 3.12 en
la pagina 17. Los tiempos de retencién descienden cuando aumenta el tamafio de NP y son
bastante reproducibles, viendo las DSR obtenidas (0,061-0,214 %). Los tiempos obtenidos son
mas altos que los que se obtienen en la Fase moévil 2, por lo que podemos decir que al
aumentar la concentracién de SDS, aumenta el tiempo de retencién debido a la mayor fuerza
idnica lo que coincide con la bibliografia. Los valores obtenidos de tiempos de retencién y
anchuras de picos se muestran en la tabla A.7 del anexo A. La resolucidén que se consigue no es
buena, con valores en torno a 0,191-0,213, siendo peor para 50-100 nm que para 10-50 nm. Se
obtiene una resolucidon peor que para las otras fases moviles. El nUmero de platos que se
obtiene estad en torno a 1822-3823, obteniéndose el valor mas bajo para las NPs de 50 nm de
tamafio.
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En la tabla también se muestra la ecuacidn de la calibracién de tiempo frente a tamafo: y=-
0,121In(x)+8,69, R=0,9862. La correlacion que obtenida es buena, pero menor que para el
resto de fases moviles, similar a la que se obtiene en la bibliografia [27].

Los resultados obtenidos para los pardmetros analiticos se muestran en la tabla 3.13 de la
pagina 17. En la tabla A.8 del anexo A se muestran los valores obtenidos tanto en altura como
area de pico para los 3 tamafios. Los resultados que se obtienen para la calibracién lineal son
buenos, con coeficientes de correlacion entre 0,9712 y 0,999. Estos valores son un poco
peores que los que los obtenidos para el resto de fases mdviles. Se consiguen limites de
deteccion entre 0,018 y 0,026 mg L™ para las alturas y 0,089 y 0,116 mg L* para las areas. Estos
datos son mas altos que los obtenidos para las otras fases mdéviles estudiadas hasta el
momento. La precisidn, calculada como incertidumbre del instrumento, estd en el rango de
1,25-6,35 % para alturas y 2,40-10,1% para areas, observando un aumento al aumentar el
tamafio de NPs en alturas. Se obtienen valores mayores que para las Fases méviles 1y 2. El
rango lineal fue desde el limite de cuantificacién hasta la mayor concentracién estudiada.

Los valores de recuperacidn obtenidos se muestran en la tabla 3.14 de la pagina 18. Los valores
de recuperacion obtenidos se alejan del 100% tanto en dreas como en alturas, lo que muestra
que si hay pérdidas en la columna cromatografica, siendo los resultados obtenidos para areas:
10 nm Rec(%)=175, 50 nm R=156, 100 nm R=157.

3.2.4 Fase movil 4

La Fase mdvil 4, contiene SDS 0,45 mM y L-metionina 0,2 mM. El estudio de esta fase moévil fue
con laidea de poder separar Au en disolucién de AuNPs. Este estudio se estd desarrollando en
el grupo de investigaciodn, utilizando como detector un ICP-MS. la idea es que la L-metionina
forme un complejo con el Au disuelto y se pueda determinar simultdneamente con las AuNPs.

Se estudid con un caudal de 1,6 mL min™.

Como en las anteriores fases méviles se han estudiado pardmetros cromatograficos, analiticos
y recuperaciones.

Los resultados obtenidos para los pardmetros cromatograficos se muestran en la tabla 3.12, en
la pagina 17. Si observamos las DSR obtenidas (0-0,922%) podemos decir que los picos son
reproducibles. Los tiempos obtenidos son similares a los de la Fase moévil 2. Los valores
obtenidos de tiempos de retencién y anchuras de picos se muestran en la tabla A.9 del anexo
A. La resolucion no es buena, con valores en torno a 0,46 para los dos tamafios. Se obtiene una
resolucién mejor que para las otras fases moviles, utilizando el mismo caudal. El nimero de
platos que se obtiene aumenta al aumentar el tamafio de particula, consiguiendo valores en
torno a 4945-6644.

La ecuacién de la calibracion de tiempo frente a tamafio: y=-0,144In(x)+8,37, R=0,992 que se
muestra en la tabla, obtiene una buena correlacién, similar a la de la Fase mévil 1 con el mismo
caudal.

