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Abreviaturas empleadas

NP: Nanoparticula

AgNPs: Nanoparticulas de plata

EAA-llama: Espectroscopia de Absorcién Atdmica en llama
FM: Fase movil

HDC: Cromatografia hidrodinamica

ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente
PA: Penicilamina

Pl: Patrén interno

tr: tiempo de retencién

LD: Limite de deteccidn

LC: Limite de cuantificacién

SDS: Dodecilsulfato de sodio

SEM: Microscopia electrénica de barrido
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Resumen

En la actualidad, las nanoparticulas de plata (AgNPs) son ampliamente comercializadas en el mercado
mundial debido a sus diversas propiedades. Entre ellas destaca su actuacion como agente
antibacteriano, lo que las hace aptas para la desinfeccion de dispositivos médicos, tratamiento de
aguas o recubrimiento de fibras textiles.

Por lo tanto, el estudio y caracterizacién de las AgNPs y especies derivadas es importante para
comprender y controlar su sintesis y aplicaciones; asi como para tomar consciencia de posibles efectos
toxicos y/o nocivos para el medioambiente y la salud humana. Ademads, es interesante conocer la
posible transformacién de AgNPs en Ag* que puede tener lugar en el medioambiente.

En este trabajo se ha utilizado la técnica de Espectroscopia de Absorcion Atémica en llama (EAA-llama)
para la determinacidn y caracterizacién de especies de plata en patrones de AgNPs y en suplementos
alimenticios. Para caracterizar las diferentes especies de Ag se ha realizado la separacién fisica de
AgNPs y Ag* mediante la técnica de ultrafiltracion, previamente a su determinaciéon por EAA-llama.
Ademads, se ha llevado a cabo la caracterizacion de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm mediante
Cromatografia Hidrodindmica (HDC) con deteccién UV-VIS, y se han optimizado las fases moviles
empleadas teniendo en cuenta los pardmetros cromatograficos y de recuperacidon obtenidos. Por
ultimo, se ha llevado a cabo la caracterizacién de AgNPs y Ag* directamente mediante HDC-ICP-MS,
poniendo interés en conseguir una eficiente separacién entre los distintos tamanos de AgNPs y la Ag*.
En base a estos resultados, se ha procedido a la cuantificacion de AgNPs y Ag® en suplementos
alimenticios mediante HDC-ICP-MS.

Abstract

Nowadays, silver nanoparticles (AgNPs) are widely sold in the market due to their diverse properties.
Among them, its performance as an antibacterial agent stands out, which makes them suitable for
disinfection of medical devices, water treatment or textile fiber coating.

Therefore, the study and characterization of AgNPs and derived species is important to understand
and control their synthesis and applications; as well as to become aware of possible toxic or harmful
effects on the environment and human health. In addition, it is interesting to know the possible
transformation of AgNPs into Ag* that could take place in the environment.

In this work, the Flame Atomic Absorption Spectrometry (FAAS) technique has been used for the
determination and characterization of silver species in AgNPs patterns and food supplements. To
characterize the different species of Ag, the physical separation of AgNPs and Ag" has been
accomplished using the ultrafiltration technique, prior to its determination by FAAS. Moreover, the
characterization of different sizes of AgNPs (10, 20, 40 and 60 nm) has been carried out using
Hydrodynamic Chromatography (HDC) with UV-VIS detection, and mobile phases used for that have
been optimized taking into account chromatographic and recovery parameters obtained. Finally, the
characterization of AgNPs and Ag* has been carried out directly using the HDC-ICP-MS technique,
putting interest in achieving an efficient separation between the different sizes of AgNPs and Ag*.
Based on these results, the quantification of AgNPs and Ag* in food supplements was performed using
HDC-ICP-MS.



1. Introduccion

El uso de la Nanotecnologia por el ser humano no es nada nuevo, de hecho ésta ya era empleada en
tintes para fibras y tejidos alrededor del afio 2600 a.C?. Sin embargo, no seria hasta mucho mas tarde,
en el ano 1959, cuando el cientifico Richard Feynman comenzaria a suscitar el interés por la
Nanotecnologia?, incluso antes de haberse acufiado dicho término (lo cual sucederia en 1974 gracias
al japonés Norio Taniguchi), durante una conferencia llamada “Existe mucho espacio en el fondo”.
Aunque este nuevo campo no alcanzaria su maximo potencial hasta 1981, con el desarrollo del
microscopio de efecto tunel a manos de Gerd Binning y Heinrich Rohrer® (Premio Nobel en Fisica en el
afio 1986), el cual permitié observar la materia a nanoescala.

Desde ese momento, el uso de nanoparticulas y nanomateriales en productos comerciales se ha
incrementado exponencialmente, teniendo numerosas aplicaciones en los campos de aerondutica,
construccion, cosmética, automovilistica, medicina, ingenieria, electrénica®... El motivo de ello son sus
singulares propiedades fisicas y quimicas, tales como su elevada relacién drea superficial-volumen, su
alta resistencia mecanica y su efecto de confinamiento cuéntico®.

Pero, ¢a qué llamamos nanomateriales? Segun la Comisién Europea, un Nanomaterial es todo aquel
material natural, secundario o fabricado que contiene particulas en estado disperso o en forma de
agregado o aglomerado, y en el que al menos un 50% de las particulas en la granulometria numérica
poseen una o mas dimensiones externas en el rango de tamafios comprendido entre 1 nmy 10 nm’.
Para que sirva como comparacién, el didmetro de un dtomo de carbono es de aproximadamente de
unos 0,25 nm*. En casos especificos y justificados por preocupaciones medioambientales, sanitarias,
de seguridad o de competitividad, el umbral de la granulometria numérica del 50% puede ser
sustituido por un umbral comprendido entre el 1% y el 50%°.

La deteccidn, caracterizacién y cuantificacién de nanomateriales inorgdnicos puede llevarse a cabo
mediante diversas técnicas. Como técnicas de separacion en flujo continuo destacan la Cromatografia
Hidrodinamica (HDC), la electroforesis capilar (CE) y en gel (GE), el fraccionamiento en flujo mediante
campos (FFF), ademas de varios tipos de Cromatografia liquida como la de exclusion (SEC), de fase
reversa y de intercambio catidnico. Por otro lado, para la cuantificacién de NPs se emplean técnicas de
espectrometria atdmica tales como: Espectroscopia de Absorcién Atdmica Electrotérmica (ETAAS),
Espectroscopia de Emisidn Atémica con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-OES) y Espectrometria
de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS)’.

En este trabajo se pone el foco sobre las nanoparticulas de plata (AgNPs) debido a su gran presencia
en el mercado. Su principal uso es como agente antibacteriano en recipientes para el almacenamiento
de comida, recubrimientos textiles, tratamiento de aguas, asi como en otras aplicaciones
medioambientales®. En tiendas ecoldgicas, se comercializan como antimicrobianos, antifingicos e
incluso antibidticos para contribuir a la mejora de las defensas del cuerpo; este es el caso de los tres
suplementos alimenticios para consumo humano que van a estudiarse.

1.1 Caracterizacion de nanoparticulas mediante EAA-llama

Esta técnica estd basada en la absorcién de radiacién de los &tomos formados en una llama a partir de
una muestra liquida. En el atomizador de llama, la muestra se nebuliza mediante un flujo de gas
oxidante (acetileno en este trabajo) mezclado con un combustible también gaseoso (aire) y se lleva
hacia una llama donde ocurre la atomizacién®. Estos atomos formados son irradiados por la LCH



Fig.1 Esquema del funcionamiento de EAA-llama
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Para el estudio de Ag en muestras medioambientales se han empleado diversos métodos, entre los

1011 Sin embargo, como método

gue se encuentran técnicas espectrométricas y electrotérmicas
rutinario de menor complejidad instrumental y bajo coste destaca la EAA-llama, permitiendo la
determinacién de iones metalicos. Aunque el analisis directo de trazas puede llegar a ser complicado
debido a la baja sensibilidad de esta técnica, y a menudo son necesarios tratamientos previos de
preconcentracion®?. Un ejemplo de ello es el empleo reciente de la técnica de EAA-llama para la
determinacion de Ag* en muestras medioambientales empleando la extraccién en punto de nube (CPE)
para su preconcentracidon®. En este trabajo se hace uso de la EAA-llama con LCH de Ag (irradiaa A =

328,07 nm) puesto que va a determinarse la absorcién de atomos de Ag*.

1.2 Caracterizacion de nanoparticulas mediante Cromatografia Hidrodinamica

La Cromatografia Hidrodindmica (HDC) es una técnica empleada para la
separacion y determinacion del tamafo de particulas, la cual no requiere
interacciones fisicas o quimicas: cada particula tiene asociado un
determinado tiempo de elucién de acuerdo a su tamafio efectivo.
Conforme el fluido atraviesa la columna empaquetada con particulas no

porosas, la velocidad cerca de las paredes es inferior a la existente en la

regién central®*.Por razones de geometria, las NPs de mayor tamafio

estadisticamente se situan preferentemente en la regién central, por lo =
que salen antes de la columna mientras que las de menores tamanios se 4
encuentran cercanas a la pared del capilar, se ralentizan y por ello salen

mas tarde de la columna®®. El mecanismo de separacion también puede Fig. 2 Separacion por

verse afectado por efectos estéricos, interacciones con la pared y fuerzas tamafios en el interior de la

externas como la gravedad?. columna

Esta técnica tiene similitudes con la Cromatografia de exclusién, asi como con la técnica de
Fraccionamiento de flujo de campo. Sus principales ventajas son su capacidad para separar especies
de acuerdo Unicamente a su tamafio y su sencillez de manejo y equipamiento. Sus desventajas son la
baja resolucidn, la necesidad de corregir la dispersidn de los picos cromatograficos y de calibracidn de
la intensidad de la sefial segun el tamafio.

Posee muchas aplicaciones, como por ejemplo la determinacion de Ag disuelta y la simultanea
caracterizacién de AgNPs en la sangre y el plasma de pacientes que sufren de quemaduras empleando
HDC-ICP-MSY’. Ademas, también acoplada a ICP-MS se le ha dado uso para el andlisis de AgNPs en
aguas superficiales, y de TiO,NPs y ZnONPs en protectores solares comerciales®,
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Fig. 3 Esquema de la instrumentacién de HDC
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1.3 Caracterizacion de nanoparticulas mediante Espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente

La Espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) se ha perfeccionado hasta
convertirse en una de las técnicas actuales mas importantes para el analisis elemental, debido a sus
bajos limites de deteccién para la mayoria de los elementos, su alto grado de selectividad y sus
razonablemente buenas precision y exactitud. En estas aplicaciones, la introduccion de la muestra en
forma de disolucién se realiza mediante un nebulizador (el empleado en este trabajo es de flujo
cruzado) y el atomizador e ionizador es una antorcha de plasma acoplado por induccidn.

Mediante ICP-MS pueden determinarse mas del 90% de los elementos de la tabla periddica y se logran
tiempos de medida de 10 segundos por elemento, con limites de deteccion de 0.1 a 10 ng/mL para la
mayoria de ellos®.

En los ultimos afios, el estudio de la distribucion de tamafios de NPs se ha llevado a cabo
satisfactoriamente empleando la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente en el
modo de deteccién individual de particulas (SP-ICP-MS). Ademas, se ha demostrado que la técnica SP-
ICP-MS puede ser empleada para el analisis de especies de NPs e iones libres metalicos en disolucion®.
En este estudio, el analisis de AgNPs y Ag* se realiza mediante HDC-ICP-MS, que alna las propiedades
de separacion de la HDC ya comentadas con la elevada sensibilidad del ICP-MS. Ya habia antecedentes
de procedimientos similares en el estudio de AuNPs y Au®, para los que se habia empleado la
Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a ICP-MS?122,

En este trabajo va a emplearse ICP-MS para la cuantificacién de pequefias concentraciones de Ag* en
patrones de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm; separandola previamente de las AgNPs mediante
ultrafiltracién. El motivo es que la técnica de ICP-MS es capaz de detectar los elementos presentes en
una muestra que contiene un nanomaterial, pero no es capaz de proporcionar informacion acerca del
estado fisico-quimico del elemento (por ejemplo, si se
presenta como especie disuelta o en forma de particulas) o

lentes )
quadrupolo  ionicas interfase

informacion relacionada con las NPs (forma, tamafio, estado -
de agregacion...). Por ello, en diversos estudios se ha TEIiI LI N

Fig. 4 Esquema de un equipo de ICP-MS
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A causa de ello, se estudiaran los parametros cromatograficos y la recuperacion para distintas fases

moviles empleadas en la separacién de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm mediante la técnica de HDC

acoplada a ICP-MS (HDC-ICP-MS). Con la fase moévil considerada 6ptima, se procedera a determinar

simultdneamente el contenido de AgNPs y Ag+ en suplementos alimenticios, asi como el tamafio medio
de las AgNPs.

2.0bjetivos y planteamiento del trabajo

El objetivo fundamental de este trabajo es la caracterizacidn de nanoparticulas de plata (AgNPs) de

diferentes tamafos y especies derivadas, utilizando diferentes técnicas analiticas (EAA-llama, HDC e

ICP-MS) con el fin de determinar las distintas especies en muestras de suplementos alimenticios.

Este objetivo general puede dividirse en los objetivos especificos a continuacién descritos:

Busqueda de informacién bibliografica relacionada con AgNPs asi como con NPs en general y
su caracterizacién mediante HDC y diversas técnicas acopladas a ICP-MS, destacando el
tdandem HDC-ICP-MS.

Determinacion y caracterizacion de especies de plata mediante EAA-llama (con y sin
ultrafiltracién como etapa previa) en patrones de AgNPs y suplementos alimenticios, y
mediante ICP-MS para patrones de AgNPs. Evaluacién estadistica de los resultados y
comparacién intralaboratorio y con valores especificados por el fabricante.

Caracterizacion de AgNPs mediante HDC con deteccidon UV-VIS. Valoracién de pardmetros
cromatograficos y recuperaciones, y optimizacion de distintas fases maoviles para la separacion
de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm.

Caracterizacion de AgNPs y Ag" mediante HDC-ICP-MS. Valoracién de parametros
cromatograficos y optimizacion de distintas fases méviles para una eficiente separacidn entre
las AgNPs de didmetros 10, 20, 40 y 60 nm y la Ag*. Aplicacidn de esos resultados a la
cuantificacion de AgNPs y Ag* en suplementos alimenticios mediante HDC-ICP-MS.

3. Parte experimental

3.1 Instrumentacion: Aparatos y materiales

Los instrumentos, aparatos y materiales empleados para la realizacién de este trabajo se encuentran

descritos en los apartados A.1, A.2 y A.3 de Anexos.

