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1. Introduccidn

En los ultimos afios se ha incrementado la produccidon de
nanoparticulas metdlicas en la industria, siendo las
nanoparticulas de plata (AgNPs) ampliamente usadas por sus
propiedades antibacterianas. La expansion de su fabricacion
provoca inevitablemente su liberacion en el medio ambiente,
generando una preocupacién por los efectos nocivos que puedan
tener sobre éste y los seres vivos. En el medio estas particulas
son susceptibles de sufrir transformaciones quimicas vy
morfoldgicas, como la oxidacion a plata (1), que esta relacionada
con la toxicidad de las AgNPs [1]. Debido a la coexistencia de Ag(l)
y AgNPs en el medio ambiente es necesario el desarrollo de
métodos analiticos para el andlisis de especiacion.

En este sentido, las técnicas de fraccionamiento en flujo
mediante campo de flujo asimétrico (AF4) o la electroforesis
capilar (CE) acopladas a la espectrometria de masas con plasma
de acoplamiento inductivo (ICPMS) se han mostrado
prometedoras para la separacion y caracterizacion de los
nanomateriales. Sin embargo, estas técnicas son caras y
presentan algunos inconvenientes, como la adsorcion de
nanoparticulas en la membrana de AF4 o la complicada
determinacion del tamafio de las particulas mediante la CE [2,3].
Adicionalmente a estas técnicas sofisticadas, se han desarrollado
otras metodologias mds simples y econdmicas para la
determinacion y especiacion de las AgNPs. En esta categoria se
encuentra la extraccién en punto de nube, también conocida
como “cloud-point extraction” (CPE), que permite la separacion y
preconcentracion de las AgNPs en presencia de Ag(l) sin alterar ni
la forma ni el tamafio de las particulas. Esta metodologia consiste
en afadir un surfactante (habitualmente (1,1,3,3-tetrametilbutil)
fenil-polietilenglicol (TX-114)) a la muestra acuosa a una
concentracion superior a la micelar critica (cmc) y posteriormente
aplicarle una temperatura superior a la temperatura especifica de
punto de nube (232C para el TX-114), donde el surfactante forma
micelas encapsulando las nanoparticulas. Debido a que la
densidad de las micelas es superior a la del agua las
nanoparticulas son depositadas y concentradas en un pequeiio
volumen de surfactante mediante centrifugacion [4,5]. La CPE se
ha combinado principalmente con la espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (ICPMS) para la
determinacion de nanoparticulas metalicas, como las de plata, en
distintos tipos de muestras acuosas. Esta combinacién (CPE-
ICPMS) se suele llevar a cabo mediante una digestién 4acida en
microondas del extracto de surfactante rico en nanoparticulas
previamente al analisis por ICPMS [6], lo cual hace que la
metodologia analitica sea mas laboriosa y costosa.

El objetivo del presente trabajo consiste en usar la CPE en
combinacién con otras técnicas analiticas, prescindiendo de la
etapa de digestion. Con este objetivo se estudiaron las ventajas e
inconvenientes de la combinacion de la CPE con la
espectrometria de fluorescencia de rayos-X por reflexién total

(TXRF) y la deteccion de particulas individuales mediante
espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo
(SP-ICPMS) para la identificacion, caracterizacion y cuantificacion
de las AgNPs en muestras acuosas.

2. Optimizaciéon de los parametros que afectan a la
CPE

En este trabajo la metodologia CPE usada se basaba en la descrita
por Liu et al. (ver Figura 1) [4], realizdndose una serie de
modificaciones para obtener una buena preconcentracion,
separacion y deteccion de las nanoparticulas de plata en
muestras acuosas.
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Figura 1. Esquema de la metodologia CPE.

Con este fin, se evaluaron los dos factores mas importantes que
afectan a dicha extraccidn, el pH y la concentracién y volumen de
surfactante.

pH. Segun la bibliografia existente, el pH es un factor critico en la
extraccion de nanomateriales mediante la CPE, dado que la
mayor eficiencia de extraccion se obtiene en el pH en el cual la
carga eléctrica es cero (punto isoeléctrico) [4]. En este trabajo, se
estudié la influencia del pH en la extraccién de AgNPs de 100 nm
con  distintos  recubrimientos:  citrato  (AgNPs-citrato),
polivinilpirrolidona (AgNPs-PVP) y polietilenglicol (AgNPs-PEG). El
rango de estudio para la optimizacidn del pH de las diferentes
muestras fue de pH 3,0-10,0. Los pHs inferiores a 3,0 se
descartaron debido a la posible disolucién de las AgNPs y la
descomposiciéon del 82032' y formacién de sulfuros [4]. Los
resultados mostraron que la eficiencia de extraccién era mayor
ajustando el pH a 3,7 para las AgNPs-citrato y AgNPs-PVP. En
cambio, la mayor sefial de plata para las AgNPs-PEG fue obtenida
ajustando el pH a 3,0. Debido a que las muestras reales contienen
distintos tipos de AgNPs, el pH seleccionado fue el de 3,7.

