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La Nanociencia y la Nanotecnologia han emergido en los
ultimos afios como una realidad y una tendencia en casi
todos los campos de actividad. Su impacto también ha
tenido lugar en la ciencia analitica. En primer lugar porque
los nanomateriales son utilizados como herramientas
analiticas cada vez mas (tratamiento de muestra,
deteccidn y separaciones, etc.), pero ademds, como reto
importante hoy en dia porque es necesario el control
analitico de nanomateriales en una gran variedad de
muestras. Especialmente en este Ultimo caso, la
nanometrologia analitica esta implicada como disciplina
cientifica orientada para producir informacion fiable para
los usuarios finales.

Nuestro grupo de investigacion lleva afios trabajando en la
linea de la |utilizacibn de nanomateriales como
herramientas analiticas, y mas recientemente en el
objetivo de determinar nanomateriales en diferentes tipos
de muestras. Esta linea importante de trabajo, y también
mayoritaria en estos momentos, la hemos organizado
dentro del “Analytical-nano-Group”.
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La nanometrologia analitica (NMA) se refiere a las medidas
que tienen por objeto el “nano-mundo” con fines
analiticos. El nano-mundo se refiere a entidades en las
que, al menos una de las dimensiones es inferior a 100 nm.

ﬁ f{ ’ n . z ﬁ. z. : f Z’ﬁ'
TRAZABILIDAD PFSSSSSN Tamaiio EEEEJ Analisis de muestras
INCERTIDUMERE [l (< 100"™) kaggg  VALIDACION

HerramlenFas ANALITOS Met’o.dos
para medir analiticos

La aplicacion de la nanometrologia analitica implica
disponer de las herramientas analiticas apropiadas para
hacer medidas sobre los nanomateriales (NMs) a través de
métodos analiticos que deben validarse para asegurar su
fiabilidad. La gran justificacidon actual de la NMA es que los
nanomateriales son utilizados cada vez mas en los mas

variados campos de la actividad profesional y productiva.
Por otro lado, la sintesis y produccion de NMs debe
someterse a estrictos programas de control de calidad a fin
de asegurar la reproducibilidad dentro y entre diferentes
partidas. Para ello es necesario disponer de técnicas vy
métodos de caracterizacion y determinacidn seguros. En
este sentido, existen numerosas técnicas para ofrecer
informacion sobre tamario, distribucion de tamafos, nivel
de aglomeracion, forma, estructura composicion,
superficie y concentracion, pero que hay que ordenar y
seleccionar adecuadamente con el objetivo de ser
utilizadas con los fines analiticos convencionales de esta
disciplina.

En esta direccion, nuestro grupo ha realizado
contribuciones, con diversos objetivos analiticos, que se
resumen a continuacion.

En primer lugar, la caracterizacién de NMs, considerdandose
en este caso como muestras, pero llevado a cabo en medio
acuoso y no en estado sélido como hacen las técnicas
microscopicas y algunas técnicas espectroscopicas. Por
ejemplo, caracterizacion por tamafio empleando un
acoplamiento entre electroforesis capilar (CE) y un
detector de dispersion de luz estatico (ELSD), a través de
una interfase disefiada por nuestro grupo [1]. Se han
separado nanoparticulas de oro (AuNPs) de 3.5, 6.5y 10.5
nm [2]. Asi mismo, la separacion de AuNPs de diferentes
formas (prismas y octaedros) mediante CE-DAD utilizando
micelas de dodecil sulfato que interaccionan de forma
diferente con AuNPs-prismas y AuNPs-octaedros, que
presentan diferente movilidad electroforética [3].

La deteccion/screening de nanomateriales en muestras
especificas ha sido otro objetivo, habiendo obtenido
resultados importantes. Estas aplicaciones se han llevado a
cabo en el campo del control analitico de nanoparticulas
(NPs) en alimentos. En la actualidad es un problema desde
el punto de vista de la seguridad alimentaria. Estd
reconocido que los ingredientes de los alimentos que
generalmente se consideran como seguros a nivel micro y
macro, pueden no serlo a nivel de la nanoescala. Esto es
debido a que las NPs son capaces de penetrar la
membrana celular e interferir con los mecanismos del
metabolismo celular, e incluso pueden penetrar dentro del
nucleo celular y afectar al ADN, con los correspondientes
efectos indeseables. Por ejemplo, el TiO, es utilizado como
aditivo en alimentos azucarados de reposteria. En Europa
es un aditivo autorizado (E171) hasta ciertos niveles, pero
sin considerar su presencia en forma de nanoparticulas. Sin
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embargo, su capacidad como TiO,-NPs de penetrar en las
células y el nucleo ha llevado a considerarlo como un
agente citotdxico, genotdxico y carcinogénico. La distincion
entre TiO,-microparticulas y TiO,-nanoparticulas es, por
tanto, fundamental desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria. Para esta finalidad se ha desarrollado una
metodologia que combina el screening de TiO, mediante
espectroscopia Raman, y confirmacion de TiO,-NPs
mediante CE [4].
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El screening de TiO,-NPs en cosméticos es otra aplicacion
recientemente  desarrollada mediante CE-DAD vy
confirmacién mediante dispersién de luz dindmica (DLS) e
plasma de acoplamiento inductivo — espectrometria de
masas en la modalidad de particula simple (sp-ICP-MS) [5].

La cuantificacion de nanomateriales en muestras
especificas es un verdadero reto analitico en la actualidad.
La silice es también un aditivo autorizado y legislado en
Europa (aditivo E551), presente en diferentes alimentos.
Algunos estudios demuestran que cuando se presenta en
forma de nanoparticulas (SiO,NPs), presenta riesgos
potenciales (complicaciones durante el embarazo vy
problemas de coagulacién de la sangre). Nuevamente, la
distincion entre la fraccidon micro y nano es, por tanto, de
gran interés desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria.

