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Acrénimos

= NPs - Nanoparticula.

= AgNPs - Nanoparticula de plata.

= Sinst - Incertidumbre instrumental.

= Scal - Incertidumbre de calibracién.

= Sprep - Incertidumbre de preparacion.

= DSR- Desviacion estandar relativa.

= DSRmétodo - Desviacion estandar relativa del método.

*  FAAS - Espectroscopia de Absorcion Atomica-Llama.

= HDC- Cromatografia Hidrodinamica.

= |CP-MS - Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente.
= FAAS - Espectrometria de Absorcién Atémica en Llama.

= GFAAS - Espectroscopia de Absorcién Atdmica con Atomizacién Electrotérmica.
= UF - Ultrafiltracion.

* FTIR - Espectrometria infrarroja por Transformadas de Fourier.

= DLS - Dispersion dinamica de la luz.

= FFF - Fraccionamiento en Flujo mediante Campos.

= SEC- Cromatografia por Exclusién de Tamafos.

= TEM - Microscopia de Transmisién Electrénica.



Resumen

El uso de nanoparticulas de plata esta actualmente muy extendido debido a sus multiples
aplicaciones en distintos campos como medicina, electrénica, cosmética o alimentacion.
Se han desarrollado diversos métodos para su caracterizacion y cuantificacion a lo largo de
los dltimos afios. En este trabajo se ha utilizado la Espectrofotometria ultravioleta-visible
(EAM) para estudiar la estabilidad de AgNPs tanto en patrones con nanoparticulas de
diferente diametro, como en muestras complejas del campo de suplementos alimentarios.
La Espectroscopia de Absorcién en llama (FAAS) ha sido la técnica elegida para determinar
el contenido total de plata en dichas muestras realizando previamente un ataque oxidante
de las mismas. Para determinar el contenido de AgNPs se han realizado procesos de
ultrafiltracion para separar las dos especies de plata, y combinado con la medicién por
FAAS se determina el contenido de Ag idnica y AgNPs en las muestras reales.

Abstract

The use of silver nanoparticles is currently very widespread due to its multiple applications
in different fields such as medicine, electronic, cosmetics or even food.

Several methods have been developed to characterize and quantify AgNPs, over the last
few years. In this work, Ultraviolet-Visible Spectrophotometry (EAM) was used to study the
stability of AgNPs both in different diameter patterns and in complex samples of the food
supplement field. Flame Absorption Spectroscopy (FAAS) has been the technique chosen
to determine the total silver content in said samples, previously carrying out an oxidative
attack in that samples. To determine the content of AgNPs, ultrafiltration processes have
been carried out to separate the two species (lonic Silver and Silver Nanoparticles) and
combined with the measurement by FAAS the content of ionic Ag and AgNPs in the real
samples is determined.
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1. Introduccion

1.1. Importancia de las Nanoparticulas: AgNPs.

Actualmente el uso de nanomateriales es algo comun que cada vez va tomando mayor
importancia. La Comision Europea en 2011 definié nanomaterial ! 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 nmy 100 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 %».

Se investiga el empleo de nanoparticulas en diferentes campos, ya que éstas son de gran
interés cientifico. Las propiedades de los nanomateriales son muy diferentes a las de los
mismos materiales a gran escala.? Esto se debe a que las NPs poseen mayor relacién
superficie-volumen, y por lo tanto mayor superficie de contacto3, lo cual junto a su
pequefio tamafio, confiere a los nanomateriales mejores propiedades mecanicas,
cataliticas y Opticas®. Pueden encontrarse diferentes tipos de NPs como son las de
titanio, cromo, silice, plata ,oro >, y todas ella se utilizan en diferentes campos como son
la quimica, biologia, fisica, medicina, tecnologia, industria textil, agricultura...

De entre todos los tipos de NPs, una de las mas utilizadas son las nanoparticulas de plata
(AgNPs), esto es debido a sus propiedades fisicas y quimicas tales como su gran superficie,
la estabilidad quimica que poseen, y sus destacables propiedades épticas que hacen que
su aplicabilidad esté presente en sectores como la electroquimica, la ciencia de
materiales, en dispositivos electronicos, en sensores quimico-biolégicos y en catalisis
entre otros . Pero sin lugar a dudas, una de las aplicaciones mas destacable de las AgNPs
es su actividad antibacteriana y antimicrobiana, como por ejemplo en el caso de las AgNPs
como bactericida ante |a Listeria monocytogenes ’.

Seguin numerosos estudios &2 1011 |as AgNPs son las mads utilizadas en el campo de la
medicina y en lo relacionado con la salud publica, ya que actian como antibacterianas,
antimicrobianas y antifungicas. Su aplicacion no solo abarca el sector farmacéutico y
terapéutico, sino también muchos otros como pueden ser el textil o en el alimenticio. Por
ejemplo, las AgNPs se utilizan en apdsitos y tratamientos de Ulceras gracias a su poder
antibacteriano, y en el sector alimenticio el empleo de AgNPs es comun en el envasado
de alimentos . Por estudios previos se conoce que el tamafio de las NPs afectan a la
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actividad bacteriana, siendo las AgNPs de tamafio inferior a 100 nm*?, y especialmente
de 1 a 10 nm las més efectivas'?.

Puesto que el empleo de AgNPs es muy comun y cada vez es mas demandado, también
es interesante estudiar sus posibles efectos adversos, tanto en el consumo de productos
que las contengan, como el consumo directo de éstas 4. La toxicidad de las AgNPs parece
estar asociada a su forma oxidada cuando la plata se encuentra como plata idnica.
Aunque por ahora no se ha demostrado efectos toxicolégicos en seres humanos, si se ha
hecho sobre bacterias, hongos y plantas?®.

Debido a estos posibles efectos toxicoldgicos es de interés el poder determinar vy
caracterizar las AgNPs en diferentes tipos de muestras.

1.2. Técnicas analiticas para el estudio de nanoparticulas.
Para la determinacion de NPs en nanomateriales pueden utilizarse diferentes técnicas.

La Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente es una técnica que
ioniza a los componentes de las muestras y los separa segun su relacion de radio/carga,
proporcionando informacion sobre éstas. Es muy utilizada debido a su bajo limite de
deteccidn del orden de ng L. Se han realizado estudios para la determinacion de NPs en
diferentes bebidas mediante esta técnica?®.

La Espectroscopia de Absorcion Atomica en Llama (FAAS) es otra técnica que se basa en la
absorcion de la radiacion procedente de una ldmpara por los atomos formados en la
llama a partir de una muestra liquida. Con ella se puede detectar y determinar la
presencia de cualquier metal siempre que la muestra susceptible a ser disuelta /. Los
limites de deteccidn en este caso son del orden de mg L.

Espectroscopia de Absorcién atémica con Atomizacién Electrotérmica (GFAAS) 2 es una
técnica basada en la absorcion de radiacidon por parte de los atomos, que han sido
formados en un tubo de grafito debido al paso de corriente eléctrica. La ventaja de esta
técnica es que permite trabajar con muestras de un volumen muy pequefio (100 ul) e
incluso con muestras organicas que han sido diluidas. Su limite de deteccién es del orden
de ug L't Su uso mas comun es la deteccion de metales en agua, alimentos y cosméticos.

