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Me he dado cuenta de que, de forma mas 0 menos consciente, he ido posponiendo la
escritura de los agradecimientos y se han quedado practicamente para el final. A las
prisas irremediables por terminar la memoria se suman las pocas ganas que uno tiene
de escribir despueés de tantas horas delante del ordenador. Sin embargo, no queria hacer
un simple listado con las personas que me han apoyado durante todo este periodo. El que
me conozca un poco sabe de mi dos cosas: uno, lo mucho que me gustan los relatos, y
dos, que no tengo remedio. Asi que me apetecia escribir dejando de lado toda esa prosa
mas técnica, al menos por un momento. De ahi ha surgido esta idea, no solo para
mencionar a las personas que han compartido conmigo su dia a dia, sino para intentar
dejar una imagen de lo que han significado para mi. Una imagen a la que poder recurrir
en el futuro y tratar de recordar a sus integrantes con el mayor carifio posible, aunque

no necesariamente con la maxima exactitud.

Ahi va.

Es dia de medidas. Deberia haber ciertos nervios, pero el suefio puede con todo.
Subo las escaleras hacia el departamento y lo primero que me encuentro es a Pilar con
su carro. «jHombre, David! jBuenos dias! Qué pronto has venido hoy», dice a grito
pelado. Casi ni me sale la voz de la garganta, pero consigo farfullar algo. Si quedaba
alguien en todo el edificio sin saber que habia llegado, ella se encarga de despejar
cualquier duda. Trato de huir de mas comentarios y me meto corriendo en el laboratorio
de espectroscopia atémica. Alli esta la poli: Cecilia y Ana Christine. Ambas se giran a
la vez y dicen al unisono: «¢Qué horas son estas? ¢No ibas a madrugar para medir?»,
mientras niegan con la cabeza. Me tienen fichado en sus archivos policiales: conocen
mis horarios, mis resultados (tampoco es muy dificil esta parte), mis gustos personales,
lo que acabo de desayunar ... Todo. En teoria, deberia haber una poli buena y otra mala,
pero no sé si este es el caso, asi que en mi cabeza son Poli 1y Poli Il. Poli | enseguida se
cansa de mi y vuelve a hacer cosas con sus plasticos y a maldecir por lo bajo (supongo
que recordando algun regalo del amigo invisible, pobre) en un idioma que parece
[francés, pero vete a saber. Poli Il me sigue mirando con su “cara de reposo”’. Mal asunto.
Sera que no ha almorzado todavia y/o que sus vecinos no la han dejado dormir. Y dice

que un anio fue Maja en su pueblo... No me gustaria conocer al resto.



Me escabullo al siguiente laboratorio, el de preparacion de muestras. Por algun
motivo, alli mandan a los casos perdidos, como Laura (que ya nos podria hacer una
visita, pues nos cansamos de ir a Girona), Huracan Bianca (con su pelo verde de comer
tanta espinaca) o Estéfano. Ahora esté desierto, pero siempre que paso por alli me vienen
recuerdos del chico italiano diciendo que tiene hambre y que su nombre no es Estéfano,

sino Sebastiano. Si lo sabré yo... Todavia puedo oir sus gritos con el AF4: «jAyudo!».

Un sonido me saca de mis pensamientos. Parece que alguien esta torturando gatos
en el laboratorio de electroguimica. Me asomo preocupado; nunca se sabe cuando un
felino puede necesitar ayuda, pero compruebo que solo es mi sosia, Dea, que esta
cantando no sé qué bolero, aislada con sus auriculares. Le digo en perfecto castellano
antiguo: «Qué bola», pero no me contesta. «jQué bola!», repito. «Ay mijo, no grites que
no estoy sorda. A ver cuando me llevas al cine que han sacado un nuevo ciclo de pelis
cubanas contempo...» Apenas termino de oir la frase. Estoy dispuesto a atacar y a
analizar muestras durante cuatro meses seguidos sin descanso, pero lo del cine cubano

es otra historia. Todo el mundo tiene sus limites.

Me apresuro a salir de nuevo al pasillo. No hay nadie. Suspiro y sigo caminando
hasta el final, en direccion al laboratorio de separacion: ese al que nadie acude porque
no pilla a mano de nada y en el que diez meses al afio te hielas de frio y el resto parece
que estas en una sauna. Segun abro la puerta noto que algo me atenaza. Mis brazos se
pegan a la cintura de forma antinatural y no los puedo mover. La circulacion deja de
fluir por mi cuerpo, la presion se va acumulando en mis sienes y me cuesta respirar.
Logro mirar hacia abajo. La versién 2.0 de Khaoula me ha atrapado en uno de sus
mortiferos abrazos. Si mi mente aun estaba un poco adormilada, todo es sacudido por
una sensacion de panico. Por suerte, hoy no es el dia en que abraza tanto a una persona
que logra implosionarla. Oigo una risa exaltada, como la de una muchacha de apenas
doce afios, y veo que Khaoula se aleja dando saltos. Me relajo. Ella se gira, sonrie y me

dice: «Hoy estoy triste». Pues menos mal...

Falta la otra chica, la rancia. Aunque me imagino dénde esta, o, mejor dicho, en
cuantos lugares esta, porque anda tan deprisa que es capaz de estar presente de forma
simultanea en sus tres sitios favoritos: las balanzas, el ICP y toda la zona del pasillo. Y
justo cuando abras una puerta te la encontraras de frente, se asustara y te echara la
culpa. Pero si es cosa suya, que se tropieza con todo. Eso si, nunca se cae. O, al menos,

eso asegura ella.



Me duele reconocerlo, pero me alegro de verlas y comprobar que siguen ahi, en el
laboratorio de separacion. Por unos meses, fue realmente “de separacion” y estaba solo
casi todo el dia. La vida era mas sencilla entonces. Recuerdo que a veces venia gente
como Dani, mi primer compafiero y dj particular, el doctor Carlos con sus historias...
vamos a decir peculiares. También estaba Vanessa, esa chica que invadié mi escritorio
sin preguntar e insinuaba, sin ningun tipo de pudor, que mi acento gallego era penoso.
Normal que no le contara los secretos de AF4 y le hiciera alargar las sesiones de trabajo
de forma innecesaria. Le debi6 de gustar Zaragoza, porque vino dos veces de estancia,

aungue nunca lo admitira.

Por fin consigo preparar mis muestras y voy con las gradillas llenas de tubos.
Conforme salgo y me dirijo al ICP, me voy fijando en los despachos que quedan a mi
izquierda. El primero que veo es el de Sierra. Recuerdo que al principio parecia una
mujer distante, pero es de las que engafia. Teresa directamente no lleva a engafo. Ese
tandem maravilloso que forman y que se descubre con el paso del tiempo y de los
congresos es dificil de olvidar. Siempre quedard en mi memoria cuando pidieron una
cancién de Manolo Escobar en una Plasma Party (y si la fiesta no se llamaba asi, deberia
hacerlo). Despues esta el despacho de Josefina. Buenas sesiones de microscopia nos
hemos pegado en el CPS y en alguna de ellas buscando una aguja en un pajar,
literalmente. Pero si en algo he de agradecerle su trabajo (mucho) y esfuerzo (todavia
mas) ha sido en la parte final de la Tesis. Sin ella todo habria salido bastante peor y le
agradezco mucho su paciencia para corregirme todas las comas (sé que cuando esté
leyendo estas lineas se horrorizara al ver que sigo poniéndolas mal. Lo siento mucho).
Un poco mas adelante se sitGa el despacho de Paco, el jefazo del grupo. Admiro su
capacidad para estar en veinte mil historias a la vez y sacarlas adelante. Una mente a
otro nivel. Para entrar en su despacho dicen que hay una lista de espera de cuatro meses
y medio, en parte por culpa de Poli | y de Poli Il, que lo tienen monopolizado. Més

adelante esta entreabierta la puerta de Eduardo, pero decido no molestarle. Todavia no.

Entro en el laboratorio del Servicio de Analisis. Alli estan Ana, Maite y Teresa, que
al verme con las muestras se quedan quietas y me miran fijamente. La atmosfera se ha
paralizado en el interior; incluso un tubo que estaban preparando rueda sobre la poyata
y cae al suelo, pero nadie reacciona. «No, tranquilas. Hoy vengo a medir. Ya no tengo
que hacer méas ataques», les digo. Entonces sonrien, me saludan y el aire vuelve a

circular por el laboratorio. El trabajo que les he dado a estas tres mujeres no lo sabe



nadie y me siento muy en deuda con ellas. Solo hay una persona que les complique la
vida més que yo, y esa es Mariam (anteriormente mencionada como la rancia). Mi
compariera de “atauqes”. Ella también esta por el ICP, aunque no le toque medir, porque
no puede 0 no sabe estar quieta. La cosa no ha salido tan mal con ella, teniendo en cuenta
como empezaron las cosas: archivos borrados, pronunciaciones incorrectas de nombres,
ciudadelas de las que no se sabe salir, etc. Si alguno tiene interés por estas historias que
le pregunte a Mariam, aunque mejor que no sea durante un viaje, que si le hablan puede

sufrir mareos terribles.

A'lo que consigo encender el plasmay empezar a organizarlo todo, me vibra el movil.
Hora del café. ¢Ya? Increible, pero no hay nada que pueda hacer, porque si faltas a la
cita, aunque sea solo una, te apuntan en la lista negra y, lo peor de todo, te pierdes lo
que en un grupo social normal serian ocho semanas de chismorreos. Reunion de
mandarinas, chorizas que roban servilletas, Poli | abriendo platanos del revés y un nuevo
episodio de la serie “Titi. Oscuro deseo”. Hay temporadas para aburrir y y0o ya me
pierdo. Todo eso siempre condensado en unos escrupulosos diez minutos de café, como

maximo. Somos gente seria y responsable.

Lo que sucede después es una nebulosa de optimizaciones, calibraciones, réplicas,
bafios de ultrasonidos, paseos por el pasillo y largas esperas entre medidas. Porgue,
seamos sinceros, tiempo hay para la reflexion. Y es que, cuando no es debido a los
programas en AF4, es por la cdmara empleada en Single Particle, que aspira a escasos
microlitros por semana. Me gustaria decir que, al menos, todo ha merecido la pena,
porque los resultados son magnificos y han salido a la primera: estas nanoparticulas qué
majas que son y qué bien estas muestras que apenas hay que hacerles un tratamiento. Me

gustaria.

Termino de medir. Llego al despacho de Eduardo con cara largay le llevo el parte
de guerra. Es alli donde surge lo inesperado. Tras hablar con él, no solo he aprendido a
interpretar los resultados de formar correcta y a considerar diferentes alternativas de
cara al futuro, sino que consigue que tenga ganas de volver a intentarlo, de obtener los
mejores resultados posibles (siempre que sea posible, claro). Creo que, de entre todas
las cosas buenas que podria decir de Eduardo, que son muchas, y de entre todo lo que
he aprendido de él, lo que mejor resume estos afios y o que mas valoro es precisamente

eso: la motivacion para seguir aprendiendo y mejorando.



Recojo todo lo que he ido utilizando a lo largo del dia y me quito la bata. Apago las
luces del laboratorio de separacion y cierro con llave. La luz del pasillo es menos intensa
que antes y afuera ha anochecido. Deslizo la mirada por dos despachos que no he
mencionado antes, pero no porque los haya olvidado. Son dos despachos en los que ya
no aparece sefialado ningn nombre, aunque siempre seran el de Gemma Cepriay el de
Juan Ramon Castillo. Gemma fue la primera persona en acogerme en el laboratorio. Lo
hizo con los brazos abiertos, salvo en un par de ocasiones en las que amenaz6 con
dejarme encerrado en alguna caja de materiales. En su defensa diré que hubiera sido
merecido. A Castillo le agradezco el haberme dado la oportunidad de formar parte del
GEAS Yy, a su vez, haber ayudado tanto a todos los doctorandos que han pasado por alli.
Siempre recordaré el brillo en sus 0jos mientras nos contaba sus aventuras en la
Antartida.

Enfrascado en estos pensamientos, dejo atrés el letrero del departamento de Quimica
Analitica y bajo las escaleras para salir de la universidad. No puedo evitar soltar un
suspiro. Me encuentro cansado por todo el trabajo realizado, pero estoy contento.

Mafiana mas.






Dedicado a mis padres, que deberian recibir algun titulo honorifico por haberme
aguantado todos estos afios. También al rondador nocturno que tantas horas de suefio
me ha robado, y al que nosotros insistimos en llamar Dylan, pero él ni caso.

Bien que hace.






RESUMEN

Los nanomateriales basados en particulas de Oxidos son uno de los casos més
representativos del auge que esta experimentando la nanociencia y la nanotecnologia.
Debido a sus propiedades fisicoquimicas especificas, son incorporados en una gran
variedad de productos en diferentes sectores. En este contexto, surge la necesidad del
desarrollo de estrategias que permitan obtener informacion analitica sobre este tipo de
nanomateriales. Con el objetivo de la caracterizacion de particulas de 6xidos metalicos,
se han desarrollado en la presente Tesis Doctoral metodologias analiticas basadas en el
uso de la espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), que,
debido a su sensibilidad y a su especificidad elemental, la convierten en una de las
técnicas mas empleadas en el andlisis de nanomateriales tanto metalicos como 6xidos.
Concretamente, se han desarrollado métodos basados en el fraccionamiento en flujo
mediante campo de flujo asimétrico (AF4) acoplado a ICP-MS e ICP-MS en su modo de
deteccion individual de particulas (SP-ICP-MS).

En el caso de los métodos basados en AF4 se han estudiado, en primer lugar, las
variables que determinan la separacion desde un punto de vista tedrico, con el objetivo de
mejorar la eficiencia en la separacion de nanomateriales. Se ha demostrado que el uso de
un canal corto permite mejorar esta eficiencia sin modificar los caudales internos del canal
(flujo cruzado y caudal de salida), manteniendo los tiempos de elucion y sin comprometer
las recuperaciones respecto a un canal de dimensiones convencionales. Los modelos
tedricos desarrollados han sido corroborados de forma experimental aplicAndolos a la
separacion de nanoparticulas de poliestireno comprendidas en un amplio rango de
tamafos (de 50 a 500 nm de diametro). La mejora obtenida con el canal corto se ha
confirmado en la separacion de nanoparticulas basadas en Oxidos, a través de la

separacion de mezclas de poblaciones de nanoparticulas de TiO2 de diferentes tamafios.

A partir de estas mejoras, se ha desarrollado un método basado en AF4 para la
caracterizacion y cuantificacion de nanoparticulas de TiO2 en diferentes tipos de
productos, como materiales para recubrimientos o alimentos (surimi) que incorporan este
tipo de nanoparticulas como aditivo alimentario E171. En el caso del surimi se ha
desarrollado un procedimiento de extraccion alcalina con altos rendimientos y compatible
con el andlisis en AF4, lo cual ha permitido la cuantificacién de particulas de TiOz en

rangos de concentracion de pg g. Para la caracterizacion de tamarios de particula de TiO2



se han desarrollado dos tipos de estrategias, consistentes en la calibracion de tamafios, a
partir de estandares de particulas de diferentes tamafios y naturaleza, y en el uso de
técnicas de dispersion de luz dindmica (DLS) como sistema acoplado de deteccién. La
caracterizacion ha resultado satisfactoria en la mayoria de los casos, con limitaciones en
la deteccion de las fracciones de menor tamafio, para las que ha sido necesario el uso

complementario de SP-ICP-MS.

La técnica SP-ICP-MS permite ademas superar algunas de las limitaciones mostradas
por AF4 para el andlisis de nanomateriales con geometrias no esféricas, como es el caso
de los aluminosilicatos que presentan estructuras laminares. En este contexto, se ha
desarrollado una metodologia analitica basada en SP-ICP-MS para la caracterizacion de
este tipo de microparticulas en ensayos de migracion desde envases plasticos, productos
en los que los aluminosilicatos son incorporados para mejorar la conservacion de
alimentos. Para ello, se han estudiado las limitaciones de la técnica respecto al rango de
particulas analizable en términos de rendimientos de nebulizacion y de limites de
deteccidon en numero y tamafio. La determinacién conjunta de silicio y aluminio, o la
determinacion de aluminio bajo dos condiciones distintas de sensibilidad, son dos
alternativas para caracterizar los tamafios de particula de aluminosilicatos en un amplio
rango de tamafios (desde 35 hasta 1200 nm), dada la complementariedad de los rangos

analizables.
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1. Andlisis de nanoparticulas basadas en 6xidos

1. ANALISIS DE NANOPARTICULAS BASADAS EN OXIDOS

1.1. NANOMATERIALES Y CIENCIA ANALITICA

Debido a las propiedades intrinsecas que la escala nanométrica confiere a los
materiales, la nanociencia y la nanotecnologia han experimentado una rapida expansion
en las Ultimas décadas, con el desarrollo y produccién de gran variedad de nanomateriales
sintéticos. Este tipo de nanomateriales estan siendo incorporados en un nimero creciente
de productos industriales, de consumo y alimentacion, entre otros sectores [1], lo que
conlleva, como consecuencia de su produccion, uso y deshecho, un aumento de la
exposicion de la poblacién humana y del medio ambiente a los mismos [2]. Incluso en la
actualidad, la mayoria de sus efectos potenciales y riesgos son desconocidos, a pesar del
elevado nimero de estudios y trabajos sobre el impacto que este tipo de materiales puedan

causar.

