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Introduccion

Analisis de nanomateriales a lo largo de su ciclo de vida
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Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

PREPARACION

DE MUESTRA

* Muestras reales: NPs suspendidas o incrustada es matrices complejas

* Procedimientos tipicos no son suficientes: NPs pueden sufrir interacciones
fisicas o quimicas con la matriz

* La correcta interpretacion de los resultados depende de preservar las
condiciones iniciales de las NPs en la muestra

Separacion completa de las NPs en matrices complejas sin
alterar sus propiedades



Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Métodos de preparacion de muestra

- Acida
- Digesﬁén - Alcalina
- Enzimatica
- Filtracion
- Ultrafiltracion
- Separacion/ _ Diélisis
preconcentracion

- Extraccion en punto de nube

- Extraccion en fase solida




Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Digestion de muestras solidas que contienen NPs

g

Disolucion NPs y/ degradacién de la matriz de la muestra

Acidos oxidantes ':D:'

HCI /H.,O
concentrados: HNO, / H,0,

Ag, Cu, CuO, Zn pueden disolverse bajo condiciones acidas
HNO, + HCI H,O, HF

Contenido total .




Analisis de nanomateriales: preparacién de muestra

Digestion alcalina

Base fuerte soluble en agua empleada para la degradacion de

matrices orgdnicas previa a la determinacion elemental
TMAH L] L] ° [ [ ° [

Causa la escision hidrolitica y la metilaciéon de éster, amidas y

éteres; es capaz de romper enlaces disulfuro en proteinas

Digestion enzimatica

* Proteasas (proteinasa K) puede degradar proteinas en
Proteasas/ aminodcidos
pectinasas * Pectinasas tienen la capacidad de digerir la pared celular de

las plantas

11




Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Digestion alcalina

Digestion enzimatica

:> Ambas estrategias preservan el nucleo de las NPs inorgdnicas,
permitiendo su deteccién, caracterizacion y cuantificacién directa.

* La presencia de residuos organicos puede afectar a las recuperaciones
cuantitativas

v’ Digestiéon enzimatica: AgNPs en carne de pollo'2

v’ Digestiéon enzimatica: AuNPs en plantas de tomate?

v TMAH digestion: AgNPs and AuNPs en Daphnia magna expuestas*
v’ Digestion TMAH: AgNPs en heces de ratas expuestas®

12




Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

* La concentracion de las NPs en muestras medioambientales o biolégicas
puede ser menor a la que se puede medir directamente
* Eliminar los componentes de la matriz

L> Separacion + preconcentracion

Mejorar la capacidad
de deteccion

v’ aislar particulas de suspensiones acuosas
v’ separar NPs de especies disueltas

x Se requiere fuerzas centrifugas altas y largos tiempos
x La eliminacion de NPs de sobrenadantes que contienen especies disueltas
no es completa incluso en condiciones rigurosas

x En la presencia de sélidos no deseados, estos son aislados junto con las
NPs 13




Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Filtracion, ultrafiltracion y dialisis

Filtraciéon
* En general no es apta para distinguir entre fracciones disuelta y

nanopartculada
* Sin embargo, en combinacion con la ultrafiltracion (UF) puede utilizarse para
fraccionar por tamaios seguido del analisis de cada fraccion mediante otras

técnicas

Diélisis y UF
* Basadas en la separacion meramente fisica a través del uso de membranas
nanoporosas de diferentes materiales y cortes de peso molecular

* Uso para aislar las especies disueltas de las NPs y aplicacion en estudios de
disolucion de nanomateriales




Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Especies
disueltas

Tubo de
dialisis
NPs

* La difusion de las especies disueltas es mas rapida que la liberaciéon de iones de las NPs

* En el caso de algunos elementos, la recuperacion puede verse comprometida por la
retencion de iones metdalicos en la membrana

* Basado en pura difusion: se requiere de tiempos largos para alcanzar el equilibrio 15




Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Filtracion, ultrafiltraciéon y dialisis

UF acelera el proceso de separacién

NPs+disuelto

Membrana UF —» NPs

disuelto

centrifugacion

* Especies idnicas libres pueden ser separadas facilmente de las NPs

* La separacion de los correspondientes complejos es mds dificil dependiendo de la
MM molecular de los complejos y del tamaio de las NPs

* Las recuperaciones pueden verse afectadas por interacciones que las NPs y las
especies disueltas pueden sufrir con la superficie de la membrana dependiendo de su
composicion 16




Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Extraccion de NPs de muestras liquidas y sélidas mediante el uso de agua o
disolventes orgdnicos preservando algunas de sus propiedades

* Extraccién con hexano para el andlisis de NPs en cremas solares® y alimentos?