Las técnicas mas comunes para la caracterizacidon de nanoparticulas incluyen técnicas
capaces de diferenciar la morfologia y/o el tamafio de estas.



La Espectrofotometria de Absorcidon Molecular Ultravioleta Visible (EAM UV-VIS) ha sido
utilizada lo largo del tiempo para la caracterizacion de moléculas en quimica analitica. Las
muestras son irradiadas con luz correspondiente al rango del ultravioleta-visible y al
incidir sobre ella se produce la absorcidn. La informacion proporcionada por esta técnica
son espectros en los que se relaciona la absorbancia con la longitud de onda (nm). Esta
técnica ha sido previamente utilizada para la determinacién de AgNPs junto con otras 8
ya que permite aproximar el diametro de las NPs.

Microscopia de Transmision Electrénica (TEM) es una técnica basada en la utilizacién de
un haz de electrones que incide con la muestra y permite caracterizarla. Presenta una
alta resolucion lo que permite utilizarla para el estudio de minerales, metales y células a
nivel molecular. Las imagenes proporcionadas por esta técnica proporcionan tanto el
tamafio y morfologia, asi como el estado de agregacion de las particulas. Por ello, se ha

utilizado en varios estudios para la caracterizacién de AgNPs 8,

Espectrometria infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR) El principio bdsico de esta
técnica es que las moléculas absorben luz en longitudes de ondas especificas, en
frecuencias de vibracién. El barrido va desde unas longitudes de onda de 400 cm™ hasta
600 cm-1. Se han caracterizado AgNPs anteriormente con esta técnica ° 8.

Dispersion Dinamica de la Luz (DLS) Es una técnica empleada para la determinacion de la
distribucion de tamafios de macromoléculas o de particulas en dispersion. Se ha hecho
uso de ella anteriormente para la determinacion de AgNPs 8.

1.3. Técnicas de separacion de las nanoparticulas.

Es interesante separar las nanoparticulas en funcién de su tamafio, basandose en
diferentes principios como la exclusién molecular.

Las técnicas de separacion habituales se utilizan junto con diferentes técnicas de
deteccidn de los compuestos una vez han sido separados.

La Ultrafiltracion (UF) es un procedimiento que se utiliza para separar material coloidal
en diferentes rangos de tamafio . La ultrafiltracion se debe a la utilizacion de
membranas con un tamafio de poro definido. El paso de la disolucion a través de la
membrana se debe a la presion hidrostatica, y esto permite que las particulas coloidales,
de didmetro mayor que el poro, queden retenidas en la membrana.

Fraccionamiento en Flujo mediante Campos (FFF) es una técnica en la que se aplica un
campo en direcciéon perpendicular a un canal por el cual se desplazan las diferentes
especies (NPs o no) en régimen laminar. Se ha empleado con distintas NPs, entre las
cuales se encuentran las de Ag %°.



Métodos cromatograficos y electroforéticos (HCD) (SEC).

La Cromatografia Hidrodindmica (HCD) utiliza una columna la cual tiene un
empaquetamiento interior con macroparticulas no porosas y que permite la separacion
de muestras gracias a la diferencia de la velocidad del flujo y la velocidad de gradiente,
se conjugan un efecto hidrodindmico y otro eléctrico en la separacién 2%,

Mientras que la Cromatografia por Exclusiéon de Tamafios (SEC) utilizan una columna con
un empaguetamiento poroso. Las particulas que tiene un tamafio igual o inferior al poro
quedan retenidas, mientras que el resto avanzan con el flujo 2.

2. Objetivos y planteamiento del trabajo

El objetivo fundamental de este trabajo es la determinacién del contenido de Plata en
muestras complejas reales, suplementos alimentarios que operan como bebidas
energéticas o favorables para la salud, tanto en forma idnica como en forma de
nanoparticulas, AgNPs.

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

e Caracterizacién previa y cualitativa de AgNPs tanto en patrones como en muestras
por EAM UV-VISy el estudio de su estabilidad a lo largo del tiempo.

e Determinacién de los contenidos totales de plata en las muestras reales mediante
FAAS.

e Determinacién del contenido de AgNPs en las muestras combinando separacidon por
ultrafiltracion y deteccion por FAAS.

Ademas, los objetivos académicos que se persiguen son los siguientes:

e Realizacion de busquedas bibliograficas para conocer antecedentes del tema vy
familiarizar con recursos electrénicos.

e Mejorar la formacion adquirida en el Grado respecto de trabajar en un laboratorio e
integracion en un equipo de investigacion.

e Mejorar la capacidad de interpretar datos y medidas experimentales aplicando
conocimientos de la carrera y combinarlos con estudios de inicio de trabajo con un
perfil mas investigador.



3. Parte experimental
3.1. Instrumentacion y Aparatos

3.1.1 Instrumentos

. Espectrofotémetro de absorcion atémica en llama modelo Perkin Elmer AA200
equipado con ldmpara de catodo hueco de Ag.

. Espectrofotometro de absorcion UV-vis de doble haz Jasco V-730 (Jasco Oklhoma,
EE.UU.).
. Balanza analitica GH-200 con precision de + 0,1 mg.

Tabla 3.1 Para las determinaciones de contenidos totales que se llevan a cabo en el
espectrofotometro de absorcion atémica, las condiciones instrumentales siempre son las
indicadas a continuacion.

A (nm) 328 nm
Slit (nm) 0.8
Caudal aire/acetileno (L/min) 10/ 2,5
N2 Replicas 3
Tiempo retraso de lectura (s) 2

3.1.2 Aparatos

. Centrifuga Thermo scientific Heraeus Multifugue X1R.

. Bafio de ultrasonidos Ultrasons P Selecta.

. Sistema de agitacion rotatorio Heidolph.

. Sistema de generacion de agua ultrapura MILLIPORE.

. Micropipetas RAININ SL-1000 (100-1000uL), BIOHIT PROLINE (5-50 pL),

Bibby Sterilin (50-200uL).



3.2.

3.3.

Material empleado
Ultrafiltros Nanosep 3 KDa OMEGA (Pall).
Tubos Falcon de 15 y de 50 ml.

Eppendorf.

Reactivos, disoluciones patrén y muestras.

3.3.1 Reactivos

Acido nitrico HNO3 69,0-70,0 % (m/m) J.T.Baker.

Acido nitrico HNO3; 69,0% (m/m) PanReac AppliChem.

Agua Ultrapura (Millipore).

3.3.2 Disoluciones patrén y estandares

Patron de Ag (1) para ICP de 994 + 3 mg/I (Sigma-Aldrich, Suiza)

Disoluciones estandares de Nanoparticulas de plata.

e 10 nm Silver Nanospheres, citrate.

nanoComposix San Diego, EE.UU.).