3.2 Reactivos y disoluciones
3.2.1 Patrones

10 nm Silver Nanosphere. Nanoxact 0,02 mg/mL, 25 ml (Nanocomposix, San Diego, EE.UU.)
20 nm Silver Nanospheres. Nanoxact 0,02 mg/mL 25 mL (Nanocomposix, San Diego, EE.UU.)
40 nm Silver Nanospheres, citrate. Nanoxact 0,02 mg/mL, 25 mL (Nanocomposix, San Diego,
EE.UU.)

60 nm Silver Nanospheres, citrate. Nanoxact 0,02 mg/mL, 25 mL (Nanocomposix, San Diego,
EE.UU.)



Estos cuatro estandares de nanoparticulas siempre deben sonicarse antes de su uso durante al
menos 5 minutos con el fin de evitar su aglomeracién.

- Plata estandar para ICP-MS 99443 mg/L (Sigma-Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)

- Patrdén de Rh para ICP-MS de 1001 + 6 mg/L (Fluka Analytical, Suiza)

3.2.2 Reactivos

- Acido nitrico (HNOs) 69-70% (J.T. Baker, Phillipsburg, EE.UU.)

- Dodecilsulfato de sodio (SDS) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EE.UU.)

- Formaldehido 35-40% (Probus, Barcelona, Espafia)

- Tiocianato de amonio (NH4SCN) (PanReac AppliChem, ITW Reagents, Castellar del Vallés,
Barcelona, Espaiia)

- Hidrogenofosfato de sodio (Na;HPO,) (Sigma-Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)

- Triton X-100 (Sigma-Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)

- D-Penicilamina 96-101% (Sigma-Aldrich Chemie, Stenheim, Alemania)

3.2.3 Muestras

Biovedik?*

Segun instrucciones del fabricante, esta muestra con un contenido en plata idnica y
coloidal de 25 mg/L, se prepara a partir de agua desionizada y plata pura al 99,9%. El
método de fabricacién emplea baja corriente y bajo voltaje (aproximadamente 30 V), lo
cual hace posibles los tamafios muy reducidos de las particulas. Se emplea como
antibidtico natural, presuntamente sin efectos secundarios, y se ingiere de forma oral en

ayunas. Es distribuido por: Alex Healthy and Natural Pvt Ltd, Puducherry, India
Fig. 5 Botella comercial de Biovedik

High Stability?s

Segun las especificaciones del fabricante, estd constituida por agua ultrapura y plata —z—
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Wellness?®

Segun las instrucciones del fabricante, se trata de una suspension de plata coloidal en agua
destilada producida mediante un proceso eléctrico. La concentracion especificada de plata
de esta muestra es de 30 mg/L y el rango de tamafios de sus AgNPs abarca de 1 a 100 nm.
Su funcién es mejorar las defensas del cuerpo en periodos de estrés fisico y se administra
via oral durante periodos de tiempo cortos. Este suplemento es producido por: Source
Naturals, California, EE.UU.

Fig. 7 Botella comercial de Wellness



Previamente a su utilizacidn, todo el material de trabajo se sumerge en una disolucion al 10% (v/v) de
HNOs en agua ultrapura (Milli-Q) durante un minimo de 24h. Transcurrido ese tiempo, se aclara con
agua ultrapura y se deja secar al aire antes de darle uso.

Todas las disoluciones empleadas se han preparado a partir de los reactivos y patrones citados
anteriormente, utilizando agua ultrapura obtenida a partir de agua tratada con un purificador Millipore
(modelo Q-POD, Millipore Corporation, Massachusetts, EE.UU).

Las disoluciones se preparan por pesada en la balanza de precision para poder calcular
concentraciones exactas, puesto que las micropipetas poseen elevadas incertidumbres. Para la
densidad de todas las disoluciones se ha supuesto la del agua: 1 g/mL.

3.3 Procedimientos

3.3.1 Caracterizacion de patrones de AgNPs mediante EAA-llama

Para llevar a cabo la adecuada caracterizacion, en primer lugar se determiné el contenido en plata
total de los patrones de AgNPs. De acuerdo con el fabricante, su contenido total de Ag es de 20 mg/L.
Para ello, se procedid a oxidar los patrones de los distintos tamafios de AgNPs (10, 20, 40 y 60 nm) con
HNOs para que toda la plata existente se encontrase en su forma idnica (Ag*).

Se prepard una recta de calibrado partiendo de un patréon de Ag* comercial de concentracion 994+3
mg/L. La recta se construyd con concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4y 5 mg/L de Ag* en un volumen 15 mL
con HNOs al 1%. Primero fue necesaria una dilucion intermedia a 100 mg/L de Ag*en 5 mL de agua
destilada y a partir de ahi se prepararon las disoluciones de la recta tomando volumenes de 0; 0,15;
0,30; 0,46; 0,60 y 0,76 mL respectivamente de Ag* 100 mg/L, a los que se afiadieron 0,15 mL de HNO;,
para luego enrasar hasta un volumen de 15 mL con agua ultrapura Milli-Q.

Para la preparacion de las AgNPs, se diluyeron los patrones comerciales de concentracion 20 mg/L
hasta 3 mg/L para no superar el rango lineal. Ademas, con esa concentraciéon nos encontramos cerca
del centroide de la recta, que es el punto de menor incertidumbre de la misma. El motivo es que la
incertidumbre del valor interpolado, segiin las ecuaciones mateméticas empleadas para su calculo?,
es menor hacia el centro de la recta; ademads de que extrapolando mas alla de los puntos usados para
el calibrado, se aumentan la incertidumbre y los riesgos de entrar en una regién donde la recta de
calibrado ya no sea lineal. Asi pues, para la dilucidn se tomaron 0,75 mL de cada uno de los patrones,
se atacaron con un volumen equivalente (0,75 mL) de HNOs y se dejaron reposar durante una hora.
Después, se enrasod hasta un volumen final de 5 mL.

Por ultimo, se midieron las disoluciones con la técnica de EAA-llama.

Con objeto de comprobar el grado de oxidacién de las AgNPs de los patrones comerciales, se procedié
a realizar una ultrafiltracion, técnica que permite separar Ag* y AgNPs; para asi poder determinar el
contenido en plata idnica de los patrones de AgNPs. El procedimiento de preparacién de la recta de
calibrado fue el mismo que se acaba de mencionar en la determinacion del contenido de Ag total: en
este caso las concentraciones empleadas fueron 0, 0.5, 1, 2, 3 y 4 mg/L, se prepard una disolucion
intermedia de Ag* de 100 mg/L a partir del patron comercial y se afiadieron respectivamente 0; 0,072;
0,15; 0,30; 0,44 y 0,6 mL de ella, ademds de 0,15 mL de HNO3, para luego enrasar hasta los 15 mL con
agua Milli-Q.
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Para llevar a cabo la ultrafiltracidn, en primer lugar se activaron los cartuchos de
ultrafiltracion llenandolos con agua Milli-Q y sometiéndolos a centrifugacién

durante 10 minutos a 9000 rpm. Una vez hecho esto, se vacié el agua Milli-Q de AgNPs
los cartuchos para evitar la dilucién de las muestras y se procedid a llenarlos con membrana
las disoluciones patron de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm. Se realizé también el Ag

proceso de ultrafiltracién con un patrén de Ag* de 10 mg/L, con objeto de poder

calcular la recuperacion del proceso de ultrafiltracion. Se centrifugaron las

disoluciones durante 10 minutos a 9000 rpm, después de este proceso las AgNPs Fig. 8 Cartucho de
quedan retenidas por la membrana y la Ag* (de menor tamafio), pasa a la parte ultrafiltracion
inferior del cartucho.

Se tomaron 0,5 mL de la disolucidn inferior de cada cartucho, se afiadieron 0,05 mL de HNOjs (el acido
debe afiadirse después de la ultrafiltracién, ya que de lo contrario estropea la membrana del cartucho)
y se enrasé a 5 mL. Haciendo la suposicion de que todo se filtrase, tomando este volumen se consigue
diluir los 20 mg/L de Ag de los patrones de AgNPs como minimo hasta 2 mg/Ly los 10 mg/Lde Ag*a 1
mg/L, de forma que todas las medidas entren dentro del rango lineal de la recta preparada.

Por ultimo, se midieron las disoluciones con la técnica de EAA-llama. Los parametros del instrumento
empleados en cada una de las medidas se especifican en la Tabla A.1 de Anexos.

3.3.2 Determinacidn del contenido de AgNPs y Ag* en suplementos alimenticios
mediante EAA-llama

Para cuantificar las especies de plata de las tres muestras comerciales descritas en el apartado 3.2.3,
Biovedik, Wellness y High Stability, se procedié de forma muy similar a la empleada con los patrones
de AgNPs. Primero se prepard una recta de calibrado con disoluciones de concentracién0, 1, 2, 3,4y
5 mg/L de Ag* al 1% de HNOs en 15 mL. Para ello se preparé una disolucién intermedia de 100 mg/L de
Ag" y para preparar cada punto se tomaron de ella volimenes de 0; 0,15; 0,31; 0,47; 0,60 y 0,74 mL,
respectivamente.

En cuanto al tratamiento de muestra para la determinacion de plata total, se tomaron disoluciones
de cada suplemento de aproximadamente 3 mg/L de Ag en 5 mL. La concentracién especificada por el
fabricante de cada suplemento, asi como los volimenes tomados, se reflejan en la Tabla A.2 de Anexos.

La cantidad tomada de cada suplemento se atacd con un volumen equivalente de HNOs, se dejé
reposar durante una hora y se enrasé con agua Milli-Q hasta llegar al volumen final especificado en la
tabla, obteniendo disoluciones de concentracidn cercana a 3 mg/L.

Tras esto, se llevd a cabo la ultrafiltracidn de las tres muestras comerciales para separar las especies
de Agy poder llevar a cabo la determinacidn de plata iénica. Primero se activaron los cartuchos como
ya se ha comentado, y luego se centrifugaron las muestras comerciales durante 10 minutos a 9000
rpm. También se realizé la ultrafiltracion de un patron de Ag* de 20 mg/L para estudiar la recuperacion.
Tras la ultrafiltracidn, se llevd a cabo la dilucidn de las fracciones inferiores (suponiendo que toda la
plata se filtrase) para conseguir que la concentracidn de las muestras fuera como maximo de 3 mg/L,
y la de Ag* de 2 mg/L con un 1% de HNOs, y entrasen dentro del rango de calibracion. Puesto que la
concentracién especificada por el fabricante de cada suplemento era diferente, se tomaron las
cantidades especificadas en la Tabla A.3 de Anexos. En ultimo lugar, se midieron en el
espectrofotdmetro empleando los pardmetros que se detallan en la Tabla A.4 de Anexos.



3.3.3 Determinacion del contenido de Ag" en patrones de AgNPs mediante
ultrafiltracion e ICP-MS

Para llevar a cabo esta determinacion, se preparé una recta de calibrado de Ag* al 1% de HNOs de
concentraciones: 0; 0,01; 0,05; 0,08 ; 0,1y 0,2 mg/L. Para ello, realizé una dilucidn intermedia a Ag*
de 2 mg/L al 1% de HNOs a partir del patrén comercial y de esta disolucidn se tomaron 0; 245; 1.229;
2.011; 2.534 y 5.041 pL, se afiadieron 500 pL de HNOs en todos los casos y se enrasé hasta los 50 mL
con agua Milli-Q.

Una vez preparada la recta, se activd la membrana de los cartuchos de ultrafiltraciéon con agua Milli-Q
y después se centrifugaron durante 10 minutos a 9000 rpm los patrones de AgNPs de 20 mg/L de
tamafios 10, 20, 40 y 60 nm, ademas de una disolucidn de Ag* de 20 mg/L preparada a partir del patrén
comercial de 99443 mg/L para poder estudiar la recuperacidn obtenida con los cartuchos.

Una vez hecha la ultrafiltracion, se tomaron 50 pL de la fraccion inferior y se llevaron con agua Milli-Q
hasta un volumen de 10 mL; en el caso de Ag* se afladieron ademas 100 pL de HNOs con el fin de
asegurar su estabilidad. Por tanto, y suponiendo que toda la Ag se filtrase, la concentracién maxima
de todas las disoluciones estudiadas seria de 0,1 mg/L y estaria dentro del rango de concentraciones
gue abarca la recta de calibrado.

Para hacer una determinaciéon con el ICP-MS, es necesaria su previa optimizacidn segun las
recomendaciones del fabricante. La optimizacién general se realiza con una disolucién recomendada
por el fabricante que contiene In, U, Mg, Ba y Ce en concentracidn de 10 pg/L, para asi obtener unos
niveles de éxidos e iones divalentes lo mads bajos posibles y una mejor sensibilidad. Para controlar esos
pardmetros, como 6éxido se mide el CeO y como ion divalente el Ba%, el porcentaje de ambos debe ser
inferior al 3% para poder considerar las condiciones como adecuadas.

Posteriormente, se debe seleccionar el elemento a medir (los dos is6topos de plata “’Ag y ®Ag) y
optimizar el voltaje de la lente con un patrén de Ag* de concentracion 10 pg/L al 1% (v/v) de HNO3,
con el fin de focalizar los iones hacia la lente de iones con las menores pérdidas posibles en el paso a
través interfase situada entre el plasma y el analizador de masas. Ademas, con esta disolucion también
se optimiza el flujo de gas de nebulizacién.

Para el andlisis cuantitativo se empled un patrdn interno de Rh de 0,01 mg/L con el fin de corregir
posibles efectos de imprecisién. Su preparacion fue a partir de un patrén comercial de 10 mg/L del
cual se tomaron 50 plLy se llevaron hasta los 50 mL.

El software ELAN, empleado para controlar los ajustes, los parametros y el funcionamiento del ICP-MS,
realizd la recta de calibrado y la interpolacién de los valores de intensidad obtenidos para los patrones
de AgNPs y Ag*.

3.3.4 Caracterizacion de patrones de AgNPs mediante HDC

La cromatografia hidrodindmica, como ya se ha comentado, resulta muy util en la separacion de
nanoparticulas en funcion de su tamafio.

Para llevar a cabo esta caracterizacion, es necesario como primer paso la preparacion de la fase movil
escogida. Para ello se pesan los distintos componentes, se mezclan en la botella de plastico y se llena
con agua Milli-Q hasta un volumen de 1 L. Las cantidades pesadas para cada una de las fases moéviles
empleadas se detallan en la siguiente tabla:



Tabla 1. Pesadas reales de los componentes de las distintas fases méviles para HDC

SDS Formaldehido Na;HPO, | Triton X-100 | NH,SCN PA
FM 1 0,1380 g 0,5925¢g 0,0754 g 0,5256 g - -
FM 2 0,1313 g 0,5044 g 0,0701¢g - - --
FM 3 0,1317 g - - -- -- --
FM 4 0,1405 g - - - 0,7906 g -

Después, se ajusta la FM (Fase movil) a un pH de 7,5 aproximadamente con HCl y/o NaOH. Es necesario
filtrar a vacio dos veces la FM para evitar la entrada de sdlidos en la columna del cromatégrafo, y
sonicarla durante 10 minutos en un bafio de ultrasonidos.