Los resultados obtenidos para los pardmetros analiticos se muestran en la tabla 3.13 de la
pagina 17. En la tabla A.10 del anexo A se muestran los resultados obtenidos tanto en altura
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como darea de pico para los 3 tamafnos. En cuanto a la calibracion lineal, los resultados que se
obtienen son buenos, con coeficientes de correlacion entre 0,9893 y 1. Estos valores son
mejores que los de la Fase movil 3 y similares para las Fases moéviles 1 y 2. Los limites de
deteccidn que se obtienen estdn entre 0,017 y 0,064 mg L! para las alturas y 0,008 y 0,064 mg
L'? para las areas. Estos valores son mas bajos que para la Fase mdvil 3, y en general mas altos
que el resto de fases moéviles, aunque del mismo orden. La precisidén, que se estudia como
incertidumbre del instrumento, esta en el rango de 6,30-22,6% para alturas y 14,3-35,3% para
areas, valores no muy buenos. Los valores son mucho mas altos que para el resto de fases
moviles. El rango lineal fue desde el limite de cuantificaciéon hasta la mayor concentracién
estudiada.

Los valores de recuperacidn obtenidos se muestran en la tabla 3.14 de la pagina 18. Los valores
de recuperacion que se obtienen son mejores en dreas que para alturas, siendo los resultados
obtenidos para dreas: 10 nm Rec(%)=101, 50 nm R=37, 100 nm R=25. El valor obtenido para las
NPs de 10 nm nos indica que no hay pérdidas en la columna, pero para las NPs de 50 y 100 nm
los valores estdn muy lejos del 100%, por lo que si hay pérdidas en la columna, y esto puede
ser debido a que la presencia de L-metionina afecta a la estabilidad de las NPs de mayor
tamafio.

3.2.5 Fase movil 5

La Fase mdvil 5 contiene NH4,COs 0,5 Mm, SDS 0,013% y Novachem (tensoactivo) 0,05%. Esta
fase se ha utilizado en la bibliografia [28] para la caracterizacién de AuNPs por FFF
obteniéndose que era la mejor fase movil en términos de recuperacidn, aunque dependia
también de la membrana de separacién utilizada.

Se estudid con un caudal de 1,6 mL min™.

Como en las anteriores fases méviles se han estudiado pardmetros cromatograficos, analiticos
y recuperaciones.

Los resultados obtenidos para los pardmetros cromatograficos se muestran en la tabla 3.12, en
la pagina 17. Los tiempos de retencidn obtenidos disminuyen al aumentar el tamafio de NP y
son bastante reproducibles. Viendo las DSR obtenidas, cuyos valores estdn entre 0 y 0,18%. Los
valores obtenidos de tiempos de retencidén y anchuras de picos se muestran en la tabla A.11
del anexo A. En cuanto a la resolucidon que se obtiene, los valores estan en torno a 0,218-
0,454, valores que no son buenos, siendo mejor para tamafios 10-50 nm que para los tamafios
50-100 nm. El nimero de platos que se obtiene estan en torno a 7249-2599, disminuyendo el
valor al aumentar el tamafio de particula. En general, los valores son mayores que en el resto
de fases moviles.

También se muestra en la tabla la ecuacidn de la calibracidon de tiempo frente a tamafio: y=-
0,183In(x)+8,70, R=0,999. Se obtiene una buena correlacion, su valor es mayor que para el
resto de fases moviles.

Los resultados obtenidos para los pardmetros analiticos se muestran en la tabla 3.13 de la
pagina 17. En la tabla A.12 del anexo A se muestran los valores tanto en altura como area de
pico obtenidos para los 3 tamafios. Los resultados que se obtienen para la calibracién lineal

15



son buenos, con coeficientes de correlacién entre 0,972 y 0,993. Similares a los obtenidos para
las fases moviles 1y 2. Los limites de deteccién que se obtienen estan entre 0,007 y 0,015 mg
L'? para las alturas y 0,002 y 0,005 mg L? para las areas. Los valores que se obtienen son mas
bajos que las otras cuatro fases moviles utilizadas. La precisidon, que calculamos como
incertidumbre del instrumento, esta en el rango de 3,68-13,5% para alturas y 8,25-14,8% para
areas, valores mas bajos que para la fase movil4, pero superiores, en general, para el resto de
las fase moviles. El rango lineal fue desde el limite de cuantificacién hasta la mayor
concentracidn estudiada.