* Extraccion de NPs en aguas naturales con alquilamina en ciclohexano previa
modificacién de la superficie de las NPs con un dacido hidrofébico®

Extraccion en punto de nube

Preserva el tamaio y la morfologia de las NPs en la muestra y proporciona un
separacion selectiva de las especies disueltas

17




Analisis de nanomateriales: preparacion de muestra
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Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Extraccion en punto de nube

Preserva el tamaio y la morfologia de las NPs en la muestra y proporciona un
separacion selectiva de las especies disueltas

* Se combina con determinacién total del elemento para obtener informacion
sobre la parte disuelta y la parte nanoparticulada

e Cuantificacion de NPs
*ET-AAS: andlisis directo de la fase surfactante
*ICP-MS: digestion dacida previa

* Métodos selectivos a NPs independientemente de su composicién y
recubrimiento

Muestras con

recubrimiento

desconocida

19




Andlisis de nanomateriales: preparacion de muestra

Extraccion en fase solida

Extraccion de NPs de metales nobles mediante resinas de intercambio anionico

* Basado en la adsorcion reversible no covalente en una resina

* La superficie de las NPs es modificada con acido mercaptosuccinico

* Adsorcién ocurre a través de interacciones electrostatica entre grupos
carboxilicos desprotonados y grupos cargados positivamente de la resina
* NPs eluyen con dcido formico en metanol

* Preserva la forma y el tamaio de las NPs
* Aplicado a nanoparticulas con diferentes recubrimientos?
* La resina puede mostrar capacidad de adsorcién para NPs no modificadas

Se ha propuesto el uso de nanoparticulas magnéticas funcionalizadas para la
extraccion de AuNPs y Au idnico'® y de AgNPs en presencia de Ag(l)'!

20




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion,
caracterizacion,

cuantificacion

* NPs presentes en concentraciones relevantes desde el punto de vista
medioambiental o bioldgico: ppb o ppt

* Mayor cantidad de informacion que en analisis convencionales:
i. detectar la presencia de NPs,
ii. identificar el tipo de NPs (composicion quimica)
iii. caracterizar las NP (tamaio, forma, caracteristicas superficiales...)
iv. determinar la concentracidn en nimero
v. identificar nuevas especies formadas

Uso de (nuevos) métodos de analisis especificos y sensibles

y desarrollo de (nueva) metodologia de analisis .



Analisis de nanomateriales: detecciéon y caracterizacion

Técnicas de analisis

- Técnicas de conjunto - Dispersion de luz dinamica (DLS)

- Microscopia electrénica (EM)

-Técnicas de conteo
- Andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

- Cromatografia hidrodinamica (HDC)

- Técnicas de - Cromatografia de exclusiéon por tamaio (SEC)

separacion - Electroforesis

- Fraccionamiento mediante campos de flujo (FFF)

- Otras técnicas: deteccién individual de particulas mediante ICP-MS

(SP-ICP-MS), técnicas electroanaliticas
22




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Dispersion de luz dinamica

* Utiliza la luz dispersada por una suspension de NPs para determinar la velocidad de

difusion

Light
Source

e
Hannp:rti:la: E"'ﬁ:‘nﬂp{
[ ]
¢ /
Extinction
Detector
Measuring Cell

Movimiento Browniano de las NPs
a partir de las fluctuaciones en la
intensidad de la luz dispersada

¥

Coeficiente de difusion

"

Tamaio
(a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein)

S. K. Brar and M. Verma, TrAC Trends Anal. Chem., 2011, 30, 4-17
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Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Dispersion de luz dinamica