Para el estudio de parametros cromatograficos, se prepararon disoluciones a partir de los patrones de
AgNPs de tamafios 10, 20, 40 y 60 nm; para ello se diluyeron las disoluciones comerciales de 20 mg/L
hasta 0,5 mg/L, tomando 150 uL de cada patrén y enrasando hasta un volumen de 6 mL. Después,
estas disoluciones se trasvasaron a viales de vidrio y se introdujeron directamente al cromatdgrafo,
puesto que éste posee un muestreador automatico.

Antes de realizar medidas con el cromatdgrafo, es necesario su acondicionamiento. Para ello se purga
el sistema con el fin de eliminar posibles burbujas, se lava y homogeneiza la jeringuilla de inyeccidn
(posee unvolumen de 20 uL) y finalmente se acondiciona la columna durante un minimo de 10 minutos
con la fase mévil que se vaya a emplear para las mediciones.

Si el cromatdgrafo lleva varios dias no operativo, se acondiciona durante unos 30-45 minutos con la
fase mavil recomendada por el fabricante (llamada FM1 en este trabajo y comercialmente conocida
como Agilent), antes de cambiar a la fase movil que vaya a estudiarse.

En todos los estudios se utiliza un flujo FM de 1,6 mL/min, el recomendado por el fabricante de la
columna.

El software MassLynx es el empleado para controlar el funcionamiento del cromatdgrafo y obtener los
datos de los cromatogramas, asi como para visualizarlos en tiempo real.

3.3.5 Caracterizacion de patrones de AgNPs y Ag* mediante HDC-ICP-MS y
cuantificacion de AgNPs y Ag* en suplementos alimenticios mediante HDC-ICP-MS

El modo de trabajo con el cromatdgrafo es idéntico al que se acaba de describir en el apartado 3.3.4.
pero en este caso se utiliza como detector, ademas del detector UV-VIS (diode array) que lleva el
cromatoégrafo, el ICP-MS. Para ello, se conecta la salida del detector UV-VIS con la entrada al
nebulizador del ICP-MS.

Previamente al acoplamiento con el cromatdgrafo, se debe realizar la optimizacidn del ICP-MS segun
las recomendaciones del fabricante, como ya se ha comentado en el apartado 3.3.4. Hay que tener en
cuenta que el flujo de la fase movil debe ser cero cuando se esté acoplando el cromatdgrafo.

Para la caracterizacién simultanea de AgNPs y Ag* se utilizaron las siguientes fases moviles:

Tabla 2. Pesadas reales de los componentes de las distintas fases méviles para HDC-ICP-MS

SDS Formaldehido| NaHPO, | Triton X-100 | NH,SCN PA
FMA 0,1421¢g 0,5129 g 0,0870 g 0,5180 g - 0,1560 g
FMB |0,1350g - - - - 0,1516 g
FM C 0,0964 g -- -- -- -- 0,1476 g




La FM A es similar a la FM 1, a excepcion de la adicidon de Penicilamina. La PA es un a-aminoacido y
tradicionalmente ha sido empleado como agente estabilizante para iones de metales pesados?®. De
acuerdo con la teoria dcido-base de Pearson, el grupo tiol se combina con el ion metalico blando para
formar un complejo estable?. Por este motivo y como puede observarse, se ha empleado en la
preparacion de las tres fases méviles para la caracterizacidn simultanea de AgNPs y Ag* por HDC-ICP-
MS.

Para la preparacién de las disoluciones de los patrones de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm se tomaron
150 pL de patrén comercial con una concentracion especificada de 20 mg/L y se diluyeron con agua
Milli-Q hasta un volumen de 6 mL, por lo que su concentracidn final era de aproximadamente 0,5 mg/L.
La disolucién de Ag* empleada fue de 0,25 mg/Ly se prepard con un contenido de 1mM PA por la razén
de estabilidad que se acaba de comentar. Para su preparacion se partié del patrén comercial de 994+3
mg/L, se realizd una dilucién intermedia a 10 mg/L y se tomaron 150 pL de ella enrasando hasta 6 mL
con agua Milli-Q. Para conseguir un contenido de 1mM PA en un volumen de 6 mL, se pesaron 0,0009
g de PA comercial.

ConlaFM C, que es con la que se obtuvieron los resultados mas dptimos, se caracterizaron disoluciones
de patrones de AgNPs de 0,25 mg/L (75 uL de patron comercial en 6 mL de agua Milli-Q) ademas de
una disolucidn de Ag* + 1mM PA de también 0,25 mg/L.

Ademas, con esta fase moévil se procedié a la cuantificacién de AgNPs y Ag® en suplementos
alimenticios. Las tres muestras comerciales: Biovedik, High Stability y Wellness se diluyeron hasta 0,25
mg/L en un volumen final de 7 mL y puesto que las concentraciones especificadas por los fabricantes
de estos tres suplementos difieren, se tomaron los volimenes detallados en la Tabla A.5 de Anexos.

Para cuantificar el contenido de Ag*y AgNPs en estos suplementos, una vez separados por HDC-ICP-
MS, el area de los picos obtenidos se interpold en una recta de calibrado construida con
concentraciones crecientes de Ag*. Dichas concentraciones fueron: 0 mg/L, 0.1 mg/L, 0.25 mg/Ly 0.4
mg/L, todas ellas con un contenido 1 mM de PA con el fin de estabilizar la Ag* e impedir interacciones
con la columna del cromatdgrafo. Para ello se llevé a cabo una dilucién intermedia del patrén comercial
a 50 mg/L y de esta disoluciéon se tomaron los volimenes: para el primer punto de 0,1 mg/L se
pipetearon 16 pL en 8 mL (con 0,0012 g PA) y para los otros dos, 30 uL y 48 plL respectivamente en 6
mL (con 0,0009 g PA), enrasando en todos los casos hasta el volumen final con agua Milli-Q.

La medicién de estos patrones de la recta de calibrado se realizé sin columna. Con las tres muestras
de suplementos alimenticios, si se empled la columna de HDC para conseguir separar la plata idnica de
las nanoparticulas.

Finalizadas las mediciones, la obtencion de graficas y tratamiento de resultados fue llevado a cabo con
el software Origin Pro 8.

4. Resultados

4.1 Determinacion y caracterizacion de especies de Ag por EAA-llama e ICP-MS

4.1.1 EAA-llama
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4.1.1.1 Patrones AgNPs: Ag total y Ag* con ultrafiltracion

Para llevar a cabo la determinacion de Ag total en los patrones comerciales de AgNPs y comparar con
el contenido especificado por el fabricante (20 mg/L para cada uno de los cuatro tamafios), se
construyd una recta de calibrado y se oxidaron disoluciones de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm para pasar
toda la plata a estado idnico y posteriormente determinarla por EAA-llama. El procedimiento seguido
se ha detallado en el apartado 3.3.1. Tras la medida con EAA-llama, se obtuvo la siguiente recta de
calibrado: y =0,0353x—0,0045 R*=0,9917

Sus parametros analiticos se especifican en la siguiente tabla:

Tabla 3. Parametros analiticos de la recta de calibrado para determinacion de Ag total

LD* 0,0935 mg/L
LC** 0,3115 mg/L
Rango lineal | De 0,3115 a 5 mg/L

*Limite de deteccidn **Limite de cuantificacidon

Los cdlculos exactos para la preparacién de las disoluciones de la recta, los valores de absorbancia
obtenidos con el espectrofotdmetro y la grafica de la recta de calibracién se encuentran en el apartado
B.1 de Anexos vy los resultados de Ag total obtenidos para los patrones de AgNPs se detallan en Ia
siguiente tabla:

Tabla 4. Concentraciones de Ag total obtenidas para los patrones de AgNPs con sus incertidumbres

10 nm 2,874 6,661 19,14 0,4943 0,4884 0,0759
20 nm 2,761 6,761 18,67 0,5159 0,4997 0,1284
40 nm 2,478 7,288 18,06 0,7906 0,5641 0,5539
60 nm 2,648 7,040 18,64 0,6630 0,5278 0,4013

*Para el cdlculo de la concentracidn total de Ag es necesario multiplicar la concentracién interpolada
por el factor de dilucidn puesto que las disoluciones medidas mediante EAA-llama son diluciones de
las disoluciones comerciales de AgNPs, con el fin de conseguir que entren dentro del rango de
concentraciones de la recta de calibrado. El factor de dilucidn se calcula dividiendo el volumen final (5
mL aproximadamente) entre el volumen de disolucién comercial tomado de la fraccién sometida a
ultrafiltracién (0,75 mL aproximadamente).

Como puede apreciarse, las concentraciones obtenidas no difieren demasiado de los 20 mg/L
especificados por el fabricante. Se ha realizado un test t para confirmar si las diferencias son o no
significativas, los resultados se recogen en las siguientes tablas:

Tabla 5. Comparacién mediante test t de concentracién de Ag total obtenida frente a la especificada

10 nm 19,14 0,4996 20 1,71 16,18% > 5%
20 nm 18,67 0,5159 20 2,59 6,09% > 5%
40 nm 18,06 0,7906 20 2,46 7,00% > 5%
60 nm 18,64 0,6630 20 2,05 10,96% > 5%

*Al ser un valor de referencia, se ha considerado la incertidumbre despreciable
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Las conclusiones de la pregunta de 2 colas (si los valores difieren significativamente o no) se dan en
forma de porcentaje en la ultima columna de la Tabla 5. Si esta probabilidad es superior al 5%, no se
puede afirmar que la diferencia sea real y por tanto la diferencia entre ambos valores no es significativa
a un nivel de confianza del 95%. Para los cuatro tamafios de AgNPs se obtuvieron porcentajes
superiores al 5% como puede observarse, por lo que la diferencia entre la concentracion de Ag total
especificada por el fabricante y la obtenida mediante la técnica de EAA-llama no es significativa.

Para llevar a cabo la determinacidn de plata idnica en los patrones comerciales de AgNPs se
sometieron a ultrafiltracién disoluciones de AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm, ademas de una disolucidn
de Ag* de 10 mg/L para asi poder calcular la recuperacion de los cartuchos. El procedimiento seguido
se ha detallado en el apartado 3.3.1. Tras la medida con EAA-llama, se obtuvo la siguiente recta de
calibrado: y =0,0685x —0,0020 R*=0,9976

Sus parametros analiticos se especifican en la siguiente tabla:

Tabla 6. Parametros analiticos de la recta de calibrado para determinacién de Ag*

LD 0,0139 mg/L
LC 2,025 mg/L
Rango lineal De 2,025 a 3,822 mg/L

Los calculos exactos para la preparacién de las disoluciones de la recta, los valores de absorbancia
obtenidos con el espectrofotometro y la grafica de la recta de calibrado se encuentran en el apartado
B.2 de Anexos. Los resultados de concentracion de plata idnica obtenidos para los patrones de AgNPs
se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 7. Concentraciones de Ag* obtenidas para los patrones de AgNPs con sus incertidumbres

Concentracion interpolada Factor de Concentracion Ag* Seoral | Seabracisn | Sinstrumental
(mg/L) dilucién (mg/L)
10 nm 0,0288 10,35 0,2980 0,6801 | 0,6801 0,001
20 nm 0,1018 10,21 1,0395 0,6529 | 0,6529 0,001
40 nm 0,0288 10,27 0,2956 0,6747 | 0,6747 0,002
60 nm 0,0288 10,28 0,2960 0,6756 | 0,6756 0,003
Ag* 0,7738 9,78 7,5650 0,4798 | 0,4798 0,001

Las concentraciones de Ag* de los patrones comerciales de AgNPs son, como era de esperarse, bajas y
pueden deberse en parte al tiempo que llevan los botes abiertos. Como son cantidades tan bajas,
inferiores al LC de la técnica de EAA-llama, posteriormente (apartado 4.1.2) se realizaria esta misma

determinacidn pero con el ICP-MS como técnica de deteccidn ya que presenta mayor sensibilidad.

En cuanto a la recuperacién de la disolucion preparada de 9,63 mg/L de Ag", se calcula como sigue:

%Recuperacion =

[Ag obtenida]

[Ag real preparadal]

*

_ 7,565 ppm

9,633 ppm

* 100 = 78,53%

La recuperacion del cartucho es aceptable, la mayoria de la Ag* pasa a través de su membrana.
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4.1.1.2 Muestras de suplementos alimenticios: Ag total y Ag* con ultrafiltracion

Para llevar a cabo la determinacion de Ag total en los tres suplementos alimenticios: Biovedik,
Wellness y High Stability, se construyd una recta de calibrado y se oxidaron disoluciones de estos
suplementos para pasar toda la plata a estado iénico y posteriormente determinarla por EAA-llama,
como se ha explicado anteriormente en el apartado 3.3.2. Tras la medida con EAA-llama, se obtuvo la

siguiente recta de calibrado: y =0,0496x + 0,0037 R?=0,9993

Sus parametros analiticos se especifican en la siguiente tabla:

Tabla 8. Parametros analiticos de la recta de calibrado para determinacion de Ag total en suplementos

LD 0,0255 mg/L
LC 0,0851 mg/L
Rango lineal De 0,0851 a 4,9077 mg/L

Los calculos exactos para la preparacién de las disoluciones de la recta, los valores de absorbancia
obtenidos con el espectrofotdmetro y la grafica de la recta de calibracién se encuentran en el apartado
C.1 de Anexos. Los resultados de Ag total obtenidos para los patrones de AgNPs se detallan en la
siguiente tabla:

Tabla 9. Concentraciones de Ag total obtenidas para suplementos alimenticios con sus incertidumbres

Biovedik 2,649 8,330 22,06 0,2520 | 0,2405 0,0751
Wellness 3,875 9,699 37,58 0,3859 | 0,3581 0,1438
High Stability 4,367 3,306 14,44 0,1417 | 0,1395 0,0249

Las concentraciones obtenidas difieren algo de las especificadas por el fabricante, siendo éstas:
Biovedik (25 mg/L), Wellness (30 mg/L) y High Stability (10 mg/L).