De acuerdo con la Recomendacion de la Comision Europea, adoptada en 2011, se
definié como nanomaterial a todo material natural, secundario o fabricado que contenga
particulas, sueltas o formando agregados, en el que el 50% o méas de la granulometria
numérica presente una o varias dimensiones externas en el intervalo de tamafios
comprendido entre 1 y 100 nm [3], aunque este porcentaje de la distribucion puede ser
reducido a entre el 1 y el 50% en casos especificos, justificados desde una perspectiva
relacionada con el medio ambiente, la salud o la seguridad.

Es en este contexto en el que surge la necesidad del desarrollo de estrategias basadas
en métodos analiticos que permitan obtener informacion sobre los nanomateriales, lo que
supone uno de los retos mas importantes de la Ciencia Analitica [4]. Un tipo de
informacidn que resulta esencial a diferentes niveles: en términos de regulaciones, para
determinar si un producto contiene o no nanomateriales, atendiendo a recomendaciones
o definiciones como la de la Unién Europea [5]; en términos tecnolégicos, para conocer
los beneficios de su incorporacion y utilizacion en productos finales [1]; y para afrontar
con fiabilidad estudios de liberaciones o transformaciones que puedan sufrir estos
materiales en sistemas bioldgicos y medioambientales, asi como la evaluacion de sus

riesgos toxicoldgicos y ecotoxicoldgicos [6,7].
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1.2. NANOPARTICULAS BASADAS EN OXIDOS

Uno de los casos mas representativos del auge de los nanomateriales son las
nanoparticulas de Oxidos y, mas concretamente, las de 0xidos metalicos, en las que
destacan las de zinc (I1) (ZnO), las de titanio (IV) (TiO) o las de cerio (IV) (CeOy), entre
otras. Este tipo de nanomateriales poseen unas propiedades Unicas que los hacen
especialmente atractivos desde la perspectiva de la nanotecnologia, con aplicaciones en
numerosas areas como la quimica, la medicina, la agricultura, la Optica, la electrénica y

el medioambiente, y en sectores como el energético o el farmacéutico [8].

Las nanoparticulas (NPs) de ZnO presentan una gran versatilidad como material.
Debido a sus propiedades antibacterianas y antimicrobianas, son utilizadas en productos
farmacéuticos como cremas [9], ademas de su aplicacién como pigmento blanqueante en
pinturas [10] y como recubrimiento de superficies [11]. En el sector cosmetico son
empleados en cremas solares por su capacidad de absorcion de radiacion UV [12],
aplicacion que comparten con las NPs de TiO; [13]. El didxido de titanio, como
nanomaterial, destaca por su insolubilidad, su estabilidad térmica, su falta de reactividad
con otros materiales y su bajo coste de produccién [14]. Sus aplicaciones, como se vera
en mayor profundidad en el Capitulo 2, estan sobre todo relacionadas con la fotocatéalisis
y con la alimentacidn, sector en el que se emplea como aditivo bajo la etiqueta E171 [15].
Las nanoparticulas de CeO- presentan una alta capacidad para el almacenamiento de
oxigeno [16] y un bajo potencial redox [17]. Son empleadas fundamentalmente en el
sector automovilistico, como aditivo en combustibles y como catalizadores para la mejora
de la quema del combustible, disminuyendo la temperatura de ignicion del proceso
[13,18].

Como nanoparticulas de 6xidos de metaloides destacan las de silicio (1V) (SiOz), con
aplicaciones en el desarrollo de sensores [19] y en biomedicina [20]. En el sector
alimentario, las NPs de SiO2 son utilizadas como agente antiaglomerante [21], como
potenciadores de sabores y fragancias [22] y como aditivo E551 [23,24]. Otro
nanomaterial basado en silicio con multiples aplicaciones en el sector alimentario son los
aluminosilicatos. Este tipo de particulas, que se describen con mayor detalle en el
Capitulo 3, presentan unas propiedades mecanicas y térmicas especificas que han

potenciado su uso en la produccion de envases para alimentos [25].

28



1. Andlisis de nanoparticulas basadas en 6xidos

1.3. TECNICAS ANALITICAS PARA EL ANALISIS DE NANOPARTICULAS
DE OXIDOS EN DIFERENTES ESCENARIOS

En vista de la gran variedad de productos gue incorporan nanoparticulas de 6xidos,
para obtener informacion sobre estos nanomateriales son necesarios métodos analiticos
que permitan no solo su anélisis en su estado original (como pueda ser el caso de
estandares o particulas sintetizadas), sino también en matrices complejas. En funcion de
la complejidad de la matriz y los niveles de concentracion a los que se encuentren las
nanoparticulas, se pueden distinguir diferentes escenarios (Figura 1) [26].

Escenarios
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Figura 1. Diferentes escenarios de analisis de nanoparticulas en funcion de la complejidad de la
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matriz y sus niveles de concentracion [26].

El escenario O representa el de menor complejidad a nivel analitico, en el que es
posible el maximo nivel de caracterizacidn de los nanomateriales. Suele estar relacionado
con el andlisis de NPs sintetizadas en laboratorio o producidas a escala industrial, por lo
que se encuentran en un estado puro, sin alteraciones ni matrices que las contengan. El
escenario 1 hace referencia a los productos comerciales en los que se incorporan los
nanomateriales, como puedan ser productos textiles, cosméticos o alimentarios. En el
caso de las nanoparticulas de 6xidos, los productos que se analizan con mayor frecuencia
son las cremas solares [27-31], aunque también hay estudios que analizan pastas de
dientes [5,32], dulces [33], sopa de tomate [34], crema de café [35] y tintas comerciales

para tatuajes [36].
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El escenario 2 incluye los nanomateriales empleados en los dos escenarios anteriores,
pero para los que se aplican unas condiciones especificas producidas en laboratorio con
el objetivo del andlisis de su liberacion, su destino, su comportamiento y/o su toxicidad.
Este tipo de estudios pueden comprender tanto su exposicién en unas condiciones
recreadas (por ejemplo, digestiones in vitro o simuladores alimentarios) como medios
bioldgicos o naturales en los que se afiaden las NPs de forma artificial. Bajo estas
condiciones, la caracterizacion de los nanomateriales se dificulta, debido a una mayor
complejidad de las matrices y una diminucidn en sus niveles de concentracion. En el caso
de las nanoparticulas de dxidos, los estudios mas comunes suelen estar relacionados con
exposiciones de las NPs en aguas naturales [37—41], suelos [42], fluidos biologicos [7,43],
cultivos celulares [44] y estudios de migracion en alimentos [45].

En el escenario de mayor complejidad, de tipo 3, los nanomateriales estan sometidos
a situaciones reales en organismos (lo que incluye seres humanos) y en sistemas
medioambientales. Las nanoparticulas pueden sufrir diferentes transformaciones como su
disolucion, su modificacion superficial, su agregacion/aglomeracion y demas cambios en
sus propiedades a lo largo de su ciclo de vida atil. En estas condiciones extremas, los
contenidos de nanoparticulas pueden ser menores que en los escenarios anteriores. Para
las nanoparticulas de 6xidos, los estudios publicados que comprenden este escenario se
han realizado en aguas residuales [46,47], aguas naturales [48,49], suelos [50] y tejidos

humanos [24].

El nivel de caracterizacion de los nanomateriales no solo depende de su
concentracion, de las transformaciones que puedan sufrir en el entorno o de la
complejidad de las matrices en las que estén contenidos, sino que también depende de los
propios métodos analiticos aplicados. El tipo de informacion obtenida varia en funcion
de las técnicas, que en el caso de las nanoparticulas de 6xidos suelen ser las mismas que
las empleadas para las nanoparticulas metélicas, y que suelen estas basadas generalmente
en microscopia electronica, técnicas de dispersion de luz, espectrometria atomica y

técnicas de separacion.

Dentro de las técnicas de microscopia electrénica, destaca el uso de las microscopias
electronicas de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) [7,24,30] y de transmisién
(Transmission Electron Microscopy, TEM) [5,29,38]. A través de ellas, se obtiene

informacion sobre el tamafio, la forma o el estado de agregacion de las particulas, con una
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capacidad de resolucion de 1 nm en el caso de que en SEM se esté usando una fuente de
emision de campo (Field-Emission Scanning Electron Microscopy, FESEM) e incluso
por debajo del nanémetro para TEM, aplicables para sistemas con unos niveles de
concentracion de hasta 10°-10'2 particulas L [6]. Su combinacion con sistemas de
deteccidn de espectrometria de rayos X de dispersion de energia (Energy Dispersive X-
ray Spectrometry, EDS) permite ademas la identificacion elemental, confirmando la
presencia de nanoparticulas de un elemento determinado en su composicion. Aunque las
microscopias electronicas son consideradas como una de las técnicas mas potentes para
el analisis de NPs debido a sus prestaciones, suelen servir como técnicas de apoyo para
la interpretacion de resultados de otras técnicas. Su aplicacion para nanoparticulas de
Oxidos es posible en todos los escenarios mostrados en la Figura 1, destacando su uso
para la caracterizacion inicial de nanomateriales sintetizados o comercializados
(escenario tipo 0) [7,38,43,47], para la caracterizacion de NPs en productos de consumo
(tipo 1) [5,29], en ensayos de migracion (tipo 2) [45] y en muestras medioambientales y
bioldgicas (tipo 3) [24,48,51].

Las técnicas de dispersion de luz permiten la caracterizacion de tamafios de particulas
en suspension, entre las que destacan la técnica de dispersién dindmica de luz (Dynamic
Light Scattering, DLS) y la de dispersion de luz multiangular (Multiangle Light
Scattering, MALS). DLS presenta limitaciones para la deteccion de las fracciones de
particulas de menor tamafio en presencia de otras de didmetros superiores [52] y para la
interpretacion de resultados en muestras con alta polidispersidad [53]. Pese a que su limite
de deteccidn en tamafio es de 1 nm, en términos de concentracion presenta una baja
sensibilidad (del orden de los mg L), lo que dificulta su aplicacion para escenarios de
cierta complejidad, como el 2 y el 3, siendo ademas dependiente del tamafio, por lo que
las particulas méas pequefias requieren de mayores concentraciones para su deteccion y
correcta caracterizacion. En el andlisis de NPs de Oxidos, suelen emplearse dentro del
escenario O para la pre-caracterizacion de tamafios de materiales originales [45] o para
estudios de estabilidad coloidal de las NPs sintetizadas [43]. En el escenario 1 su
aplicacion se basa en el analisis de NPs en productos de consumo [5,36] y en el 2 para
medios que recrean aguas naturales [37,40]. En comparacion con DLS, MALS presenta
unos limites de deteccidn en concentracion similares, aunque en tamafio ascienden a
valores de 50 nm de didmetro [6]. Suelen requerir de un conocimiento profundo de las

propiedades oOpticas del analito, por lo que su utilizacion en muestras complejas es
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limitada, aunque su uso acoplado con la técnica de separacion de fraccionamiento en flujo
mediante campo (Field Flow Fractionation, FFF) es frecuente para el anélisis de NPs de
Oxidos en el escenario 1 [31,36]. Otra posibilidad es la técnica de analisis de rastreo de
nanoparticulas (Nanoparticle Tracking Analysis, NTA), en la que se realizan
seguimientos individuales de las particulas, por lo que no presenta algunas de las
limitaciones mencionadas para DLS. La técnica presenta alta sensibilidad en términos de
concentracion en nimero (limite de deteccion de 10° particulas L™?) y resultados fiables
de caracterizacion de tamafios para particulas superiores a 10-20 nm. Sin embargo, su

utilizacion para el andlisis de NPs de oxidos es escasa [37,40].

Las técnicas basadas en espectrometria atdbmica mas empleadas para el analisis de
nanomateriales son la espectrometria de absorcion atomica electrotérmica
(Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry, ET-AAS), la espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
ICP-MS) y las de emision Optica con plasma de acoplamiento inductivo (Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry, ICP-OES). Por si mismas, estas técnicas
no son especificas para el analisis de nanomateriales y sus aplicaciones se basan en la
deteccion y en la cuantificacion de contenidos totales de un elemento, con limites de
deteccion en masa del orden de pg L™ para ICP-OES, pg-ng L™ para ET-AAS y ng L™
para ICP-MS. Debido a su alta sensibilidad, esta ultima es la mas comdn en el andlisis de
NPs de oOxidos, tal y como refleja la bibliografia, en la que se ha descrito para la
determinacion de concentraciones elementales en todos los escenarios mostrados en la
Figura 1 [5,7,27,28,30,31,33,36,38,43-47,49,51].

Las técnicas de separacion permiten el fraccionamiento de las particulas en funcién
de sus propiedades fisicoquimicas, como el tamafio, la densidad, el recubrimiento o la
carga superficial. Para la obtencion de informacién de las fracciones separadas, estas
técnicas precisan de su acoplamiento a otros sistemas de deteccién, que determinaran la
sensibilidad del método, como la espectrofotometria de absorcién molecular ultravioleta-
visible (Molecular Absorption Ultraviolet-Visible Spectrophotometry, EAM UV-Vis)
(concentraciones del orden de los mg L), alguna técnica de dispersion de radiacion como
DLS o MALS (mg L), o de espectrometria atbmica como ICP-OES e ICP-MS (ug y ng
L, respectivamente), asi como la informacion de las especies separadas (tamafio,
composicion elemental o presencia de determinados grupos funcionales). Dentro de su

aplicacion para el analisis de nanoparticulas de 6xidos, destacan el fraccionamiento en
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flujo mediante campo de flujo asimétrico (Asymmetric Flow Field Flow Fractionation,
AF4) [5,30,33,39,41,54] y la cromatografia hidrodinamica (Hydrodynamic
chromatography, HDC) [27,50,55]. En ambas técnicas la separacion viene definida por
la difusion (tamafio) de las especies inyectadas y han sido aplicadas en la caracterizacion

de nanomateriales basados en 6éxidos en los diferentes escenarios descritos.

1.4. ESTRATEGIAS BASADAS EN ICP-MS

A pesar del amplio nimero de técnicas disponibles para la caracterizacion de
nanomateriales, la aplicacion de algunas de ellas en escenarios de mayor complejidad
puede resultar inviable [6], como se ha comentado en el apartado anterior. En el caso de
las nanoparticulas de 6xidos, los contenidos de Ti, Zn, Si o Ce suelen ser del orden de los
mg kg o superiores cuando estas son incorporadas en productos de consumo (escenario
1), unos niveles que no representan demasiada dificultad para su analisis [5,32,33]. Sin
embargo, en estudios de liberacién de NPs y en analisis de contenidos en medios
biolégicos 0 medioambientales (escenarios 2 y 3) las concentraciones pueden reducirse a
niveles de pug L™ o incluso ng L™ [46,47,49], lo que reduce las posibilidades de poder
aplicar gran parte de las técnicas descritas. Precisamente los bajos limites de deteccidn
alcanzados mediante ICP-MS, del orden de ng L™, hacen que esta sea una de las técnicas
mas utilizadas para la deteccion y cuantificacién elemental en muestras que contienen
nanoparticulas metalicas o de oOxidos, resultando aplicable para cualquier tipo de

escenario de analisis.

En su forma de trabajo convencional, ICP-MS no es capaz de proporcionar
informacidn sobre el tamafio, la forma o el estado de agregacién, ni permite discriminar
la presencia del analito entre formas disueltas y formas particuladas. Por ello, resulta
necesario su uso en combinacion con otras técnicas analiticas para el analisis de
nanomateriales. La aplicacién de ICP-MS conjuntamente con un procedimiento de
separacién previo, como la ultrafiltracion, permite diferenciar entre contenidos de
especies disueltas respecto a nanoparticulas, a partir del aislamiento de las primeras con
la utilizacion de membranas de un tamafio de poro adecuado. Este procedimiento ha sido
empleado en gran variedad de estudios de nanomateriales [56], aunque su aplicacion es
cada vez menos frecuente frente al uso de la técnica de deteccidn individual de particulas
mediante ICP-MS (Single Particle ICP-MS, SP-ICP-MS). Esta Ultima es una modalidad
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de ICP-MS en la que también es posible la deteccidn y cuantificacion de las diferentes
formas en las que se encuentra una especie en la muestra, ademas del analisis de particulas
de forma individual, por lo que se ha erigido como una técnica de referencia en el analisis
de nanomateriales [38], con aplicaciones también para nanoparticulas de Oxidos
[38,46,49,51].

Por otro lado, ICP-MS también puede ser considerado como un sistema de deteccion
elemental especifico que, acoplado a una técnica de separacion como AF4, permite
obtener informacion sobre el tamafio de las particulas, asi como la cuantificacion de las
fracciones separadas. De este modo, se mejoran los limites de deteccion de AF4 en
comparacion con otros detectores como UV-Vis o los basados en técnicas de dispersion
de luz. Ademaés de las mejoras en la selectividad y la sensibilidad propias de ICP-MS,
AF4 ofrece la mejor resolucion frente a otras técnicas de separacion y una alta capacidad

de fraccionamiento en matrices complejas [31,57].

Debido al potencial de AF4-ICP-MS y SP-ICP-MS para el analisis de nanomateriales,
la Tesis Doctoral se ha centrado en la caracterizacion de nanoparticulas de Oxidos

mediante estas dos técnicas, cuyos fundamentos se estudian en las siguientes secciones.
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2. FRACCIONAMIENTO EN FLUJO MEDIANTE CAMPO

AF4 pertenece al conjunto de técnicas de fraccionamiento en flujo mediante campo
(FFF), que son una de las familias mas versatiles dentro de las técnicas de separacion.
Debido a la diversidad de campos que se pueden aplicar como principio de separacion, la
configuracién instrumental, la propia estructura del canal o el modo de operacion, este
conjunto de técnicas puede ser empleado para la separacion y caracterizacion de especies
muy diversas en un amplio rango de tamafio: desde macromoléculas con masas

moleculares del orden de unos pocos kDa a particulas de hasta 100 micras [58].