Concentracion y volumen de surfactante. Como se ha
comentado anteriormente, la metodologia CPE permite
preconcentrar las AgNPs. Con este fin, se testaron distintos
volumenes (0,1; 0,2 y 0,4 mL) y concentraciones (1,25; 2,5y 5,0%)
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del surfactante TX-114 para obtener la maxima preconcentracion
de AgNPs. La mayor seial de Ag se obtuvo afiadiendo 0,2 mL de
surfactante al 5,0%, por lo tanto se seleccionaron estas
condiciones de trabajo.

Finalmente, el procedimiento seguido para llevar a cabo la CPE
consistié en ajustar a pH 3,7 una solucién acuosa que contenia
AgNPs (9,5 mL), después anadir 0,1 mL de Na,S,0; 1M que
acomplejaba la Ag(l) presente en la muestra y 0,2 mL del
surfactante TX-114 (5,0%). Seguidamente, la muestra era
incubada a 402C durante 30 min y centrifugada a 2000 rpm
durante 5 min para facilitar la separacion de fases. Para poder
decantar el sobrenadante, la muestra se ponia en el congelador
durante 10 min para la solidificacion de la fase organica
(surfactante). La fase surfactante rica en AgNPs (=100 pl) era
caracterizada y cuantificada.

3. Combinacion de CPE con TXRF

Deposicidn del extracto CPE en el reflector de cuarzo

En la metodologia CPE descrita por Liu et al. la cuantificacion de
las AgNPs se realiza mediante ICPMS con una digestion previa del
extracto rico en AgNPs. En este estudio, se propone por primera
vez la TXRF como técnica de andlisis después de la CPE con un
instrumento que estd equipado con un tubo de rayos-X de
tungsteno que permite realizar el analisis usando la linea Ag-K,
(S2 PICOFOX, Bruker Nano GmbH). El andlisis por TXRF implica
que las muestras sean depositadas como una pelicula fina sobre
un soporte reflector, que en el caso de las muestras liquidas se
consigue depositando 5-50 pL de muestra y secdndola
posteriormente [7]. Teniendo en cuenta la deposicion de la
muestra, se probaron dos tratamientos alternativos a la
digestion: andlisis directo del extracto y evaporaciéon vy
reconstitucién con otro disolvente.

Anadlisis directo del extracto. En primer lugar, se estudié la
posibilidad de analizar el extracto obtenido de la CPE
depositandolo directamente sobre el reflector de cuarzo, debido
a que los surfactantes son comunmente utilizados para preparar
suspensiones homogéneas de muestras solidas para el analisis
por TXRF [8]. Pero el analisis directo del extracto de la CPE se
descarté dado que la precisién de los resultados obtenidos no era
aceptable para realizar un andlisis cuantitativo (RSD>30%, n= 5).
Esta baja precision en los resultados podia ser debida a la elevada
viscosidad del surfactante después de la CPE que complicaba la
correcta deposicion y secado del extracto sobre el soporte
reflector.

Evaporacion del extracto y reconstitucion. Dado que el analisis
directo del extracto fue descartado, se probdé a evaporarlo y
reconstituirlo con un disolvente adecuado para ser depositado en
el reflector de cuarzo para el analisis por TXRF. Para esto, primero
se probaron distintas temperaturas para evaporar el extracto
obtenido en la CPE (602C y 1002C). Los resultados mostraron que
no habia diferencias significativas entre evaporar el extracto de la
CPE a 602C o 1002C. Por lo tanto, se selecciond trabajar a 1002C,
ya que el tiempo requerido para la evaporacién de la fase
organica era mas corto (2,5 horas en comparacién con 5 horas).
Una vez seleccionada la temperatura de evaporacion, se testaron
distintos disolventes para reconstituir la muestra evaporada. Los
disolventes organoclorados son apropiados para el andlisis TXRF
porque su elevada volatilidad facilita el secado de la muestra para
su posterior analisis [9]. Por este motivo, los disolventes que se
probaron fueron los siguientes: cloroformo (CHCl;), tetracloruro
de carbono (CCl,), metanol/acido nitrico (CH,/HNO3;) vy