Los valores de recuperacidn obtenidos se muestran en la tabla 3.14 de la pagina 18. Los valores
gue se obtienen son mejores en areas que para alturas, siendo los resultados obtenidos para
areas: 10 nm Rec(%)=74, 50 nm R=101, 100 nm R=40. El valor obtenido para las NPs con
tamafio de 50 nm nos indica que no hay pérdidas en la columna, pero para las NPs de 10 y 100
nm los valores estdn muy lejos del 100%, por lo que si hay pérdidas en la columna. Los valores
son ligeramente mejores que para la Fase movil 4, pero peores que en el resto.

Haciendo un resumen de las distintas fases moéviles estudiadas y los resultados obtenidos,
tanto para parametros cromatograficos (tabla 3.12 pagina 17), como para parametros
analiticos (tabla 3.13 pagina 17) y recuperaciones (tabla 3.14 pagina 18) podemos concluir lo
siguiente:

Si comparamos los pardmetros cromatograficos de todas las fases méviles, con la que mejor
resolucién se obtiene es con la Fase moévil 1y el caudal 1 mL min, pero como se ha indicado,
el tiempo del cromatograma es mayor. Ademdas los valores que se obtienen para la
reproducibilidad de tiempos de retencion de los picos son buenos, y el nimero de platos es
uno de los mds altos. La correlacion entre tiempos y tamafios, en general, es buena para todas
las fases maviles estudiadas, con buenos coeficientes de correlacion.

Si comparamos los pardmetros analiticos, la Fase mévil 1 con el caudal de 1 mL min? es la que
menores limites de deteccidn se obtiene tanto en areas (0,005 mL min) como en alturas
(0,003-0,005 mL min), aunque no hay grandes diferencias con el resto de fases mdviles. Las
curvas de calibracidn son similares para todas las fases mdviles con buenos coeficientes de
correlacién. Las DSR son similares para las Fases mdviles 1,2, empeorando bastante para las
Fases moviles 3,4y 5.

Si comparamos los valores de recuperacién, sobre todo en dreas, con las que se obtienen
mejores resultados, la Fase movil 1 para el caudal 1,6 mL min y la Fase mévil 2, dan valores
de recuperacién en torno al 100% por lo que no hay pérdidas en la columna. Sin embargo para
el resto de fases moviles los valores estdn por encima o por debajo del 100%, con lo que serian
menos adecuados.
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Tabla 3.12. Parametros cromatograficos y calibracion de tiempo de retencidn frente a tamano en la separacion de AuNPs mediante HDC.