Se ha desarrollado un método electroforético, basado en
el acoplamiento CE-ELSD, para la separacion de
nanoparticulas de silice, asi como la diferenciacion entre
nano y micro/macro nanoparticulas de silice [6]. El método
se ha aplicado a muestras de sal comun presente en
diferentes alimentos. Las caracteristicas analiticas de este
método son bastante ventajosas en términos de costes,
tiempo de andlisis, consumo de muestra y disolvente, asi
como simplicidad comparado con otras alternativas como
el andlisis mediante AF4-MS-MS (fraccionamiento de flujo
asimétrico).
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La monitorizacion de AuNPs en matrices bioldgicas ha sido
otro objetivo en nuestro trabajo de investigacion,
distinguiendo entre las formas nanoparticuladas y
disueltas en medios de cultivo, a fin de llevar a cabo
estudios de toxicidad [7]. El control fue llevado a cabo
mediante HPLC-ICP-MS.
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De forma mas reciente la caracterizacién de las AuNPs y
especies disueltas de oro, para llevar a cabo estudios
toxicoldgicos in vitro, se ha llevado a cabo mediante AF4-
ICP-MS [8]. Se consigue buena resolucién en la separacion
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de AuNPs de diferente tamafio y muy buena sensibilidad
aportada por el detector ICP-MS. En los estudios de
toxicidad debe evaluarse también el efecto del medio de
cultivo, a fin de interpretar correctamente los resultados.
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Se ha monitorizado la presencia de estas nanoparticulas
tanto en las células como en el sobrenadante empleado en
su cultivo.
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La actividad investigadora también se ha centrado en el
desarrollo de técnicas hibridas basadas en el acoplamiento
de técnicas de separacion y detectores, tanto O&pticos
como de espectrometria de masas, para el estudio de
especiacion de metales y metaloides en muestras de
interés biolégico y medioambiental. Destacan las
contribuciones en el uso de especies enriquecidas
isotopicamente en is6topos estables como herramienta
analitica (dilucidn isotdépica) y como trazadores en el
estudio de procesos medioambientales dindmicos. Gran
parte de esta actividad se ha centrado en el estudio de la
especiacion de mercurio donde ademas los métodos y
herramientas analiticas desarrolladas han sido utilizadas
para obtener informacion relevante tanto en estudios
medioambientales en diversos ambientes expuestos a
contaminacién como estudios epidemioldgicos a nivel
nacional e internacional. La actividad mas reciente en este
campo estd relacionada con el estudio de biomoléculas
asociadas a metales y metaloides (metalémica) para

obtener informaciéon sobre los posibles mecanismos de
defensa y/o toxicidad en organismos vivos. En estas
metodologias se  han utilizado en  ocasiones
nanomateriales para extraccion selectiva de especies de
mercurio. Actualmente se han comenzado trabajos para
detectar/determinar nanoparticulas de mercurio en el
medio ambiente.

Recientemente, se ha iniciado una linea de trabajo
financiada por el Instituto Nacional de Seguridad y Salud
en el Trabajo (Ministerio de Trabajo, Migraciones vy
Seguridad Social) para la evaluacién de la exposicion a
nanomateriales en ambientes laborables. Se trata de un
proyecto interdisciplinar para establecer procedimientos
de muestreo de nanomateriales y su caracterizacion y
determinacién. Se ha trabajado en una planta piloto para
simular la contaminacién por nanomateriales y muestrear
con filtros de diferente naturaleza (DiscMini, y Sioutas
Personal Cascade Impactor Sampler, PCIS).

Los trabajos iniciales se han desarrollado con
nanoparticulas de carbono (grafeno) y de silice. Los filtros
se han analizado mediante microscopia de rayos X, SEM,
TEM, DLS y ICP-MS.
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A raiz de estos trabajos y el estado actual del tema de la
NMA, se pueden establecer las siguientes conclusiones:

- Cada vez mds son necesarios métodos analiticos para la
caracterizacion/determinacion de nanomateriales.

- El andlisis de los nanomateriales debe llevarse a cabo
en el mismo medio en el que existen de forma natural
(no exclusivamente en estado sélido como imponen las
técnicas microscopicas y  algunas  técnicas
espectroscépicas).

- lLas técnicas instrumentales de  separacion
(cromatografia liquida, electroforesis capilar y técnicas
de fraccionamiento de flujo) son candidatos muy
validos para desarrollar la NMA, especialmente
acopladas a detectores como ICP-MS.

- Es urgentemente necesaria la preparacién 'y
disponibilidad de patrones (sobre todo materiales de
referencia certificados) para la validacion de estas
metodologias.

Los retos son actualmente importantes. Realmente, el
analisis de muestras que contienen nanomateriales esta en
un estadio inicial. La metrologia clasica aplicada para la
caracterizacion se debe extender a una concepcion mas
amplia incluyendo la determinacion de nanomateriales en
tipos de muestras especificas. Indudablemente existen
importantes “cuellos de botella” para la utilidad de estos
métodos para usuarios finales (laboratorios analiticos de
control o de rutina). Entre ellos:

- La identificacion de problemas reales (nano-
componentes en muestras especificas).

- El tratamiento de muestra debe asegurar la integridad
de los nano-componentes.

- La hibridacién instrumental es fundamental, por lo que
el desarrollo de nuevas interfaces sera un aspecto muy
favorable.

- Se necesitan patrones de calidad para el calibrado y el
control de calidad interno.

- Asi mismo, y en la misma linea, se necesitan programas
de aseguramiento de la calidad para la validacion de las
metodologias para la determinaciéon de nanomateriales
en muestras concretas.
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