Para llevar a cabo la determinacion de plata idnica de los tres suplementos comerciales, se empleé la
misma recta de calibrado que para la determinacion de Ag total puesto que ambos experimentos se
llevaron a cabo el mismo dia y bajo las mimas condiciones. Se sometieron a ultrafiltracion los
suplementos y una disolucion de Ag* de 20 mg/L para asi poder calcular la recuperacién de los
cartuchos. El procedimiento seguido se ha detallado en el apartado 3.3.2. Los resultados de Ag*
obtenidos para las disoluciones de suplementos se especifican en la siguiente tabla:

Tabla 10. Concentraciones de Ag* obtenidas para suplementos alimenticios con sus incertidumbres

Concentracion interpolada | Factor de | Concentracion Ag* S S |
(mg/L) dilucién (mg/L) total calibracion | Sinstrumental
Biovedik 1,680 8,194 13,77 0,2538 | 0,2502 | 0,04267
Wellness 0,0789 9,891 0,7799 0,4556 | 0,4530 | 0,04887
High Stability 1,862 6,155 11,46 0,1850| 0,1825 | 0,03041
Ag* 1,741 9,858 17,16 0,2979| 0,2979 | 0,01284

La recuperacion de Ag* en este caso fue de: %Recuperacion =

19,65 ppm

17,16 ppm

* 100 = 87,36%

Debido a que las concentraciones de Ag total diferian en cierta medida de las especificadas por el
fabricante, se procedidé a comparar los resultados obtenidos con los de otro miembro del equipo de
investigacion (Tabla C.1 de Anexos) y se llegaron a las siguientes conclusiones: En ningln caso son
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significativas las diferencias, por lo que los resultados obtenidos con su intervalo de confianza por
ambos analistas no difieren estadisticamente; con la excepcion de la Ag* en el suplemento Biovedik,
para el cual se ha obtenido un valor ligeramente inferior.

4.1.2 ICP-MS

4.1.2.1 Patrones AgNPs: Ag* con ultrafiltracion

Como ya se ha comentado en el apartado 4.1.1.1, las concentraciones de Ag* de los patrones
comerciales de AgNPs obtenidas mediante EAA-llama son muy bajas, por debajo del LC. Por esta razén
se ha repetido la misma determinacién empleando el ICP-MS como técnica de deteccidn. El
procedimiento experimental ya se ha comentado en el apartado 3.3.3. De los dos isétopos de Ag, el
que proporciond la recta con mayor coeficiente de correlacién fue el 1%Ag sin Pl y por tanto fue la recta
gue se empled para la interpolacion de los valores de intensidad de las AgNPs. En la Tabla D.2 de
Anexos se muestran las rectas con y sin Pl para los dos isétopos de Ag. La recta de calibrado escogida
fue: y=19912x +274,9 R’=1

El patron de 200 mg/L se salia de escala a causa de la elevada sensibilidad del equipo y no fue incluido.
Los pardmetros de la recta fueron:

Tabla 11. Parametros analiticos de la recta de calibrado para determinacion de Ag* en patrones de
AgNPs mediante ICP-MS

LD 0,1084 pg/L
LC 0,3613 pg/L
Rango lineal | De 0,3613 a 100 pg/L

En la Tabla D.1 de Anexos se encuentran los datos exactos de las concentraciones de la recta de
calibrado.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacidn en la Tabla 12. Se ha calculado el porcentaje de
Ag* de los patrones de AgNPs con respecto al contenido de Ag total determinado por EAA-llama.

Tabla 12. Concentraciones de Ag* obtenidas para los patrones de AgNPs mediante ICP-MS y contenido
Ag total mediante EAA-llama para el calculo del % Ag*

Concentracion Factor de | Concentracién | Concentracién Ag total % Ag’
interpolada (ug/L) dilucidn Ag* (mg/L) EAA-llama
10 nm 4,236 225,2 0,9540 19,14 4,983
20 nm 0,7660 214,3 0,1642 18,67 0,8796
40 nm 1,214 216,9 0,2633 18,06 1,458
60 nm 0,7050 216,1 0,1523 18,64 0,8172
Ag* 78,53 216,7 17,01 - -

Se concluye que las AgNPs de 10 nm son las que mas contenido en Ag* poseen ya que debido a su
didmetro mas pequefio se oxidan con mayor facilidad.

Para el patrén de Ag* de concentracidén conocida sometido a ultrafiltracion se obtuvo la siguiente

recuperacion:
17,01 ppm

100 = 88,929
19,13 ppm %

%Recuperacion =
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4.2 Caracterizacion de AgNPs mediante HDC

4.2.1 Optimizacion de la fase movil

Se ha estudiado el efecto de 4 fases méviles diferentes (ver Tabla 13) en la separacion de AgNPs de
tamafios de 10, 20, 40 y 60 nm. La FM 1 ha sido ampliamente usada en la bibliografia por sus buenos
resultados?>%. Por otro lado, con la FM 4 se esperaba que gracias a la presencia del ion tiocianato, éste
fuera capaz de formar complejos con la Ag* y asi separarla de las AgNPs, evitando aglomeraciones..

Cada uno de los componentes de las FM posee una funcién diferente: el SDS es un surfactante anidnico
empleado para conseguir una baja fuerza idnica y se ha demostrado que mejora la linea base, la
resolucion de los picos y la reproducibilidad al trabajar con columnas capilares. A su vez, el Triton X-
100 es un surfactante no idnico que impide la aglomeracién, el formaldehido impide la contaminacion
por bacterias y el Na;HPO,4 contribuye a mantener constante la fuerza idnica®.

Tabla 13. Composicién de las fases moviles estudiadas mediante HDC

Fase movil Composicion pH
Fase movil1 | 0,5 mM de Na;HPO4, 0,013% de SDS, 0,05% de Formaldehido y 0,05% de Triton X-100 | 7,8
Fase mavil 2 0,5 mM de Na;HPQ4, 0,013% de SDS y 0,05% de Formaldehido 7,2
Fase mavil 3 SDS 0,013% 7,7
Fase movil 4 SDS 0,013% y 10 mM de Tiocianato de amonio 7,3

Ademas de la FM 1 que es la recomendada por el fabricante de la columna, la FM 2 y la FM 3 habian
sido utilizadas previamente por el grupo de investigacidn, obteniéndose buenos resultados3%3,

Se ha trabajado con disoluciones de 0,5 mg/L de los patrones de AgNPs de los cuatro tamafios,
preparadas como se ha comentado en el apartado 3.3.4.

Con todas las FM se ha mantenido la presién de trabajo de la columna en el rango de 1400-1750 psi,
inferior a la presién maxima que soporta la columna para un correcto funcionamiento (2200 psi). Las
medidas se han realizado en isocratico, es decir empleando una Unica FM a un caudal constante.

4.2.1.1 Fase movil 1

El cromatograma obtenido empleando esta fase movil se muestra ampliado en la Grafica 1 para poder
distinguir los distintos picos y su separacidn. En el apartado E.1 de Anexos se muestra el cromatograma
completo, asi como las tablas con los valores numéricos obtenidos para Area y Alturas de cada pico

cony sin columna.

Los tiempos de retencién (tr) obtenidos Grafica 1. Cromatograma ampliado de las AgNPs de distintos
para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm son

de 822 ; 814 ; 8,04 y 7,97 min 700000

didmetros obtenido con FM 1

respectivamente. Como era de esperar, 600000
las AgNPs de mayor tamafio (60 nm) 500000
poseen un menor tr, es deci.r, atraviesan @ 400000 10 nm
la columna con mayor rapidez que las < 20 nm
- : ) ] 300000
AgNPs de didmetro inferior®. El motivo 40 nm
. . . 200000
de este fendmeno es que el flujo laminar 60 nm
en el interior de la columna conduce a un 100000
perfil parabdlico de velocidades, donde la 0
6,5 7,5 8,5 9,5

mayor velocidad se encuentra en el . .
] Tiempo (min)
centro del capilar. Por razones de
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geometria, las NPs de mayor tamafio estadisticamente se situan preferentemente en la regidn central,
mientras que las de menores tamafios se encuentran cercanas a la pared del capilar®®y por ello salen
mas tarde de la columna.

En este caso se cumple con lo esperado ya que las AgNPs de 10 nm poseen el mayor tr y las de 60 nm,
el menor tr. El % de desviacion estandar relativa (%DSR) es muy baja (ver Tabla E.1.2) ya que no supera

el 0.3%, por lo que los resultados son muy reproducibles.
Grafica 2. Calibracién de tr vs tamafio para las

= 8 AgNPs, para FM 1
p . e E 8,200
Ademas, se ha realizado una grafica del tr frente = y = -0,139In(x) + 8,5495
al tamafio de la AgNPs con el fin de obtener una g 8150 R?=0,9961
) . o c
calibracién por tamafios, para la que se ha o 8,100
. ., . -t
obtenido una buena correlacidon con el ajuste o 8050
., . T
logaritmico. Los resultados se muestran en la 9 8000
siguiente figura: € 7,950
[= 0 10 20 30 40 50 60 70

Tamaiio AgNPs (nm)
Otro parametro cromatografico a tener en cuenta
es la resolucion entre dos picos consecutivos; si ésta es elevada permite su correcta diferenciacidn, asi
como una posible cuantificacion empleando area y/o altura de cada pico. Su célculo se realiza
mediante la expresion:
(tri — trj)

rii g, ()
U= wivw)

Siendo Wiy Wj las anchuras de cada pico respectivamente. Los datos de anchuras se presentan en la
Tabla E.1.2 de Anexos. Los resultados obtenidos para la Resolucién con esta FM son:

Tabla 14. Valores de Resolucién entre picos consecutivos de AgNPs, empleando FM 1

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,107 0,106 0,104 0,106
Resolucion 20nm-40nm 0,178 0,106 0,110 0,131
Resolucion 40nm-60nm 0,079 0,078 0,081 0,080

La resolucidn es pobre en todos los casos, lo cual era de esperar ya que la baja resolucién es un punto
débil de la técnica de HDC®. Por otro lado, uno de sus puntos fuertes son las elevadas recuperaciones
para las NPs obtenidas en HDC en comparacidn con otras técnicas como AF4 (Asymmetric flow field
flow fractionation), lo que significa que las NPs apenas quedan retenidas en el interior de la columna
una vez realizada la separacion, es decir, no hay pérdidas de NPs. Estos resultados de recuperacién se

presentan en la siguiente tabla:

Tabla 15. Valores de Recuperaciones de las AgNPs, empleando FM 1

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm

Recuperacién (1) 82,46 101,2 103,0 92,70
Recuperacién (2) 108,2 72,11 100,8 84,38
Recuperacién (3) 110,6 103,8 102,2 101,9
Media 100,4 92,41 102,1 93,01

SD 15,61 17,64 1,093 8,795

%DSR 15,54 19,08 1,071 9,462
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Como se refleja en la tabla, la recuperacién de las AgNPs ha sido préxima al 100% en todos los casos.
El calculo de la recuperacidon se realiza de acuerdo a la siguiente expresién empleada en la
bibliografia®:

L, Sefial CON columna
% Recuperacion = Sefial SIN columna *100

Se ha elegido el calculo con la sefial de las areas ya que suele ser mas reproducible, pero también
puede realizarse el calculo de la recuperacién con las alturas.

4.2.1.2 Fase movil 2

Esta fase movil es similar a la FM 1, pero se ha eliminado el surfactante no idnico Triton X-100. Segun
la bibliografia, el Triton X-100 actua formando micelas alrededor de las NPs gracias a su gran nimero
de grupos oxietileno, y es ademas un agente reductor y estabilizante frente a AuNPs, por lo que es de
suponer un comportamiento similar con AgNPs*®. El cromatograma obtenido empleando esta FM 2 se
muestra ampliado en la Grafica 3. En el apartado E.2 de Anexos se muestra el cromatograma completo,
asi como las tablas con los valores numéricos obtenidos para Area, Altura de cada pico con y sin
columna, la anchura y la resolucion entre pares de AgNPs para esta FM.

Grafica 3. Cromatograma ampliado de las AgNPs
Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm
fueron de 8,20 ; 8,11 ; 8,00 y 7,95 min

de distintos diametros obtenido con FM 2

) S 500000
respectivamente, con lo que han disminuido
muy ligeramente con respecto a los 400000
obtenidos con la FM 1 y sigue habiendo - 300000
entre ellos aproximadamente la misma 2 200000
diferencia. Esta disminucién de los tr se debe 100000
a que en esta FM disminuye la fuerza idnica

. 0

y puesto que las AgNPs tienen carga 7 75 3 8,5 5
negativa, son menos retenidas por la doble -100000
capa eléctrica que se genera en el relleno de Tiempo (min)

la columna3*.

En cuanto a la calibracion por tamarfios (Grafica E.2.2 de Anexos), el ajuste logaritmico es también
aceptable, siendo la ecuacién: y = -0,142In(x) + 8,5302 , R*=0,9976

La resolucién (Tabla E.2.3 de Anexos) entre pares de AgNPs es muy baja como era de esperar (entre
0,08 y 0,18) y similar a la obtenida con la FM 1, existiendo la peor resolucién entre las AgNPs de 40 y
60 nm. En cuanto a los valores de recuperacién (Tabla E.2.4 de Anexos), se observa que han empeorado
bruscamente con la eliminacién del surfactante Triton X-100 y en el mejor de los casos se ha obtenido
un 58% para las AgNPs de 40 nm, mientras que las de 10 y 60 nm no superan el 30%. Esto era de
esperar puesto que sin el efecto estabilizante del Triton X-100, es mds probable que las AgNPs hayan
quedado retenidas en la columna y por eso las pérdidas son mayores.

4.2.1.3 Fase movil 3

Esta FM contiene Unicamente 0,013% SDS, que es un componente fundamental en la separacidn de
AgNPs mediante HDC, puesto que se ha demostrado que los surfactantes idnicos como el SDS rodean
los nucleos metélicos e impiden su aglomeracidn gracias a la repulsidn electrostética entre las NPs3®,
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Se ha comparado en estudios el efecto estabilizante para AgNPs del SDS frente a otros surfactantes
tradicionales como el DTAB, obteniéndose mejores resultados para el primero®. El cromatograma
obtenido empleando la FM 3 se muestra ampliado en la Grafica 4. En el apartado E.3 de Anexos se
muestra el cromatograma completo, asi como las tablas con los valores numéricos obtenidos para
Area, Altura de cada pico con y sin columna, la anchura y la resolucién entre pares de AgNPs para esta

FM.
Grafica 4. Cromatograma ampliado de las AgNPs de

distintos diametros obtenido con FM 3

Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 450000
nm fueron de 8,05 ; 7,98 ; 7,88 y 7,81
. . 350000 10 nm
min respectivamente, por lo que han
[%]

disminuido con respecto a las otras dos S 250000 20 nm
. . . 40 nm

FM estudiadas anteriormente debido a 150000

que esta FM también posee menor 60 nm
- . 50000

fuerza  idnica, teniendo  menor

capacidad de retencién para las AgNPs. -50000 7 7,5 8 8,5 9

Tiempo (min)
El ajuste logaritmico del tr frente al tamafio de las AgNPs proporciona una curva con buen coeficiente

de correlacidn, siendo su ecuacién: y = -0,131In(x) + 8,3595 , R?=0,9907. La gréfica correspondiente se
encuentra en el apartado E.3 de Anexos.