¢ 20 nm Silver Nanospheres, citrate.

nanoComposix San Diego, EE.UU.).

e 40 nm Silver Nanospheres, citrate.

nanoComposix San Diego, EE.UU.).

e 60 nm Silver Nanospheres, citrate.

nanoComposix San Diego, EE.UU.).

3.3.3 Muestras

Nanoxact

Nanoxact

Nanoxact

Nanoxact

0.02

0.02

0.02

0.02

mg/ml

mg/ml

mg/ml

mg/ml

(Marca

(Marca

(Marca

(Marca

Se ha trabajado con tres muestras diferentes que son suplementos alimentarios en la

dieta humana y tienen interés medicinal. En sus etiquetas se expresa el contenido total

de plata para cada una de las muestras segun el fabricante.

Una de las tres muestras comerciales, la muestra Wellness, se agotd durante la

realizacion del trabajo, y se repuso una nueva. Todos los experimentos se han realizado

con ambas muestras Wellness, a las cuales diferenciaremos como Wellness Original y

Wellness Nueva.

Rivers of Heath High Stability Colloidal Silver 10 mg/L (500 ml).
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e lonic Silver and Colloidal Biovedik 25 mg/L (100ml).
e Colloidal Silver Welness 30 mg/L (59.14 ml).

El material utilizado para la preparacion de disoluciones de patrones y muestras ha sido
previamente sumergido en una disolucion de HNOs; en agua MilliQ al 10% (v/v) durante
24 h, y posteriormente lavado con agua desionizada. Antes de ser utilizado, se deja secar
en la estufa para la completa evaporacidon del agua. Asi se asegura que el material esta
totalmente limpio y no contaminado.

3.4. Metodologia
3.4.1 Caracterizacién de AgNPs mediante EAM

Las nanoparticulas de plata presentan absorcidon molecular en la zona del UV-visible
debido su caracteristica de resonancia superficial plasmddica?3entorno a una longitud de
onda de 300 a400 nm.

Para poder realizar la caracterizacion y observar la estabilidad de las AgNPs hemos
utilizado la EAM-UV-vis. Es la técnica de la cual se dispone en el laboratorio y que de
forma aproximada y cualitativa nos puede dar informacion sobre el tamafio de las
nanoparticulas presentes en la muestra. Ademas, y es lo que se pretendia, nos puede
ayudar a conocer la estabilidad de las nanoparticulas tanto de patrones como en
muestras en tiempo real, y saber si se han producido agregaciones que alteren el estado
de las muestras estudiadas.

Se obtienen los espectros de las disoluciones de AgNPs de distintos tamafios, asi como
de las muestras de interés que pueden contener AgNPs.

Para realizar estas medidas se emplea el espectrofotdmetro y se utilizan cubetas de 10
mm de espesor de cuarzo. Se eligen de este material puesto que es transparente en todo
el rango de UV-VIS. Las medidas se llevan a cabo a temperatura ambiente®. En los
espectros obtenidos se representa la absorbancia frente a la longitud de onda (nm) de
cada muestra y patron.

Antes de comenzar a medir cada una de las disoluciones, deben limpiarse las cubetas con
agua MilliQ y deben ser homogeneizadas con la disolucion correspondiente.

Para obtener los espectros adecuados se preparan disoluciones de concentracién de 5
mg/L que entran dentro del rango lineal del método. Para la preparaciéon de las
disoluciones correspondientes, previamente es necesario sonicar cada una de las
muestras y patrones que contienen AgNPs. Asi trabajamos con disoluciones que
contienen NPs y son homogénas, el sélido esta distribuido por todo el liquido.

Gracias al sonicado evitamos que las AgNs se agreguen y aseguramos la homogeneidad.
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Una vez sonicadas las muestras y patrones originales se toman los correspondientes mL
de éstas y se diluye en agua MilliQ hasta obtener una concentraciéon de 5mglL/L.

Previamente a realizar las medidas, deben optimizarse las condiciones. Se realiza la
correccion con la linea base empleando agua MilliQ tanto en la cubeta de referencia
como la de medida, realizando un barrido entre unas longitudes de onda de 200-300 nm
a 500 nm.

Para determinar la estabilidad de las AgNPs tanto de muestras como de patrones, se
medird en distintos dias la misma disolucion preparada de concentracion 5mg/L.

3.4.2. Contenido total de Ag (1) en las muestras: procedimiento de digestion.

Nuestro objetivo es determinar cuanta plata idnica y cuanta plata en forma de
nanoparticula tienen las muestras comerciales. Para poder hacer esta distinciéon entre
ambos tipos de plata, es necesario previamente determinar el contenido total de plata.
La accién que se lleva a cabo es convertir toda la plata presente en la muestra en plata
iénica. Para ello se realiza una digestién acida con HNOs ya que mediante una reaccién
redox la Ag (0) se transforma en Ag (I).

A continuacion, vemos el efecto de la digestidn 4cida sobre las muestras:

3x(Ag°— 1le-— Ag+)
NO"3+4H++3e-—- NO+H,0
3Ag°+ 4 HNO"3 > 3 AgNO3 + NO + 2 H,0

Una vez toda la plata de la muestra es convertida a plata idnica con ataque acido, se
determina el contenido total mediante FAAS utilizando métodos de calibracion distintos:
interpolacion en calibracion externa y adicion estandar.

En la determinacion del contenido total mediante FAAS las condiciones son las indicadas
en el punto 3.1.1. Instrumentos, en la Tabla 3.1.

Las tablas correspondientes a la preparacién de las muestras por ambos métodos, donde
el ataque acido se lleva a cabo con HNOs concentrado al 69%, se encuentran en los
anexos indicados. Anexos: Punto 1. Tabla 1. y Punto 2. Tablas 2.1 2.2 2.3 y 2.4.

*Se debe de tener en cuenta que para la calibracién interna las preparaciones de las
muestras implican la preparacién de la recta de calibrado.
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3.4.3 Preparacion de las calibraciones.

Para la determinacion de contenidos totales se proponen dos métodos distintos, la
calibracién externa y la calibracién interna.

La calibracion externa es también conocida como el método clasico de interpolacién en
la recta de calibrado. Para la obtencidn de ésta se preparan patrones en agua o en un
método lo mas parecido a la muestra. En nuestro caso utilizamos HNOs al 1%. Todos los
patrones se preparan por pesada como se indica en el Anexo 3. Tabla 3.1.

Para el caso de la calibracién interna, comunmente conocida como adicion estandar, los
patrones incluyen una determinada cantidad de muestra o problema, de forma que el
entorno quimico de muestras problema es el mismo y se minimizan interferencias
proporcionales. En el Punto 2 de los Anexos en las Tablas 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4. se indica
mediante un ejemplo la preparacion de estas rectas.

3.4.4. Procedimiento de separacion de AgNPs: Ultrafiltracion.

La ultrafiltracién 7 es una técnica mediante la cual se permite la separacidon de sustancias
sin producirse cambios de fase. Para que se produzca esta ultrafiltracién se necesitan
unos filtros permeables que tengan un tamafio de poro definido, ademas se necesita una
presion de unas 4 u 8 atmdsferas, que permita a las particulas fluir a través de la
membrana permeable.