* Utiliza la luz dispersada por una suspension de NPs para determinar la velocidad de

difusion

Light
Source

S. K. Brar and M. Verma, TrAC Trends Anal. Chem., 2011, 30, 4-17

5
) Pl
Manoparticles E._.l-a!ﬁ-
8 gﬁ‘“ﬁu{
[ ]
¢ /
Extinction
Detector
L _J
Measuring Cell

v’ Distribuciones de tamaifio en

nUmero
v Monitorizar procesos de

agregacion

x Informacion representativa
para distribuciones
monodispersas

x Intensidad inversamente
proporcional a la 6° potencia
del radio

24




Analisis de nanomateriales: detecciéon y caracterizacion

Microscopia electronica

* Utiliza haces de electrones para visualizar estructuras que no son visibles para el

microscopio optico

S Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Haz de electrones _{,M, w(_"'az de Las imagenes se construyen a partir de
E mla electrones electrones que provienen de la muestra
LA
Muestra \3' A Microscopia electrénica de transmision (TEM)
| : \ Muestra Las imagenes se construyen a partir de
A T -~ N\ electrones dispersados al pasar a través
1 de secciones muy finas de la muestra
Detector
| |

Detector > ;o

A. Dudkiewicz, K. Tiede, K. Loeschner, L. H. S. Jensen, E. Jensen, R. Wierzbicki, A. B. a. Boxall, and K. Molhave, TrAC
25

Trends Anal. Chem., 2011, 30, 28-43.



Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Microscopia electronica

* A partir de las imagenes se puede obtener informacion sobre el tamaino de cada una de
las particulas

v’ Andlisis particula a particula

v’ Distribuciéon de tamanos,
forma, estado de agregacion

x Debe realizarse un gran
nUmero de medidas

x Condiciones de alto vacio:
preparacion de muestra

26




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Analisis de rastreo de nanoparticulas

* Técnica de ultramicroscopia que utiliza dos fendmenos fisicos relacionados con el
comportamiento de las particulas en suspension:

> Dispersion de la luz
> Movimiento Browniano

Microscope

* Se detectan las particulas
a partir de la luz dispersada

Particles scattering from laser beam

Particles suspended in liquid

* Se registra su movimiento
mediante una camara CCD

Laser beam [Approx S0pm wide)

Metalized surface

Glass

27




Analisis de nanomateriales: detecciéon y caracterizacion

Analisis de rastreo de nanoparticulas ‘

* Técnica de ultramicroscopia que utiliza dos fendmenos fisicos relacionados con el
comportamiento de las particulas en suspension:

» Dispersion de la luz
> Movimiento Browniano

* Analisis de las imagenes: distancia recorrida
por las particulas en un intervalo dado de
tiempo

Y

Tamaiho
(a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein)

28




Analisis de nanomateriales: detecciéon y caracterizacion

Analisis de rastreo de nanoparticulas

* Técnica de ultramicroscopia que utiliza dos fendmenos fisicos relacionados con el
comportamiento de las particulas en suspension:

» Dispersion de la luz
> Movimiento Browniano

v’ Andlisis particula a particula

v’ Distribucién de tamafios precisa si se
analiza un noUmero elevado de
nanoparticulas

x Condiciones medio: viscosidad
conocida, 6pticamente tranparente...

x Condiciones de alto vacio:
preparacion de muestra
x Altos limites de deteccion en tamano

29




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Cromatografia hidrodinamica

* Separacion por tamainos en capilares estrechos y abiertos

* Separacion se produce por un
gradiente de velocidad dentro de
los capilares

* Particulas mas pequeias se
aproximan mas a las paredes y
pasan mas tiempo en los bordes del
capilar que las grandes, eluyen mas
tarde

30




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Cromatografia hidrodinamica

* Separacion por tamainos en capilares estrechos y abiertos

v’ Separacién en fracciones
monodispersas

v’ Acoplar a distintos detectores

x Poca eficiencia de separacion

x Optimizacion para cada tipo de
muestra

31




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Cromatografia de exclusion por tamano

* Separacion por tamaios a través de una columna empaquetada con una fase estacionaria
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* Fase estacionaria: distribucion de
tamanos de poro en el intervalo de
tamanos de las NPs