Tamafio de particula Fase movil Tiempo de retencion (min) | RSD(%) | Resolucidn | N | Recta de tiempo frente tamafio R
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 8,30 0,066 7117 y=-0,127In(x)+8,61 0,994
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 13,4 0,041 5519 y=-0,154In(x)+13,8 0,986
10 nm SDS 0,45 mM 8,03 0,061 2191 y=-0,154In(x)+8,40 0,998
SDS 10 mM 8,40 0,107 3823 y=-0,121In(x)+8,69 0,986
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 8,04 0,000 4945 y=-0,144In(x)+8,37 0,992
0,5mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 8,28 0,184 7249 y=-0,183In(x)+8,70 1,000
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 8,13 0,000 0,354 2949 y=-0,127In(x)+8,61 0,994
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 13,2 0,034 0,900 4333 y=-0,154In(x)+13,8 0,986
50 nm SDS 0,45 mM 7,81 0,062 0,330 2255 y=-0,154In(x)+8,40 0,998
SDS 10 mM 8,25 0,061 0,213 1822 y=-0,121In(x)+8,69 0,986
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 7,83 0,090 0,462 5870 y=-0,144In(x)+8,37 0,992
0,5mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 7,98 0,000 0,454 4841 y=-0,183In(x)+8,70 1,000
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 8,01 0,056 0,201 3650 y=-0,127In(x)+8,61 0,994
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 13,1 0,159 0,841 2953 y=-0,154In(x)+13,8 0,986
100 nm SDS 0,45 mM 7,68 0,063 0,190 1737 y=-0,154In(x)+8,40 0,998
SDS 10 mM 8,12 0,214 0,191 3688 y=-0,121In(x)+8,69 0,986
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 7,69 0,922 0,461 6644 y=-0,144In(x)+8,37 0,992
0,5 mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 7,86 0,000 0,218 2599 y=-0,183In(x)+8,70 1,000
Tabla 3.13. Parametros analiticos en la separacion de AuNPs mediante HDC.
Tamafio de particula Fase movil LD (mg/L) LQ (mg/L) RSD(%) Recta de calibrado
Altura | Area | Altura | Area | Altura | Area Altura Area Altura | Area
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 0,010 0,018 0,033 0,039 3,85 3,91 y=721783x +15464 y=89168x +1545,8 0,996 0,997
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 0,005 0,005 0,018 0,015 1,36 4,80 y=784455x + 45572 y=128968x + 12601 1,000 0,999
10 nm SDS 0,45 mM 0,018 0,054 0,058 0,180 2,67 9,24 y=547952x-32281 y=102425x-8132,9 0,997 0,997
SDS 10 mM 0,026 0,116 0,087 0,385 1,25 2,40 y=495727x-9293,9 y=88013x-2158,1 0,998 0,995
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 0,017 0,008 0,055 0,026 6,30 14,3 y=271804x-26321 y=49053x-6659,1 0,996 0,995
0,5 mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 0,008 0,003 0,027 0,011 3,68 8,25 y=546575x-27191 y=75831x-2267,4 0,993 0,993
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 0,008 | 0,009 | 0,026 | 0,029 | 0,880 | 1,64 y=930017x-49557 y=121774x-704,33 0,984 | 0,987
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 0,005 0,003 0,015 0,010 1,24 6,97 y =912566x + 25589 y =191340x + 23340 1,00 0,998
50 nm SDS 0,45 mM 0,018 0,055 0,061 0,185 2,66 5,62 y=520113x+8570 y=99797x+370,84 0,995 0,990
SDS 10 mM 0,018 0,089 0,061 0,295 4,46 10,1 y=705418x-4487,5 y=114677x+4232,4 0,999 0,999
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 0,064 0,064 0,213 0,214 22,6 35,3 y=70448x+4289,9 y=5903,1x+9507,1 0,989 0,998
0,5mM NH4CO03 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 0,007 0,002 0,023 0,007 13,5 13,4 y=641789x-44752 y=111457x-13898 0,993 0,994
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 0,008 0,008 0,027 0,028 1,35 3,19 y=878381x+8406 y=125473x+999,08 0,997 0,998
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 0,005 0,003 0,016 0,008 2,02 3,66 y =905060x - 20776 y = 238888x - 4834,6 0,985 0,996
100 nm SDS 0,45 mM 0,020 0,058 0,0654 0,194 0,780 4,12 y=487953x+2793,8 y=94879x-68,6499 1,00 0,999
SDS 10 mM 0,021 0,091 0,069 0,302 6,35 9,83 y=629031x-13061 y=112217x-4110,2 1,00 0,999
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 0,041 0,017 0,136 0,058 19,0 14,3 y=109824x-7288,4 y=21787x-3159,7 1,00 1,00
0,5 mM NH4CO03 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 0,016 0,005 0,053 0,016 11,1 14,8 y=280069X+44577 Y=50057X+11164 0,973 0,990
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Tabla 3.14. Valores de recuperacién obtenidos para las distintas fases méviles en la separacién de AuNPs mediante HDC.

Recuperacion DSR
Tamafio de particula Fase movil Alturas Area Alturas Area
Agilent 0,5 MM 1,6 mL/min 73 102 8,53 18,2
Agilent 0,5 MM 1 mL/min 86 132 1,39 1,65
10 nm SDS 0,45 mM 88 114 1,25 2,40
SDS 10 mM 57 175 1,18 0,962
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 67 101 4,83 11,5
0,5 mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 42 74 3,68 8,25
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 73 109 3,44 7,67
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 76 116 1,45 4,05
50 nm SDS 0,45 mM 78 104 4,46 10,1
SDS 10 mM 55 156 1,44 5,01
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 23 37 22,6 35,3
0,5 mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 38 101 13,5 13,4
Agilent 0,5 mM 1,6 mL/min 64 97 5,80 5,91
Agilent 0,5 mM 1 mL/min 71 122 3,71 4,53
100 nm SDS 0,45 mM 69 93 6,35 9,83
SDS 10 mM 53 157 1,31 4,17
0,45 mM SDS+ 0,2 mM L-met 16 25 19,0 14,3
0,5 mM NH4CO3 + 0,013% SDS + 0,05% Novachem 16 40 26,5 35,5
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4. Parte experimental