En este caso, esta técnica es muy Uutil

3 = : .
obrenadante == o puesto que permite la separacion de las

AgNPs &= o AgNPs presentes en las muestras

comerciales, de la Ag(l) que se
encuentra en estas.

I6nico Ag (1) —) Para la realizacién de la ultrafiltracion

hay que acondicionar previamente los

filtros a utilizar. Se realizé un estudio

sobre como debian acondicionarse

estos. En primer lugar, se pensd hacerlo

Imagen 1. Filtro utilizado para la Ultrafiltracion. lavandolos con HNOs puesto que es el

acido con el que se trabaja junto con la

manipulacion de plata. Se vio que la

acidez de HNOs era muy fuerte para los filtros y en consecuencia estos se estropeaban,
permitiendo que pasara todo el contenido que se queria filtrar.
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Finalmente se optd por hacer un lavado de los filtros con H,0 MilliQ ya que esta no dafia
la membrana porosa.

Para poder llevar a cabo la ultrafiltracién se acondicionan lo tubos de UF de la siguiente
manera: se adiciona a cada filtro con un 1ml de agua MilliQ y se centrifuga durante 10
minutos a 9000 rpm, esta operacidn se repite una vez mas en cada filtro. Una vez hecho
esto, se adiciona en cada filtro 0.5 gramos aproximadamente la muestra que se quiera
separar, previamente estas muestras comerciales habran sido sonicadas para evitar la
aglomeracion de AgNPs. Una vez afiadida la muestra, esta se centrifuga durante 30
minutos a 9000 rpm.

3.4.5. Ultrafiltracién y FAAS: Determinaciéon de contenido de Ag (l) y de AgNPs en cada
muestra comercial.

Las técnicas de separacién, como es el caso de la UF, van acompafiadas de técnicas de
separacion. En este estudio se combinan la UF con la FAAS para la determinacion de la
Ag (1) en disoluciones ultrafiltradas.

Tras ultrafiltrar las tres muestras comerciales, se obtiene de ellas el contenido de plata
idnica, que por diferencia con el contenido total de plata idnica (tras haber sufrido
digestién acida) de cada una de las muestras nos permitird obtener el contenido de
AgNPs.

Concentracion de Ag(I) total tras digestion acida
— Concentracion de Ag(l) tras ultrafiltracion
= Concentracion de AgNPs en una muestra comercial

Por lo tanto, una vez se separa la plata idnica de las AgNPs, se toma la disolucion filtrada
y se obtiene una muestra de concentracion adecuada para ser medida mediante FAAS.
Las condiciones para la determinacién del contenido de Ag (I) se encuentran en el Punto
3.1.1 Tabla 3.1.

Serd necesario preparar una recta de calibrado mediante calibracion externa, en la cual
se interpolaran las muestras de la ultrafiltracién. Adicionalmente se prepararan y
ultrafiltraran patrones de concentraciéon conocida de Ag(l) para comprobar que la
ultrafiltracién se realiza con éxito, ya que estos deberian mantener su contenido de Ag(l)
constante. La preparacion de los patrones de Ag(l) de concentracion conocida se
encuentra en los Anexos en el Punto O Tabla 0.2..
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La preparacion de las disoluciones las muestras y de los patrones de concentracion
conocida tras la ultrafiltracidn para la interpolacion en la recta de calibrado se encuentra
en el Anexo Punto 4. Tabla 4.1. y Tabla 4.2.

4. Resultados y discusion
4.1 Caracterizacién de las nanoparticulas.

Se realiza una caracterizacién cualitativa de AgNPs por EAM puesto que es la técnica con
la que contamos en el laboratorio, que proporciona una informacién aproximada sobre
el tamafio de las AgNPS. Sin embargo, se encuentran técnicas como DLS, Luz Dispersa o
bien Microscopia Electrdnica, que por si solos, o bien combinadas proporcionan una
mejor caracterizacién mas exhaustiva de las nanoparticulas de las muestras.

Las AgNPs pueden tener diferentes diametros en sus nanoparticulas, a pesar de ello, por
tratarse en todos los casos de AgNPs, presentan su maximo de absorbancia en torno a
400 nm, como se ha comentado previamente, debido a la resonancia del plasmén de
superficie localizada?®.

Se han caracterizado diferentes patrones de AgNPs de distintos didmetros.

Al representar conjuntamente los espectros de los diferentes patrones en la Figura 4.1.1,,
puede observarse que a medida que aumenta el didmetro de las nanoparticulas, el
maximo de absorbancia de estas se desplaza hacia valores mayores de longitud de onda.

Figura 4.1.1. Espectro de absorcion de los patrones de AgNPs. AgNPs (5 mg/L).

AgNps en funcién de su diametro.
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Se observa que para las AgNPs de 10 nm de maximo de absorbancia se sitia en 393.20 y
gue las longitudes van aumentando progresivamente hasta las AgNPs de 60 nm cuyo
maximo de absorbancia se encuentra en 439.80 nm.
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La EAM también se ha utilizado para comprobar la estabilidad de las AgNPs. Se han
obtenido los espectros de las mismas disoluciones durante distintos dias, asi se puede
comprobar si la sefial se mantiene a la misma A o si el maximo se traslada a A mayores, lo
cual indicaria estados de agregacion de las AgNPs. En la figura 4.1.2. se observa como
influye el tiempo en la estabilidad de las AgNPs de los patrones.

Figura 4.1.2. Estabilidad de las AgNPs en funcion de su didmetro, realizadas las
mediciones en un intervalo de separacion de 5 dias.

Absorbancia
o o o o
N S (o)) (0]

o

250

Estabilidad de las AgNps de diferentes diametros.

300

10nm Dia 5
10nm Dia 1

350 400

450

Longitud de Onda, A (nm)

20nm Dia 5 40nm Dia 5
20nm Dia 1 e 40nm Dia 1

500 550

60nm Dia 5
60nm Dia 1

En la tabla 4.1.1., se observa que al cabo de 5 dias los maximos se desplazan entre 1-4
nm a mayores A y la sefial disminuye, lo cual nos indica que los experimentos han de

realizarse con disoluciones recién preparadas.
Las nanoparticulas se agregan, y a efectos practicos es como si aumentara el didmetro

de éstas.

Tabla 4.1.1 Variacion de las Absorbancias en funcion del tiempo.

Diametro de

Absorbancia Dia

Absorbancia Dia

A(nm)Dia1l A (nm)Dia5
AgNPs 1 5
10 nm 393,20 0,83 394,20 0,61
20nm 395,20 0,94 398,60 0,82
40nm 415,20 0,71 417,80 0,67
60nm 439,80 0,53 444,00 0,53

Ademas de realizar las medidas de los diferentes patrones, se midieron cada una de las
muestras de interés obteniendo diferentes espectros. A partir de estos, y en comparaciéon
con los espectros de los AgNPs patrones, puede estimarse de forma aproximada el

didmetro de las AgNPs que contienen las muestras comerciales.
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El siguiente estudio consistio en correlacionar didmetros de AgNPs y A correspondientes
a los maximos de absorbancia. En la recta representada en la figura 4.1.3. se interpolaran
los valores de las maximas longitudes de ondas para cada una de las muestras, y asi se
estimara el didametro de las AgNPs de forma aproximada.