* Tiempo medio que una NP pasa
en los poros depende de su tamano

* Orden elucion: NPs mas grandes —
NPs mas pequeias

32



Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Cromatografia de exclusion por tamano

* Separacion por tamaios a través de una columna empaquetada con una fase estacionaria
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v’ Separacién en fracciones
monodispersas

v' Acoplar a distintos detectores
x Adsorcion de NPs en la fase
estacionaria

x Optimizacion para cada tipo
de muestra
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Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Electroforesis

* Separacion basada en la migracion de especies cargadas mediante la aplicacion de un

campo eléctrico
Electroforesis gel (GE)

* Diferente migracion de las NPs a través de un gel
nanoporoso bajo el efecto de un campo eléctrico

* Diferentes matrices (geles) dependiendo de los
tamafios a separar

» Agarosa

i |
il |

> Poliacrilamida

l
l
i

34




Andalisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Electroforesis

* Separacion basada en la migracion de especies cargadas mediante la aplicacion de un
campo eléctrico

L -

q Electroforesis gel (GE)

v’ Separacién de NPs funcionalizadas

= Sl

x Dificil separacion de NPs sin funcionalizar

35




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Electroforesis

* Separacion basada en la migracion de especies cargadas mediante la aplicacion de un
campo eléctrico

Electroforesis capilar (CE)

capillary
tube

 Diferente movilidad de las NPs
inyectadas en un capilar fino rellenado
con un electrolito

source \ destination * Voltaje aplicado en los extremos del
reservoir reservoir capilar

sample

|power supply|

36




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Electroforesis

* Separacion basada en la migracion de especies cargadas mediante la aplicacion de un

campo eléctrico

Electroforesis capilar (CE)

capillary
tube

anode (+) cathode (-)

source destination
reservoir reservoir

sample

|power supply|

v Alta resolucién de separacion
v’ Analizar especies iénicas y NPs

x Caracteristicas de la superficie de
las NPs pueden provocar
interacciones no deseadas

x Presencia de macromoléculas en
matrices complejas que
interaccionen con NPs

37




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Fraccionamiento mediante campos de flujo

* Separacion de NPs en funcion de su tamano
 Canal estrecho y alargado sin fase estacionaria

* Interaccion de las NPs con un campo externo que aplica una fuerza que actua
perpendicularmente a la direccion del flujo de separacion

J

Distribucion diferente de las NPs dentro del canal dependiendo de su tamafo

4

Separacion
* Diferentes subtécnicas dependiendo del tipo de campo aplicado:
> FIFFF (flujo cruzado)
» SAFFF (fuerza centrifuga)

» ThFFF (temperatura) 38




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Fraccionamiento mediante campos de flujo

Fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico

Crossflow
Flujo de : Difusion
régimen ) Equilibrio
laminar :::::;,//7
IIIIIIIlllllllIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllIIIIIIllwuIIIIIIIIIlllllllllIIIIIIIIIIIIIIIlllllllIIII

Membrana

Signal

[ tr o D oc g ] Didmetro

hidrodinamico

Time 9




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Fraccionamiento mediante campos de flujo

v" Informacién sobre el tamafio en un amplio rango de tamafios
(1 nm=100 Um)

v Acoplado a un amplio rango de detectores on-line y off-line
v’ Separaciéon mantiene las condiciones originales de las NPs
x Optimizar condiciones especificas para cada tipo de muestra

x Interacciones NPs-membrana: bajas recuperaciones




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

* Esta técnica nos permite:
» Detectar la presencia de NPs
» Determinar tamanos y distribuciones de tamaio
» Determinar la concentracidon en masa y la concentracion en numero de NPs

» Diferenciar entre las formas disuelta y nanoparticulada de un elemento




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS)

Analizador de masas
(cuadrupolo) Detector

Nebulizador

T Antorcha Lentes

Muestra




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

Forma disuelta Forma nanoparticulada

signal
signal

time time 43




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

Frecuencia
adquisicién
datos

Muy alta

Concentracién
— de NPS

Muy baja

< 10 ms/ lectura (> 100Hz)

< 108 nanoparticulas L'