4.1 Instrumentacidn: Aparatos y materiales

4.1.1 Instrumentacion

— Balanza de precision PL2001-L, precisién de £0,1 mg
— Medidor de pH micropH 2001 (Crison, Barcelona, Espafia)
e EAM:
— Espectrofotémetro de absorcion UV-Vis de doble haz Jasco V-730 (Jasco,
Oklahoma, EE.UU.)
e HDC:
— Cromatografo: Waters 2796 Bioseparations Module (Waters Corporation, Milford,
EE.UU.);
— Columna PL-PSDA Type 1 (5-300nm);
— Detector de diodos en array: Waters 996 Photodiode Array Detector (Waters
Corporation, Milford, EE.UU.).
e ICP-MS
— ICP-MS Elan DRC-e Perkin Elmer (Perkin Elmer, Massachusetts, EE.UU.)

4.1.2 Aparatos

— Micropipetas 50-200 uL (Bibby Sterilin, Stone, Reino Unido)

— Bafo de Ultrasonidos (JP Selecta S.A., Barcelona, Espafia)

— Sistema de filtracién de PTFE con filtro de membrana de nylon 0,45 um Filter Lab
(Filtros Anoia, Barcelona, Espafia)

4.1.3 Materiales

—  Tubos tipo Falcon de 15y de 50 mL.

— Vasos de precipitados, botes de pldstico y recipientes de plastico de distintos
voliumenes.

— Cuentagotas de plastico

— Espatulas de laboratorio

— Tubos de medida de 2 mL.

4.2 Reactivos y disoluciones

4.2.1 Patrones:

e Disoluciones estandares de nanoparticulas:
— 10 nm Gold Nanospheres, citrate. Nanoxact 0,053 mg/mL, 25 ml (Nanocomposix,
San Diego, EE.UU.)
— 50 nm Gold Nanospheres, citrate. Nanoxact 0,053 mg/mL 25 mL (Nanocomposix,
San Diego, EE.UU.)
— 100 nm Gold Nanospheres, citrate. Nanoxact 0,053 mg/mL, 25 mL (Nanocomposix,
San Diego, EE.UU.)
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Los estdndares se deben sonicar siempre durante 5 minutos antes de su uso para evitar su
aglomeracion.

e Disoluciones estandares
— Patrén de Au de 1001 + 4 mg L (Fluka Analytical, Suiza)
— Patrén de Rh para ICP de 1001 + 6 mg L™ (Fluka Analytical, Suiza).

4.2.2 Reactivos:
— Acido clorhidrico (HCl) 36,5/38% (J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.)
— Acido nitrico (HNOs) 69/70% (J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.)
— Carbonato de amonio (NH4CO3) (Fluka Honeywell, Morristown, Estados Unidos)
— Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EE.UU.)
— Formaldehido 35/40% (Probus, Barcelona, Espafia)
— Hidrégenofosfato de sodio (Na;HPQ.) (Sigma —Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)
— L-metionina (Sigma —Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)
— Novachem Surfactant 100 (Post Nova Analytics, Landsberg, Alemania)
— Triton X-100 (Sigma —Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)

Todas las disoluciones se preparan a partir de los reactivos y patrones citados utilizando agua
ultrapura (Milli-Q) obtenida a partir de agua tratada con un purificador Milipore.

Todo el material que se ha utilizado se sumerge en una disolucion de HNO3 en agua ultrapura
al 10% (v/v) durante 24 horas al menos, a continuacion se lava con agua ultrapura, y se deja
secar antes de su uso.

4.3 Procedimientos
4.3.1 Caracterizacion de NPs mediante EAM-UV-Vis.

Como se ha explicado en la introduccidn, las AuNPs presentan absorcion en la zona del UV-Vis
debido a la resonancia superficial plasmddica.

Se prepara una disolucién de 5 mg L de cada uno de los diferentes tamafios de los patrones
de oro (10 nm, 50 nm y 100 nm).

Se realizan los espectros previa correccién de la linea base realizando un barrido entre 200 y
800 nm.

Para realizar los espectros se utilizan cubetas de 1 mL de cuarzo. Los espectros que se obtienen
representan la absorbancia frente a la longitud de onda para cada una de los patrones. Se
toman datos de maximo de absorbancia y longitud de onda para cada una de las AuNPs
estudiadas.