Figura 4.1.3. Recta de calibrado para aproximar el didmetro de las AgNPs de las muestras.

Representacion de la A (nm) correspondiente a la maxima absorbancia en

funcién del didmetro de las AgNPs (nm)
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0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 4.1.4. Espectros de absorcion de las diferentes muestras de AgNPs para una

concentracion de 5 mg/L.
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Por interpolacién de los valores maximos de longitud de onda en la recta de calibrado
obtenida anteriormente, se obtiene el didmetro aproximado.
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Tabla 4.1.2. Diagmetros aproximados de las AgNPs por comparacion con patrones de
AgNPs.

Diamétro (nm) de

Muestra A (nm) Max. Absorbancia las AgNPs
Wellness Original 409,80 0,38 31,41
Wellness Nueva 409,60 0,49 31,20

Biovedik 427,80 0,02 50,09

Mediante estas aproximaciones se pudo determinar los radios de las NPs presentes en
las diferentes muestras. En el caso de la muestra Wellness su didmetro estd en torno a
30 nm, y para la muestra de Biovedik sobre 50 nm. Para el caso de la muestra High
Stability no se pudo determinar el didmetro de sus AgNPs.

Puesto que de la muestra de Wellness se tenia dos ejemplares diferentes, se decidid

compararlas.

Figura 4.1.5 Comparacion de dos muestras comerciales de Wellness.

Muestras de Wellnes de diferentes lotes

Absorbancia
o o o o o
- N w S [9,]

o

250 300 350 400 450 500 550

Longitud de Onda (nm)
Wellness Nueva Wellnes Original

Con la muestra de Wellness Orginal con la que se empezd a desarrollar el trabajo, no se
ha podido ver cdmo es la estabilidad de las AgNPs puesto que la muestra se termind. Sin
embargo, si que se hace una comparacién de AgNPs con el nuevo lote de muestra
Wellnes, que nos permite obtener diferentes conclusiones.

Por un lado, se observa que los maximos de absorbancia en ambos casos corresponden
a la misma longitud de onda y por ello deducimos que el tipo de AgNPs de ambos lotes,
es el mismo. La diferencia entre los espectros de ambas son los valores de absorbancia.
Como era de esperar, los valores de la Wellness Nueva son mayores que los de la Wellness
Original ya que esta ultima muestra tenia mas tiempo cuando se realizé su espectro. La
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pérdida de absorbancia se debe a el envejecimiento de las nanoparticulas de la Muestra
Original.
También hemos estudiado la estabilidad de las AgNPs de un miso tipo y lote a lo largo del
tiempo.
Para el caso de la muestra Wellness de Nuevo lote realizamos el estudio viendo que era

muy estable pasados 4 dias.

Figura 4.1.6. Estabilidad de la muestra Wellness Nueva medida en un intervalo de cuatro
dlas.

Estabilidad de la muestra Wellness Nueva
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Wellness Nueva dia 10/7/18

Figura 4.1.7. Estabilidad de la muestra de Biovedik en un intervalo de varios meses.
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Figura 4.1.8. Estabilidad de la muestra High Stability en un intervalo de cuatro dias.
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4.2 Determinacion de los contenidos totales de Ag de las muestras comerciales por
espectroscopia de absorcion atdmica (FAAS).

Como se comentd previamente en el apartado de metodologia la determinacion de
contenidos totales se llevo a cabo tanto por el método de calibracidn externa como el de
calibracién interna. Una vez obtenidos los contenidos totales por ambos métodos, se
realizé un estudio estadistico, en el cual se observd que para ambos métodos los
contenidos totales eran practicamente iguales.

Para todas las muestras los parametros que se comparan de ambos métodos son sus
pendientes, y las incertidumbres de éstas. El dato que nos interesa para saber si el
contenido total se puede considerar igual, determinandolo por un método u otro, es la
probabilidad t asumiendo varianzas comparables de dos colas. Cuando el valor dado por
este sea mayor a un 15% consideraremos los dos métodos distintos.

Tabla 4.2.1. Comparacion de calibracion directa y adicion estdndar para la muestra de
High Stability de concentracion 10 mg/L.

Comparacion High Stability

Valor 1 Valor 2
Magnitud 1,75E-02 2,63E-02
Incertidumbre 7,15E-04 4,71E-03
Grados de libertad 4,00E+00 3,00E+00
Pardmetrozot 1,85

1 cola 2 colas
probabilidad asumiendo z 3,20% 6,40%
probabilidad t asumiendo varianzas
comparables 5,32% 10,64%
asumiendo varianzas no comparables 8,05% 16,11%
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Tabla 4.2.2. Comparacion de calibracion directa y adicion estdndar para la muestra de

Biovedik concentracion 25 mg/L.

Comparacion BiovediK

Valorl Valor2
Magnitud 1,75E-02 2,46E-02
Incertidumbre 7,15E-04 4,23E-03
Grados de libertad 4,00E+00 3,00E+00
Parametrozo't 1,67

1 cola 2 colas
probabilidad asumiendo z 4,74% 9,48%
probabilidad t asumiendo varianzas
comparables 6,94% 13,87%
asumiendo varianzas no comparables 9,67% 19,34%

Tabla 4.2.3. Comparacion de calibracion directa y adicion estdndar para la muestra de

Wellness concentracion 30 mg/L.

Comparacion Wellness

Valor 1 Valor 2
Magnitud 1,75E-02  1,22E-01
Incertidumbre 7,15E-04  2,47E-02
Grados de libertad 4,00E+00 3,00E+00
Parametrozot 4,25

1 cola 2 colas
probabilidad asumiendo z 0,00% 0,00%
probabilidad t asumiendo  varianzas
comparables 0,19% 0,38%
asumiendo varianzas no comparables 1,19% 2,39%

Puesto que, para los tres casos, ambos métodos no presentan diferencias significativas,
se decidié optar por el método de calibracion externa por ser mas rapido, suponer un
ahorro de reactivos, y evitar los efectos matriz propios de la calibracion interna. No
obstante, en los Anexos en Punto 7 se encuentra la determinacion de contenidos totales
por el método de adicion estdndar.
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Para la determinacién de contenido total de Ag(l) se realizd un estudio en el cual se veia
el efecto de oxidacién del HNOs en diferentes proporciones y tiempos de ataque. Esto se
hizo con el objetivo de encontrar la manera 6ptima para llevar a cabo la digestién en las
muestras. El estudio se realizé con la muestra comercial Wellness.

Se atacaron 3 alicuotas de la muestra Wellness Original en diferentes condiciones.

Tabla 4.2.4 Digestion dcida para una misma muestra en diferentes condiciones.