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

signal

1 pulso = 1 nanoparticula

Numero de pulsos = K Concentracion NPs

Intensidad pulso = K dtomos por NP
= K’ masa NP = K”’ tamafio NP

time 45




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

Barrido de tiempo — Histograma

Fondo/
disuelto

nanoparticulas

signal

NUmero de eventos

time Intensidad de pulso

46



Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

NUmero de eventos
NUmero de eventos

Intensidad de pulso

Tamaifio / nm

L _
-
&!¥

- Eficiencia de

nebulizacidon

Estandar - Velocidad
disuelto intfroducciéon muestra
47




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS

v' Cantidad de informacién obtenida

v’ Diferenciar entre disuelto y NP y entre diferentes tamaiios sin separacién
previa

v’ Limite de detecciéon en concentracidon

x Limites de deteccion en tamaio; especialmente éxidos

x Presencia de especies disueltas distorsiona los limites de deteccion

48




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Técnicas electroanaliticas

Voltametria de particulas inmovilizadas (VIP)

0.3
* Pocos microlitros de una suspension de NPs se
depositan en la superficie de un electrodo y se deja
secar

0.2

A

0.1 =

0.0 —

* El electrodo se transfiere a una celda
o electroquimica y se obtiene el correspondiente
voltagrama

0.
0.10

1A

* El potencial de los picos obtenidos se puede
0.00 - @ relacionar con la naturaleza y tamaiio de la NP

-0.05 , — — — ,

G. Cepria, W.R. Cérdova, J. Jiménez-Lamana, F. Laborda, J.R. Castillo, Anal. Methods, 6 (2014) 3072-3078 49



Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Técnicas electroanaliticas

Voltametria de particulas inmovilizadas (VIP)

0.3 -

0.2

v’ Informacién sobra la composicién

:
1 quimica
oo v Informacién cuantitativa
0 _ _ s x Trabajo a concentraciones de NPs
0.10 — EN
| altas
0.06 - S x Aplicacion a muestras
b Y [} [ ] r [ ]
1 medioambientales o biolégicas

0.00 -

-0.05 — — — ,

G. Ceprid, W.R. Cérdova, J. Jiménez-Lamana, F. Laborda, J.R. Castillo, Anal. Methods, 6 (2014) 3072-3078 50



Analisis de nanomateriales: detecciéon y caracterizacion

Técnicas electroanaliticas

Culombimetria por colisidon de particula (PCC)

» Basada en la modificacion de la linea base de un cronoamperograma (intensidad
eléctrica vs tiempo) cuando una NP impacta la superficie de un microelectrodo

* El impacto produce una senal

* La carga involucrada en el proceso se puede relacionar con la masa de la NP y con su
tamano asi como la frecuencia de colisiones con la concentracidon de NPs

A =ne NP
B
reductive spikes NP A
e +ne -ne
Microelectrode Microelectrode Microelectrode

W. Cheng, R.G. Compton, Trends Anal. Chem. 58 (2014) 79-89
51




Analisis de nanomateriales: deteccion y caracterizacion

Técnicas electroanaliticas

Culombimetria por colisidon de particula (PCC)

v’ Distribuciones de tamaiio
v Informacién cualitativa en nOmero de nanoparticulas

x Trabajo a concentraciones de NPs altas
x Pocas aplicaciones

A =ne NP
B
reductive spikes NP A
e +ne -ne
Microelectrode Microelectrode Microelectrode

W. Cheng, R.G. Compton, Trends Anal. Chem. 58 (2014) 79-89 -




Casos practicos

Caracterizacion de NPs en muestras reales

Células humanas procedentes de

ensayos in vifro
Digestion alcalina
+

Heces de ratas procedentes de AsFIFFF-Uv-Vis-ICPMS
ensayos in vivo

Plantas expuestas a NPs Digestion enzimatica + sp-ICPMS
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Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

ROYAL SOCIETY
OF CHEMISTRY

Detection and characterization of silver

nanoparticles and dissolved species of silver in
e this: Anabst, 2014, 159, 934 culture medium and cells by AsFIFFF-UV-Vis-

ICPMS: application to nanotoxicity testsT

E. Bolea,*® J. Jiménez-Lamana,® F. Laborda,?® |. Abad-Alvaro,? C. Blade,®? L. Arola®
and J. R. Castillo®

HepG2: linea celular del hepatoma humano

AgNPs Medio de cultivo

— e/iminado y Cé/UlGS
24 h guardadas — 80°C
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Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

Efectos citotoxicos: iones liberados o NPs?