En cuanto a la resolucidn (Tabla E.3.3 de Anexos), ha empeorado considerablemente entre las AgNPs
de 10y 20 nm (de 0,13 a 0,087) y se ha obtenido el mejor resultado hasta el momento para el par de
AgNPs de 40y 60 nm (0,11).

Por otro lado, la recuperacién (Tabla E.3.4 de Anexos) para 10 y 20 nm son aceptables (en torno al 75-
80%) mientras que para los tamafios superiores son demasiado bajas (inferiores al 30%).

4.2.1.4 Fase movil 4

Para preparar esta FM se empled, ademds de SDS, tiocianato de amonio (NH,SCN), puesto que un
estudio® revel6 que el ion tiocianato es capaz de formar complejos con la Ag* con lo que se conseguiria
evitar aglomeraciones y separarla de las AgNPs. Antes de estudiar esta FM para la separacion y
caracterizacién de Ag* y AgNPs mediante HDC-ICP-MS (apartado 4.3.1) se estudié su comportamiento
frente a las AgNPs empleando unicamente HDC acoplada al detector de UV-VIS.

El cromatograma obtenido empleando la Grafica 5. Cromatograma ampliado de las AgNPs de

FM 4 se muestra ampliado en la Grafica 5. distintos diametros obtenido con FM 4

] EVIIY
Ademas, en el apartado E.4 de Anexos se
, 250000
muestra el cromatograma completo, asi
como las tablas con los valores numéricos 200000
obtenidos para Area, Altura de cada pico «» 150000
Q2
con y sin columna, la anchura y la < 100000
resolucidn entre pares de AgNPs para esta 50000
fase movil.
0
7 7,5 8 8,5 9
-50000

Tiempo (min)
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Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm fueron de 8,38 ; 8,34 ; 8,25 y 8,21 min respectivamente. Se
observa han aumentado drasticamente con respecto a las tres FM que ya se han estudiado; este hecho,
como se explicara en el siguiente apartado 4.3.1, impedira en la mayoria de casos una correcta
separacion de AgNPs y Ag* dado que se solaparian sus tr. Por ello se desecha el uso de tiocianato de
amonio para futuros estudios.

La calibracion por tamanos (Grafica E.4.2 de Anexos) proporciona una recta con un coeficiente de
correlacion peor a los obtenidos anteriormente: y =-0,098In(x) + 8,615, R?=0,9759

Ademas, los valores de resolucion (Tabla D.4.3 de Anexos) han empeorado considerablemente (no
alcanzan el 0,07) y solo entre el par de 20-40 nm se mantienen en la linea de los obtenidos
anteriormente. Los valores de recuperacién (Tabla E.4.4 de Anexos) para las AgNPs estan en el rango
del 20-40% siendo insuficientes como para considerar la FM 4 como una buena fase moévil para la
separacion de AgNPs mediante HDC.

En la Tabla 16 se muestra un resumen de los tr obtenidos para las distintas FM y en la Figura 5 un
resumen con las recuperaciones para cada tamafio de AgNPs en funcion de la FM.

Tabla 16. Resumen de los tr obtenidos para cada tamafio de AgNPs con las FM estudiadas

tr AgNPs 10 nm | tr AgNPs 20 nm | tr AgNPs 40 nm tr AgNPs 60 nm
(min) (min) (min) (min)
FM1 8,22 8,14 8,04 7,97
FM?2 8,20 8,11 8,00 7,95
FM3 8,05 7,98 7,88 7,81
FM4 8,38 8,34 8,25 8,21

Figura 9. Porcentajes de Recuperacién para las
AgNPs en funcidn de la FM empleada

100,00 | m =

< 2 = FM1
Se observa que la fase movil con c 80,00 _ -
mejores recuperaciones es la FM 1, ?8 60,00 _ FM2
pero puesto que el objetivo g 40.00 - -
fundamental es poder diferenciar % ' - _ I B FM3
entre AgNPs y Ag’, en el apartado é 20,00 - B
siguiente se discutira esta separacion. 0,00 EM4

10nm 20nm 40nm 60 nm

4.3 Caracterizacion de AgNPs y Ag* mediante HDC-ICP-MS

4.3.1 Optimizacion de la fase movil

Acoplando el ICP-MS al cromatdégrafo se tiene como objetivo la separacidn y caracterizacién de AgNPs
y Ag" puesto que empleando el ICP-MS como técnica de deteccidn (a diferencia de cuando se emplea
el detector UV-VIS de diodos en array) es posible determinar la Ag*. Se ha estudiado el efecto de 3
fases moviles diferentes (ver Tabla 17) en la separacién de AgNPs de tamafios de 10, 20, 40 y 60 nm.
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Tabla 17. Composicién de las fases moviles estudiadas mediante HDC-ICP-MS

Fase movil Composicidn pH
Fase mavil A 0,5 mM de Na;HPOQO4, 0,013% de SDS, 0,05% de Formaldehido, 71
0,05% de Tritdn X-100y 1 mM PA !
Fase movil B SDS 0,013% + 1 mM PA 7,5
Fase movil C SDS 0,009% + 1 mM PA 7,6

Como puede observarse en la tabla anterior, en estas FM estudiadas se utilizé un contenido 1mM en
PA. La adicién de PA sirve para estabilizar la Ag* e impedir que quede retenida en la columna, como ya
se ha comentado en el apartado 3.3.5. Esta adicidn de PA ya habia sido empleada para la separacion
de AgNPs y Ag* por electroforesis capilar e ICP-MS® y por este grupo de investigacion para la
separacion de Au y AuNPs*®,

El modo de trabajo es casi idéntico al usado para la caracterizacién de AgNPs mediante HDC y se ha
descrito en el apartado 3.3.5. Se han empleado disoluciones de AgNPs de concentracion 0,5 mg/Ly de
Ag* de 0,25 mg/L, esta ultima con un contenido 1mM de PA para asegurar la estabilidad.

4.3.1.1 Fase movil A

Esta FM es analoga a la FM 1 con la excepcién de la adicion de PA. El cromatograma obtenido
empleando esta FM A se muestra ampliado en la Gréfica 6. En el apartado F.1 de Anexos se muestra
el cromatograma completo, asi como las tablas con los valores numéricos obtenidos para Area, Altura
de cada pico con y sin columna, la anchura y la resolucion entre pares de AgNPs y entre las AgNPs de
10nm vy la Ag*, que es fundamental para una correcta separacién de las AgNPs y la Ag*. La Ag* tiene un
diametro inferior al de todas las AgNPs, por lo que posee el tr mas elevado y en ocasiones su pico
puede solaparse con el pico de las AgNPs de menor tamafio estudiadas, las de 10 nm.

Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40y 60 nm Grafica 6. Cromatograma ampliado de Ag* y las AgNPs

fueron de 8,33 ; 8,27 ; 8,14 y 8,08 min de distintos diametros obtenido con FM A

. 900000
respectivamente y para la Ag* es de 8,51
min por lo que, como se puede ver en la 800000
Grafica 7, los picos de las AgNPs de 10 nm 700000
y Ag® se encuentran en parte solapados a 600000 10 nm
causa de sus anchuras y sin la ampliacién  , 500000 20 nm
. . ., ]

realizada apenas se aprecia su separacién. < 400000 40 nm
Matematicamente esto se pone de 300000 60 nm
manifiesto en la mala resolucidn existente

200000 Ag+
entre las AgNPs de 10 nm y la Ag*, de tan

100000
solo 0,0890 (Tabla F.1.3 de Anexos). Las

0

resoluciones entre pares de AgNPs no son g 9
buenas como ya se ha discutido Tiempo (min)

previamente.

10

Por otro lado, la calibracidn por tamanos (Grafica F.1.2 de Anexos) da como resultado la siguiente
ecuacion logaritmica: y = -0,136In(x) + 8,6386 , R’ = 0,9988 , obteniéndose un buen coeficiente de
correlacién.

Los porcentajes de recuperaciones (Tabla F.1.4 de Anexos) son cercanos al 60-80% para la Ag*y las
AgNPs de 10 y 20 nm y pésimos para las AgNPs de 40 y 60 nm (menores del 15%). Esto es debido a la
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presencia de PA, que empeora la recuperacién para las NPs de tamafios mas grandes. Asi pues, con un
incremento en la concentracion de PA se produce un aumento del drea y la altura de los picos
correspondientes a Ag idnica, lo cual indica una buena estabilizacién de la misma. Pero por otro lado,
es necesario buscar un equilibrio en la adicion de PA a la FM puesto que un aumento de su
concentracidn produce la disminucién del tamafio de los picos de las NPs3, sobre todo para las de
mayor tamaio como se ha observado en este caso con las AgNPs, lo que implica que éstas son disueltas
o bien permanecen en la columna.

4.3.1.2 Fase movil B

Esta FM es analoga a la FM 3 pero se ha afiadido 1mM de PA para estabilizar la Ag*. Se ha empleado
esta FM con el objetivo de adelantar los tr de las AgNPs, ya que al tener una menor fuerza idnica serd
capaz de mejorar la separacién entre AgNPs y Ag*. El cromatograma obtenido empleando esta FM B
se muestra ampliado en la Grafica 7. En el apartado F.2 de Anexos se muestra el cromatograma
completo, asi como las tablas con los valores numéricos obtenidos para Area, Altura de cada pico con
y sin columna, la anchuray la resolucién entre pares de AgNPs y entre las AgNPs de 10nm y la Ag®.

Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 Grafica 7. Cromatograma ampliado de Ag*y las AgNPs de
nm fueronde 7,97;7,96 ;7,88 y 7,67 min distintos didmetros obtenido con FM B
respectivamente. Para la Ag* el tr es de 1400000
8,50 min, por lo que es casi el mismo

, 1200000
gue el obtenido con la FM A y al haber
disminuido la fuerza iénica de esta FM 1000000 10

nm
s6lo contiene SDS y PA), tal y como se
( , ‘ y PA), tal y , 800000 50 nm
habia previsto, los tr de las AgNPs han -g
disminuido con respecto a los obtenidos 600000 40 nm
para la FMA y la separacidn entre los 400000 60 nm
i + Ag+

picos de Ag* y AgNPs ha aumentado, 500000
como puede apreciarse en la Grafica 7.
En esta gréfica también se observa la 0 ’ , . . o
existencia de una impureza en las AgNPs Tiempo (min)

de 10y 20 nm, que aparece en forma de
“hombro” a la derecha de cada pico.

La resolucion entre las AgNPs de 10 nm y la Ag* ha mejorado, alcanzando un valor de 0,233 (ver Tabla
F.2.3 de Anexos).

Por otra parte, la calibracién por tamafios obtenida representando tr frente al tamafio de las AgNPs
(Gréfica F.2.2 de Anexos) ha dado mal resultado por primera vez. La ecuacién logaritmica obtenida es
la siguiente: y =-0,154In(x) + 8,3716 , R?> = 0,7464 , su coeficiente de correlacién es tan bajo que no se
podria considerar esta calibracidn como valida.

Para esta FM B, los porcentajes de recuperacién (Tabla F.2.4 de Anexos) son muy buenos para las
AgNPs de 20 nm (aproximadamente del 80%), excelentes para las AgNPs 10 nm y la Ag* (superiores al
100%) pero demasiado bajos para las AgNPs de 40 y 60 nm (menores del 15%) como ya sucedia con la
anterior FM.
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4.3.1.3 Fase movil C

Para esta FM se ha disminuido el contenido en SDS del 0,013% al 0,009%, disminuyendo asi la fuerza
idnica. El cromatograma obtenido empleando esta FM C se muestra ampliado en la Grafica 8. En el
apartado F.3 de Anexos se muestra el cromatograma completo, asi como las tablas con los valores
numéricos obtenidos para Area, Altura de cada pico con y sin columna, la anchura y la resolucién entre

pares de AgNPs y entre las AgNPs de 10nm y la Ag".
Grafica 8. Cromatograma ampliado de Ag* y las

AgNPs de distintos didmetros obtenido con FM C

Los tr para las AgNPs de 10, 20, 40 y 60 nm 900000

fueron de 7,91 ; 7,80 ; 7,69 y 7,60 min 800000

respectivamente, mientras que el tr para la 700000

Ag" ha disminuido ligeramente a 8,42 min. 600000 10 nm
Al haber disminuido la fuerza ionica de la «» 500000 20 nm
FM, las AgNPs han disminuido ligeramente -<Q 400000 40 nm
sus tr. En la Grafica 8 vuelve a aparecer una 300000 60 nm
impureza en las AgNPs de 20 nm en forma 200000 Ag+
de “hombro” a la derecha del pico. 100000 J

Ademas, el pico de las AgNPs de 40 nm esta 0

solapado al de las de 60 nm y no se aprecia 6 / Tiempo (min) 10

en la grafica.

La resolucién entre las AgNPs de 10 nm y la Ag* ha sido la mejor obtenida hasta el momento (0,337).
Aun asi, las resoluciones entre pares de AgNPs (10nm-20 nm, 20nm-40nm y 40nm-60nm) se mantienen
bajas y siguen sin alcanzar el 0,1 (ver Tabla F.3.3 de Anexos).

En este caso, la calibracién por tamafios (Grafica F.3.2 de Anexos) ha dado un buen resultado y la
ecuacion del ajuste logaritmico es: y =-0,173In(x) + 8,3188 , R? = 0,9966

Por ultimo, los porcentajes de recuperacion (Tabla F.3.4 de Anexos) estan en la linea de los obtenidos
con la FM B, siendo algo mejores para las AgNPs de 20 nm (alrededor del 85%) y excelentes para las
AgNPs de 10 nm y la Ag* (préximos al 100%). Aunque siguen siendo demasiado bajos para las AgNPs
de 40y 60 nm y en este caso no superan el 5%.

Como resumen final, en la Tabla 18 se muestran todos los tr obtenidos y en la Figura 6 se representan
las recuperaciones para cada tamafio de AgNPs y para la Ag* en funcién de la FM.

Tabla 18. Resumen de los tr obtenidos para las AgNPs y para la Ag* con las FM estudiadas

tr AgNPs 10 nm | tr AgNPs 20 nm | tr AgNPs 40 nm | tr AgNPs 60 nm tr Ag*

(min) (min) (min) (min) (min)

FMA 8,325 8,266 8,143 8,080 8,508
FMB 7,972 7,960 7,876 7,669 8,497
FMC 7,915 7,802 7,689 7,600 8,422

En vista de los resultados obtenidos, se eligid la FM C para la cuantificacién directa de AgNPs y Ag* en
suplementos alimenticios debido a su buen coeficiente de correlacidén entre tr y tamafios (lo cual es
necesario para poder determinar tamaios de AgNPs desconocidos, como se hara a continuacidén en el
apartado 4.3.2), a sus buenas recuperaciones para las AgNPs de 10 y 20 nm y a que con esta FM se
obtiene la mejor resolucion entre la Ag* y las AgNPs de 10 nm.
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Figura 10. Porcentajes de Recuperacién para la Ag* y las AgNPs en funcién de la FM empleada
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4.3.2 Muestras de suplementos alimenticios: cuantificacion simultanea de AgNPs y Ag*

mediante HDC-ICP-MS

Se ha utilizado la FM C para la cuantificacién de AgNPs y Ag* en tres muestras comerciales; los
suplementos alimenticios Biovedik, High Stability y Wellness. Su preparacién, asi como la preparacion
de las disoluciones de la recta de calibrado se ha detallado en el apartado 3.3.5.