Es precisamente esta versatilidad la que justifica la aplicacion de AF4 al analisis de
nanoparticulas de Oxidos. Un tipo de nanomaterial que, como se ha comentado
anteriormente, es incorporado a gran variedad de productos en los que las particulas,
incluso para un mismo tipo de producto especifico, pueden presentar una elevada
polidispersidad, con poblaciones que comprenden desde unos pocos nandémetros hasta

tamarios de varias micras [12,36].

2.1. FUNDAMENTOS DE LAS TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO EN
FLUJO MEDIANTE CAMPO (FFF)

Los sistemas FFF funcionan a través de la inyeccion de un volumen discreto de
muestra que es conducido por un flujo portador a través de un canal. En su interior se
produce la separacion de los componentes de la muestra en ausencia de fase estacionaria,
a diferencia de la cromatografia, hasta ser eluidos de forma secuencial al final del canal,
donde se sittan los sistemas de deteccion. La retencion y separacion del analito se produce
por la accion conjunta de un campo externo y el flujo con el que circula el portador en el

interior del canal.

El flujo en el canal sigue un perfil parabdlico, similar al mostrado en la Figura 2. En
las zonas més proximas a las paredes la velocidad de desplazamiento del portador se va
reduciendo, debido a la friccion del fluido, hasta ser nula (v = 0). Conforme se aleja de
las paredes, la velocidad de flujo aumenta de forma gradual, hasta alcanzar su maximo

valor en el centro (Vmax).
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Figura 2. Perfil de flujo parabdlico en el interior de un canal FFF.

Si una particula fuera liberada en el canal sin ningun tipo de campo externo, esta seria
conducida por el flujo del portador y se moveria de forma erratica a distintas alturas entre
las paredes, de acuerdo con el movimiento browniano. Estas variaciones en la altura
supondrian diferencias en su velocidad de desplazamiento a lo largo del eje longitudinal,
dado que la velocidad estd determinada por la posicién en el perfil parabolico. La
velocidad promedio de la particula seria la del portador, denominada (v). El tiempo que
tardaria en atravesar el canal seria el tiempo de retencion de volumen muerto, o void peak
(to). Este tiempo seria igual a la longitud del canal (L), dividido por la velocidad

promedio:

to =~ 1)

En FFF, el campo externo es aplicado de forma perpendicular al flujo interior del
canal. El objetivo es que el campo sitle las diferentes especies que forman parte de la
muestra en posiciones especificas entre las paredes del canal. Al ser un flujo laminar, a
cada posicién o altura le corresponde una velocidad promedio especifica, representada
con las flechas en la Figura 2. La retencion de las especies a diferentes alturas conlleva
que la velocidad con la que atraviesen el sistema también sera diferente, produciéndose

la separacion y alcanzando la salida a tiempos distintos.

El tiempo de retencion especifico para una especie (tr) siempre sera igual o mayor a
to. De la relacién entre estos tiempos se puede determinar el pardmetro de retencion R,

gue se define de acuerdo con la siguiente expresion:
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R="2 )

R, por tanto, es un parametro experimental que sirve para describir la retencion que
sufre un analito por la accion del campo aplicado. La retencion es el resultado de dos
fuerzas contrapuestas: la del campo y la de la difusion de las propias especies, cuya
interaccion determinard la altura o posicién del analito en el canal respecto al fondo del

mismo, que se denomina | (Figura 3).

Flujo laminar

Pared de acumulacion

Figura 3. Retencion de una particula en un canal FFF como resultado de dos fuerzas opuestas:
un campo externo y la difusion de la particula, donde w es el espesor del canal y | es la altura o

posicion del analito.

La altura | puede ser expresada en relacion con el espesor del canal (w) a través del

parametro de retencion A:

A= )

L
w
El pardmetro A es adimensional e indica el grado de compresion que sufre el analito

en una determinada zona a través de la expresion:

_ kT

A= @)

Fw

donde T es la temperatura absoluta, k es la constante de Boltzmann y F la fuerza realizada
por el campo externo sobre el analito. Por lo tanto, conforme mayor es la fuerza del

campo, mayor sera la compresion de las especies en la pared de acumulacién (menor A).
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Una de las caracteristicas mas importantes de A es que puede relacionarse con el

pardmetro de retencion experimental R, segun la expresion:

R = 6Acoth () — 122 (5)

lo que permite a A ejercer de puente entre los fundamentos teéricos y los parametros
experimentales de la técnica. De este modo, a partir de datos experimentales obtenidos
para una especie, como el tiempo de retencidn, se pueden determinar algunas de sus
propiedades fisicoquimicas, como el didmetro hidrodindmico o el peso molecular. El tipo
de informacidn que se pueda obtener, no obstante, dependera del tipo de campo empleado,

caracteristico para cada una de las subtécnicas que constituyen la familia FFF.

La elucion de las especies puede tener lugar en dos modos: normal y estérico, en
funcién de su rango de tamafio. En el modo normal (o Browniano), la separacion esta
controlada por la difusion del analito (Figura 4). El tamafio de las especies es lo
suficientemente pequefio para que su movimiento sea browniano y su tamario, respecto a
la nube que forman en el canal, es casi despreciable. De esta forma, en funcion de su
coeficiente de difusion, el analito se situara a una determinada altura dentro de la nube.
Si el analito es de menor tamafo, su difusion serd mayor y quedara en una posicion
superior, lo que supondré una elucion mas rapida que la de especies de mayor tamafio, de

acuerdo con el perfil de flujo parabdlico.

+

Flujo laminar
©

U5

Figura 4. Separacion en modo normal en FFF.
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Sin embargo, si las particulas sobrepasan cierto tamafio, la separacion puede
producirse en el modo de elucién estérico (Figura 5). Para estas especies de gran tamafio,
su difusion queda ralentizada, de modo que el campo externo las conduce hacia la parte
inferior del canal sin oposicién, donde se situa la pared de acumulacion. Al no poder
aproximarse de forma ilimitada a la parte inferior del canal, y debido a su tamafio, quedan
en posiciones centrales que no responden a fendmenos de difusion y las particulas mas
grandes se eluyen antes que las pequefias [58]. La elucidén en modo estérico corresponde
a particulas que tienen, en general, un tamafio superior a una micra de diametro, mientras

que las particulas se separan en modo normal para tamafos entre 1 'y 1000 nm.

Flujo laminar

=
-
m—)
-
=

9
°Q

Figura 5. Modo de elucion estérico en FFF.

El proceso de separacion consta de dos etapas principales: la etapa de
inyeccién/focalizacion, donde se forma la nube de particulas ordenada en funcion de sus
coeficientes de difusion, y la de elucion, en la que las particulas son conducidas a lo largo
del canal. Durante la etapa de inyeccion, un volumen discreto de muestra es introducido
en el sistema a través del flujo de entrada (Figura 6a). Después hay un proceso de
relajacion/focalizacion, en el que durante unos minutos se establece un equilibrio en el
interior del canal para las distintas especies inyectadas (Figura 6b). Este equilibrio se
consigue enfrentando el caudal de entrada con un caudal de focalizacion, por lo que las
especies quedan retenidas en una zona concreta del canal, formando la nube. Por Gltimo,
tiene lugar la etapa de elucion, en la que el caudal de focalizacion ha desaparecido y, bajo
la accidn del campo externo todavia presente, el flujo de entrada conduce las especies a
lo largo del canal, siguiendo el flujo laminar (Figura 6c). A la salida del canal, el efluente
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con las especies separadas es conducido a los diferentes sistemas de deteccion acoplados,

0 recogido en fracciones para una deteccion posterior.

Flujo de salida

Flujo de entrada

b)

Flujo de salida

Flujo de salida

Flujo de entrada

Figura 6. Etapas de separacion en FFF: a) inyeccion, b) focalizacion, y c) elucion.
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2.2. SUBTECNICAS FFF

En funcion del tipo de campo, los fundamentos de separacion en FFF varian, asi como
los rangos y las areas de aplicacion. Dentro de FFF destacan las siguientes subtécnicas:
FFF térmico (ThFFF), de sedimentacion (SAFFF) y de flujo (FIFFF), siendo esta Gltima
la mas utilizada. Existen otras subtécnicas, aunque empleadas de forma minoritaria, como
FFF eléctrico (EIFFF) y magnético (MgFFF) [58]. En los ultimos afios, ademas, se han
desarrollado hibridos entre algunas de las subtécnicas, como es el caso de la combinacién
de eléctrico y de flujo (EAF4).

En ThFFF el campo se basa en un gradiente de temperatura aplicado a lo largo del
canal y la separacion se da en funcién de los coeficientes de difusion térmica de las
especies [58]. Su aplicacion se centra sobre todo en el analisis de polimeros [59],
especializdndose en los Gltimos afios en la caracterizacion de estructuras de cada vez

mayor complejidad [60-62].

En FFF de sedimentacion la separacion esta basada en la fuerza centrifuga. EI campo
se crea a través de un rotor, que con unas velocidades de giro produce que las especies se
separen en funcion de su tamafio y su densidad en el interior del canal. Su rango de
aplicacion es muy amplio, siendo un método comun de separacion de particulas y coloides
entre 10 nm y 100 um [58]. Otra ventaja es que, en comparacion con otras técnicas de la
misma familia, tiene un poder de separacién muy alto y la eleccion del portador no resulta
tan critica como pueda ser en FFF de flujo. Sin embargo, la instrumentacion es cara y

resulta muy compleja, debido a la necesidad de un rotor para generar el campo [63].

En sus inicios, la técnica SAFFF se utilizé fundamentalmente para la separacion de
coloides y particulas de gran tamafio [64,65], aunque en la Ultima década se ha centrado
en el andlisis de nanoparticulas de distinta naturaleza, como las de plata [66,67], didxido
de titanio [68-70] u Oxido de silicio [71]. SHFFF puede ser también una opcion en el
futuro para la separacion de microplésticos [72].

Otras subtécnicas se basan en el uso de campos eléctricos (EIFFF) o magnéticos
(MgFFF), aungue su uso, tal y como se ha comentado, es minoritario. En el primero, las
especies son separadas de acuerdo a su movilidad electroforética y tamario, a partir de un
campo eléctrico. EI campo es generado por la diferencia de potencial entre dos electrodos,
situados como paredes en la parte superior e inferior del canal, siendo EIFFF sensible a

las cargas superficiales y recubrimientos, y su aplicacién se ha ido enfocando a la
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caracterizacion de sistemas coloidales y particulas en el rango de los micrémetros y los
nanémetros. Sin embargo, debido a ciertas limitaciones, su uso ha quedado relegado a
sistemas experimentales [73,74]. En el caso de FFF de campo magnético, las particulas
magnéticas se separan en funcién de sus contenidos en materiales magnéticos. La
aplicacion de MgFFF se ha centrado en la separacion de particulas tanto en la escala
micrométrica [75] como nanomeétrica [76—78]. Sin embargo, es una técnica compleja, en
la que limitaciones como la pérdida de analito por retencion en el canal y su baja eficiencia
de separacion han impedido su aplicacién préactica [75], sin existir tampoco un sistema

comercial.
2.2.1. FFF de flujo (FIFFF)

La técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo (Flow Field Flow
Fractionation, FIFFF) se caracteriza por emplear un flujo secundario denominado flujo
cruzado o cross flow, de la misma naturaleza que el portador que recorre el canal. La
separacién se origina por un equilibrio entre la fuerza del campo y la fuerza opuesta
generada por las especies a separar. Esta fuerza opuesta corresponde a la difusion del
propio analito y depende de su tamafio.

Los primeros canales en FIFFF tenian disefios rectangulares simétricos, en los que
tanto la parte superior como la inferior estaban formadas por paredes permeables. En
ellos, el flujo cruzado atravesaba el sistema de modo uniforme, con su entrada por la pared
superior y su salida por la inferior. Posteriormente, comenzaron los disefios asimétricos
del canal, lo que se conoceria como sistema FIFFF asimétrico o AF4, en los cuales la
pared superior fue reemplazada por una pieza impermeable para reducir efectos de
permeabilidad no deseada [79]. El disefio rectangular, sin embargo, presentaba
limitaciones en cuanto a la velocidad de flujo, en la que se observaba un descenso gradual
conforme se aproximaba a la salida del canal. Para remediarlo, se propuso una geometria
trapezoidal, modelo que se emplea hoy en dia, cuya parte final se va estrechando para que
la velocidad de la fase mdvil permanezca constante a lo largo de todo el sistema [80].

Actualmente también existe otra configuracion: FFF de fibra hueca o Hollow Fiber
(HF5). Lo que varia en este caso es la forma geométrica del canal y la manera en la que
se aplica el flujo cruzado, con un campo radial. En HF5, el canal ha sido sustituido por

un tubo hueco de dimensiones reducidas (0,4 mm de radio) por donde circula el portador
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en régimen laminar. Aunque de uso mas sencillo que AF4, sus prestaciones analiticas son

inferiores en comparacion [81].

Dentro de la familia de técnicas de FFF, a pesar de que SAFFF ofrece un mayor poder
de fraccionamiento en la separacion, el amplio rango de tamafios en el que es aplicable
(desde unos pocos nandmetros hasta 100 micras), asi como que la separacion de las
especies esté basada Unicamente en su tamafio hidrodinamico, han hecho que AF4 sea la
subtécnica mas universal de la familia. Se ha aplicado a especies muy diversas, que
comprenden tanto polimeros y macromoléculas como (nano)particulas [58]. Su uso mas
extendido es la separacion y caracterizacion de nanoparticulas en muestras complejas
[39,82-84].

La gran versatilidad que ofrece AF4 en el tipo de especies a separar se debe en parte
a la posibilidad de ajuste de muchas condiciones operativas, como sus flujos internos,
tipos de portadores 0 membranas [85]. Sin embargo, debido a todas estas variables, su
operatividad puede resultar compleja y, en cada caso especifico, se necesitara de un
proceso de optimizacion para afrontar una correcta separacion [86]. Otro inconveniente
son las interacciones analito-membrana [87], que requieren especial atencidén porque
pueden conllevar problemas en términos de recuperacion. Ademas, la duracién de una
separacion puede ser prolongada, especialmente en el anélisis de macromoléculas, en el

que suelen ser necesarios flujos cruzados muy elevados.

Los dltimos avances en FFF han derivado en el uso de canales de AF4 con un
componente eléctrico, lo que se ha denominado como FFF eléctrico de flujo asimétrico
(Electric Asymmetric Flow Field Flow Fractionation, EAF4). De su combinacion se
espera mejorar algunas de las limitaciones mostradas en ambas técnicas por separado. En
EAF4 la retencion de las especies se produce principalmente por la fuerza del campo de
flujo, separandolas en funcién del tamafio, mientras que el campo eléctrico produce
variaciones en los tiempos de retencion, suficientes para calcular la movilidad

electroforética especifica de las fracciones separadas [81].
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2.3. ASPECTOS PRACTICOS Y LIMITACIONES RELACIONADOS CON LA
CARACTERIZACION DE NANOMATERIALES MEDIANTE AF4

Como se ha comentado anteriormente, la separacion en AF4 depende de muchos
factores que han de ser optimizados para poder obtener una correcta separacion [88]. El
flujo cruzado es una de las variables mas importantes, pero no la Gnica. Ademas de los
caudales internos, parametros instrumentales como las dimensiones del canal también
tienen influencia en la separacion, como se discutira a lo largo del Capitulo 1. Otras
variables son de tipo experimental y van a estar relacionadas con las interacciones
membrana-analito. Entre ellas se encuentran el tipo de membrana empleada, sus
propiedades superficiales y las caracteristicas del portador, es decir, su pH, su fuerza
i6nica y su composicion quimica, factores todos ellos que van a determinar las
propiedades electrostaticas tanto de la membrana como de las particulas, que resultan
cruciales para evitar la pérdida de analito durante la separacién [89]. Estas variables de
tipo experimental serén estudiadas en el Capitulo 2, a través de la aplicacion de AF4 para

la separacién y posterior cuantificacion de nanoparticulas de TiOx.

Los sistemas de deteccion a los que se acople AF4 también definen algunas de las
limitaciones de la técnica para el analisis de nanomateriales. Para AF4 con deteccién en
UV-Vis o acoplado a técnicas de dispersion de radiacion, su aplicacion puede verse
afectada por los problemas ya mencionados de baja sensibilidad [90], a lo que se suma la
ausencia de especificidad para la deteccion para un analito concreto en el caso de UV-Vis
[91]. El acoplamiento AF4-ICP-MS se basa en la deteccion de particulas en términos de
masa, lo que puede suponer cierta limitacidn para la deteccion de las fracciones de menor
tamafo. Puesto que la relacion entre el tamafio de una particula y su masa es a través del
didametro al cubo, un sistema de particulas de tamafio reducido puede no tener apenas
relevancia en términos de masa, pero suponer una concentracién en nimero elevada. En
este tipo de sistemas, las técnicas basadas en la deteccion en masa pueden no resultar

adecuadas para el andlisis de particulas.

Existen alternativas para superar esta limitacion, como es el uso de microscopias
electronicas para confirmar la presencia de fracciones de menor tamafio o el uso de
técnicas de analisis individual de particulas, como NTA o SP-ICP-MS. En el primer caso,
pese ser una técnica de dispersion de radiacion, no presenta las limitaciones propias de
estas tecnicas y Unicamente se ve afectada por parametros instrumentales como la

potencia del laser o la cdAmara que emplea para la deteccién, dificultando su aplicacion
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para particulas de tamafios inferiores a 20 nm [6]. SP-ICP-MS, al ser una tecnica basada
en la deteccidn individual de particulas, no presenta los problemas de las técnicas basadas
en deteccion en masa, alcanzando unos limites de deteccion de 108 particulas L™. Su uso
complementario con la técnica AF4-1CP-MS puede resultar de interés para el analisis de
muestras complejas, en las que se obtenga informacion en conjunto de todas las fracciones

de NPs que pueda contener, como se muestra en el Capitulo 2.