100 nm . ® oo0 ooo(%’go@&%)gggxg&%b%&%&;;}f' gg'\::ns
o o k¥ ’ .- %%3&%5%
® 5 % B0
o : .o %,
o « Protein a5 ° gre 4
i Guaman B %  Identificacion de AgNPs
% t 8 ,
% \ suMOyiaten %g en las células
’ g
2 PPP2A ROS ] g
sz% \ 1 XX, ‘%/‘@‘ 58)
H \"‘bN A Electron transport
T, 1 ApOpIOSIS } g hain proteins &
By NS damage ~ ©hainproteins cqso’
91136%%%%%00%%%fmcoo<v>om%< yﬁj"%{
POOE00000000a 0, OF
W%%ng&o

Fraccionamiento en flujo con campo de flujo asimétrico
(AsFIFFF) acoplado a deteccion UV-Visible e ICP-MS




Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

Preparacion de muestra: digestion alcalina

+4 mL TMAH (25% w/w) D““il‘;')‘(’) ‘(—‘(’)‘ (T);i:/O" X-

Células
solubilizadas

Mayores tiempos
aumentan la
disolucion de las
AgNPs

(45% disminucion de

+ 1 mL Triton X-100 (0.25%)

—
4 h

18000

~

16000

Senal UV-Vis a 14000

405 nm 12000 -

:i 10000—-
AgNPs S 8000-

Qo J
anadidas al < 6000+
medio de 0]

TR, ] la sefial en 4 h)

solubilizacion o]

I5 I 1|o I 15
t/ min 56




Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

+4 mL TMAH (25% w/w) Diluido en Triton X-
100 (0.05%)
+ 1 mL Triton X-100 (0.25%)

TEM
Células
— Solub|||zadas
. ==

Cantidad de plata encontrada/ pg

Digestion acida convencional 7511
Solubilizacion con TMAH 77 £ 10

Toda la plata se recupera completamente
después de la solubilizacion con TMAH
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Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

AgNPs <10 nm AgNPs 10-40 nm (vs. Estandares AgNPs)
5 ‘ 10 15 20 25 30 35
| |
i Ag NPs <10 nm
Fase movil 0.01% SDS at pH=8 1
Flujo cruzado 2.5 (constante) t=5 min - T 1,
mL min! 2.5 a 0 (lineal) t=20min ] j .
— - \_ i \\\ =
(3]
c
>
Seial UV-Vis a254 nm »
Sefal UV-Vis a 405 nm | 14
Sefial 1°’Ag ICP-MS I -
_- ] AgNPs 10-15 nm AgNPs ? 12
p v v
Recuperacion de plata en el canal: ' J \\/’/‘*< -\--—-\\3-:=-'>—~/¢
716 % = o L
5 10 15 20 25 30 g%
Time / min

AgNPs 21 mg:-L dosis

-1

Crossflow / mL-min

-1

flow / mL-min



Caso practico: identificacion de AgNPs en células humanas

AgNPs extraidas de células

15000X 1000000X

it e TR SO B A
;"% AgNPs 25-40 nm
2
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Caso practico: identificacion de AgNPs en heces

>
cnfm
Metallomics

PAPER

(!)crossMark An insight into silver nanoparticles bioavailability
in rats

Cite this: Metallomics, 2014,

6. 2242 Javier Jiménez-Lamana,* Francisco Laborda,® Eduardo Bolea,?