Para cuantificar las diferentes especies de Ag de estos suplementos, una vez separados por HDC-ICP-
MS, el drea de los picos obtenidos se interpold en una recta de calibrado (Gréfica F.4.1 de Anexos)
construida con concentraciones crecientes de Ag*. La ecuacidn de la recta de calibrado es la siguiente:
y =804,66x—29965, R?>=0,9695. Los cromatogramas de los tres suplementos alimenticios con la media
de tres réplicas para los valores de tr, Area, Altura y anchura se encuentran junto a las Gréficas de F.4.2
a F.4.4 de Anexos. Los resultados de concentracion obtenidos en la interpolacidn de las dreas de cada
pico en la recta de calibrado se muestran en la Tabla 19 junto a los obtenidos anteriormente (apartado
4.1.1.2) mediante ultrafiltracién y EAA-llama. Las concentraciones determinadas empleando cada
técnica técnicas son similares entre si, a excepcién del suplemento Biovedik para el que difieren los
valores en mayor medida:

Tabla 19. Resultados de concentracién de AgNPs y Ag* en suplementos alimenticios

EAA-llama

Concentracion AgNPs Concentracion Ag* Concentracion Ag* | Concentracion Ag total
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Biovedik 4,319 + 1,203 11,98 + 3,990 13,77 + 0,2538 22,06 + 0,2520
High Stability - 10,92 + 2,591 11,46 + 0,1850 14,44 + 0,1417
Wellness 27,82 + 4,780 4,583 + 1,964 0,7799 + 0,4556 37,58 + 0,3859

Al observar los Graficos F.4.2 a F.4.4 de Anexos en los que aparecen dos picos, el de la izquierda
corresponde a las AgNPs (menores tr) y el de la derecha a la Ag* (mayores tr). Ademas, para el
suplemento de High Stability Unicamente aparece un pico cercano al tr tipico de Ag*, con lo que se
concluye que su contenido de AgNPs es depreciable.

En la Tablas F.4.1 y F.4.2 de Anexos aparecen ademas de los resultados finales de concentracién, el
valor de las Areas, el factor de dilucién y la incertidumbre de los resultados obtenidos para cada
suplemento.

Ademas, gracias a la curva de calibracién de tr frente a tamafio (Grafica F.3.2 de Anexos, con la
ecuaciéon y = -0,173In(x) + 8,3188 , R’ = 0,9966) fue posible interpolar los tr de las dos muestras
comerciales que contienen AgNPs y obtener el tamafio aproximado de las mismas. Para el suplemento
Biovedik el tamafio obtenido fue de 24,1 nm y para Wellness se obtuvo un tamafio superior, de 45,1
nm. El tamano de las AgNPs calculado para la muestra Biovedik se puede comparar con el obtenido
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por microscopia electrénica de barrido (SEM), que se muestra en la Figura F.4.1 de Anexos y que dio

como resultado para las AgNPs un tamaifo mayoritario de 25 nm. Sin embargo, la muestra Wellness

no fue posible medirla por SEM.

5. Conclusiones

Las conclusiones que se extraen de este estudio son las siguientes:

La determinacion de la concentracidon de Ag total en los patrones comerciales de AgNPs
mediante EAA-llama ha conducido a resultados que no difieren estadisticamente de los 20
mg/L especificados por el fabricante de los mismos.

A causa del reducido contenido de Ag* en los patrones de AgNPs (por debajo del limite de
cuantificacion de la técnica de EAA-llama), se ha empleado la técnica de ICP-MS para su
determinacidn puesto que presenta una mayor sensibilidad. Se concluye que el contenido de
Ag* en los patrones de AgNPs es pequefio (inferior a 0,9 mg/L) y puede explicarse por el tiempo
gue llevan los envases abiertos. Las AgNPs de 10 nm, debido a su menor tamafio presentan
una mayor tendencia a la oxidacion, por lo que su contenido de Ag* (5%) es el mayor obtenido.

La determinacidn de Ag total y Ag* en los suplementos alimenticios Biovedik, High Stability y
Wellness mediante EAA-Ilama lleva a resultados reproducibles (bajas desviaciones estandar,
inferiores a 0,5) y que no difieren estadisticamente de los obtenidos por otros miembros del
equipo de investigacion.

La caracterizacidon de AgNPs mediante HDC con deteccidn UV-VIS empleando distintas FM y la
evaluacidn de los pardmetros cromatograficos obtenidos para cada una ha llevado a reafirmar
que la FM 1 (cuya composicion es 0,5 mM de Na;HPO,4, 0,013% de SDS, 0,05% de Formaldehido
y 0,05% de Triton X-100) es la fase moévil mas adecuada para la caracterizacion de AgNPs con
tamanios de 10, 20, 40 y 60 nm. El motivo es que proporciona valores de recuperacion en el
rango de 92-100% para todas las AgNPs, una buena calibracién de tr frente a tamafio (R’=
0,9961) y aunque los valores de resolucion entre pares de AgNPs sean bajos al estar
comprendidos entre 0,08 y 0,13, siguen siendo superiores a los obtenidos con las demas FM.

Evaluando los resultados obtenidos en la caracterizacién de AgNPs y Ag* mediante HDC-ICP-
MS se puede afirmar que la FM C (que contiene 0,009% de SDS y 1mM de PA) es la mas
eficiente para la separacion de AgNPs y Ag*, puesto que la resolucién entre el pico de las AgNPs
de 10 nm (las de mayor tr debido a su menor tamafio) y el correspondiente a Ag* es de 0,34,
siendo posible diferenciarlas claramente en la representacion grafica. Los valores de
recuperacion para las AgNPs de 40 y 60 nm son pésimos para las tres FM estudiadas, siendo
optimos (entre 88-100%) para las AgNPs de 10 y 20 nm vy la Ag* con la FM C. Ademas,
empleando esta FM C, la calibracién en funcién del tamano da lugar a un alto coeficiente de
correlacion (R?= 0,9966).

Empleando la FM C para la cuantificacion directa de AgNPs y Ag" en los suplementos
alimenticios Biovedik, High Stability y Wellness mediante HDC-ICP-MS se llega a resultados
similares a los obtenidos mediante EAA-llama, con algunas pequefias diferencias para la
muestra Wellness. Ademas, se ha podido determinar el tamano de las AgNPs presentes en la
muestra de Wellness (45,1 nm) y de Biovedik (24,1 nm), siendo comparable el resultado de
Biovedik al obtenido con las medidas realizadas con SEM.
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ANEXOS

A) Parte experimental
A.1 Instrumentacion

- Balanza de precisién PL2001-L, precision de 0,1 mg

- Medidor de pH micropH 2001 (Crison, Barcelona, Espafia)

o EAA-llama:

- Espectrofotometro de absorcidn atdmica: Perkin EImer 2380 (Perkin EImer, Massachusetts,
EE.UU.)

- Espectrofotdmetro de absorcidn atdmica: Perkin EImer AAnalyst 200 (Perkin Elmer,
Massachusetts, EE.UU.)

e HDC:
- Cromatdgrafo: Waters 2796 Bioseparations Module (Waters Corporation, Milford, EE.UU.)
- Columna: PL-PSDA Type 1 (5-300 nm)

- Detector de diodos en array: Waters 996 Photodiode Array Detector (Waters Corporation,
Milford, EE.UU.)

e |CP-MS
- ICP-MS Elan DRC-e Perkin Elmer (Perkin EImer, Massachusetts, EE.UU.)

A.2 Aparatos

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

- Bafio de Ultrasonidos (JP Selecta S.A., Barcelona, Espafia)

Sistema de filtracidn de PTFE con filtro de membrana de nylon 0,45 um Filter Lab (Filtros
Anoia, Barcelona, Espafiia)

Centrifuga Multifuge X1R (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.)

A.3 Materiales

- Tubos tipo Falcon de 15 y de 50 mL

- Espatulas de laboratorio

- Vasos de precipitados, botes de plastico y recipientes de plastico de distintos volimenes
- Cuentagotas de plastico

- Tubos eppendorf de 2 mL

- Viales de vidrio

- Jeringuillas de plastico de 2 mL

- Frasco lavador de plastico

- Cartuchos para ultrafiltracién Omega 100 con tamaiio de poro de 3 kDa (Pall Corporation,
Nueva York, EE.UU.)

28



Tabla A.1. Parametros empleados en la medida con EAA-llama para determinar Ag total y Ag*

; Parametros EAA-llama para Ag*
A 328,07 nm A 328,07 nm
W (Anchura rendija) 0,8 nm W (Anchura rendija) 0,7 nm
Ganancia 65 Ganancia 72
Llama aire : acetileno 10: 2,5 L/min Llama aire : acetileno 40:15 u.a*
t integracién 1seg t integracion 1seg
t respuesta 5seg t respuesta 3 seg
n2 réplicas muestras 5 nQ réplicas muestras 3
n2 réplicas blanco 10 nQ réplicas blanco 10
modelo ,Zz:znftlr;g(; modelo Perkin Elmer 2380

*u.a: unidades arbitrarias

Tabla A.2. Determinacidn de Ag total: Concentracién y volimenes tomados de las
muestras comerciales

High Stability 10 mg/L 1,5126 mL 5,0779 mL
Wellness 30 mg/L 0,5181 mL 5,0261 mL
Biovedik 25 mg/L 0,5987 mL 4,9871 mL

Tabla A.3. Determinaciéon de Ag*: Concentracidn y volimenes tomados de las muestras comerciales

Suplemento Concentracion fabricante | Volumen tomado Volumen final

High Stability 10 mg/L 0,5026 mL 3,0935 mL
Wellness 30 mg/L 0,5064 mL 5,0089 mL
Biovedik 25 mg/L 0,6136 mL 5,0277 mL

Ag* 20 mg/L - 0,5116 mL 5,0435 mL

Tabla A.4. Parametros empleados en la medida con EAA-llama para determinar Ag total y Ag* en
suplementos alimenticios

A 328,07 nm
W (Anchura rendija) 0,7 nm
Ganancia 84
Llama aire : acetileno 40:15 u.a*
t integracion 1seg
t respuesta 3 seg
n2 réplicas muestras 3
n2 réplicas blanco 10
modelo Perkin Elmer 2380

*u.a: unidades arbitrarias
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Tabla A.5 Determinacion de Ag*y AgNPs: Concentracion y volimenes tomados de las muestras
comerciales para la obtencién de disoluciones de 0,25 mg/L

High Stability 10 mg/L 0,1722 mL 6,9748 mL
Wellness 30 mg/L 0,0571 mL 7,0202 mL
Biovedik 25 mg/L 0,0688 mL 6,9885 mL

B) Determinacion de Ag total y Ag* en patrones de AgNPs mediante
EAA-llama

B.1) Ag total

Tabla B.1.1 Concentraciones reales de la recta de calibrado

Concentracion | Volumen calculado | Cantidad pesada | Volumen final Concentracion real
(mg/L) (mL) (g) (mL) (mg/L)
1 0,15 0,1524 15,0543 0,9879
2 0,30 0,3054 15,067 1,978
3 0,45 0,4584 15,0953 2,963
4 0,60 0,6052 15,0621 3,921
5 0,75 0,7573 15,0285 4,917

Estos volumenes se toman de una disolucion de Ag* de concentracidn exacta 97,58 mg/L.

Los célculos realizados para preparar la dilucion intermedia de 100 mg/L de Ag*, a modo de ejemplo
para los realizados en el resto del trabajo, fueron los siguientes:

- Se decide el volumen total que va a prepararse: 5 mL
- Se usa en los célculos la concentracion del patron especificada por el fabricante: 994 mg/L
Ag*

1L

*5mL = 0,5 mg Ag* se deben tomar del patrén comercial
1000 mL

10022 «
L

1L 1000 mL
* ——

= 0,503 mL de patron comercial de Ag*
994 mg 1L

Por tanto el volumen a tomar serd 0,5 mg *

- Masa real tomada del patrén comercial de 994 mg/L: 0,5061 g
- Volumen final: 5,1552 g

1L
1000 mL

99429 4 ¥ 0,5061 mL = 0,5031 mg Ag*
L

0,5031mg Ag ="+ 5,1552 mL = 97,58 mg/L = 97,58 mg/L Ag"
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Tabla B.1.2 Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotometro mediante EAA-llama

Abs promedio SD % DSR

Blanco 0,001 0,0011 84,9
1 mg/L 0,025 0,0032 12,7
2 mg/L 0,068 0,0068 10

3 mg/L 0,107 0,0029 2,7

4 mg/L 0,134 0,0022 1,6

5 mg/L 0,165 0,0027 1,6
Blanco -0,002 0,0006 31,4
10 nm 0,097 0,0009 1,5
20nm 0,093 0,0015 2,2
40 nm 0,083 0,006 1,2
60 nm 0,089 0,001 1,8

Grafica B.1.1 Recta de calibrado

0,18
0,16

0,14
y =0,0353x - 0,0045

0,12
01g

Incertidumbre
pendiente (L/mg)

R?=0,9917

Incertidumbre
ordenada (mg/L)

0,085 0,00186

0,00608

0,06

0,04

0,02
0
0,000 000
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3000 4 5,000
CONCENTRACION

6,000

B.2) Ag* por ultrafiltracion

Tabla B.2.1 Concentraciones reales de la recta de calibrado

Concentracion | Volumen calculado | Cantidad pesada | Volumen final | Concentracidn real
(mg/L) (mL) (g) (mL) (mg/L)
0,5 0,075 0,0722 15,0881 0,4652
1 0,15 0,1472 15,0108 0,9484
2 0,30 0,3018 15,0266 1,9424
3 0,45 0,4455 15,1349 2,8468
4 0,60 0,5980 15,1314 3,8222

Estos volumenes se toman de una disolucion de Ag* de concentracién exacta 96,71 mg/L.
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Tabla B.2.2 Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotometro mediante EAA-llama