Muestra y condiciones Concentracion mg/L DSR %

Wellness 30 ppm 0,5:1 1h 27,68 32,4
Wellness 30 ppm 0,5: 1 2h 31,2 30,2
Wellness 30 ppm 0,5:0,5 2h 28,44 30,57

Como podemos observar, no influye mucho el hecho de estar agitando dos horas, por lo
que, por comodidad, el ataque de HNOs se decidié llevar a cabo durante una hora y con
una cantidad correspondiente al doble de la muestra.

Para la determinacién del contenido total del Ag(l) mediante FAAS, es necesario preparar
una recta de calibrado. En ellas se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras
comerciales y se obtuvo el valor de contenido total de Ag(l) al multiplicar por la dilucién
correspondiente a cada muestra. Para la muestra “Wellness Nueva” se prepard otra recta
de calibrado procediendo de la misma manera. En los Anexos Punto 5. Tabla 5.1 y Tabla
5.2 se muestra la preparacion de las rectas de calibrado para muestras originales y nuevas
respectivamente, y sus Figuras 5.1 y 5.2 correspondientes en las que se interpolan las
muestras.

Tabla 4.2.5. Contenidos totales de Ag(l) en mg/L tras la digestion dcida para muestras

comerciales.
Concentracion Real Concentracion
Muestra . DSR
mg/L obtenida mg/L
High Stability 10 9,91 9,15
Biovedik 25 20,06 4,73
Wellness Original 30 32,29 6,97
Wellness Nueva 30 29,35 0,58

En esta tabla se muestra el resultado de concentracion obtenida con su DSR obtenida a
partir del dato de So proporcionado por una plantilla estadistica. Adicionalmente en los
Anexos en el Punto 8 se muestra un estudio estadistico sobre la precision del método.
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4.3 Determinacion del contenido de AgNPs: aplicacion de la ultrafiltracion.

Tras realizar la ultrafiltraciéon se determinaron los contenidos de Ag(l) resultantes y que
quedaban en las disoluciones filtradas correspondientes a cada muestra comercial
mediante FAAS. Para ello se prepararon rectas de calibracion externa, como se indica en
los Anexos Punto 6 Tabla 6.1y 6.2 en las cuales se interpolaron los valores de absorbancia
de las muestras obtenidos en FAAS. Se prepararon dos rectas de calibrado, una para las
muestras compradas originalmente, y otra para la muestra de Wellness Nueva vy los
patrones de referencia.

Figura 4.3.1 Recta de calibrado para la determinacion del contenido de Ag(l) tras la
ultrafiltracion de todas las muestras originales.

Recta de calibrado para la determinacion del contenido de Ag(l) tras la
ultrafiltracion en muestras originales.
0,1
0,05 y=0,0108x+0,0012 o
—— R?=0,9983
0 @ @
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Concentracion patrones mg/L

Absorcién

Tabla 4.3.1. Concentraciones de Ag(l) en la disolucion filtrada obtenidas tras la
ultrafiltracion para las Muestras Originales.

Muestra Concentracion mg/L DSR
Blanco (solo agua
. -0,26 -349,46
destilada)

Patrén de 4,60 mg/L 4,44 20,20
Patron de 22,55 mg/L 19,11 5,28
Patrén de 22,55 mg/L 21,65 4,44
High Stability (10mg/L) 9,61 7,07
High Stability (10 mg/L) 9,52 6,52

Biovedik (25 mg/L) 18,46 5,28
Biovedik (25mg/L) 18,79 5,28
Wellness Original (30
0,81 138,47
mg/L)

Wellness Original

1,90 57,13

(30mg/L)
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Figura 4.3.2 Recta de calibrado para la determinacion del contenido de Ag(l) tras la

ultrafiltracion de todas las muestras Nuevas.

Recta de calibrado para la determinacidn del contenido de Ag(l) tras la
ultrafiltracion de Muestras Nuevas

0,2
0,15 y=0,0337x +
0,1
0,05

Absorbancia

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

Concentracion mg/L

Tabla.4.3.2 Concentraciones de Ag(l) obtenidas tras la ultrafiltracion para la muestra de

Wellnes Nueva y un patrdn de referencia.

Muestra Concentracion mg/L DSR
Blanco (solo agua
: -0,16 -391,46
destilada)
Patrén de 22,55 mg/L 20,67 3,13
Wellness Nueva 0,92 85,53
Wellness Nueva 0,54 144,67

Ademas de las muestras, se sometid al mismo proceso de UF a una disolucion de Ag idnica
Ag(l) de 22.5 mg/L. Se midio la sefial obtenida tras someter al patron de Ag (I) al
tratamiento de UF para comprobar que el método de analisis era adecuado. Se obtuvo el
% de recuperacion y salié una recuperacion del 92%, es decir una recuperacion alta.

Las tablas 4.3.1. y 4.3.2 muestran los resultados de concentracidon de plata idnica en el
sobrenadante tras la Ultrafiltracién. La DSR es la calculada a partir de la S proporcionada
por la plantilla estadistica. Esta DSR proporciona el valor de la desviacion de preparacion
de la muestra junto con la de la calibracién. Ademas, se calculd la DSR del método puesto
gue se hicieron dos réplicas de cada muestra.
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Tabla 4.3.4. Concentraciones de Ag(l) en las muestras tras la ultrafiltracion con la DSR de
método.

DSR del
Concentracion en mg/L de Ag(l) método

Muestra tras la ultrafiltracion
High Stability 9,57 4,08E+00
Biovedik 18,63 4,78E-15
Wellness Original 1,36 4,26E+03
Wellness Nueva 0,73 5,73E+03

Al aplicar la Ultrafiltracion, en el sobrenadante que atraviesa el filtro permanece la plata
idnica; en el filtro queda toda la plata en forma de AgNP. Sabiendo la cantidad de plata
total obtenida mediante ataque acido y la plata idnica, podemos hacernos una idea de la
cantidad AgNPs que hay originalmente en las muestras.

Tabla.4.3.5. Contenido de Ag(l) en las muestras comerciales.

Ag (1) tras ultrafiltracion
Muestra Ag(l) total (mg/L) (mg/L)
High Stability 9,91 9,57
Biovedik 20,06 18,63
Wellness Original 32,29 1,36
Wellness Nueva 29,35 0,73

Se puede observar que solo en el caso de la muestra Wellness el contenido original de
plata corresponde a la plata en forma de AgNPs. En los otros dos casos practicamente
toda la plata es plata idnica.

Figura 4.3.3. Comparacion del contenido de Ag(l) por diferentes métodos.

40,00
20,00
Ag (1) tras ultrafiltraciéon (mg/L)
Ag(l) total (mg/L
0,00 g(l) (mg/L)
High Biovedik Wellness Wellness
Stability Original Nueva

H Ag(l) total (mg/L) M Ag (1) tras ultrafiltracion (mg/L)
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4.4 Comparacion del Contenido de las muestras por diferentes métodos de

calibracion.