Isabel Abad-Alvaro,” Juan R. Castillo,” Juliusz Bianga,” Man He,” Katarzyna Bierla,”
Sandra Mounicou,® Laurent Querdane,” Sylvie Gaillet,” Jean-Max Rouanet® and
Joanna Szpunar”

-

‘
I ' Identificacion
de AgNPs

AsFIFFF-UV-Vis

T
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Caso practico: identificacion de AgNPs en heces

Contenido total de Ag

Heces/gKg! 16.131+1.33

AgNPs o

iones Ag?
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Caso practico: identificacion de AgNPs en heces

Preparacion de muestra: digestion alcalina

+ Cisteina (0.1°
+2 mL TMAH (25% w/w) isteina (0.1%)

0 ! + Triton X-100 (0.05%
, _{u}_ + 400 L Cisteina (0.5%) riton (0.05% w/w)

|

centrifugacion 62



Caso practico: identificacion de AgNPs en heces

AgNPs en el medio de solubilizagion

Heces después de solubilizacion

Absorbance at 405 nm / r.u.

5 10 15 20
Time / min

Ag en heces presente en forma

nanoparticulada o




Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

Single particle ICP-MS characterization of platinum
nanoparticles uptake and bioaccumulation by
Lepidium sativum and Sinapis alba plants

J. Jiménez-Lamana', J. Wojcieszek?, M. Jakubiak?, M. Asztemborska?3, J. Szpunar!

'Laboratoire de Chimie Analytique Bio-lnorganique et Environnement, CNRS-UPPA, UMR5254, Hélioparc, 2, Av. Angot, 64053 Pau, France
2 Chair of Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, Warsaw University of Technology, Poland

3 Isotopic Laboratory, Faculty of Biology, University of Warsaw, Warsaw, Poland

Plantas

Nanoparticulas

70 nm

4 | 4 'S
@' RTIR A

Lepidium sativum Sinapis alba




Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

- S S B B B B B B B e e e E—

Number of gulses
w B (2]
9 .9 .9 .9

N
Q

o 5

95 100 105 110 115
Nanoparticle diameter, nm

Digestion
enzimatica

e e e o e e o o o EE o o o o D D e D o e O D

(@)
\01
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Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

Preparacion de muestra: digestion enzimatica

Macerozyme R-10
(celulasa + pectinasa)

|

Homogeneizacion

;
o Y &
+ tampon citrato \/ o
Incubacion
Filtracion

N4

"I 37°C, 24h I

SP-ICP-MS
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Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

Digestion enzimatica Optimizacion

Raices and brotes of L. sativum: nimero de nanoparticulas extraidas

Condiciones finales

Valor éptimo

Factor

Brotes Raices
Cantidad de muestra 25 mg 25 mg
Cantidad de enzima 50 mg 10 mg
Potencia de sonicacién 30% 30%
Tiempo de sonicacién 5 min 5 min
Tiempo de incubacion 24 h 24 h
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Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

700

»
o
o

w
o
(=]

N
o
o

300

200

'pt signal / counts

100

700

600

500

400

"pt signal / counts
w
o
o

Anadalisis SP-ICP-MS Sinapis alba

Raices

Tallos

700

100

600

500

400

300

200

100

0 20 40 60 80 100
700

20

40 60

Time / sec

80

100

. L] d
600 Cotiledones ¢

500 —
400

300

200

100

0 20 40 60 80 100

Time / sec

NUmero de NPs

Muestra /NP L

Hojas 5.30 x 108
Cotiledones 2.85 x 108
Tallos 3.11 x10'°

|Raices 6.18 x 10" |

- Presencia de NPs

- NPs transportadas a todos
los érganos de la planta

- Mayor cantidad de PtNPs

en raices
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Caso practico: caracterizacion de PtNPs en plantas

Number of pulses

Number of pulses

Anadalisis SP-ICP-MS Sinapis alba

20

-
o
|

68.2 nm

Raices

80 90

50

a)

40 -

68.5 nm Tallosb)

70 80 90 100

80 90
Diameter / nm

Cotiledones 9

67.4 nm

70 80 90 100
Diameter / nm

C

NPs transportadas intactas

Aglomeracion

No significante en
cotiledones

No hay disolucion de PtNPs

durante asimilaciéon y
fransporte
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Conclusiones

* Necesidad de obtener diferentes tipos de informacion en el
andlisis de nanomateriales

* Enfrentar a muestras muy diversas con caracteristicas muy
diferentes (matriz, concentracion...)

* Amplio rango de herramientas y técnicas de andlisis: dependiendo
del tipo de muestra y caracteristicas

* Combinacion de diferentes técnicas para obtener toda la
informacioén posible
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