Abs promedio SD % DSR

Blanco 0,001 0,0003162 28,46
0,5 mg/L 0,032 0 0

1 mg/L 0,0634 0,0005 0,8639

2 mg/L 0,1302 0,0004 0,3435

3 mg/L 0,1858 0,0004 0,2407
4 mg/L 0,265 0 0
Blanco 0,002 0 0

Ag* 0,053 0,0005733 1,274
10 nm 0,002 0 0
20 nm 0,007 0 0
40 nm 0,002 0 0
60 nm 0,002 0 0

Grafica B.2.1 Recta de calibrado

0,3
0,25

0,2
0,151u2_‘

0,1

0,05

y = 0,0685x - 0,002

R?=0,9976

2 3
CONCENTRACION

Incertidumbre
pendiente (L/mg)

Incertidumbre
ordenada (mg/L)

0,00193

0,00454

C) Determinacion de Ag total y Ag* en suplementos alimenticios

mediante EAA-llama

C.1) Ag total

Tabla C.1.1 Concentraciones reales de la recta de calibrado

Concentracion

Volumen calculado

Cantidad pesada

Volumen final

Concentracion real

(mg/L) (mL) (g) (mL) (mg/L)
1 0,15 0,1459 15,0623 0,9699
2 0,30 0,3092 15,4048 2,010
3 0,45 0,4816 15,0746 3,199
4 0,60 0,5970 15,0041 3,984
5 0,75 0,7427 15,1535 4,908
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Tabla C.1.2 Valores de Absorbancia proporcionados por el espectrofotémetro mediante EAA-llama

Abs promedio SD % DSR
Blanco 0,0008 0,00042164 | 52,7046277
1 mg/L 0,0526 0,00054772 | 1,04129764
2 mg/L 0,1066 0,000547720,51381103
3 mg/L 0,1924 0,00114018 | 0,59260677
4 mg/L 0,2028 0,00130384 | 0,64291937
5 mg/L 0,2442 0,00148324 | 0,60738726
Blanco 0,0023 0,0005 22,2222222
Biovedik 0,1350 0,001 0,74074074
Wellness 0,1958 0,00164317|0,83920719
High Stability 0,2202 0,00083666 | 0,3799546
Grafica C.1.1 Recta de calibrado
0,3
0,25
y = 0,0496x + 0,0037
R?=0,9993
O'z_l Incertidumbre
3 .
0,155 pendiente (L/mg)
) 0,00077
0,1
0,05
0
0 1 2 4 5 6

CONCENTRACION

C.2) Ag" por ultrafiltracion

La recta de calibrado es la misma que la de determinacién de Ag total puesto que ambas

determinaciones se hicieron el mismo dia.

Incertidumbre
ordenada (mg/L)

0,00232

Tabla C.2.1 Valores de Absorbancia de los suplementos, proporcionados por el espectrofotémetro

mediante EAA-llama

Biovedik 0,019 0,001 3,039

Wellness 0,0076 0,001 7,207

High Stability 0,0226 0,001 2,424
Ag’ 0,019 0 0
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Tabla C.1 Resultados de la comparacion intralaboratorio de los contenidos de Ag total y Ag* mediante EAA-llama

Ag total Ag* Ag total Ag* Ag total Ag*
21,3+2,1 16,8+ 0,5 12,0+ 1,6 11,5+1,0 375+0,8 1,74+ 0,6
22,1 +0,25 13,8 + 0,25 14,4 + 0,14 11,5+ 0,45 37,6 + 0,38 0,77 + 0,18
test t, 2 colas 72,44% > 5% 0,582% < 5% 20,94% > 5% 100% >> 5% 91,55% >> 5% 19,64% > 5%
., Diferencia NO . T Diferencia NO Diferencia NO Diferencia NO Diferencia NO
Conclusion L Diferencia significativa L L P A
significativa significativa significativa significativa significativa

Se han asumido varianzas no comparables y n2 grados de libertad = 4
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D) Determinacidon de Ag* en patrones de AgNPs mediante ICP-MS

Tabla D.1 Concentraciones reales de la recta de calibrado

Concentracion | Volumen calculado | Cantidad pesada | Volumen final | Concentracion real
(ne/L) (mL) (8) (mL) (ne/L)
10 0,25 0,2459 49,9826 9,568469504
50 1,25 1,2298 50,0743 47,76638708
80 2,00 2,0111 49,9803 78,25959558
100 2,50 2,5349 50,0854 98,43178113
200 5,00 5,0419 50,0231 195,5353

Tabla D.2 Rectas de calibrado obtenidas para °’Ag y 1®Ag con y sin Pl de Rhodio

sin Patron Interno

con Patrén Interno

107Ag

y =19885x +291,6 , R*= 0,9988

y = 0,0684x + 0,562 , R>= 0,9793

109 Ag

y =19912x + 274,9, R*=1

y =0,1026x - 0,087 , R?>= 0,9902

E) Caracterizacion de AgNPs mediante HDC

E.1) Fase movil 1

Grafica E.1.1 Cromatograma completo de AgNPs de distintos didametros, empleando FM 1
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Tabla E.1.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para las AgNPs, empleando FM 1

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Area (1) 109147,39 130205 113488,62 120289,77
Area (2) 98954,43 130211,63 111662,77 122250,31
Area (3) 98889,45 130856,46 113537,75 126841,28
Media 102330,42 130424,36 112896,38 123127,12
SD 5903,76 374,22 1068,62 3362,61
%DSR 5,769 0,2869 0,9465 2,731
Altura(1) 1023115 1283739 1113061 1217204
Altura(2) 967070 1275321 1110957 1227013
Altura(3) 960419 1270571 1125114 1251455
Media 983534 1276543 1116377 1231890
SD 34438,51 6668,60 7638,96 17638,78
%DSR 3,500 0,5224 0,6843 1,432

Tabla E.1.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para las AgNPs, empleando FM 1

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
tr (1) 8,23 8,16 8,04 7,98
tr(2) 8,22 8,13 8,04 7,97
tr(3) 8,22 8,13 8,04 7,97
Media 8,223 8,140 8,040 7,973
SD 0,00577 0,01732 0 0,00577
%DSR 0,07021 0,21278 0 0,07241
Area (1) 90006,62 131816,42 116897,04 111507,42
Area (2) 107071,48 93890,84 112618,62 103156,47
Area (3) 109408,26 135953,16 116135,32 129331,80
Media 102162,12 120553,47 115216,99 114665,22
SD 10591,61 23182,97 2282,26 13370,33
%DSR 10,37 19,23 1,982 11,66
Altura(1) 463159 756613 261998 152100
Altura(2) 488406 600033 451083 500159
Altura(3) 562902 716127 591649 624133
Media 504822 690924 434910 425464
SD 51858,35 81275,49 165419,53 244720,85
%DSR 10,27 11,76 38,04 57,52
Anchura (1) 0,733 0,575 0,775 0,742
Anchura (2) 0,917 0,783 0,908 0,883
Anchura (3) 0,975 0,759 0,883 0,842
Media 0,875 0,706 0,855 0,822
SD 0,1263 0,1138 0,07068 0,07253
%DSR 14,44 16,13 8,267 8,822
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E.2) Fase movil 2

Grafica E.2.1 Cromatograma completo de AgNPs de distintos diametros, empleando FM 2
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Grafica E.2.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM 2
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Tabla E.2.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para las AgNPs, empleando FM 2

Tiempo de retencién (min)

8,100
8,050
8,000
7,950

7,900

20

40

60

Tamaiio AgNPs (nm)

80

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Area (1) 132167,23 135670,81 125708,71 120808,24
Area (2) 133547,23 135387,05 127626,70 122384,15
Area (3) 135633,73 132227,58 126480,81 121680,20
Media 133782,73 134428,48 126605,41 121624,20
SD 1745,21 1911,31 965,05 789,45
%DSR 1,305 1,421 0,762 0,649
Altura(1) 1319578 1350846 1287827 1256871
Altura(2) 1340812 1358224 1285865 1274677
Altura(3) 1361786 1339190 1286277 1243960
Media 1340725 1349420 1286656 1258502
SD 21104,13 9596,79 1034,544 15423,36
%DSR 1,574 0,7111 0,08041 1,226
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Tabla D.E.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para las AgNPs, empleando FM 2

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
tr (1) 8,20 8,11 8 7,95
tr(2) 8,20 8,11 8 7,95
tr(3) 8,20 8,12 8,01 7,95
Media 8,200 8,113 8,003 7,950
SD 0 0,00577 0,00577 0
%DSR 0 0,0712 0,0721 0
Area (1) 23665,59 57826,65 65340,2 33542,98
Area (2) 26123,41 54006 74705,12 33949,33
Area (3) 27180,26 47701,65 78911,48 31990,45
Media 25656,42 53178,10 72985,60 32969,89
SD 1803,27 5113,02 6947,12 1033,82
%DSR 7,031 9,612 9,524 3,143
Altura(1) 128924 330589 388986 175635
Altura(2) 148424 295468 370345 176784
Altura(3) 163246 278197 460017 175799
Media 146864 301418 406449 176072
SD 17214,05 26697,98 47317,99 621,47
%DSR 11,72 8,861 11,64 0,3536
Anchura (1) 0,533 0,608 0,517 0,917
Anchura (2) 0,741 0,659 0,933 0,558
Anchura (3) 0,85 0,566 0,558 0,75
Media 0,708 0,611 0,669 0,742
SD 0,1611 0,0466 0,2293 0,1796
%DSR 22,75 7,621 34,25 24,22

Tabla E.2.3 Valores de Resolucion entre picos consecutivos de AgNPs, empleando FM 2

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,158 0,129 0,113 0,133
Resolucion 20nm-40nm 0,196 0,138 0,196 0,177
Resolucion 40nm-60nm 0,0697 0,0671 0,0917 0,0762
Tabla E.2.4 Valores de Recuperaciones de las AgNPs, empleando FM 2
10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Recuperacion (1) 17,91 42,62 51,98 27,77
Recuperacién (2) 19,56 39,89 58,53 27,74
Recuperacion (3) 20,04 36,08 62,39 26,29
Media 19,17 39,53 57,63 27,27
SD 1,120 3,289 5,264 0,8443
%DSR 5,841 8,319 9,134 3,096
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E.3) Fase movil 3

Grafica E.3.1 Cromatograma completo de AgNPs de distintos diametros, empleando FM 3

Abs

Grafica E.3.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM 3

Tabla E.3.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para las AgNPs, empleando FM 3
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40
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Tamaiio AgNPs (nm)

10 nm
20 nm
40 nm

60 nm

80

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Area (1) 108989,58 154299,53 119799,06 123646,76
Area (2) 111111,75 143536,89 119452,51 121767,67
Area (3) 111797,44 144251,77 108504,53 123358,6
Media 110632,92 147362,73 115918,70 122924,34
SD 1463,8906 6018,0694 | 6423,1972 1012,0173
%DSR 1,323 4,084 5,541 0,8233
Altura(1) 1075277 1526835 1213369 1251237
Altura(2) 1099979 1434932 1200692 1241848
Altura(3) 1094233 1442060 1069331 1223584
Media 1089830 1467942 1161131 1238890
SD 12926,30 51126,92 79753,12 14061,86
%DSR 1,186 3,483 6,869 1,135

39




Tabla E.3.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para las AgNPs, empleando FM 3

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
tr (1) 8,05 7,98 7,88 7,81
tr(2) 8,04 7,98 7,89 7,81
tr(3) 8,06 7,97 7,88 7,82
Media 8,05 7,98 7,88 7,81
SD 0,0100 0,00577 0,00577 0,00577
%DSR 0,1242 0,0724 0,0732 0,0739
Area (1) 74455,18 121017,81 | 36049,25 17929,51
Area (2) 82358,96 121017,81 33712,42 22043,48
Area (3) 89152,42 112147,35 32265,8 18688
Media 81988,85 118060,99 34009,16 20365,74
SD 7355,607 5121,362 1909,100 2189,342
%DSR 8,971 4,338 5,613 10,75
Altura(1) 430915 701383 188367 96326
Altura(2) 460816 701383 181246 100922
Altura(3) 476285 662926 175312 81580
Media 456005 688564 181642 92943
SD 23064,39 22203,16 6536,49 10105,12
%DSR 5,058 3,225 3,599 10,87
Anchura (1) 0,658 0,867 0,600 0,705
Anchura (2) 0,800 0,867 0,567 0,650
Anchura (3) 1,033 0,808 0,783 0,509
Media 0,830 0,847 0,650 0,621
SD 0,189331279 | 0,03406367 | 0,11635721 | 0,101095664
%DSR 22,80184014 | 4,02010219 | 17,901109 | 16,27076142

Tabla E.3.3 Valores de Resolucion entre picos consecutivos de AgNPs, empleando FM 3

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,0918 0,0720 0,0978 0,0872
Resolucion 20nm-40nm 0,136 0,126 0,113 0,125
Resolucion 40nm-60nm 0,107 0,131 0,0929 0,111

Tabla E.3.4 Valores de Recuperaciones de las AgNPs, empleando FM 3

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm

Recuperacion (1) 68,31 78,43 30,09 14,50
Recuperacion (2) 74,12 84,31 28,22 18,10
Recuperacidn (3) 79,74 77,74 29,74 15,15
Media 74,06 80,16 29,35 15,92

SD 5,716 3,610 0,9927 1,920

%DSR 7,717 4,503 3,382 12,06
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E.4) Fase movil 4

Grafica E.4.1 Cromatograma completo de AgNPs de distintos diametros, empleando FM 4
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Grafica E.4.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM 4

Tabla E.4.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para las AgNPs, empleando FM 4

8,400
8,380
8,360
8,340
8,320
8,300
8,280
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“a
40 60
Tamaiio AgNPs (nm)

80

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Area (1) 95514,79 132697,16 117221,13 110685,22
Area (2) 87254,29 131185,06 111206,44 103911,72
Area (3) 88446,36 131478,16 118178,87 107226,23
Media 90405,15 131786,79 115535,48 107274,39
SD 4465,04 801,91 3779,52 3387,01
%DSR 4,939 0,6085 3,271 3,157
Altura(1) 939982 1324844 1157912 1131892
Altura(2) 891199 1284155 1105993 1085502
Altura(3) 893456 1287582 1144572 1100233
Media 908212 1298860 1136159 1105876
SD 27536,47 22567,66 26962,56 23704,17
%DSR 3,032 1,737 2,373 2,143

41




Tabla E.4.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para las AgNPs, empleando FM 4