tetrahidrofurano (C4HgO). La disolucidn de la fase rica en AgNPs
no fue posible utilizando CHCl; y la mezcla CH,/HNO;. En cambio,
si lo fue con CCl, y C,HgO. El CCl, fue el disolvente escogido ya
que daba una mayor sefial de plata. Finalmente, se determiné el
minimo volumen de CCl, necesario para reconstituir el extracto
debido a la toxicidad de este disolvente. Con este objetivo se
probé a reconstituir la muestra con 20 uL y 60 pL, seleccionando
20 pL como volumen adecuado para resuspender la muestra
evaporada ya que se observd que el extracto se solubilizaba
cuantitativamente y la sefal de plata era mayor que usando
cantidades de CCl, mayores.

Usando las mejores condiciones de preparacion de muestra
mediante la evaporacion del extracto de la CPE (temperatura
evaporacién 1002C) y una posterior reconstitucion (disolucién del
extracto evaporado con 20 uL de CCly), se obtuvo una buena
reproducibilidad en los resultados (RSD~12%, n=3) secando la
gota de extracto facilmente antes de su analisis por TXRF vy
obteniendo una deposicidn homogénea de la muestra.

Prestaciones del método

Una vez establecidas las condiciones de preparacién de la
muestra para el analisis del extracto de CPE mediante TXRF, se
evaluaron las prestaciones del método CPE-TXRF donde se
obtuvieron unos limites de deteccién (LODs) alrededor de 0,8 g
L™, unos limites de cuantificacién (LOQs) de 2,7 ug L* y una
buena linealidad en el rango de 15-1000 pg L? para todos los
tipos de AgNPs estudiadas (AgNPs-citrato, AgNPs-PVP, AgNPs-
PEG). En las recuperaciones de extraccion se observd que la
presencia de AgNPs con distintos recubrimientos y tamafios no
afectaba a la extraccién de las particulas mediante CPE, ya que se
obtuvieron recuperaciones entre 73-106%. En cambio, la
presencia de Ag(l) afectaba a la extraccidon de las AgNPs cuando
su concentracion era 3 veces mayor a la de las nanoparticulas,
dando rendimientos de extraccién superiores al 100%.

4, Combinacion de CPE con SP-ICPMS

La metodologia descrita anteriormente (CPE-TXRF), solamente
nos permite obtener informacidn sobre la cantidad total de plata
(en forma de AgNPs), presente en el extracto. Esto implica que no
nos permite obtener informacidn sobre el tamafio de las
particulas ni la concentracién en nimero de particulas de Ag. Sin
embargo, actualmente se esta trabajando en el desarrollo de una
metodologia que permita combinar CPE con SP-ICPMS. El uso de
esta técnica analitica ha aumentado en los ultimos aifos, ya que
permite detectar y caracterizar nanoparticulas en muestras
acuosas. El andlisis por SP-ICPMS requiere soluciones
suficientemente diluidas y tiempos de medida cortos para
asegurar que sélo se mide una particula en cada periodo de
lectura [10]. Teniendo en cuenta los requisitos para llevar a cabo
el analisis por SP-ICPMS, se procedié al desarrollo de la
metodologia CPE-(SP-ICPMS):

Dilucidn del extracto de CPE

A diferencia de TXRF, el analisis por SP-ICPMS esta limitado por la
introduccién de la muestra en el instrumento de analisis. Por este
motivo es importante seleccionar un disolvente adecuado para
poder introducir la muestra en el instrumento. Ademas, el
volumen necesario para llevar a cabo el analisis es mayor (mL) en
comparacién con la TXRF (uL). Asi que en primer lugar se testaron
una serie de disolventes adecuados para diluir el extracto
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obtenido en la CPE. Los disolventes que se probaron son los
siguientes: agua, isopropanol 1% vy glicerol 1%. Diluyendo el
extracto rico en AgNPs a 15 mL, se observé que en todos los
casos se obtenia una suspension homogénea, excepto en el caso
del agua. Finalmente, se selecciond el glicerol 1% dado que los
rendimientos de nebulizacién (n,e,=3,5) eran muy similares a los
obtenidos en una solucién acuosa de AgNPs (Nne,=3,5). El analisis
de las muestras en este estudio se llevé a cabo mediante ICPMS
(Elan DCR-g, PerkinElmer).