Otro tipo de limitacion en la separacion de nanomateriales en AF4 esta relacionado
con la geometria del analito. Las nanoparticulas pueden tener formas muy diversas, como
en el caso de los nanotubos de carbono 0, més concretamente en las particulas basadas en
oOxidos, los silicatos y aluminosilicatos, que presentan estructuras laminares con espesores
en el rango de los nandmetros y longitudes variables que puede llegar a ser del orden de
las micras. En estos casos, el comportamiento de la particula en un fluido puede alejarse
del ideal representado por una forma esférica y el fraccionamiento de las especies en
funcion del tamafio, principio en el que se basa AF4, puede quedar invalidado. Esto puede
traducirse en varios problemas, como la elucién simultdnea en modo estérico y en modo
normal de diferentes fracciones del analito (ver Seccién 2.1 de este capitulo sobre los
modos de elucidn), lo que conlleva que particulas de tamafios muy diferentes se separen
en tiempos de retencién similares [92]. Ademas, pueden producirse aglomeraciones de
los tamafios primarios de particula en el interior del canal, provocando un aumento de la
polidispersidad de la muestra y dificultando la caracterizacion de tamafios [93]. Por
ultimo, y no menos importante, existe el riesgo de tener valores de recuperacion bajos al
dificultar su separacion [94], una limitacion ya de por si recurrente en AF4 en su

aplicacion a muestras complejas [88].

De nuevo, SP-ICP-MS representa una alternativa ante algunas de estas limitaciones
de AF4 en funcion de la geometria del nanomaterial. La técnica de deteccion individual
de particulas mediante ICP-MS no precisa de separacion y la informacion obtenida es de
masa por particula, por lo que si se conoce su forma mediante otras técnicas, como las
microscopias electrénicas, puede establecerse un didmetro equivalente (entendido como
el didmetro de una esfera que equivale a la masa de la particula analizada). La
determinacion de los didmetros equivalentes permitira la obtencion de distribuciones de

tamanos, que puede relacionarse con cualquier tipo de geometria.

Si a las ventajas en cuanto a la geometria y a la deteccion de fracciones de menor

tamafo de las nanoparticulas frente a AF4, se suman los niveles de sensibilidad
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alcanzados por SP-ICP-MS, esta técnica presenta unas capacidades Unicas para el analisis
de nanomateriales en situaciones en las que AF4-ICP-MS no resulta una opcion viable.
Con este motivo, se ha desarrollado y evaluado un método basado en el andlisis individual
de particulas mediante ICP-MS en un escenario de gran complejidad (tipo 2), que
contempla la caracterizacion de particulas de aluminosilicatos migrados desde envases
plasticos y que se mostraré en el Capitulo 3. Los fundamentos en los que se basa la técnica

se profundizan en la siguiente seccion.
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3. DETECCION INDIVIDUAL DE PARTICULAS MEDIANTE
ESPECTROMETRIA DE MASAS CON FUENTE DE IONIZACION
DE PLASMA DE ACOMPLAMIENTO INDUCTIVO (SP-ICP-MS)

3.1. FUNDAMENTO TEORICO DE SP-ICP-MS

La deteccion individual de particulas en SP-ICP-MS esta basada en las diferencias en
el comportamiento del analito entre sus formas disueltas y las particulas en el plasma, una
diferencia relacionada con su distribucion dentro de las gotas de aerosol generadas en el
sistema. En las formas solubles, el analito esta distribuido de forma homogénea en la
disolucion, por lo que la masa del elemento que entra en el plasma y que llega al detector
puede considerarse constante, con una sefial estable durante todo el tiempo de anélisis.
En las particulas, en cambio, el analito no esta distribuido homogéneamente, sino que su
presencia consiste en un grupo discreto de atomos. Si la suspension de particulas es
introducida con una dilucion suficiente, cada una de ellas sera vaporizada, atomizada e
ionizada de forma individual, generando un paquete de iones que seré detectado como un

evento.

En estas condiciones y con una frecuencia de adquisicion de datos lo suficientemente
elevada, en SP-ICP-MS es posible la deteccion individual de particulas, que seran
registradas como eventos discretos sobre una linea base continua, como se muestra en la
Figura 7. La linea base es debida a la sefial de fondo, constituida a su vez por las especies
poliatdmicas procedentes del plasma y/o matriz, y a la presencia de especies disueltas del
analito. De esta forma, la intensidad del evento es proporcional a la masa de elemento en
la particula (y al tamafio si se tiene informacion adicional de la misma), mientras que el

namero de eventos sera proporcional a la concentracidon en nimero de las mismas.
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Figura 7. Resumen esquematico de la técnica SP-ICP-MS. a) Barrido de sefiales brutas
registradas obtenidas durante un tiempo de medida. b) Histograma de intensidades procedente
de los datos brutos. c) Distribuciones de tamafios de particula (también posibilidad de
distribuciones en masa) a través de transformaciones de las distribuciones de intensidades

debidas a particulas en el histograma.

3.2. TRATAMIENTO DE SENALES EN SP-ICP-MS

La base tedrica en la que se fundamenta la deteccion individual de particulas
introducidas en sistemas ICP-MS de forma continua y a través de sistemas de
nebulizacion convencionales fue descrita por Degueldre y Favarger [95]. Para establecer
la relacién entre la intensidad de una particula y su informacion en masa o tamarfio existen
dos estrategias fundamentales. La primera corresponde al uso de calibraciones con
estandares de nanoparticulas de diferentes tamafios de la misma composicion elemental,
la misma geometria y la misma densidad que el analito. En este caso, a través de las
sensibilidades obtenidas en las calibraciones se pueden establecer correlaciones directas
entre la respuesta instrumental y parametros como la masa o el didmetro de una particula,
la concentracion en nimero de particulas y la concentracion del elemento en formas
disueltas. Sin embargo, la existencia de estandares bien caracterizados de la misma

naturaleza que el analito es escasa, por lo que es necesario otro tipo de estrategias.
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Como alternativa, se emplean estandares disueltos del mismo elemento, aunque en
esta segunda estrategia es necesario conocer las contribuciones de ciertos factores que
van a tener un efecto en el analisis de particulas de un determinado analito. Estos factores
estan relacionados con la introduccién de la muestra (Kintro), la eficiencia de deteccion del
sistema (Kicp-ms) Y el isotopo de analisis (Kwm), que son descritos a lo largo de las
expresiones que se muestran en esta seccion. Dentro del factor de introduccién de la
muestra se considera el pardmetro de la eficiencia de transporte. Para su determinacion
existen diferentes métodos, como el calculo del volumen que entra en el plasma a partir
del caudal de introduccion de muestra y la cantidad de efluente desechado, o los mas
habituales basados en el uso de suspensiones de estandares o patrones de particulas, que
bien a partir de su concentracion en nimero (método de la frecuencia) o a partir de su
diametro y densidad (meétodo del tamafio) es posible el célculo de la eficiencia de

transporte [96].

La relacién entre una sefial bruta (Yr) y la masa correspondiente a un elemento

nebulizado (XM) puede establecerse a través de la siguiente expresion [97,98]:
Y = KpX" = KineroKicp-msKu X" (6)

en la que Kr hace referencia a la sensibilidad obtenida con la calibracion de una serie de
estandares a traves de la relacion de sefiales de intensidad y concentracion en masa del
elemento M. Por otro lado, la sefial también puede relacionarse con la masa de un
elemento a través del factor de introduccion de muestra Kinro, que depende de la
mencionada eficiencia de transporte del analito () y del caudal de introduccion de
muestra (Qmuestra) (Kintro = 7 Qmuestra); del factor de eficiencia de deteccion Kicp-ms, que es
el ratio de iones detectados frente al nimero de atomos introducidos en el sistema, y del
factor del is6topo Km (Km = Aa Nav/ Mw), para el que Aa es la abundancia atémica del
elemento analizado, Nav es el nimero de Avogadro y Mwm es la masa atomica del

elemento.

La asuncion principal en la que se basa SP-ICP-MS es que cada evento registrado
representa una particula individual. Trabajando bajo esta premisa, el nimero de particulas
detectadas (Yn) durante un determinado tiempo de adquisicion (ti) esta directamente

relacionado con la concentracion en niimero de particulas (XM):

Yy = KNXN = introtiXN (7)
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donde Kn es la sensibilidad obtenida para la calibracion en concentracion en nimero

realizada.

Ademas de la concentracion en nimero de particulas a partir del nimero de eventos
detectados, SP-ICP-MS permite obtener informacion sobre la masa de analito por
particula. Asi, la intensidad neta para cada particula detectada (Sp), entendida como la
intensidad bruta correspondientes a un pico (Y) menos la intensidad promedio de la linea
base (Ys), Sp =Y — Y&, es proporcional al nimero de atomos del analito y, por tanto, a la

masa del elemento por particula (mp):
Sp = Kyymp = Kicp-musKump (8)

expresion en la que Km es la pendiente de la calibracion en masa por particula (intensidad
neta de pico por masa por particula del elemento). Si se conoce la composicion, la
densidad de la particula y se asume una forma esférica, la Ec. 8 puede expresarse como:

1
Sp = g”PFPKICP—MSKMd3 )

donde d hace referencia al diametro (equivalente), p a la densidad y Fp a la fraccion en

masa del elemento en la particula.

En funcion del tiempo de lectura (o dwell time) empleado en las condiciones de
medida, los iones procedentes de las particulas seran registrados como pulsos 0 como
sefiales transitorias [99]. Cuando se utilizan tiempos de lectura del orden de los
milisegundos, estos tiempos son mayores que la duracion del evento de la propia particula
individual, que suele variar entre 300 y 1000 s [99,100], por lo que es registrado como
un Unico pulso (una Unica medida). Mientras que para tiempos de lectura de
microsegundos, los tiempos son menores que el evento de una particula, por lo que el
registro se efectla como un conjunto de sefiales transitorias, que involucran varias

medidas (Figura 8).

En el caso de tiempos de lectura del orden de microsegundos, la intensidad neta para
una particula detectada (Sp) correspondera a la suma de las intensidades netas registradas
a lo largo de la sefial transitoria (Sp = X Spi). Esta intensidad neta total para una particula
no depende del tiempo de lectura, aunque, en el analisis con microsegundos, la altura del

perfil del pico si que sera proporcional [101].
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Figura 8. Representacion esquematica de perfiles de pico en funcion del tiempo de lectura
empleado en SP-ICP-MS. Los cuadrados verdes hacen referencia al pulso (en el caso de tiempo
de lectura de milisegundos; Sp) 0 a las sefiales transitorias (microsegundos; Sei) registradas que

corresponden a un pico.

Por ultimo, a partir de la sefial correspondiente a la linea base se puede obtener
informacion sobre la concentracion en masa del elemento en formas disueltas (XP). Esta
concentracion puede ser calculada a partir de la sefial neta promedio de la linea base, Sg
=Yp - YB, en la que Yg es la sefial promedio de la linea base e Yg la intensidad promedio
de la linea base para un blanco. Si se considera un tiempo de lectura (tawen) especifico, la
concentracion en masa debida al elemento disuelto se calculara a través de la siguiente

expresion:
Sp = Kg tdwellXD = introKICP—MSKMtdwellXD (10)

Las ecuaciones mostradas resumen los fundamentos de SP-ICP-MS, en las que se
establecen las relaciones de las intensidades registradas respecto a la masa de un elemento
(Ec. 6), ya sea para particulas (Ec. 8) o para la determinaciéon de concentraciones del
elemento en forma disuelta (Ec. 10), y la relacion entre el nimero de eventos detectados
y la concentracion en numero de particulas (Ec 7). La intensidad de los eventos de
particula puede relacionarse no solo con su masa, sino también con su didmetro (Ec. 9),
lo que permite la determinacion de las distribuciones en masa y en tamafio de las

particulas analizadas.
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3.3. DETECCION DE PICOS EN SP-ICP-MS

Una cuestion fundamental que afecta tanto a la caracterizacion como a la
cuantificacion en namero de particulas es el criterio utilizado para la deteccion de picos,
lo que es especialmente relevante cuando se tienen altos niveles de intensidad de la linea
base, ya sea por altas concentraciones de formas disueltas del analito o por las
interferencias poliatdbmicas presentes para algunos isétopos. El criterio para la
discriminacion de picos se basa en un concepto denominado valor critico (Yc), que es
definido como la respuesta de un instrumento por encima de la cual una sefial observada

es atribuida a la presencia de una particula [102], representado de forma gréfica en la

Figura 9.
a) 8005 b} % .
—~ }
o 250 -
£ 15
{ o)
@ 200+ o '
L S Linea Particulas
T 10 @ 4o lbase
© 2
3 3
2 100 g
9 ! | | g | Y 54
< 5o IR IR 1 AR B0 AR AT SRR R YC ’ }
B
I ‘ ol il .||||m " |1 ||“| Wi o
Tiempo b 100 Lo

IntenSIdad (cuentas)

Figura 9. Valor critico (Yc) determinado para la discriminacion de sefiales de particulas respecto
al promedio de la sefial de la linea base (Ys), representado en: a) un barrido de intensidades para

sefiales brutas y b) el histograma de intensidades correspondiente al barrido.

Para el establecimiento del valor critico existen diferentes estrategias. Aunque
algunos autores [103] han desarrollado algoritmos de deconvolucién algo mas complejos
que la utilizacion Unicamente de un valor critico para detectar estas sefiales respecto a la
linea base, la mayoria de los autores han propuesto la determinacion del valor critico en
base a un criterio n sigma, en el que Yc es calculado a partir de la intensidad promedio
de la linea base (Ys) y un multiplo de su desviacion estandar (o), a traves de la siguiente

expresion:
YC = YB + nog (11)

La mayoria de los procedimientos considerados se basan en el uso de coeficientes

gue comprenden valores desde 3 hasta 8 para el pardmetro n [104,105], aunque los mas
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utilizados pertenecen a criterios 3o [28,106,107] y 56 [101,108,109]. El nimero de falsos
positivos, entendidos como eventos de la linea base considerados de forma errénea como
particulas, serd mas o menos significativo en funcion del criterio adoptado. Para
distribuciones normales de linea base, la aplicacion de un criterio 3o conlleva que un
0,135% de los eventos detectados sean falsos positivos, mientras que con un criterio mas
estricto como 5o, su ocurrencia esta muy por debajo del 0,1% [102]. En cualquier caso,
el objetivo para obtener la mejor capacidad de deteccion posible en SP-ICP-MS es la
reduccion del numero de falsos positivos al maximo sin por ello comprometer las sefiales
debidas a las particulas, con la consecuente pérdida de informacion en masa o en tamario.
Ademas, hay que tener en cuenta que en el caso de tiempos de lectura en el rango de los
microsegundos, lo que implica trabajar con eventos de sefiales transitorias, la deteccion
de estos picos puede ser algo mas complicada y es el propio software del instrumento el
que realiza la deteccion de estos picos, aunque la mayoria permite la modificacion del

valor critico que se aplica.

En el Capitulo 3 de la Tesis Doctoral se abordaran los efectos de las condiciones
experimentales sobre el valor critico en la deteccidon de eventos de particula con unos
niveles de linea base elevados debidos a interferencias poliatbmicas, como sucede en el

analisis de silicio con sus is6topos 2Si y, en menor medida, 2°Si.
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OBJETIVOS

El desarrollo de la nanotecnologia y la incorporacion de nanoparticulas en un nimero
significativo de productos industriales y de consumo suponen la necesidad de obtener
informacion sobre este tipo de materiales para su evaluacién. Proporcionar esa
informacion es uno de los retos més importantes de la Ciencia Analitica en la actualidad,
para lo que es necesario el desarrollo de metodologias aplicables en escenarios de cada
vez mayor complejidad, en los que en muchos casos se esperan bajos niveles de

concentracion de nanoparticulas.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es la caracterizacion de nanoparticulas
basadas en 6xidos, uno de los tipos de nanomateriales mas representativos, en escenarios
complejos mediante técnicas basadas en espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS), que destaca por su alta sensibilidad y su especificidad
elemental. Para ello, se desarrollan metodologias analiticas basadas en dos de las técnicas
con mayor potencial para el analisis de nanomateriales, como son la técnica de
fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4), acoplada a ICP-MS
y a otros sistemas de deteccion, como UV-Vis y DLS, y la técnica de deteccion de
particulas individuales mediante ICP-MS (SP-ICP-MS).

Este objetivo principal conlleva una serie de objetivos especificos, que se enumeran

a continuacion:

e Elestudio de la eficiencia de separacion en AF4 y las variables que la determinan
para particulas en el rango de los nanometros. Este estudio se ha centrado en el
efecto de la longitud del canal a través de la comparacion de dos canales: uno de
dimensiones convencionales y un canal corto.

e El desarrollo de métodos para la deteccidn, caracterizacién y cuantificacion de
particulas de TiO2 en muestras con diferentes rangos de tamafios y niveles de
concentracion (desde mg g* a ug g?). Este desarrollo implica el estudio de las
principales variables experimentales que afectan a la separacion en AF4, asi como
la evaluacion de distintas estrategias para la determinacion de tamafios a partir de
la calibracion del canal con estandares de tamafio o del uso de detectores basados
en dispersion de radiacion, como DLS. La cuantificacion requiere a su vez de

estrategias validas para la puesta en disolucion de las particulas de TiO2, la
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minimizacion de las pérdidas por interacciones con los elementos del canal (para
obtener elevadas recuperaciones) y establecer procedimientos de calibracién en
ICP-MS.