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
tr (1) 8,39 8,34 8,25 8,21
tr(2) 8,37 8,34 8,25 8,21
tr(3) 8,38 8,34 8,26 8,21
Media 8,38 8,34 8,25 8,21
SD 0,01 0 0,00577 0
%DSR 0,1193 0 0,06995 0
Area (1) 36817,92 47993,55 46067,9 28219,34
Area (2) 37787,6 43524,57 35155,61 21202,77
Area (3) 35397,78 43265,25 37413,68 21132,31
Media 36667,77 44927,79 39545,73 21167,54
SD 1201,965 2658,190 5760,099 4071,511
%DSR 3,278 5,917 14,57 19,23
Altura(1) 22657 256160 269524 148243
Altura(2) 34808 231870 218274 126247
Altura(3) 18868 251959 218246 122771
Media 25444 246663 235348 132420
SD 8327,53 12982,17 29597,29 13812,61
%DSR 32,73 5,263 12,58 10,43
Anchura (1) 0,467 0,717 0,7 0,85
Anchura (2) 0,642 0,683 0,625 0,792
Anchura (3) 0,467 0,683 0,675 0,675
Media 0,525 0,694 0,667 0,772
SD 0,101 0,0196 0,0382 0,0891
%DSR 19,23 2,827 5,728 11,54

Tabla E.4.3 Valores de Resolucion entre picos consecutivos de AgNPs, empleando FM 4

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,0845 0,0453 0,0696 0,0664
Resolucion 20nm-40nm 0,127 0,138 0,118 0,127
Resoluciéon 40nm-60nm 0,0516 0,0565 0,0741 0,0607
Tabla E.4.4 Valores de Recuperaciones de las AgNPs, empleando FM 4
10 nm 20 nm 40 nm 60 nm
Recuperacién (1) 38,55 36,17 39,30 25,50
Recuperacion (2) 43,31 33,18 31,61 20,40
Recuperacién (3) 40,02 32,91 31,66 19,71
Media 40,63 34,08 34,19 21,87
SD 2,437 1,810 4,425 3,159
%DSR 5,999 5,309 12,94 14,45
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F) Caracterizacion de AgNPs y Ag* mediante HDC-ICP-MS

F.1) Optimizacion de la FM: Fase movil A

Grafica F.1.1 Cromatograma completo de Ag* y AgNPs de distintos diametros, empleando FM A
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Grafica F.1.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM A
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*se ha eliminado el punto correspondiente al tamafio de 20nm porque empeoraba considerablemente el ajuste logaritmico

Tabla F.1.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM A

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
Area (1) 255273,04 308694,24 253022,69 | 249860,73 168771,40
Area (2) 256466,77 276324,04 246366,89 | 263361,83 142046,12
Area (3) 261705,364 266526,225 249697,93 258478,79 155408,76
Media 257815,06 283848,17 249695,84 | 257233,79 155408,76
SD 3421,5647 22067,957 3327,9013 6836,1148 13362,638
%DSR 1,327 7,775 1,333 2,658 8,598
Altura(1) 1972490 1907470 1957480 1959430 1330530
Altura(2) 1948800 1947470 1923800 1977980 1175300
Altura(3) 1952960 1927370 1948420 1933420 1252915
Media 1958083 1927437 1943233 1956943 1252915
SD 12648,73 20000,08 17428,76 22383,83 77615,0
%DSR 0,6460 1,038 0,8969 1,144 6,195
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Tabla F.1.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM A

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
tr (1) 8,337 8,272 8,164 8,092 8,505
tr(2) 8,327 8,266 8,143 8,084 8,510
tr(3) 8,312 8,261 8,123 8,063 8,508
Media 8,325 8,266 8,143 8,080 8,508
SD 0,01241 0,005300 0,02033 0,01472 0,002698
%DSR 0,1490 0,06411 0,2496 0,1821 0,03171
Area (1) 199284,07 195989,54 48785,07 47389,68 89561,71
Area (2) 211188,07 188288,46 34761,86 34068,18 102585,27
Area (3) 204172,14 182063,72 21817,70 23214,68 97606,09
Media 204881,43 188780,57 35121,54 28641,43 100095,68
SD 5983,6141 6975,9408 13487,28 12108,48 6571,6244
%DSR 2,921 3,695 38,40 42,28 6,565
Altura(1) 693149 718270 181300 173733 392101
Altura(2) 764366 718663 139798 139716 489263
Altura(3) 814342 714902 108406 111429 378619
Media 757286 717278 143168 141626 419994
SD 60905,6 2066,98 36564,0 31196,1 60366,4
%DSR 8,043 0,2882 25,54 22,03 14,37
Anchura (1) 1,90 1,80 1,14 1,69 2,56
Anchura (2) 2,60 1,57 0,800 0,92 1,76
Anchura (3) 2,09 1,95 1,03 1,44 1,56
Media 2,20 1,77 0,991 1,35 1,96
SD 0,364 0,191 0,173 0,390 0,532
%DSR 16,56 10,78 17,50 28,92 27,13

Tabla F.1.3 Valores de Resolucidn entre picos consecutivos de AgNPs y AgNPs 10nm-Ag*,
empleando FM A

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,0353 0,0288 0,0254 0,0298
Resoluciéon 20nm-40nm 0,0732 0,104 0,0926 0,0901
Resolucion 40nm-60nm 0,0513 0,0677 0,0486 0,0559
Resolucion Ag*-10nm 0,0752 0,0842 0,108 0,0890
Tabla F.1.4 Valores de Recuperaciones de Ag*y AgNPs, empleando FM A
10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
Recuperacion (1) 78,07 63,49 19,28 18,97 53,07
Recuperacién (2) 82,35 68,14 14,11 12,94 72,22
Recuperacién (3) 78,02 68,31 8,738 8,981 62,81
Media 79,48 66,65 14,04 13,63 62,70
SD 2,485 2,735 5,272 5,028 9,577
%DSR 3,127 4,104 37,54 36,90 15,27
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F.2) Optimizacion de la FM: Fase movil B

Grafica F.2.1 Cromatograma completo de Ag* y AgNPs de distintos diametros, empleando FM B
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Grafica F.2.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM B
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Tabla F.2.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM B

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
Area (1) 287270,246 307409,8138 | 244908,399 | 239416,458 | 118838,536
Area (2) 289459,711 305131,7052 | 263822,1291 | 242352,614 | 120208,424
Area (3) 277388,167 304967,161 | 277900,818 | 239075,883 | 121302,959
Media 284706,041 305836,2267 | 262210,449 | 240281,652 | 120116,640
SD 6431,3220 1365,2476 16555,1522 | 1801,5719 1234,7723
%DSR 2,259 0,4464 6,314 0,7498 1,028
Altura(1) 1951830 1937960 1945100 1953900 653913,558
Altura(2) 1963890 1881840 1945290 1965220 665986,539
Altura(3) 1953760 1698724 1965440 1942560 664956,617
Media 1956493 1839508 1951943 1953893 661619
SD 6477,981 125109,810 11688,842 11330,001 6692,866
%DSR 0,3311 6,801 0,5988 0,5799 1,012
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Tabla F.2.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM B

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
tr (1) 7,970 7,966 7,890 7,689 8,501
tr(2) 7,968 7,957 7,881 7,717 8,500
tr(3) 7,978 7,956 7,857 7,600 8,489
Media 7,972 7,960 7,876 7,669 8,497
SD 0,005687 0,005465 0,01740 0,06083 0,006685
%DSR 0,07133 0,06865 0,2209 0,7932 0,07868
Area (1) 369262,30 264435,55 36499,44 39842,99 190237,45
Area (2) 375912,86 251976,66 33084,51 36260,83 147687,77
Area (3) 355546,21 227204,67 30611,79 30441,03 137850,49
Media 366907,13 247872,29 33398,58 33350,93 142769,13
SD 10385,578 18951,752 2956,362 4745,150 27843,732
%DSR 2,831 7,646 8,852 14,23 19,50
Altura(1) 1195810 732521 83757 85715 689802
Altura(2) 1150570 686258 73758 69450 517411
Altura(3) 1073220 606494 74293 67368 486359
Media 1139867 675091 77269 74177 564524
SD 61991,9 63751 5625 10046 109599
%DSR 5,439 9,443 7,279 13,54 19,41
Anchura (1) 1,79 3,20 3,41 3,91 2,91
Anchura (2) 2,31 3,13 3,32 3,73 1,93
Anchura (3) 3,36 3,16 2,14 2,85 1,24
Media 2,49 3,16 2,95 3,50 2,03
SD 0,800 0,035 0,710 0,570 0,840
%DSR 32,18 1,122 24,03 16,29 41,45

Tabla F.2.3 Valores de Resolucidn entre picos consecutivos de AgNPs y AgNPs 10nm-Ag*,
empleando FM B

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,001404 0,003891 0,006863 0,004053
Resolucién 20nm-40nm 0,02299 0,02358 0,03760 0,02805
Resolucién 40nm-60nm 0,05505 0,04660 0,1028 0,06816
Resolucién Ag*-10nm 0,2263 0,2506 0,2220 0,2330

Tabla F.2.4 Valores de Recuperaciones de Ag* y AgNPs, empleando FM B

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
Recuperacion (1) 128,5 86,02 14,90 16,64 *
Recuperacién (2) 129,9 82,58 12,54 14,96 122,9
Recuperacion (3) 128,2 74,50 11,02 12,73 113,6
Media 128,9 81,03 12,82 14,78 118,3
SD 0,8896 5,913 1,959 1,961 6,518
%DSR 0,6903 7,297 15,28 13,27 5,512

*porcentaje andmalo (>150%)
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F.3) Optimizacion de la FM: Fase movil C
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Grafica F.3.1 Cromatograma completo de Ag* y AgNPs de distintos diametros, empleando FM C
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Grafica F.3.2 Calibracion de tr vs tamaiio para las AgNPs, empleando FM C
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Tabla F.3.1 Valores de tr, Areas, y Alturas sin Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM C

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag+ 250 ppb
Area (1) 192039,01 166141,93 168953,46 146619,92 147023,52
Area (2) 177160,53 158426,22 165510,80 149331,31 145015,70
Area (3) 174904,09 153535,44 165933,11 145958,14 147142,55
Media 181367,88 159367,87 166799,12 147303,12 146393,92
SD 9310,0824 6355,7783 1877,6224 1787,3592 1195,0612
%DSR 5,133 3,988 1,126 1,213 0,8163
Altura(1) 1381310 1392780 1326490 1162580 1169710
Altura(2) 1291300 1323820 1259380 1182330 1120500
Altura(3) 1314120 1262030 1285400 1106800 1133700
Media 1328910 1326210 1290423,33 1150570 1141303
SD 46792,18 65407,76 33835,83 39171,10 25470,85
%DSR 3,521 4,932 2,622 3,404 2,232
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Tabla F.3.2 Valores de tr, Areas, y Alturas obtenidas con Columna para Ag* y AgNPs, empleando FM C

10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
tr (1) 7,924 7,797 7,666 7,549 8,425
tr(2) 7,910 7,807 7,710 7,659 8,421
tr(3) 7,913 7,801 - 7,590 8,418
Media 7,915 7,802 7,689 7,600 8,422
SD 0,007382 0,005080 0,03123 0,05537 0,003535
%DSR 0,09326 0,06511 0,4061 0,7286 0,04197
Area (1) 172413,70 146904,34 1291,63 7100,02 141035,84
Area (2) 203787,11 137812,37 1171,07 6580,29 143790,17
Area (3) 186878,60 130679,93 - 7277,07 154352,98
Media 187693,13 138465,55 1231,35 6928,68 146393,92
SD 15702,556 8131,9049 85,2525 362,164 7029,7681
%DSR 8,366 5,873 6,923 5,227 4,802
Altura(1) 653375 143087 8718 22682 781518
Altura(2) 749651 117624 8941 19836 806602
Altura(3) 679345 101498 - 22070 811676
Media 694124 120736 8830 21529 799932
SD 49810,1 20968,5 158,2 1497,9 16148,1
%DSR 7,176 17,37 1,791 6,957 2,019
Anchura (1) 1,84 1,75 0,67 1,35 1,21
Anchura (2) 1,99 2,06 0,76 1,93 1,35
Anchura (3) 1,66 2,24 - 1,77 1,03
Media 1,83 2,02 0,72 1,68 1,20
SD 0,162 0,247 0,0675 0,300 0,159
%DSR 8,840 12,21 9,436 17,84 13,26

Tabla F.3.3 Valores de Resolucidn entre picos consecutivos de AgNPs y AgNPs 10nm-Ag*,
empleando FM C

Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Media
Resolucion 10nm-20nm 0,07034 0,05048 0,05726 0,05936
Resolucion 20nm-40nm 0,1079 0,06840 - 0,08817
Resolucion 40nm-60nm 0,1157 0,03805 - 0,07687
Resolucién Ag*-10nm 0,3283 0,3073 0,3749 0,3368
Tabla F.3.4 Valores de Recuperaciones de Ag* y AgNPs, empleando FM C
10 nm 20 nm 40 nm 60 nm Ag*
Recuperacién (1) 89,78 88,42 0,7645 4,842 138,8
Recuperacion (2) 115,0 86,99 0,7075 4,407 142,0
Recuperacién (3) 106,8 85,11 - 4,986 138,9
Media 103,9 86,84 0,7360 4,745 139,9
SD 12,88 1,658 0,04026 0,3017 1,850
%DSR 12,40 1,910 5,471 6,358 1,323
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F.4) Muestras de suplementos alimenticios: cuantificacidon simultanea de
AgNPs y Ag* mediante HDC-ICP-MS

Grafica F.4.1 Recta de calibrado de Ag* + 1mM PA
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Tabla F.4.1 Resultados de la cuantificacion de AgNPs en suplementos alimenticios mediante

HDC-ICP-MS
Concentracion interpolada | Factor de | Concentracion AgNPs
a o Stotal Scalibracion | Sinstrumental
(ng/L) dilucién (mg/L)
Biovedik 42,33 102,03 4,319 1,203 1,181 0,229
High Stability - - - - - -
Wellness 230,5 120,67 27,82 4,780 2,513 4,066

Tabla F.4.2 Resultados de la cuantificacidn de Ag* en suplementos alimenticios mediante

HDC-ICP-MS
Concentracion interpolada Factor de
g . Stotal Scalibracién | Sinstrumental
(ng/L) dilucién
Biovedik 117,4 102,04 11,98 3,990 3,087 2,528
High Stability 269,0 40,584 10,92 2,591 2,025 1,616
Wellness 37,98 120,67 4,583 1,694 8,640 1,457

Grafica F.4.2 Cromatograma y parametros cromatograficos obtenidos para el suplemento Biovedik
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Grafica F.4.3 Cromatograma y parametros cromatograficos obtenidos para el suplemento High
Stability
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Grafica F.4.4 Cromatograma y parametros cromatograficos obtenidos para el suplemento Wellness

AgNPs
Suplemento Wellness g
tr 7,66
800000 v
700000 Area 155516,72
600000 Altura 38781
500000 - Anchura 1,222
(7]
2 400000
300000 +
100000 tr 8,39
0 Area 592,129
0 ? N e 8 10 12 Altura 8364
Tiempo (min)
Anchura 0,9552

Figura F.4.1 Resultado obtenido mediante SEM para el suplemento alimenticio Biovedik
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