Determinacién del tamafio de las AgNPs

La determinacion del tamafio de las particulas se realizé a partir
de la siguiente ecuacién:

1
e = KICPMSKME npd® Ec.1

donde ry es la intensidad del pulso producido por una
nanoparticula, Kipms €l rendimiento de deteccion (iones
detectados por atomos introducidos en el plasma), Ky incluye
una serie de parametros del elemento (Ky=ANp,/My,
abundancia, n? Avogadro, masa atémica), p la densidad y d el
diametro de las particulas. Mientras los parametros relacionados
con la nanoparticula y el elemento son conocidos, Kcpus Se
estima a partir de patrones de Ag(l). En esta estimacion se asume
que una vez en el plasma los dtomos de una solucién de Ag(l) y
los de una suspension de AgNPs se comportan igual. Asi, Kicpus S€
determina a partir de una recta de calibrado convencional, que
permite relacionar la concentracién en masa (C) con la sefial
para el analito disuelto (rg;) a través de:

Tais = KineroKicpmsKuC" Ec.2

donde K, €s la contribucién del sistema de introduccion de
muestra  (Kintro=NnebQumuestra)  [10]. Para poder determinar el
término K., €s necesario conocer el caudal de muestra (Qmuestra)
y el rendimiento de nebulizacion (1nep)- MNneb S€ determiné a partir
del método del tamafio [11]. Los rendimientos de nebulizacién
obtenidos para las AgNPs-citrato (100 nm), AgNPs-PVP (75 nm vy
100 nm) y las AgNPs-PEG (100 nm) en medio acuoso y medio
glicerol 1%, usando un tiempo de integracién de 5 ms y un
tiempo de lectura de 60 s se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento de nebulizacidon de distintos tipos de AgNPs en
medio acuoso y medio glicerol 1%. La desviacion estandar corresponde a
analisis de triplicados.

Eficiencia de nebulizacion

Solucion estandar

Agua Glicerol 1%
AgNPs citrato 100 nm 4,51 10,04 4,7+0,7
AgNPs PEG 100 nm 4,98 +0,03 5,00 +0,09
AgNPs PVP 100 nm 4,72+0,03 4,46 0,06
AgNPs PVP 75 nm 4,3+0,1 4,4 +0,2

Como se puede observar en la Tabla 1 no hay practicamente
diferencias entre los 1, Obtenidos en medio acuoso y en medio
glicerol 1%. Sin embargo, el tamafio y el recubrimiento de la
particula afecta ligeramente en la determinacion del 1., Ya que
los resultados mostraron ciertas diferencias. Una vez conocido el
Nneb S€ pudo determinar la Ki,, y consecuentemente el término
Kicpms de la Ec. 2. Con la estimacidén de Kicpys se determind el
tamafio de las particulas de las suspensiones de estudio mediante
la Ec. 1. Los diametros de las particulas obtenidos se muestran en
la Tabla 2. Los resultados obtenidos mostraron que no habian

diferencias entre los didmetros de las particulas determinados
experimentalmente con los proporcionados por el fabricante,
excepto para las AgNPs-PEG donde el valor del diametro
determinado experimentalmente era un poco inferior al valor
certificado del fabricante.

Tabla 2. Didmetros de las AgNPs en medio glicerol 1%. Desviacion
estandar obtenida mediante el analisis de triplicados.

Tamafio determinado Tamafio
experimentalmente (nm) certificado por el
Solucién estandar Glicerol 1% fabricante (nm)
AgNPs citrato 100 nm 94+2 95+9
AgNPs PEG 100 nm 84+1 99+ 10
AgNPs PVP 100 nm 91+1 102 +11
AgNPs PVP 75 nm 69+1 777

Determinacion de los LODs en tamafio y masa

El limite de deteccidon en tamafio fue de 26 nm y el limite de
deteccidn en masa de nanoparticula de 0,094 fg.

5. Aplicacion a suelos contaminados con

nanoparticulas de plata

Como se ha comentado en la introduccidon, las AgNPs son
liberadas inevitablemente en el medio, donde pueden
interaccionar con los componentes del suelo afectando a su
movilidad, transporte y biodisponibilidad. Para entender mejor su
comportamiento, en este estudio se aplicaron las metodologias
desarrolladas (CPE-TXRF y CPE-(SP-ICPMS)) a un lixiviado de suelo
acuoso que contenia una mezcla AgNPs y Ag(l). Para obtener este
lixiviado, previamente se realizé una desorcidén de las AgNPs en
un suelo contaminado por éstas.