La comparacion de los resultados obtenidos mediante AF4-ICP-MS en un
escenario complejo (muestras de surimi) con los obtenidos a través de SP-ICP-
MS para evaluar sus prestaciones y sus limitaciones analiticas.

El desarrollo de una metodologia basada en SP-ICP-MS que permita la deteccion
y la caracterizacion de particulas de aluminosilicatos migrados desde envases
plasticos. Este desarrollo requiere de la evaluacién del método en funcién del
isdtopo de analisis (’Al, 28Si 0 2°Si) y del sistema de introduccion de muestra
empleado (camara y nebulizador) para estudiar el rango de tamafios en el que es
aplicable la deteccion individual de particulas.

La aplicacion del método desarrollado en la caracterizacion de particulas de
aluminosilicatos en una arcilla natural y en distintos medios donde han podido
liberarse por migracion. Esta aplicacion conlleva la evaluacion de los resultados
através de la comparacion con TEM para establecer las distribuciones de tamafios
y con ICP-MS para evaluar los contenidos de aluminio determinados en las

diferentes muestras.
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1. Mejora de la eficiencia en la
separacion de NPs en AF4 mediante el uso de canales cortos

1.1. INTRODUCCION

El uso de canales de diferentes tamafios y geometrias en las técnicas de FFF ha sido
descrito en la bibliografia durante las dos ultimas décadas [110-113]. En concreto, los
sistemas de AF4 miniaturizados y de FFF de fibra hueca (HF5) comercialmente
disponibles, son los que han despertado mayor interés para la separacion y analisis de un
amplio rango de particulas [114-116]. Las principales ventajas de estos dos sistemas de
dimensiones reducidas frente a los sistemas convencionales de AF4 incluyen: menores
cantidades de inyeccion de muestra, reduccion en el consumo de portador, tiempos de
retencion mas cortos y facilidad de acoplamiento con otras técnicas analiticas. Por
ejemplo, el uso de canales miniaturizados se ha descrito en el anélisis de diferentes
macromoléculas, como lipoproteinas de alta y baja densidad [114,117], nanoparticulas de
poliestireno [115], oro [115,116] y dioxido de titanio [84,116], asi como quantum dots
[118]. En general, estos estudios corresponden a canales de dimensiones reducidas, tanto
en longitud (L), normalmente alrededor de 7 cm (frente a los 23 cm de los canales
convencionales), como en amplitud. Esta reduccion conlleva menores tiempos de analisis,
con la consecuente reduccion en costes, y mayor relacion sefal-ruido. Estas ventajas
también estan asociadas a la necesidad de inyeccién de menores cantidades de muestra
para evitar efectos de sobrecarga en el canal, aunque generalmente en detrimento de la
resolucion. El uso de un canal corto (12 cm de longitud) también se ha aplicado en la
separacion de lipoproteinas para la determinacion de colesterol y triglicéridos por
reaccion enzimatica con deteccién en UV-Vis [119]. La utilizacion de este tipo de canal
permitié la reduccion del caudal de salida, minimizando el consumo de reactivos
enzimaticos de alto coste y disminuyendo la dilucion de muestra necesaria, lo que supuso
obtener mayores alturas de pico respecto a los canales de dimensiones convencionales.
Sin embargo, en ninguno de los trabajos mencionados se ha realizado un estudio teérico
sobre la influencia de las dimensiones del canal en la separacion en AF4 y todas las

mejoras apreciadas se basan Unicamente en observaciones empiricas.

Algunos trabajos si han estudiado los efectos de la geometria del canal en la
separacion en FIFFF desde una perspectiva tedrica [80,120-124], aunque solo un nimero
reducido ha incluido el efecto de la longitud del canal [123,124]. En general, este tipo de
estudios se apoyan en disefios experimentales que emplean moléculas bien definidas en
términos de coeficientes de difusion, principalmente proteinas [120,121] o nanoparticulas

de poliestireno [80,122]. Aunque suelen estar centrados en variables instrumentales como
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el flujo cruzado o cross flow, algunos parametros como la recuperacion, que permite tener

un control de interacciones con la membrana, no fueron considerados.

El interés extraordinario que las nanoparticulas artificiales han ido ganando durante
la Gltima década ha promovido el uso de AF4 para su deteccidn y caracterizacion en
multitud de campos [6,125]. Las ventajas que ofrece esta técnica (por ejemplo, ausencia
de fase estacionaria, alto poder de separacién, capacidades multielementales a través de
su acoplamiento a diferentes detectores) justifican su popularidad, especialmente en
combinacion con otras técnicas 0 como herramienta complementaria, para el analisis en
escenarios complejos [34,126-128]. Por otro lado, resulta necesaria la optimizacion de
sus condiciones operativas (como la composicién del portador, el tipo de membrana o el
programa de flujo cruzado) para cada tipo de muestra, con el objetivo de conseguir una
correcta separacion con la menor perturbacion posible y elevados ratios de recuperacién
para todas las especies involucradas [129-132]. La optimizacion tiende a minimizar las
interacciones que puedan conllevar la pérdida de analito, aunque a menudo sin prestar

especial atencion en la eficiencia de separacion alcanzada.

Este capitulo se centra en aquellas variables que pueden afectar a la eficiencia de
separacion de este tipo de analito (particulas por debajo de 500 nm de tamafio), a través
de la comparacion de dos canales: un canal corto (SLC: Short Length Channel) y un canal
convencional (SC: Standard Channel), en los que se emplean las mismas condiciones de
separacion. Con el objetivo de respaldar los resultados experimentales, se ha incluido una
seccion que aborda los fundamentos teoricos de las variables que afectan el
ensanchamiento de banda en AF4 y su efecto en la resolucion, la retencion y la eficiencia

de separacion.

1.2. FUNDAMENTOS DE LA SEPARACION EN AF4

En los sistemas de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo, la separacion
se produce por la fuerza originada por un flujo secundario, denominado flujo cruzado
(V). En AF4, el flujo cruzado es generado por una parte del caudal a la entrada del canal,
que empuja a las particulas hacia la base del mismo, donde se sitia la membrana
semipermeable. La membrana permite la salida de este flujo, pero evita que las particulas

se filtren a través de ella.
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Tal y como se ha discutido en el Apartado | de la Tesis (Seccion 2.1), la retencion de
las especies en FFF se expresa a través del parametro de retencién A (Ec. 4), donde la
fuerza F es especifica para el tipo de campo aplicado. En el caso de AF4, las particulas se
encuentran en una situacion de equilibrio entre dos fuerzas opuestas: el flujo cruzado y la

difusion del analito (D), de modo que F se expresa como:
e el
F=kT ~ (1.1)

donde |u.|hace referencia a la velocidad lineal de flujo cruzado, que es el resultado del

flujo cruzado (V) aplicado por unidad de area del canal (A):
Ve
Jue| == (1.2)
Sien la Ec. 4 se sustituye la expresion especifica de F en AF4 de la Ec. 1.1, y el flujo

cruzado de la Ec. 1.2, se obtiene que el parametro A puede ser reformulado como:

DA
A=—
Vew

(1.3)

Esta expresion refleja que, conforme aumenta el flujo cruzado, la fuerza de campo
aplicada es mayor y, por tanto, las especies quedan retenidas en una zona mas proxima a
la pared de acumulacion, tal y como se mostré en la Ec. 3. Por el contrario, cuanto mayor
es la difusion de un analito, mayor sera la oposicién al campo generado y su posicion en
el canal estara mas alejada de la membrana semipermeable. Puesto que la difusion de las
especies puede relacionarse con su didmetro hidrodindmico (dn), de acuerdo a la ecuacién

de Stokes-Einstein:

kT

- 3nndy (1.4)
La Ec. 1.3 puede ser reformulada, resultando en:
A=—T4 (1.5)

3mTNmdpVew

donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y nm es la viscosidad
del medio. Por lo tanto, bajo el campo generado por el flujo cruzado, AF4 separa las
especies en funcidon de sus coeficientes de difusion, a su vez determinados por el didmetro
hidrodinamico. A través de los parametros de retencion tedricos (1) y experimentales (R)
en unas determinadas condiciones de separacion, se pueden relacionar los tiempos de

retencion obtenidos (tr) con el didmetro hidrodindmico de las especies.
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1.2.1. Eficiencia de la separacion en AF4. Factores que afectan a la dispersion

La eficiencia de la separacion en AF4 estd determinada por diferentes fuentes de
dispersion. La magnitud de cada componente puede ser cuantificada a través de la altura
de plato tedrico (H), un parametro que relaciona la varianza (c?) del perfil de
concentracion dividido por su desplazamiento promedio (L). La altura de plato es el
medio méas comun para describir los fendmenos de dispersion y expresar sus ecuaciones,
y que servira a lo largo del capitulo como guia para comprender mejor las diferentes
variables que son relevantes en la separacion. En el modo de elucién normal, o Browniano
(ver fundamentos de FFF en la Seccién 2.1, en el Apartado | de la Tesis), los origenes de
estas fuentes de dispersion son: no-equilibrio (Hn), difusion axial (Hq), relajacion (Hy),
polidispersidad (Hp) y efectos instrumentales (He) [58]. Todas estas contribuciones son

aditivas, de modo que la dispersion se puede expresar como:
H=H,+H;+H,+H,+H, (1.6)

En la mayoria de las ocasiones, la principal fuente de dispersién en FFF es la de no-
equilibrio (Hn). EI fendmeno de no-equilibrio tiene lugar cuando los componentes del
analito, a pesar de tener tamarfios similares, son conducidos a través del canal a diferentes
velocidades en el eje axial (ver Figura 1.1). Estas velocidades son originadas por el
régimen laminar del flujo del portador, en el que el maximo es alcanzado en el centro del

espesor del canal, y el minimo en las paredes, siguiendo un perfil parabdlico.

+

No-equilibrio

Flujo laminar
LS

Figura 1.1. Situacion de dispersion de no-equilibrio durante la separacion en AF4, donde w hace

referencia al espesor del canal y | al de la nube formada por el analito.
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La dispersion de no-equilibrio es expresada con la siguiente ecuacion:
2
Hy = %=—(v) (L7

donde w es el espesor del canal, D es el coeficiente de difusion del analito y (v) la
velocidad promedio del portador, que a su vez es definida por el flujo axial (V) dividido

entre la anchura del canal (b) y su espesor:

) == (L8)

Por otro lado, la funcion y esta relacionada con la tercera potencia del parametro de

retencion A. Esta relacion normalmente se expresa en su forma simplificada como:
X = 2423(1 — 81 + 12A2) (1.9)

De acuerdo con los fundamentos tedricos de FFF, descritos en la Seccion 2.1 del
Apartado | de la Tesis Doctoral, A es definido como el cociente entre el espesor promedio
de capa del analito (1) y el espesor del canal (w) (Ec. 3). Este pardmetro, por tanto, hace
referencia a la posicion de la nube formada por el analito en el interior del canal; posicion
que, en el caso de AF4, dependera del equilibrio entre el coeficiente de difusion de las

especies (D) y la velocidad de flujo cruzado aplicado |u,| (Ecs. 1.2 y 1.3).

Aunque la relacion entre Hy y la longitud del canal (L) no es directa, puede deducirse
a partir del pardmetro A y la funcién . Bajo las mismas condiciones de separacion (mismo
caudal de flujo cruzado (V) y misma velocidad promedio del portador (v)) y dimensiones
del canal (w y b), una disminucién en el area (A) conllevara una mayor velocidad de flujo
cruzado (Ec. 1.2). Este aumento significa una reduccion del parametro A (Ec. 1.3) y la
funcion x (Ec. 1.9), y, por lo tanto, la dispersion de no-equilibrio se reduce con la

disminucion de la longitud L.

El comportamiento de la difusion axial (Hg) respecto a la longitud del canal es
precisamente el contrario al de Hn. Esta fuente de dispersion es una respuesta a los
gradientes de concentracion axial del analito (ver Figura 1.2), los cuales, en mayor o

menor medida, siempre van a estar presentes en FFF [58].
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Flujo laminar

Figura 1.2. Situacion de dispersion por difusion axial durante la separacion en AF4.

La difusion axial es definida como:

2D
" R{v)

d (1.10)

donde R es un parametro de retencion experimental referido al cociente entre el tiempo
de retencidn especifico para una especie (tr) y el tiempo de retencién de volumen muerto
(to), de acuerdo con la Ec. 2, descrita en la Seccion 2.1 del Apartado I. Esto supone que
cuanto mayor es el tiempo de retencion (tr) de una especie en el canal, mayores son los
fendmenos de difusion en su interior. ElI pardmetro experimental R también puede

relacionarse con A, a través de la Ec. 5.

Por lo tanto, la difusion axial dependera del coeficiente de difusion de las especies
(tamafio de particula) y del pardmetro de retencion R. Para un analito especifico con un
coeficiente de difusion D, la reduccién de la longitud L conlleva una disminucion del
parametro de retencién A (Ec. 1.3) y, por consiguiente, de R (Ec. 5); lo que resulta en un
aumento de la difusién axial. Aunque esto puede resultar contrario a lo que sucede en
cromatografia, se ha de tener en cuenta que una disminucion en la longitud del canal
implica un aumento de la fuerza aplicada para un mismo flujo cruzado; y, por
consiguiente, una posicion mas proxima al fondo del canal, lo que conlleva una menor
velocidad del analito y, por tanto, una mayor difusion. Estas cuestiones se abordan con

mayor profundidad en la Seccion 1.4.1.

La contribucion del resto de fuentes de dispersion suele considerarse despreciable
respecto a las vistas anteriormente [58,123], por lo que se ha omitido su desarrollo tedrico

en este capitulo. Dentro de un disefio experimental, la componente de relajacion (Hr)
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puede ser minimizada optimizando la etapa de inyeccion/focalizacion de la muestra en el
canal. En este trabajo, se ha estudiado su influencia modificando diferentes variables que
afectan al proceso de relajacion, como es el caso del tiempo o los caudales aplicados
durante la etapa de inyeccion/focalizacion. Respecto a la polidispersidad, esta es una
propiedad intrinseca de la muestra de estudio. En este caso, se emplearon estandares
monodispersos de poliestireno (PS), con el objetivo de minimizar la contribucion de este
tipo de dispersion (Hp). Finalmente, los efectos instrumentales (He) son definidos como
situaciones de no idealidad dentro del disefio experimental. A lo largo de este capitulo, se
han estudiado y modificado diferentes variables instrumentales, considerando su

contribucion en los resultados experimentales.

1.3. EXPERIMENTAL
1.3.1. Materiales y estandares

Para el estudio de la eficiencia de separacién en AF4 se emplearon una serie de
estandares de tamario de nanoparticulas de poliestireno (PS NPs). Todos estos estandares
monodispersos de PS (50, 100, 200 y 500 nm) fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Buchs,
Suiza). Se han utilizado dos productos que contienen nanoparticulas de TiO> a lo largo
del estudio, con el objetivo de comprobar la mejora de la eficiencia con el uso del canal
corto (SLC) en términos de tiempos de retencion, anchuras de pico, resolucion y
recuperacion. Las suspensiones de nanoparticulas de dioxido de titanio fueron preparadas
a partir de rutilo en polvo (99,9%) con tamafos de particula primarios de 30 nm (US
Research Nanomaterials, Houston, EE. UU.), y mezclados con una suspension del
producto fotocatalitico NP Fotoactiva 23, con particulas de TiO. alrededor de 8 nm de
tamafo, de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Ekoeaso S.L., Gipuzkoa,

Espana).

Todas las suspensiones fueron preparadas a una concentracion de 30 mg L™, diluidas
en el portador empleado en AF4 y sonicadas en bafio de ultrasonidos (P Selecta,

Ultrasons, Barcelona, Espafia) durante 5 minutos antes de su analisis.
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1.3.2. Instrumentacion

Se ha empleado un sistema AF4 AF2000 (Postnova Analytics, Landsberg,
Alemania). La composicion escogida para el portador en la separacion fue un surfactante
mixto (Novachem, Postnova Analytics), diluido en agua ultrapura al 0,05% (v/v). El agua
ultrapura (18 MQ cm de resistividad) fue obtenida de un dispositivo de purificacion Milli-
Q (Bedford, EE. UU.). La filtracion del portador se llevo a cabo con filtros de nylon de
0,2 um (Merck Milipore, Irlanda). Para la inyeccidén de muestra se empled un loop de 100

uL a lo largo de todo el estudio experimental.

Se estudio la separacion en dos canales comerciales diferentes (Postnova Analytics,
Landsberg, Alemania): un canal corto (SLC) (registrado como “Mini Channel”) y un
canal convencional (SC) (registrado como “Analytical Channel”). El disefio en ambos
casos canales es similar, que consta de dos partes triangulares al comienzo (bo: 2,0 cm de
anchura) y al final del canal (b.: 0,5 cm de anchura) y una parte trapezoidal, que es la
Unica seccién gue realmente varia en longitud para cada canal. La longitud para el SC es
de 27 cm, mientras que para el SLC es de 14 cm. El spacer empleado fue en ambos casos
de 350 um de espesor, con una membrana de ultrafiltracion de celulosa regenerada de 10
kDa (Postnova Analytics). Con cada cambio de membrana para los analisis, primero era
necesario un proceso de acondicionamiento, durante el cual se inyectaba en repetidas
ocasiones una suspension de nanoparticulas de PS de 100 nm sin aplicar ninguin programa
de flujo cruzado. Posteriormente, la misma suspension era inyectada utilizando el
programa que se muestra en la Tabla 1.1, hasta que los valores de los tiempos de retencion
y las recuperaciones eran estables. Por Gltimo, se inyectaba el portador varias veces, hasta

gue no se obtenia sefial alguna respecto a la linea base.