4.3.2 Determinacion de la concentracion elemental de patrones de AuNPs mediante ICP-MS.

Se ha llevado a cabo la determinacidn cuantitativa de la concentracion de patrones de AuNPs
de distintos tamafos (10 nm, 50 nm y 100 nm). Se ha realizado por ICP-MS.
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De acuerdo con los valores certificados por el fabricante la concentracién de las distintas
AuNPs es 0,053 mg mL™.

Primero se preparan las disoluciones con las que se va a construir la recta de calibrado. Todas
ellas a partir de una disolucidn patrén de Au®* de 1000 mg L™,

Las concentraciones exactas de las cuatro disoluciones que se preparan son: 46,36 pg L2,
102,01 pg LY, 155,10 ug Lty 251,82 pg L.

También se utiliza un patrén interno para corregir posibles efectos de imprecisién, en este
caso se emplea una disolucidn patrén de Rh. Para preparar esta disolucidn el patrén empleado
tiene una concentracién de 1000 mg L™. Se hace una disolucién intermedia de 10 mg L™. La
concentracion final de la disolucién que utilizaremos es de 50 pg L™.

Se preparan las disoluciones de muestra con una concentracién final en torno a 125 pg L' de
acuerdo a la bibliografia [23]. Para ello se disuelven las AuNPs con se afiaden 150 pL de HNO3
(65%) y 310 pL de HCI (37%) a 100 pL de disolucion de muestra. Se deja atacar el acido a la
muestra durante una hora a temperatura ambiente. Tras este tiempo se diluye hasta 40 mL
con agua mili-Q.

El ICP-MS debe optimizarse segun las recomendaciones del fabricante para tener la mejor
sensibilidad y menores niveles de 6xidos e iones divalentes. Para ello se utilizan disoluciones
de In, U, Mg, Ba y Ce de concentracién 10 pg L™.

4.3.3 Separacion de AuNPs mediantes HDC.

Se utiliza la cromatografia hidrodinamica para conseguir separar las nanoparticulas de Au en
funciéon de su tamafio.

Como se ha indicado en los objetivos, uno de ellos va a ser estudiar la influencia de la
composicion de las fases mdviles empleadas en dicha separacion. Se prepara 1 L de disolucién
cuya composicidn se varié, estudiando asi el efecto de la fase mdvil en las medidas y poder
optimizarlas.

La primera fase mavil utilizada ha sido la recomendada por el fabricante y la mas utilizada en la
bibliografia. La composicidon de ésta y de las otras fases moviles utilizadas se presenta en la
tabla 4.1. En el apartado de resultados y discusidon se explica por qué se han utilizado las
distintas fases moviles.

Tabla 4.1. Composicion de las fases maviles utilizadas.

Fase movil Composicion pH
. 0,5 mM de Na;HPO,, 0,05% de Triton X-100, 0,013% de SDS y 0,05% de 7,8

Fase Movil 1 ,

formaldehido.

Fase Movil 2 0,45 mM de SDS 7,7
Fase Moévil 3 10 mM de SDS 7,8
Fase Moévil 4 0,45 mM se SDSy 0,2 mM de L-metionina 7,8
Fase Movil 5 0,5 mM de NH4COs, 0,013% de SDS y 0,05% de Novachem 7,6
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Tras preparar la disolucién de fase movil que se va a utilizar, todas han de ser filtradas para
evitar que se introduzca algun resto sélido en el cromatégrafo. También han de ser sonicadas
en un bafio ultrasonidos durante 10 minutos.

Con objeto de estudiar diferentes parametros cromatograficos que fueron: calibracion de
tamanos frente a tiempo, tiempos de retencidn, resolucion y numero de platos para las
distintas fases moviles estudiadas, se utilizan disoluciones de 0,53 mg L de los tres tamafios
de AuNPs. A modo de ejemplo, en el Anexo B.1. se muestra la preparacion de dichas
disoluciones para cada fase mavil.

Para el estudio de parametros analiticos (LD, LQ, rango lineal, precisién) se utilizan cinco
disoluciones de cada tamafio de particulas de concentracién: 0,1 mg L™, 0,25 mg L%, 0,5 mg L,
1mgL'Y 1,5 mg L. En la Tabla 4.2 aparece la preparacion las disoluciones de 10 nm utilizadas
en uno de los experimentos, el resto de las disoluciones de los tamafios de 50 y 100 nm
aparecen en el Anexo B, en la tabla B.2.