Tabla 4.4.1 Comparacion del contenido total de Ag(l) proporcionado por distintos

métodos.
Contenido total de Ag
Contenido total de Ag (I) (I) calibracién interna Contenido total de Ag (1)
Muestra calibracion externa (mg/L) (mg/L) tras ultrafiltracion (mg/L)
High Stability (mg/L) 9,91 11,65 9,57
Biovedik (25mg/L) 20,06 20,07 18,63

Wellness Original
(30mg/L) 32,29 29,29 1,36
Wellness Nueva (30

mg/L) 29,35 28,78 0,73

La Tabla es un resumen de los resultados obtenidos para cada una de las muestras.

5. Conclusiones

Se ha estudiado la estabilidad de muestras patrones y problemas que contienen NPs de
plata que absorben luz Uv-Visible, encontrando que al cabo de cinco dias las sefiales
varian, se produce el desplazamiento de longitudes de onda. Las muestras deben ser
analizadas recién preparadas para que su estabilidad sea la adecuada.

Se han estimado de forma aproximada los tamafios de las AgNPs presentes en tres
muestras comerciales de suplementos alimentarios. Los didmetros de las AgNps varian
entre 30 y 50 nm.

Se han determinado los contenidos totales de plata en tres muestras reales, obteniendo
valores aproximados a los fijados por los fabricantes.

Se han comparado distintas formas de calibrar para realizar las determinaciones no
encontrando diferencias significativas entre la calibracién directa y externa.

Se ha aplicado la ultrafiltracién para separar plata idnica de AgNPs en tres muestras
problema encontrando que en soélo una de ellas la mayoria de la plata se encuentra en
forma de nanoparticula.
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Anexos

0.Preparacion de patrones de Ag a partir del patron de 954 mg/L.

Tabla 0.1. Preparacion de patron de Ag (1) aproximadamente de 100 ppm.

Patrén de Plata de 100 ppm aprox.

g de Ag (1) de 954 mg/L g H20 Concentracion mg/L

0,9923 10,1183 93,56

Tabla 0.2. Preparacion de patrones de 25 y 30 mg/L para compararlos con las muestras
comerciales en la ultrafiltracion.

Patron de Ag Concentracié
Patron Tedrico mg/L 93,5613 mg/L g H20 g totales n mg/L
25 1,25 3,95 5,21 22,55
5 0,50 9,73 10,23 4,60

1.Preparacidon de muestras para la determinacion de contenidos totales mediante el
método de calibracion externa

Tabla 1.1. Preparacion de muestras segun el método de calibracion externa.

g de HNO;
Muestra g de Muestra concentrado g de H20 g totales
HS 0,50 0,60 4,30 5,40
Biovedik 0,20 0,48 4,55 5,24
Wellness Original 0,22 0,32 4,63 5,18
Wellness Nueva 0,49 0,39 4,32 5,21
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2. Preparacion de las rectas de calibracidn interna y las muestras en el método de

adicion estandar.

Tabla 2.1. Preparacion de la calibracion interna para la determinacion del contenido
total de la muestra High Stability (10 mg/L).

High Stability
g de Muestra gde HNOs gH20 g Ag afiadida patrén g totales
0,61 0,69 4,15 0 5,45
0,6 0,66 4,23 0,03 5,52
0,6 0,71 3,98 0,06 5,34
0,61 0,73 4,05 0,12 5,52
0,61 0,64 4,01 0,15 5,41

Tabla 2.2. Preparacion de la calibracion interna para la determinacion del contenido
total de la muestra Biovedik (25mg/L).

Biovedik
g de Muestra gde HNOs gH20 g Ag afnadida patrén g totales
0,3 0,36 4,64 0 5,31
0,3 0,21 4,85 0,03 5,39
0,3 0,35 4,71 0,05 5,42
0,3 0,21 4,66 0,13 5,3
0,3 0,26 4,72 0,15 5,43

Tabla 2.3. Preparacion de la calibracion interna para la determinacion del contenido
total de la muestra Wellness Original (30 mg/L).

Wellness Original
g de Muestra gde HNO; gH20 g Ag ainadida patron g totales
0,30 0,30 4,60 0,00 5,21
0,30 0,31 4,60 0,04 5,24
0,30 0,30 4,67 0,11 5,38
0,30 0,30 4,84 0,05 5,50
0,30 0,29 4,64 0,16 5,39
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Tabla 2.4.Preparacion de la calibracion interna para la determinacion del contenido
total de la muestra Wellness Nueva (30 mg/L).

Wellness Nueva

g de Muestra gde HNO; gH20 g Ag afiadida patrén g totales
0,30 0,35 4,60 0,00 5,25
0,30 0,39 4,60 0,03 5,33
0,30 0,30 4,70 0,05 5,35
0,30 0,23 4,85 0,10 5,48
0,30 0,23 4,70 0,15 5,38

3. Preparacion de recta de calibrado para la determinacion de los contenidos totales.

Tabla 3.1. Preparacion de la recta de calibrado para la determinacion de contenidos
totales de las muestras comerciales.

g totales de

Concentracion

Patron Tedrico g Patron de Ag(l) disolucion real del patron
mg/L 93.5613 mg/L con H20 g HNO3 en mg/L

0 0 10,25 2,15 0

1 0,11 10,37 2,11 0,95
2 0,2 10,44 2,26 1,83
3 0,3 10,26 2,29 2,77
4 0,4 10,18 2,47 3,7
5 0,5 10,35 2,68 4,52

*Esta es la preparacion de la recta de calibracion externa para las muestras (excepto la
muestra Wellness Nueva, que cuyo contenido total se determind posteriormentey le
pertenece a esta otra recta de calibrado diferente, pero se prepara de la misma

manera).
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4.Preparacion de las muestras comerciales y de patrones de concentracidon conocida
tras la ultrafiltracion para la determinacion del contenido de Ag(l) mediante FAAS.

Tabla 4.1. Experimento 1 de UF para las muestras originales. Preparacion de muestras
originales y patrones para determinar su contenido en Ag (1) en FAAS.

g totales con HNO;
Muestra g Muestra al 1%
Blanco 0,50 5,10
Patrén 4.60 mg/L 0,50 5,35
Patrén 22.5 mg/L 0,49 6,30
Patrén 22.5 mg/L 0,49 6,14
High Stability 10 mg/L 0,55 5,23
High Stability " 10 mg/L 0,67 5,24
Biovedik 25 mg/L 0,50 6,21
Biovedik " 25 mg/L 0,50 6,29
Wellness Original 30 mg/L 0,48 6,16
Wellness Original "' 30 mg/L 0,50 6,20

Tabla 4.2. Experimento 2 UF para la muestra Wellness Nueva. Preparacion de
muestras Nuevas y patrones para determinar su contenido en Ag (1) en FAAS.

g totales con HNO;
Muestra g Muestra al 1%
Blanco (solo agua destilada) 0,50 5,10
Patron de 22,55 mg/L 0,50 5,97
Wellness Nueva 0,49 6,29
Wellness Nueva 0,49 6,22

5. Preparacion de las rectas de calibrado para la determinacion del contenido total
del Ag(l) en muestras comerciales.

Tabla 5.1. Preparacion de patrones de concentracion conocida para la recta de
calibrado (Muestras Originales)

g totales de Concentracion
Patrén Tedrico g Patrén de Ag(l) disolucion gHNO3 al real del patrén
mg/L 93.5613 mg/L con H20 5% en mg/L
0 0 10,25 2,15 0
1 0,11 10,37 2,11 0,95
2 0,2 10,44 2,26 1,83
3 0,3 10,26 2,29 2,77
4 0,4 10,18 2,47 3,7
5 0,5 10,35 2,68 4,52
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Figura 5.1. Recta de calibrado para la determinacion de contenidos totales.