Tabla 1.1. Programa de separacion aplicado en AF4, con sus diferentes etapas. Caudal de

salida: 1 mL min™.

Etapa Tiempo (min) Flujo cruzado (mL min™)
y L Caudal de inyeccion:
Inyeccion/focalizacion 4+1 ] 0,5
0,2 mL min?
10-30 Constante 0,1
Elucién 3 Decrecimiento lineal De0,1a0
2 Constante 0
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A la salida del canal, el portador era conducido a un detector UV-Vis de matriz de
diodos (Shimadzu, Duisburgo, Alemania), con registro de sefiales de absorcién en el
rango de longitudes de onda comprendido entre 200 y 650 nm. En este caso concreto, se
utilizé fundamentalmente la longitud de onda de 254 nm para la deteccion de PS y de 350

nm para el TiO, aunque el espectro completo era registrado cada 0,6 s.

1.3.3. Célculos de eficiencia y tratamiento de datos

Las eficiencias de separacidon se estimaron utilizando diferentes procedimientos.
Primero se estudiaron las implicaciones de las fuentes de dispersion explicadas a lo largo
de la Seccion 1.2.1 del capitulo, para lo que se modelizd una eficiencia tedrica (Hteo),
siguiendo la Ec. 1.6. En este caso, tan solo se consideraron las componentes de mayor
relevancia, es decir, la de no-equilibrio (Hy) y la difusion axial (Hd), calculadas a través
de las Ecs. 1.7 y 1.10, respectivamente. Las eficiencias fueron representadas en el modelo
en funcion del parametro de retencion A, estimado con la Ec. 1.3. De acuerdo con las
bases teoricas, la mayoria de los parametros que definen A estan referidos a constantes o
valores fijos (Ec. 1.5), a excepcion de dos factores experimentales: el diametro
hidrodinamico del analito y el flujo cruzado. Dado que el propdsito de este capitulo esta
centrado en la separacion de particulas en la escala nanométrica, para el modelo se han
considerado tamafios en un rango que comprende desde 50 hasta 500 nm. En cuanto al
flujo cruzado, se han estudiado caudales de 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8 mL min, en un enfoque
cercano a las condiciones reales empleadas en AF4, con los valores que mas se suelen
emplear en la bibliografia [34,126,127,133,134]. Se considerd que durante la separacién
se empleaba un caudal de salida constante de 1 mL min™’. EI pardmetro R, necesario para

los calculos de Hg, fue estimado a partir de A con la Ec. 5 del Apartado 1.

Las eficiencias experimentales (Hexp) e calcularon para los mismos caudales de flujo
cruzado que en Hieo, Y €n términos de didmetro de particula, se emplearon estandares de
tamafio de PS de 50, 100, 200 y 500 nm. Para ello, se utilizo la siguiente expresion:

L o2
5,54 t2

Hexp = (1.11)

donde o es la anchura de pico a media altura, y el valor de 5,54 hace referencia a la

relacion entre la anchura de pico en la linea base y a media altura. Tanto los tiempos de
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retencion como las anchuras fueron obtenidos de los fractogramas resultantes en los
andlisis correspondientes, en los que las sefiales de intensidad se representan en funcion
del tiempo. Las resoluciones entre picos se calcularon a través de la relacion entre la
diferencia de los tiempos de retencion y la anchura promedio, como describe Mitrano et
al. [135]. Para las recuperaciones se siguio el procedimiento especificado en el trabajo de
Bolea et al. [136], para una longitud de onda especifica de 254 nm. EIl procesamiento de
datos fue realizado con el software OriginPro Data Analysis, en su version 2019b
(OriginLab Corporation, Northampton, EE. UU.).

Con el prop6sito de comparar los resultados de eficiencias tedricas y experimentales
en unas condiciones mas préximas a las realmente aplicadas en los ensayos, se definieron
unas eficiencias previstas (Hpre). ESte enfoque consiste en una correccion en el parametro
de retencion A a partir de las desviaciones experimentales, respecto a los valores que la
teoria predice en los célculos con la Ec. 1.3. Para ello, en lugar de aplicar dicha ecuacion
con sus valores teoricos, se utilizaron los tiempos de retencién t; y to obtenidos
experimentalmente. El parametro R fue estimado con la Ec. 2, mientras que la Ec. 5 se
empled para la determinacion de A. Ademas de las fuentes de no-equilibrio y difusion, se
ha considerado una fuente adicional, denominada Hins, relacionada con la propia
dispersion que sufre el volumen de muestra inyectado al circular por el canal y el resto de
conducciones. Esta contribucion puede ser calculada a partir de la anchura de pico, como
sucedia en la Ec. 1.11 para Hexp. Sin embargo, en este caso la anchura se obtiene a través
de la elucién de los estandares de tamafio de PS al ser inyectados sin aplicar ningun flujo
cruzado (y con caudal de salida 1 mL min™). Hpre, por lo tanto, fue calculada como la

suma de Hn, Ha ¥ Hinst, y modelizada en funcién de A.

1.4. RESULTADOS Y DISCUSION
1.4.1. Eficiencias tedricas basadas en fendmenos de dispersion

Se modelizaron las eficiencias tedricas (Hteo) de acuerdo con lo descrito en la Seccion
1.3.3 y se representaron en funcion de A para diferentes tamanos de particula y flujos
cruzados (Figura 1.3). Las eficiencias siguen una tendencia exponencial, en la que
conforme el pardmetro de retencion A decrece, la altura de plato es menor. Esto significa
que las eficiencias de separacion mejoran cuando la nube que forman los analitos se

estrecha. Para valores de A por debajo de 0,01, una disminucién en el pardmetro de
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retencion, por pequefia que sea, conlleva una reduccion significativa de los fendmenos de
dispersion; mientras que para valores superiores esta mejora s menos pronunciada.
Valores bajos de A suponen condiciones de alta retencion dentro del canal, que solo se
consiguen o bien en el caso de particulas de gran tamafio (los mejores resultados se
muestran para 500 nm) o bien aplicando altos caudales de flujo cruzado, de acuerdo al
principio en el que se basa la técnica. Cuando el flujo cruzado se aumenta hasta 0,8 mL
min (representado por las estrellas en la Figura 1.3), se alcanzan los valores minimos de
dispersion para todos los tamafios estudiados. Sin embargo, esta tendencia puede verse
limitada por la difusion axial, la cual comenzaria a ser significativa en estas condiciones

de alta retencion.

3

R

< 0.1 ——50 nm

G 100 nm

e o ——200 nm

'§ ' —— 500 nm

2 = Flujo cruzado: 0.1 mL min™

& 0.001 e Flujo cruzado: 0.2 mL min™'

e + Flujo cruzado: 0.4 mL min™

e ‘ *  Flujo cruzado: 0.8 mL min™'
1E-5 +— . . T

T T 1 T
0.00 001 002 003 004 005 006 007
Parametro de retencién (i)

Figura 1.3. Modelo para eficiencias tedricas, referidas como la suma de dos fuentes de
dispersion: no-equilibrio (Hy) y difusion axial (Hg), en funcion del parametro A. Eficiencias

representadas para diferentes flujos cruzados y diametros hidrodinamicos del analito.

La contribucién de cada fuente de dispersion se muestra en la Figura 1.4, donde, de
acuerdo con los fundamentos teoricos, la dispersion de no-equilibrio y la difusion axial
siguen tendencias opuestas. La razon es que el ratio de retencion R (y por tanto A) es
directamente proporcional en el caso de Hn, mientras que para Hq es inversamente
proporcional (Ec. 1.10). Al contrario que lo visto en la Figura 1.3, la difusion axial
aumenta cuando A decrece. Esto se explica a partir de los tiempos de retencion de las
especies, porque la difusion gana relevancia conforme las particulas permanecen mas

tiempo en el canal, y los flujos difusivos tienen entonces lugar. Para particulas de mayor
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tamarnio, los coeficientes de difusion (D) son mas bajos y, en consecuencia, Hq decrece,
aunque de forma poco significativa. En términos de flujo cruzado, cuando el caudal
aumenta las particulas quedan focalizadas en una zona méas préxima a la membrana; una
zona en la que, siguiendo el perfil parabdlico de flujo, la velocidad es méas baja y los
tiempos requeridos para la elucion son mayores. Por lo tanto, al aumentar el flujo cruzado
hay mas probabilidades de que los flujos difusivos tengan lugar. En el rango de caudales
de flujo cruzado considerado para la separacion de nanoparticulas, la altura de plato para
la dispersion de no-equilibrio comprende valores tedricos desde 10 cm hasta 1x10™* cm,
mientras que se estiman resultados entre 1x10° y 1x10° cm para la difusion axial, lo que
puede considerarse casi despreciable en comparacién. Esto cumple con lo esperado dado
que, a pesar de ser especies con altos coeficientes de difusion, la separacion en el analisis
de nanoparticulas suele llevarse a cabo en condiciones de flujos cruzados bajos y caudales
de salida elevados [124]. El modelo para Hteo sigue, por lo tanto, la tendencia de no-
equilibrio, siendo esta la fuente de mayor contribucion dentro de los fendmenos de
dispersion. En consecuencia, los esfuerzos para mejorar la eficiencia de separacién en

AF4 en su conjunto deberian centrarse en disminuir H.

10 100 nm 50 nm

500 nm

3
O, 04
g W
T o001 :
g M
5 0.001 = Flujo cruzado: 0.1 mL min™'
% e Flujo cruzado: 0.2 mL min™'
2 *  Flujo cruzado: 0.8 mL min™'
Q0
e 1E5
L
1E-6 50 nm
500 nm 200 nm 100 nm
1E-7 4 T T T T

T T T T
000 001 002 003 004 005 006 0.07
Parametro de retencién (1)

Figura 1.4. Contribucion gréfica de la dispersion de no-equilibrio (H») y la difusion axial (Hq),

ambas representadas para diferentes flujos cruzados y diametros hidrodinamicos de particula.

Teoricamente, el interés reside en la reduccion del parametro A lo méaximo posible,

hasta alcanzar la region en la que un ligero cambio en su valor conlleve una mejora
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significativa en la eficiencia, como se refleja en la Figura 1.3. Dado que el didmetro
hidrodindmico es una propiedad que dependerd en exclusiva de la naturaleza de la
particula, la forma principal de producir esta mejora sera a través del flujo cruzado. No
obstante, hay limitaciones practicas en lo que a esta variable se refiere, de modo que no
es posible reducir A de manera ilimitada. EIl incremento del caudal de flujo cruzado supone
a su vez un aumento de los efectos estéricos [129], las interacciones analito-membrana
[89,133] y las interacciones particula-particula [88,137] en el canal. Estas interacciones
conllevan en general problemas en términos de recuperacion, los cuales son recurrentes
cuando la separacion es aplicada a nanoparticulas, como en el caso de NPs de plata
[135,138,139], oro [140,141], dioxido de titanio [89,126,142] o poliestireno [115].
Ademaés de estas interacciones, el aumento del flujo cruzado también implica tiempos de

elucion mas prolongados.

1.4.2. Uso de un canal de dimensiones reducidas: implicaciones experimentales

Como ya se ha mencionado en la introduccion de este capitulo, el cambio en las
dimensiones del canal ya habia sido considerado previamente por diferentes autores.
Durante la etapa de desarrollo de las bases tedricas de la técnica, en la década de los 90,
Giddings investigé la miniaturizacion tedrica de los canales en FFF [123]. Bajo el
concepto de nimero de platos (N) para el estudio de eficiencias de separacion, demostrd
que este parametro N tiene una dependencia lineal con el tiempo de retencion y con el
espesor de capa de la nube que forma el analito en interior del canal (l). Si el tiempo de
retencion y el espesor de capa se mantienen constantes, gracias al ajuste apropiado de los
ratios de flujo, el nimero de platos también deberia ser constante, con independencia de
la longitud del canal [123]. En tal caso, si la longitud del canal (L) aumentara, esto
supondria un incremento proporcional de la altura de plato teérico (H). El autor concluyo
que la separacion esta determinada principalmente por I, parametro que a su vez esta
influenciado por el flujo cruzado, de acuerdo con las Ecs. 3 y 1.3. Litzen corrobor6 esta
observacion en un estudio en profundidad de los efectos de las dimensiones del canal en
la eficiencia de separacion en un sistema de AF4 [124]. Esta autora resolvio que, si los
tiempos de retencion permanecian constantes, un canal de longitud superior a 15 cm no
mejoraria la eficiencia de separacidn en términos de altura de plato. Ademas, determind

que las mejoras de la eficiencia con la longitud solo podrian ser conseguidas a través de
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un aumento proporcional de los tiempos de retencion (alcanzando un maximo a 60 cm),
a través de la modificacion de los caudales internos. De forma similar a Giddings,
concluyé que es mas eficiente ejercer una influencia en el ensanchamiento de banda y,

por consiguiente, en la eficiencia a traves del flujo cruzado.

Como se puede observar, en estos estudios teoricos la eficiencia de separacion
siempre se ha contemplado desde un punto de vista centrado en la variable del flujo
cruzado, pues es el pardmetro experimental que puede ser controlado en relacién a la
fuerza de campo aplicada. Este enfoque se basa en que el poder de fraccionamiento del
sistema puede ser aumentado a traves de un caudal del flujo cruzado més alto y, por
consiguiente, los fendmenos de dispersion seran reducidos. Sin embargo, en el anélisis de
nanoparticulas, debido a sus coeficientes de difusion y sus problemas de recuperacion, no
se requieren flujos cruzados elevados. Por lo tanto, la variacion de la longitud del canal

necesita ser considerada desde una nueva perspectiva.

De acuerdo con los fundamentos tedricos de AF4 (discutidos en la Seccion 2.3 del
Apartado | de la Tesis), la fuerza de campo esta determinada por la velocidad de flujo
cruzado (|u.|), un parametro definido como el flujo cruzado aplicado por unidad de area
del canal (Ec. 1.2). Esta velocidad esta afectada por las dimensiones del canal: bajo unas
mismas condiciones de caudales, una reduccion del area resulta en un incremento de |u,|.
Como consecuencia, la fuerza de campo también aumenta, lo que conlleva una
disminucion del parametro de retencion A (Ec. 1.3), y la contribucién de no-equilibrio, la
fuente predominante de dispersion, sera reducida. La teoria predice que, con el mismo
ratio de caudales de flujo cruzado y de salida empleado, una reduccion de la longitud del

canal supondra una mejora de la eficiencia de separacion.

Para estudiar las implicaciones experimentales de la reduccion del area de separacion,
se analizaron estandares de tamafio de PS en dos canales diferentes, SC y SLC, cuyas
dimensiones estan especificadas en la Seccion 1.3.2. La diferencia de longitud supone
una reduccion de aproximadamente la mitad del area: 32,5 cm? frente a 15,5 cm?. Las
condiciones de separacién empleadas fueron las mostradas en la Tabla 1.1. La eficiencia
fue estudiada modificando tanto el caudal de flujo cruzado como el tamafio de particula,
de una forma similar a la realizada en el modelo de la Seccion 1.4.1 para la eficiencia
tedrica (Hwo). A partir de los tiempos de retencion experimentales se calcularon los

parametros especificos R (Ec. 2) y A (Ec. 5). Estos parametros fueron empleados no solo
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para la determinacion de Hexp (Ec. 1.11), sino también para calcular las eficiencias

previstas por la teoria (Hpre), tal y como se ha detallado en la Seccion 1.3.3.
1.4.2.1. Estudio de eficiencias experimentales en funcién del caudal de flujo cruzado

Los resultados de las eficiencias en funcion del flujo cruzado se muestran para ambos
canales en la Figura 1.5. Como predijeron Giddings [123] y Litzen [124], las eficiencias
experimentales mejoran cuando se incrementa el flujo cruzado, sin importar el tipo de
canal empleado. Este comportamiento sigue la tendencia del modelo, aunque se observan
algunas diferencias para los niveles de baja retencién (altos valores de 1), especialmente

significativos en el caso del SLC, con resultados mucho maés bajos de lo esperado.
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Figura 1.5. Eficiencias previstas y experimentales en ambos canales: canal convencional (SC) y
canal corto (SLC), en funcién del pardmetro de retencion A para una suspension de 30 mg L™ de
PS NPs (estandar de 100 nm). Resultados mostrados para diferentes caudales de flujo cruzado:
0,1,0,2,0,4y 0,8 mL min™.

Estas discrepancias pueden explicarse por las estimaciones que se han realizado para
la eficiencia prevista en parametros como la temperatura (T) o la anchura del canal (w).
En el caso de T, cualquier variacion afecta al calculo de los coeficientes de difusion D a
partir del didmetro hidrodinamico de particula (Ec. 1.4) y finalmente a H,. Para el valor
de la anchura del canal, pese a haberse calculado de forma experimental, puede haber

diferencias respecto al valor real, por lo que también afecta al calculo de la dispersién de
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no-equilibrio y, por tanto, a Hpre, tal y como se muestra en la Ec. 1.7. Las diferencias
tienen mayor relevancia cuando los valores de A son mas elevados, lo cual explicaria las

diferencias de los valores experimentales respecto al modelo.