Tabla 4.2. Preparacién de las disoluciones de AuNPs de 10 nm utilizadas para el estudio de los
parametros analiticos.

Concentracion (mg L) | NPs (g) | Agua (g) | Concentracidn final (mg L?)
0,1 0,0486 25,3 0,100
0,25 0,0540 10,1 0,284
0,5 0,0613 6,08 0,534
1 0,0608 3,07 1,05
1,5 0,0916 3,11 1,56

El flujo también es un pardmetro importante en esta técnica. Dependiendo de cudl sea el
utilizado, el tiempo de retencién variara. Utilizaremos un flujo de 1,6 mL min™, que es el
recomendado por el fabricante de la columna, y 1 mL min™, conveniente para futuros estudios
usando ICP-MS como detector.

Para estudiar la recuperacion y comprobar si hay pérdidas de las AuNPs en la columna se
utilizan disoluciones de 0,5 mg L™ de todos los tamafios de disolucidn. La recuperacién se
calcula como la sefal obtenida con columna dividida entre la sefial obtenida sin columna y
multiplicado por 100.

Antes de comenzar a medir, se sigue el protocolo de acondicionamiento del cromatdgrafo. Se
realizan las purgas correspondientes para la eliminacién de burbujas, se lava y homogeniza la
jeringuilla de inyeccion (volumen de 20 ul) y se acondiciona la columna con cada fase movil
utilizada al menos durante 15 minutos.
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5. Conclusiones

Las conclusiones que se obtienen del estudio de la caracterizacidon de AuNPs son:

e Se ha buscados en la bibliografia antecedentes relacionados con la caracterizacion de
AuNPs por EAM UV-VIS, ICP-MS y HDC. Se han encontrado numerosos ejemplos en los
que se utilizaban estas técnicas, con resultados similares a los obtenidos en este
trabajo.

e En la caracterizacidon de AuNPs por EAM UV-VIS se ha estudiado la longitud de onda y
la absorcién del maximo de los tres tamafios de AuNPs y su estabilidad a los largo del
tiempo. Para las NPs de 10 nm y 50 nm se observa un aumento de la longitud de onda
y de la absorbancia, al cabo de unos dias; y para las de NPs de 100 nm se observa una
disminucion, por lo que podemos decir que son inestables al cabo de un tiempo.

e En la determinacion de la concentracidon de los patrones de AuNPs mediante ICP-MS,
se ha comparado los resultados obtenidos al utilizar patrén interno y sin patrén
interno, obteniendo resultados bastante alejados de la concentracidn tedrica al utilizar
patron interno. También se han estudiado distintos parametros estadisticos,
comparando los resultados obtenidos sin patrén interno con la concentracién tedrica
mediante el test estadistico T, obteniéndose como resultado la confirmacion de la
hipétesis de que no hay diferencias significativas entre ellas. Ademds se calculd la
incertidumbre total y la contribucidon de cada una de las distintas incertidumbres a
esta. Se observa un aumento de la incertidumbre total al aumentar el tamafio de
particula.

® En la separacion de tres tamafios de AUNPs mediante HDC utilizando un detector UV-
VIS, se ha estudiado la optimizacion de la fase moévil, valordandola mediante los
parametros analiticos, cromatograficos y la recuperaciéon. Si comparamos los
parametros cromatograficos, se observa que en todas las fases méviles los tiempos de
retencién son bastante reproducibles. La calibracién de tiempo frente a tamafio es
buena para todas las fases moviles. La resolucién, que es mejor para la Fase movil 1
con un caudal de 1 mL min, pero en general es mala (0,190-0,460), empeorando para
las NPs de mayor tamano. En cuanto a los pardmetros analiticos, los limites de
deteccion y las curvas de calibrado son similares en todas las fases moviles, sin
embargo la DSR tiene mejores valores en las Fases mdviles 1 y 2. En cuanto a los
valores de recuperacién se obtienen mejores resultados para la Fase moévil 1 con un
caudal de 1,6 mL min™ y para la Fase moévil 2, que al ser valores cercanos al 100% nos
indican que no hay pérdidas en la columna.
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