Recta calibrado en absorcion atdémica de Llama para la determinacion
de contenidos totales de Ag(l) en diferentes muestras Originales
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Tabla 5.2. Preparacion de patrones de concentracion conocida para la recta de
calibrado (Muestra Nueva)

g de patrén g totales de
Patron mg/L de Ag g HNO3 al 5% disolucion Concentracion
93,56+3 con H20 en mg/L
0 0,00 2,11 10,20 0,00
1 0,10 2,15 10,42 0,93
3 0,31 2,30 10,15 2,83
5 0,52 2,51 10,27 4,72

Figura 5.2 Recta de calibrado para la determinacion del contenido total de la muestra.

Recta de calibrado para la determinacién del contenido total de Ag
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6. Ultrafiltracion: Rectas de calibrado.

Se prepard una recta de calibrado para poder interpolar las muestras una vez estas
habian sido ultrafiltradas.

Tabla 6.1. Preparacion de los puntos de la recta de calibrado para la ultrafiltracion de las
muestras originales.

Patrones a , g totales de .,
g Patron de Ag(l) 0 . .l Concentracié
preparar 93.56:3 mg/L g HNO3 al 5% disolucion n en mg/L
en mg/L R con H20
0 0,00 2,16 10,30 0,00
1 0,09 2,13 10,41 0,85
3 0,30 2,33 10,31 2,71
5 0,50 2,50 10,01 4,66

Figura 6.1. Recta de calibrado para la determinacion de contenidos totales mediante
ultrafiltracion.

Recta de calibrado para la determinacidn del contenido de Ag(l) tras
la ultrafiltracion en muestras originales.
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Ultrafiltracion Muestra Nueva de Wellness.

Tabla 6.2. Preparacion de los puntos de la recta de calibrado para la ultrafiltracion de las
muestras Nuevas.

Patrén mg/L g de patréon de g totales con d?;;ﬁ,t;l;: S:n Concentracion en
Ag 93,5613 HNO; 5% mg/L
H.O
0 0 2,11 10 0
1 0,1072 2,17 10,1484 0,93
3 0,3168 2,2 10,455 2,83
5 0,4935 2,18 10,2385 4,72
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Figura 6.2. Recta de calibrado para la determinacion de contenidos totales mediante

ultrafiltracion.

Recta de calibrado para la determinacidn del contenido de Ag(l) tras la
ultrafiltracion de Muestras Nuevas
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7. Determinacion del contenido total de Ag (I) con digestion acida por el método de

adicion estandar.

Tabla 7.1 Contenidos totales de Ag(l) tras digestion dcida por el méodo de adicion
estdndar para diferentes muestras comerciales.

Concentracion Adicion 0
Muestra Estandar mg/L DSR %
High Stability (10 mg/L) 11,65 10,84
Biovedik (25 mg/L) 20,07 42,67
Wellness Original (30 2929 4,23
mg/L)
Wellness Nueva (30
mg/L) 28,78 5,29

Estos contenidos totales se obtienen con las rectas de adicién estandar que se

muestran a continuacion.

Figura7.1. Adicion estdndar de la muestra de High Stability correspondiente a 10 mg/L

tedricos.
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Figura 7.2. Recta de adicion estdndar de Biovedik correspondiente a 25 mg/L.

Recta adicion Estandar - Biovedik

0,08
y =0,0153x+0,0184 @

’

0,06
0,04
0,02

Absorbancia

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion de Ag mg/L

Figura 7.3. Recta de adicion estdndar de la muestra comercial Wellness correspondiente
a 30 mg/L.
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Figura 7.4. Recta de adicion estdndar de la muestra comercial Wellness correspondiente
a 30 mg/L.
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8. Estudio estadistico sobre la incertidumbre de los resultados obtenidos

Se ha realizado un estudio para obtener la incertidumbre del resultado y ademas, para
determinar la contribucién de las distintas etapas del método analitico a dicha
incertidumbre. Se ha realizado con el método de calibracién externo y la determinacién
del contenido total de plata en la muestra Wellness Nueva.

Cada etapa del proceso analitico realizado lleva asociada una fuente de incertidumbre.
El esquema del proceso aplicado en este caso es el siguiente:

Muestra —P Ataque dacido —P Medida FAAS — P (recta de calibrado)
— P> concentracion

La recta de calibrado son patrones acuosos en este caso y el proceso de ataque se ha
realizado dos veces con dos muestras iniciales (ataque 1y ataque 2)

Por tanto tenemos incertidumbre de:

1. Preparaciéon de muestra (ataque oxidante). La Ilamo Sprep

2. Medida instrumental. La llamo Sinst

3. Incertidumbre de calibracion. La llamo scal
En este apartado se trata de obtener de forma aislada cada una de las incertidumbres.
La imprecision total seria la contribucion de las tres fuentes de error. En términos de
desviacidn estandar siotal la expresion es:

Stotal> = S prep2+5 inst2+S cal’

a) Estimacidn de la incertidumbre de la preparacién de la muestra
Para realizar este estudio se toman dos pesos diferentes de muestra inicial problema
Wellness Nueva y se someten por separado al tratamiento acido. En nuestro caso el
numero de réplicas es dos, el valor promedio es 29,37 y la s es 1,8E-02 mg/L. (sprep)

b) Estimacién de la incertidumbre instrumental
La imprecision instrumental se ha tomado mediante el valor del promedio vy la
desviacioén (datos estadisticos) que nos proporciona el instrumento para un patron de
concentracion conocida. Se ha tomado el valor para el patrén de Ag de 5 ppm, que se
ha medido tres veces y el instrumento nos da la estadistica de esa medida. En este caso
la s es (sinst) con un valor de 0,222 mg/L en unidades de absorbancia.

c) Estimacién de la incertidumbre de la calibracién

El error asociado a la calibracién al realizar un ajuste por minimos cuadrados entre
concentracion y sefal instrumental se puede determinar mediante expresiones
establecidas en el libro y ecuacién de Miller. La siguiente expresién nos da el valor de la
imprecision al determinar la concentracidon de un compuesto, y que lleva asociada la
incertidumbre de la calibracion y la instrumental.
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s - Sw/c 1 . 1 . (Mobt b medin)
0 S m n 2 (c -C
S 2 i medio
Donde - n2 patrones, puntos (m)
- n2 de réplicas de muestra (n)
- Sensibilidad (S)

)

- Distancia ente sefal obtenida y centroide (Mobt-

o M )

media

- Distancia entre patrones (C C_
i- medio

Teniendo en cuenta todos los datos, la scal es 0.0792 mg/L
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