Para todos los caudales de flujo cruzado estudiados, SLC mejora la eficiencia de
separacion con respecto a SC. En los datos experimentales (Tabla 1.2) puede observarse
que esta mejora no proviene de los tiempos de retencion, pues en ambos casos son
similares. Esto corrobora lo que la teoria predice: bajo las mismas condiciones de
caudales los tiempos de retencion no deberian verse alterados [143]. De acuerdo con la
Ec. 1.11, la mejora de la eficiencia esta basada en la anchura de pico en funcién del flujo

cruzado.

Tabla 1.2. Resultados experimentales de separacién para el estdndar de 100 nm de PS
(suspension de 30 mg L™) en términos de tiempos de retencion (t;), anchuras de pico y
recuperaciones a diferentes flujos cruzados. Las separaciones son llevadas a cabo a un caudal
de salida constante de 1 mL min™. Los resultados se expresan como la media + desviacion
estandar (n=3). La disminucién de la recuperacion esta referida al valor de cada caudal respecto

al de las condiciones més suaves de flujo cruzado (0,1 mL min™) en el canal correspondiente.

Canal convencional (SC)

) ] Anchura de . Disminucion de
Flujo cruzado tr (min) ] ) Recuperacién (%) »
pico (min) recuperacion (%)
0,1 mL mint  4,24+0,03 3,12+£0,03 759+19 —
0,2mL mint  6,12+0,01 2,90 £ 0,05 719+19 -52+27
0,4mL mint 9,36 £0,03 2,96 £+ 0,01 720+12 -51+22
0,8 mLmint' 1461+0,14 3,87+0,08 53,1+9,6 -30,1+9,8
Canal corto (SLC)
) ] Anchura de » Disminucion de
Flujo cruzado tr (min) ] ) Recuperacién (%) »
pico (min) recuperacion (%)
0,1 mL mint  3,69+0,04 1,79+0,04 88,6 +2,1 —
0,2mL min?' 535+0,10 2,20+ 0,05 82,8+0,8 -6,5+23
0,4mLmin?' 10,05+0,02 3,49+0,15 78,1+0,5 -11,8+2,2
0,8mL mint 154 +0,38 4,65+ 0,29 61,8+19 -30,3+£2,9
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Con el SLC los picos son mas estrechos en las condiciones mas suaves (flujos
cruzados de 0,1 y 0,2 mL min™), por lo que se obtienen las mayores diferencias entre
canales. El factor de mejora mas alto se alcanza con 0,1 mL min™ de flujo cruzado,
condicion en la que Hexp €s reducido 5,5 veces respecto al valor obtenido con el SC (ver
Tabla 1.3). Para caudales de flujo cruzado mayores, la anchura de pico aumenta en ambos
canales, hasta que finalmente se obtienen valores similares. La mejora de la eficiencia a
través de la longitud confirma que, incluso en la practica, el fendmeno de no-equilibrio
es la principal fuente de dispersion y que la separacidn puede mejorarse si es disminuido.
En todo el rango de flujos cruzados estudiados se determinaron valores de A mas bajos
con el SLC, debido al aumento de la velocidad de flujo cruzado, lo que supuso la mejora

en términos de eficiencia.

Tabla 1.3. Resultados de eficiencias experimentales (Hex) y pardmetros de retencion A en funcion
del flujo cruzado aplicado, para el estandar de 100 nm de PS (suspension de 30 mg L™) a un
caudal de salida de 1 mL min™. El factor de mejora se obtuvo de la division entre la eficiencia

para el canal SCy la correspondiente al SLC a un mismo caudal de flujo cruzado.

Canal convencional (SC) Canal corto (SLC) Factor de

mejora de Hexp

Flujocruzado Parametroi Hep(Cm) Parametrol Hexp (CM)

0,1 mL min* 3,90x10 2,28 3,20x107 0,42 5,43
0,2 mL min* 2,65x1072 0,94 2,08x10? 0,30 3,15
0,4 mL min* 1,70x10% 0,42 1,08x10 0,21 2,01
0,8 mL min 1,06x1072 0,30 6,87x10° 0,16 1,85

Sin embargo, este factor de mejora no es constante y la disminucién de Hexp con el
SLC parece alcanzar un limite en torno a 0,15 cm, que no puede ser reducido ni tan
siquiera en las condiciones de caudales de flujo cruzado mas altos (0,4 y 0,8 mL min™).
Este comportamiento no se reflejaba en el modelo desarrollado para la eficiencia tedrica
en la Figura 1.3, en la que Hio decrecia hasta valores por debajo de 0,001 para estos
niveles de flujo cruzado. En tales condiciones, la contribucion de no-equilibrio es
minimizada, y son otras las fuentes de dispersion que pueden cobrar mayor relevancia.
Como se discutid anteriormente, los valores de difusion axial continuarian siendo muy
bajos en comparacion con Hn (Figura 1.4), y lo mismo sucederia con la dispersion

asociada a la polidispersidad para los estandares de tamafio de PS. No obstante, son las
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contribuciones debidas a otros efectos, como el de focalizacion/relajacion o los

instrumentales, las que podrian volverse significativas.

Los efectos de focalizacidn/relajacion fueron estudiados experimentalmente a traves
de la modificacion de los pardmetros instrumentales que pueden ser ajustados en esta
etapa: el caudal de flujo cruzado y el tiempo de focalizacion. El flujo cruzado fue
estudiado a tres caudales diferentes: 0,5, 1y 1,5 mL min’t; mientras que los tiempos de
focalizacion considerados fueron 5, 7 y 9 min. Los resultados se muestran en el Anexo
1.1, aunque no se observd ninguna variacion significativa en la eficiencia con estas
modificaciones. El limite experimental, por tanto, no se justificaba con ninguna de estas
fuentes de dispersion y los resultados experimentales no cumplian con el modelo tedrico

para valores bajos de X; algo que ya fue observado por Wahlund [137].

Como ya se sefial6 en la Seccion 1.2 de este capitulo, el propio sistema de separacion
puede contribuir a la dispersion del analito durante su paso a través del canal, las
conexiones y el detector. Para estimar experimentalmente esta contribucion, referida
como Hinst, Se siguid el procedimiento descrito en la Seccion 1.3.3. De este modo, se
determinaron unos valores constantes de 0,12 y 0,22 cm de Hinst para el SLC y el SC,
respectivamente, que fueron sumados a las eficiencias previstas (Hpre). Las eficiencias
corregidas con esta nueva contribucién se muestran en la Figura 1.5. Para altos valores
de dispersion, esta contribucion es despreciable; sin embargo, cuando la componente de
no-equilibrio es minimizada para bajos valores de A, Hinst prevalece. Como resultado, la
tendencia es suavizada en esta region y el comportamiento de las eficiencias previstas se
ajusta a lo obtenido en los resultados para Hexp, explicando asi el limite observado de

forma experimental.

Aunque el factor de mejora de la eficiencia entre los dos canales se va reduciendo
conforme el pardmetro de retencién disminuye, el SLC sigue mostrando mejores
resultados en la separacion. Se puede argumentar que se alcanzarian valores de eficiencia
similares con el SC si se incrementara el caudal de flujo cruzado, como de hecho sucede
en términos de numero de platos (N = L/H) obtenidos en condiciones de alta retencion
(bajos A), mostrados en el Anexo 1.2. Estos datos muestran cémo el nimero de platos
aumenta conforme aumenta el flujo cruzado aplicado, y que para caudales por encima de
0,4 mL min, este parametro se iguala para ambos canales, siendo ligeramente superior
en el caso del SC. Sin embargo, tal y como se ha discutido anteriormente, caudales

elevados de flujo cruzado conllevan problemas de pérdidas de recuperacion, como puede

80



1. Mejora de la eficiencia en la
separacion de NPs en AF4 mediante el uso de canales cortos

observarse en los valores de recuperacion experimentales de la Tabla 1.2. Asi, las
recuperaciones sufren un descenso significativo cuando se aplican caudales de 0,8 mL
min’t, con una reduccion del 30% en ambos canales respecto a las condiciones mas suaves
(0,1 mL min™).

Cabe destacar que el uso de SLC permite disminuir Hexp n comparacion con el SC
para cualquiera de los caudales de flujo cruzado estudiados. El factor de mejora de la
eficiencia entre canales alcanza su valor maximo en las condiciones de 0,1 mL min, en
las cuales las recuperaciones son del 88%. Esto significa que el canal corto maximiza la
mejora de la eficiencia sin modificar por ello los tiempos de retencion, porque la
separacion se realiza bajo las mismas condiciones de caudales, y sin afectar a las
recuperaciones, dado que se lleva a cabo con una fuerza de campo suave, lo cual resulta

esencial en la separacion de nanoparticulas en AF4.
1.4.2.2. Estudio de eficiencias experimentales en funcién del diametro hidrodinamico

Para el estudio de la eficiencia experimental en funcién del tamafio de analito se
utilizé el caudal de flujo cruzado en el valor dptimo de separacion: 0,1 mL min. Las
mejores eficiencias fueron obtenidas para las particulas de mayor tamafio en ambos
canales (ver Figura 1.6), como ya predijo el modelo tedrico (Htweo) mostrado en la Figura
1.3. De acuerdo con la teoria, la dispersion de no-equilibrio se reduce porque el parametro
de retencion A disminuye conforme el tamafio de las particulas aumenta (Ec. 1.5).
Experimentalmente, los coeficientes de difusion disminuyen para diametros
hidrodinamicos mayores (Ec. 1.4) y el analito es focalizado en una zona mas préxima a
la membrana. A bajos A, las particulas son eluidas a tiempos de retencién mayores,
siguiendo el perfil parabdlico de flujo, lo cual explica el descenso observado en los
valores de Hexp (Tabla 1.4). Si se comparan los valores estimados de Hpre con los
resultados experimentales (Hexp), Se comprueba que siguen las mismas tendencias, pero
con discrepancias para valores altos de A (por encima de 0,02), siendo incluso mas
significativas en el caso del SLC. Esto ya se observé en el estudio en funcién del flujo
cruzado (Figura 1.5), puesto que el mismo procedimiento se llevo a cabo para los calculos
de Hpre.
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Figura 1.6. Eficiencias previstas y experimentales en ambos canales: canal convencional (SC) y
canal corto (SLC), en funcion del parametro de retencion 1. Resultados mostrados para diferentes
estandares de tamafio de PS: 50, 100, 200 y 500 nm de didmetro nominal (suspensiones de 30 mg

L™ a un caudal de flujo cruzado de 0,1 mL min™.

En la comparacion entre los dos canales, se observa que con el SLC se mejoran las
eficiencias en todos los casos de tamafio de particula estudiados, tanto en términos de
altura de plato (H) como de namero de platos (N) (ver Anexo 1.2). Dado que los tiempos
de retencion permanecen constantes para los canales, puesto que los caudales internos no
cambian, la mejora de la eficiencia experimental se basa en las anchuras de pico, de
acuerdo con la Ec. 1.11. El estrechamiento de los picos en el SLC se explica a partir del
aumento de la velocidad de flujo cruzado (|u.|), que permite disminuir la difusion de las
especies en el interior del canal, incluso para los tamafios de particula méas pequefios, y a
su vez estrecha la nube que forman las particulas. Esta mejora, sin embargo, no es
constante para todos los tamafios (Tabla 1.4): Hexp €S tres veces menor para particulas de
500 nm, y cuatro veces para 200 nm; mientras que para tamafios mas pequefios (50 y 100
nm) este factor es maximizado, alcanzando valores en torno a cinco veces inferior
respecto al SC. Los fendmenos de difusion en el eje axial son menos probables cuando
las particulas tienen un tamafio mayor, por lo que la mejora de la eficiencia causada por
la reduccion del area en el SLC es menos pronunciada. Sin embargo, cuando las particulas

son mas pequefias su difusion es mayor. En estas condiciones el estrechamiento de la
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nube formada por el analito a través de la velocidad de flujo cruzado cobra mayor
relevancia, y es cuando las diferencias entre el uso de un canal convencional o uno corto
son mas significativas. Con el SLC, por lo tanto, se consigue mejorar la eficiencia de
separacion, en especial en el rango por debajo de los 100 nm, rango que establece la
Recomendacion de la Unidn Europea para la definicion de nanomaterial [3], y en el cual
la mejora de la eficiencia se maximiza respecto a la ofrecida por los canales

convencionales.

Tabla 1.4. Resultados de eficiencias experimentales (Hex) y pardmetros de retencion A en funcion
del tamafio de particula para unas condiciones de caudales constantes: flujo cruzado de 0,1 mL
min y caudal de salida de 1 mL min™. Se analizaron suspensiones de estandares de PS de
diferentes tamafios nominales (30 mg L™): 50, 100, 200 y 500 nm. El factor de mejora se obtuvo
de la division entre la eficiencia para el canal SC y la correspondiente al SLC para un mismo

tamafio nominal de particula.

Canal convencional (SC) Canal corto (SLC)
Factor de
Tamario de .
) Parametro A Hexp(CM) Parametrod Hexp(cm)  Mejorade Hexp

particula

50 nm 5,71x107? 2,55 4,54x1072 0,56 4,55

100 nm 3,90x10? 2,28 3,20x10 0,42 5,43

200 nm 2,35x10? 1,45 1,68x10? 0,38 3,82

500 nm 1,25x1072 0,79 9,00x10® 0,30 2,63

Los resultados de las recuperaciones para cada estandar de tamafio de PS se muestran
en la Tabla 1.5, obteniéndose valores similares en todo el rango de estudio para el SLC,
cercanos al 90%. En el caso del SC, las recuperaciones resultaron en torno al 75% para
particulas de 100, 200 y 500 nm, mientras que para las de 50 nm fueron ligeramente
superiores, con unos valores mas proximos a los obtenidos con el canal corto. Esta
diferencia puede deberse a que las particulas de mayor tamafio son focalizadas mas cerca
de la membrana, por lo que las probabilidades de que haya interacciones aumentan. En
cualquier caso, las diferencias entre los dos canales en términos de recuperacion son poco
significativas, al haber utilizado un caudal bajo de flujo cruzado, con el objetivo de

minimizar este tipo de interacciones.
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Tabla 1.5. Resultados experimentales de separacion para estandares de PS de 50, 100, 200 y 500
nm (suspensiones de 30 mg L™) en términos de tiempos de retencién (t,), anchura de pico,
recuperaciones y resoluciones. Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar
(n=3) para ambos canales. Condiciones fijadas a 0,1 mL min™ de flujo cruzadoy a 1 mL min™*
de caudal de salida. La resolucidn esta referida a los picos del estdndar de PS correspondiente

y al de tamafio inmediatamente inferior.

Canal convencional (SC)

Tamario de . Anchura de » y
] tr (min) ) ) Recuperacion (%) Resolucion
particula pico (min)
50 nm 3,03+£0,04 2,36 £ 0,01 856+1,0 —
100 nm 4,24 + 0,03 3,12 +0,03 759+19 0,44
200 nm 6,53 £ 0,02 3,83+£0,05 73,8+6,8 0,66
500 nm 11,63+0,11 5,04 £ 0,02 735+4,0 1,15
Canal corto (SLC)
Tamario de . Anchura de » y
) tr (min) ) ) Recuperacion (%) Resolucion
particula pico (min)
50 nm 2,66 = 0,04 1,50 £0,01 876+25 —
100 nm 3,69 £0,04 1,79+ 0,04 88,621 0,63
200 nm 6,59 + 0,07 3,06 £ 0,03 88,2+ 0,4 1,20
500 nm 1194+0,19 4,95+0,07 85875 1,34

Los fractogramas de los diferentes estandares de PS en ambos canales se muestran en
la Figura 1.7. Para todos ellos la resolucién mejora con el uso del SLC (Tabla 1.5). En el
caso especifico de los estandares de tamafio de 100 y 200 nm, se obtuvo una resolucion
de 0,66 con el SC, lo que significaria casi una coelucion, mientras que, con el SLC bajo
las mismas condiciones de separacion, este valor se incrementa hasta 1,20 gracias al

estrechamiento de los picos.

Los resultados de las separaciones entre canales también han sido comparados bajo
las mismas condiciones de fuerza de campo, es decir, misma velocidad de flujo cruzado
(lucl) (Anexo 1.3). Esto implica que el caudal de flujo cruzado aplicado en el SC sea dos
veces superior al aplicado en el SLC, dado que el area es aproximadamente la mitad para

el canal corto. Si se estudia la resolucion entre los estandares de 100 y 200 nm en tal caso,
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se obtienen las mismas resoluciones para ambos canales. En el caso del SLC, se obtuvo
una resolucion de 1,20 con un caudal de flujo cruzado de 0,1 mL min, que puede ser
mejorado hasta un valor de 1,81 si se aumenta a 0,2 mL min™. Los resultados son
similares si se usa el SC a caudales de 0,2 y 0,4 mL min’. Sin embargo, a pesar de haber
igualado las resoluciones entre canales, los resultados globales de separacion con el SLC
siguen siendo mejores, ya que los tiempos de retencion son menores, las anchuras de pico
mas estrechas y las recuperaciones mayores. Esto es debido a que, pese a que las
nanoparticulas sean retenidas en la misma posicién en el interior del canal (mismo 1),
estas son conducidas a través de una distancia menor en el SLC. Como consecuencia, la
reduccion del tiempo de retencion conlleva una disminucion de los posibles efectos de
dispersion e interacciones con la membrana (recuperaciones mas altas). En resumen, para
obtener unas resoluciones similares a las del SLC es necesario aplicar caudales de flujo
cruzado mas elevados en los canales convencionales, lo que resulta en tiempos de
retencion méas prolongados y menores recuperaciones. Bajo las condiciones estudiadas,
esta diferencia conlleva una pérdida del 16% de analito en el caso de los estdndares de PS

de 100 nm, y un 25% para el de 200 nm cuando se emplea el SC en lugar del canal corto.

a) Canal convencional (SC) b) Canal corto (SLC)
‘_: 80000 + h 80000 -
= ——PS 50 nm 2 ——PS 50 nm
£ ——PS 100 nm £ ——PS 100 nm
< 60000+ —— PS 200 nm < 60000 - ig ggg nm
o -PS 500 nm o nm
7} @
S 40000 - S 40000
> > N
) 5 i
T 20000 \ T 20000 \
e N e X \
(_% \, % Vi %
0 s rEEETT il =
% 1’0 1’5 2‘0 é 1‘0 1‘5 2‘0
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 1.7. Fractogramas para estandares de tamafio de PS de 50, 100, 200 y 500 nm de tamafio
nominal (30 mg mL™), obtenidos para un caudal de flujo cruzado de 0,1 mL min™ en: a) un canal

de dimensiones convencionales (SC) y b) un canal corto (SLC).