Desorcion AgNPs en el suelo

A los suelos contaminados con AgNPs de PVP 75 nm se les
afiadieron 15 mL de agua Milli-Q y las mezclas se sometieron a
agitacion rotatoria durante 24 h (35 rpm). Pasado este tiempo,
las muestras fueron centrifugadas (3500 rpm, 8 min) y se pipeted
el sobrenadante que contenia particulas inferiores a 0,2 um.

CPE del lixiviado acuoso del suelo

Al sobrenadante obtenido en la lixiviacion del suelo contaminado
con AgNPs, se le aplicd la metodologia de la CPE descrita en el
apartado 2.

Analisis del extracto CPE por TXRF y SP-ICPMS

Previamente al analisis por TXRF, se realizé el tratamiento del
extracto obtenido en la CPE descrito anteriormente (apartado 3).
A continuacién, 5 pL de la muestra resultante fueron depositados
en el reflector de cuarzo y se secaron mediante una lampara de
IR. Seguidamente se realizé el analisis por TXRF con un tiempo de
medida de 2000 s. En la Figura 2 se pueden apreciar los picos
correspondientes a la plata después de la CPE indicando la
presencia de AgNPs en los extractos acuosos del suelo, donde la
concentracion determinada fue de 220 pg Lt (sd=10, n=3).
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Figura 2. Espectro obtenido del analisis mediante TXRF del extracto CPE
de un lixiviado acuoso de suelo.

Adicionalmente, la presencia de AgNPs en los lixiviados acuosos
del suelo fue también confirmada mediante el analisis por SP-
ICPMS. En la Figura 3A, se puede observar que las distribuciones
correspondientes a la Ag(l) y a las AgNPs se encuentran juntas
dificultando la correcta determinacion del tamafio y la
concentracion en nimero de particulas de Ag (ver Figura 3).

200 A 200 B

150

o | |I|| ||||||"I|||n..... D : |I|_| |“|||| |||I_||l_u...... s

10 40 70 100130160190220250280310340370400 10 40 70 100130 160 190 220 250 280 310 340370400
Intensidad de pulsos (cuentas) Intensidad de pulses (cuentas)

Figura 3. Representacion del histograma obtenido mediante el andlisis
por SP-ICPMS de los lixiviados del suelo antes de la CPE (A) y después de
la CPE (B) (concentracién de Ag en la muestra~ 1 g LY.
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Por este motivo, se aplicd la CPE en el lixiviado acuoso y el
extracto resultante se sometié al tratamiento descrito en el
apartado 4, para posteriormente ser analizado por SP-ICPMS. El
analisis por SP-ICPMS, una vez realizada la CPE, permitid la
correcta discriminacion de la Ag(l) de las AgNPs, lo que nos va a
permitir una mejor determinacion del tamafio y la concentracion
de las nanoparticulas. Ademas, podemos concluir que la mayor
parte de Ag presente en los extractos acuosos del suelo se
encuentra en forma de nanoparticula (97%). Esto indica que
mantienen su forma durante los 21 dias que estan en contacto
con el suelo. A pesar que es necesario la realizacion de
experimentos adicionales para confirmar los resultados
presentados, la combinacién de CPE con TXRF y SP-ICPMS puede
ser una metodologia adecuada para obtener informacion de las
AgNPs en muestras acuosas.

Conclusiones

Estos resultados preliminares nos indican que la CPE es un buen
método para aislar y preconcentrar las AgNPs de la matriz en
muestras acuosas que también contienen Ag(l). La combinacién
CPE-TXRF nos permite obtener informacion de la cantidad total
de Ag en el extracto CPE sin necesidad de grandes cantidades de
muestra ni reactivos, mediante una técnica relativamente
econdmica. En cambio, mediante la combinacién de la CPE-(SP-
ICPMS) se puede obtener informacion cualitativa y cuantitativa
de las AgNPs presentes en la muestra a niveles de concentracién
mas bajos (ng LY y con tiempo de analisis mas cortos (60 s). A
pesar de las ventajas e inconvenientes de la combinacion de
ambas técnicas con la CPE, el uso de las dos puede ser
beneficiosa para obtener informacion cualitativa y cuantitativa de
las AgNPs en muestras acuosas.
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