1.4.2.3. Aplicacion a nanoparticulas de dioxido de titanio

La comparacion entre los dos canales se amplié al estudio de la separacion de
nanoparticulas de dioxido de titanio, que suelen presentar problemas recurrentes en su
analisis en AF4, principalmente relacionados con bajas recuperaciones y falta de

resolucion [89,137]. De este modo, se pretende evaluar el uso del SLC en un escenario
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mas complejo. Para ello, dos productos que contienen nanoparticulas de didxido de titanio
de diferente tamafio nominal (ver Seccion 1.3.1) fueron mezclados en una misma
suspension y analizados en AF4, bajo las condiciones de separacion especificadas en la
Tabla 1.1.

Tabla 1.6. Resultados experimentales de separacion para la mezcla de dos productos que
contienen TiO2 NPs: producto fotocatalitico y nanopolvo de rutilo. La suspension con la mezcla
fue preparada a una concentracion de 15 mg L™ para cada producto. Resultados en términos de
tiempos de retencion (tr), anchuras de pico, recuperaciones y resoluciones expresados como la
media + desviacion estdndar (n=3) para ambos canales. Para todas las separaciones se emple6
un caudal de salida de 1 mL min™. Las recuperaciones estan referidas a ambos productos en la
misma suspension.

Canal convencional, SC (Caudal de flujo cruzado: 0,1 mL min?)

Producto con ) Anchurade Recuperacion »
) tr (min) ) ) Resolucién
TiO2 NPs pico (min) (%)
Producto
2,81+0,18 2,50*

fotocatalitico (8 nm) 60.8+49 0.73
i i) )

Nanopolvo de rutilo

6,47 £ 0,09 7,47 £0,55
(30 nm)

Canal corto, SLC (Caudal de flujo cruzado: 0,1 mL min)

Producto con ) Anchurade Recuperacion »
) tr (min) ) ) Resolucién
TiO2 NPs pico (min) (%)
Producto

. 2,31+0,11 2,03+0,13
fotocatalitico (8 nm)
752+4,2 1,07

Nanopolvo de rutilo

6,15+ 0,29 512 +0,10
(30 nm)

Canal corto, SLC (Caudal de flujo cruzado: 0,2 mL min?)

Producto con ) Anchurade Recuperacion »
) tr (min) ) ) Resolucién
TiO2 NPs pico (min) (%)
Producto

o 2,66 + 0,23 2,24 + 0,04
fotocatalitico (8 nm)
60,1+0,8 1,15

Nanopolvo de rutilo
(30 nm)

* Valor estimado en base al fractograma obtenido (Figura 1.8)

10,47+£0,31 11,38+0,14
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Como puede observarse en la Tabla 1.6, los tiempos de retencion en la mezcla de
productos no mostraron ninguna variacion significativa al emplear los dos canales, dado
que se emplearon las mismas condiciones de caudales (0,1 mL min de flujo cruzado y 1
mL min? de caudal de salida). ElI primer pico de los fractogramas (Figura 1.8)
corresponde al producto fotocatalitico, el cual contiene TiO2 NPs de alrededor de 8 nm
de diametro; mientras que el segundo corresponde a las nanoparticulas procedentes del
polvo de rutilo, con un tamafio nominal de 30 nm. Tal y como se esperaba, las
recuperaciones no se vieron afectadas, con valores en torno al 70-75%. En términos de
resolucion, se confirma la mejora de la eficiencia con el uso del SLC a través del
estrechamiento de los picos al reducir el area del canal. Esta mejora permite una mejor
separacion de las dos poblaciones en la suspension, con una resolucion superior a 1. La
resolucion también puede ser mejorada con el aumento del caudal de flujo cruzado
aplicado (Tabla 1.6). Sin embargo, esta mejora se produce a expensas de tiempos de
retencion mas largos y una reduccion significativa de la recuperacion, disminuyendo
desde el 75% hasta un 60% para el SLC.

16000

3 ——SC (0.1 mL min™")
E 12000 4 —— SLC (0.1 mL min™)
% —— SLC (0.2 mL min™")
73

$ 8000

>

=

2

'S 4000

w

T T T i T

5 10 15 20
Tiempo (min)

Figura 1.8. Fractogramas de la mezcla de dos productos que contienen TiO, NPs: un producto
fotocatalitico (8 nm de tamafio nominal, primer pico eluido) y el nanopolvo de rutilo (30 nm,
segundo pico). Comparacion entre la separacion llevada a cabo por el SCy el SLC. Suspension
de analisis de 15 mg L™ para cada producto. Para el SC, el caudal de flujo cruzado fue fijado a
0,1 mL min™. En el caso del SLC, se muestran dos caudales: 0,1y 0,2 mL min*%. Caudal de salida

de 1 mL min™ en todas las separaciones.
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1.5. CONCLUSIONES

El estudio del efecto de la longitud del canal en la separacion se ha llevado a cabo en
términos de eficiencia, resolucion y recuperacion para el caso concreto de particulas en
el rango de los nandmetros. Los resultados obtenidos han sido justificados desde una
perspectiva teorica. La reduccion de la componente de dispersion de no-equilibrio en
AF4, que es la de mayor relevancia en las condiciones experimentales empleadas, explica
la mejora de los resultados obtenidos en la separacion con el canal corto. Bajo las mismas
condiciones de caudales (flujo cruzado y caudal de salida), es posible mejorar la
separacion mediante una reduccion de la longitud del canal, sin alterar por ello los tiempos
de retencion y con unas recuperaciones iguales o incluso superiores a las de un canal
convencional. Esto es debido al aumento de la velocidad de flujo cruzado (|u.|),
originado a partir de la reduccion del area de separacion (A), que conlleva un
estrechamiento de la nube que forma el analito en el interior del canal, reduciendo asi su
dispersion. ElI aumento de la retencién de las especies producido por el aumento de |u,|

es compensado por una menor distancia de elucion (L).

Todas estas predicciones tedricas han sido corroboradas de forma experimental a
través de la separacion de nanoparticulas comprendidas dentro de un amplio rango de
tamarfios y de diferente naturaleza, como el poliestireno y el didxido de titanio. Aunque
se pueden alcanzar condiciones de retencion similares con un canal convencional respecto
al SLC, esto implica un aumento del caudal de flujo cruzado, lo que conlleva tiempos de
elucion mas largos y la disminucion de la recuperacion. Por otro lado, el uso de canales
incluso de menor longitud que el SCL, como es el caso de canales de 7 cm
comercialmente disponibles o sistemas de fibra hueca (HF5), suponen la reduccion de
caudales tanto en el flujo cruzado como en el caudal de salida para evitar situaciones de
sobrepresion, lo que reduce la capacidad de separacién, ademas de limitar la cantidad de
muestra que puede ser introducida. El uso del canal corto estudiado a lo largo de este
capitulo permite trabajar, en cambio, bajo las mismas condiciones de caudales que los de
dimensiones convencionales. Esto es especialmente relevante en el caso de las
nanoparticulas, escenario en el que las interacciones con la membrana son muy frecuentes
y se requieren condiciones de separacion mas suaves. La mejora de la separacion obtenida
incrementa las posibilidades del analisis de nanoparticulas en AF4, como es el caso del
TiO2, en el que se puede emplear el SLC para su separacion y cuantificacion en muestras

complejas, tal y como se discute en el siguiente capitulo.
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2. Caracterizacion de tamafios y cuantificacion de
particulas de diéxido de titanio mediante AF4 acoplado a DLS e ICP-MS

2.1. INTRODUCCION

Los materiales basados en didxido de titanio tienen gran variedad de aplicaciones,
siendo fundamentalmente utilizados para el tratamiento de aguas o incorporados en
productos como pinturas, cremas solares y materiales de construccion. En estos casos, se
suele emplear la anatasa como forma cristalina del dioxido de titanio, o una mezcla de
anatasa/rutilo, con tamafios de particula primarios de 10-50 nm, en los que su capacidad
refractiva y sus propiedades fotocataliticas se ven potenciadas. Su produccion masiva,
cada vez mas extensa, y la generacion de residuos a partir de los productos que lo
contienen suponen la liberacion potencial de nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2
NPs) en el medio ambiente. Se han demostrado sus efectos toxicos en bacterias, algas
[144], plantas [145,146] y células animales [147,148], con evidencias de la acumulacion

de TiO; en diferentes tejidos de peces en forma de nanoparticulas [149].

Debido a sus propiedades blangueadoras, el dioxido de titanio también es utilizado
en cosmética y en alimentacion. En Europa y Estados Unidos, su uso como aditivo
alimentario esté autorizado bajo la etiqueta E171 [150]. La dispersion de luz con el TiO-
es maximizada para particulas comprendidas en un rango entre 200 y 300 nm [15], por lo
que la mayoria de los productos comerciales empleados como pigmentos contienen
particulas de estos tamafios. Desde los fabricantes, se han especificado distribuciones de
tamanos de particula muy variados para productos con E171 [151,152], que comprenden
tanto la escala nanométrica como la micrométrica, con tamafios desde 30 hasta 500 nm
[153,154]. En estos aditivos, una pequefia fraccion (del 10 al 36%) ha sido identificada
como 6xido de titanio en forma de nanoparticulas con tamarios inferiores a 100 nm
[150,151,153,155].

A pesar del pequefio porcentaje de TiO2 NPs en el E171, el aditivo puede ser
considerado como un nanomaterial, de acuerdo con lo establecido en la Recomendacion
de la Unién Europea [3]. En esta recomendacion se sugiere cambiar el criterio actual para
la definicion de nanomaterial, que establece que para ser considerado como tal su
distribucion de tamarfio en nimero debe ser del 50%, para reducirlo a entre un 1 y el 50%
en casos especificos. De forma adicional, la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria), en la reevaluacion sobre la seguridad del uso de TiO, como aditivo
alimentario, publicé una recomendacidn sobre la necesidad de obtener informacion en la
caracterizacion de distribuciones de tamafios de particula, como un primer paso para el

analisis de los riesgos del aditivo, en referencia al porcentaje de particulas de E171 que
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se situarian en la escala nanométrica [155]. En cuanto a su toxicidad, se han publicado
varios estudios en los que, a pesar de ser considerado como posible carcinogénico para el
ser humano [156], no se han encontrado evidencias concluyentes, principalmente debido
a la baja biodisponibilidad de las nanoparticulas de TiO2 [157]. En marzo de 2021, debido
a las incertidumbres en los ensayos sobre su toxicidad, ha sido finalmente catalogado por
la EFSA como un producto no seguro para la salud de los consumidores cuando es
empleado como aditivo alimentario [158].

Como analito, las nanoparticulas representan un desafio analitico por la necesidad de
desarrollar nuevas metodologias analiticas, no solo para su cuantificacion, sino también
para obtener informacidn sobre su distribucion de tamafios, entre otros parametros [159].
En relacion con la instrumentacion empleada, la identificacion y la determinacion de TiO2
NPs se ha llevado a cabo a través de diferentes enfoques, como la cuantificacion basada
en microscopia electrdnica de transmision (TEM) [150,160], espectroscopia Raman para
la deteccion de nanoparticulas [161-163] o dispersion dinamica de luz (DLS) para la
caracterizacion de tamarios [43,152,164]. A estas técnicas se suma la espectrometria de
masas con fuente de ionizacion de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) en su
modo de deteccién individual de particulas (SP-ICP-MS), una técnica que ha ido ganando
popularidad para la caracterizacién y cuantificacion de nanoparticulas [31,165,166] y que
encuentra sus principales ventajas en su alta sensibilidad y en el andlisis simultaneo de

distribuciones de tamafios y concentraciones en nimero [96,167].

La técnica de fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4) es
otra alternativa para la separacion y caracterizacion de TiO2 NPs, gracias a su
acoplamiento a diferentes sistemas de deteccion [14,15,33,142,151,154,164]. Esta técnica
tiene la ventaja de proporcionar informacién relativa a tamafios, en combinacion con
composiciones elementales para cada fraccion separada cuando es acoplada a ICP-MS.
AF4 ha sido empleado para la determinacion de TiO2 NPs en matrices complejas:
fundamentalmente, cremas solares [14,31,33,68,142], productos alimentarios
[15,154,164], pigmentos [151] o diferentes productos de cuidado personal [15,126]. Sin
importar el tipo de muestra, su analisis suele estar basado en la deteccion de TiO2 [151]
y su caracterizacién en tamafio, junto con la determinacion de contenidos totales de titanio
[14,15,33,126,142,164]. En otros estudios se obtuvo informacion tanto de tamafios como
de concentraciones elementales en la fraccion de interés separada por AF4 en alimentos

y productos cosmeticos [15,154]. Sin embargo, debido a problemas de adsorcion en AF4,
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los resultados obtenidos para muestras con concentraciones por debajo de 0,5 mg g no

fueron satisfactorios [15].

Ademas de nuevos desarrollos instrumentales, los métodos para la caracterizacion de
nanoparticulas requieren habitualmente de etapas previas que permitan eliminar o
minimizar los efectos de matriz con éxito, garantizando su integridad y su estabilidad.
Para conseguirlo, se han realizado diluciones de cremas solares en Triton X-100 [31], con
la determinacion posterior de TiO>, NPs mediante AF4 y SP-ICP-MS. Otros
procedimientos han consistido en la suspension en agua/metanol, seguido de sonicacion
con sonda y disolucion con hexano [14] o empleando hexano antes de una extraccion de
las nanoparticulas con agua [142]. En relacion con la extraccion de particulas de TiO:
desde matrices alimentarias o bioldgicas, el agua ha sido utilizada como extractante en el
pre-tratamiento de chicles, dulces y productos de reposteria con recubrimientos de azUcar,
con agitacion tanto mecénica como basada en ultrasonidos [33,150,168]. También se han
desarrollado métodos basados en digestiones enzimaticas, basados fundamentalmente en
el uso de proteasas, aplicados a surimi y marisco con tratamientos convencionales de
ultrasonidos [165,169]. Otras estrategias para el aislamiento de TiO2 NPs han empleado
disolventes organicos en muestras con azucar glas o crema de café [154], o peroxido de
hidrégeno concentrado, seguido de una etapa de evaporacion y formacion de complejos
con albumina de suero bovino (BSA) para el pre-tratamiento de pasteles, dulces y chicles
[15].

A pesar de la bibliografia disponible en el analisis de NPs, todavia se requiere del
desarrollo de nuevas metodologias, debido a sus bajos niveles de concentracion en
alimentos y matrices medioambientales y a la complejidad que supone este tipo de
muestras. El potencial de ciertas técnicas analiticas, como las basadas en AF4, pueden
verse limitado cuando los extractos contienen un alto ndmero de componentes
procedentes de la matriz, como es el caso de las extracciones enzimaticas, y mas aun en
el caso de nanoparticulas de didxido de titanio, para las que su caracterizacion basada en
fraccionamiento mediante campo de flujo suele conllevar problemas recurrentes en

términos de baja resolucién y bajas recuperaciones [137].

El hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) ha resultado ser una buena alternativa para
la extraccion y aislamiento de nanoparticulas de plata (Ag NPs), oro (Au NPs) y oxido de
silicio (SiO2 NPs) en matrices complejas [170]. Ademas, los extractos de TMAH se han

encontrado adecuados para su uso con TiOz2 NPs en lodos activos [171], en los que el

95



I11. Experimental

proceso no supone una modificacion de las distribuciones de tamafios de particula

originales en las muestras.

El objetivo de este capitulo es el estudio de las posibilidades que ofrece AF4,
acoplado a diferentes sistemas de deteccion, para la caracterizacion y cuantificacion de
particulas de TiOz en diferentes rangos de tamafios y de niveles de concentracion (desde
mg g a pug gt) en varios tipos de muestras. A lo largo del capitulo se evalGan estrategias
para la determinacion de tamarios, como la utilizacidn de calibraciones de tamario a través
del uso de estandares de diferente naturaleza o el analisis de la informacién obtenida por
DLS. Ademas, se describe la aplicacion de un procedimiento de extraccién alcalina para
aislar la fraccion de particulas de TiO2 en muestras de surimi, en las que el aditivo E171
ha sido empleado como pigmento blanqueador. En este ultimo estudio se comparan,
ademas, los resultados obtenidos mediante AF4-ICP-MS con los obtenidos mediante SP-
ICP-MS.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Reactivos

Para la calibracion de tamafios en AF4 se han empleado una serie de estandares de
tamafio monodispersos de poliestireno (100, 200 y 500 nm) y de 6xido de silicio (10, 20,
150 y 500 nm). Todos ellos se obtuvieron de Sigma Aldrich (Bucs, Suiza), a excepcion
de los de 10 y 20 nm de SiO2, procedentes de PlasmaChem (Berlin, Alemania). Se
prepararon suspensiones de particulas de 30 mg L™ a partir de los estandares, a través de

su dilucion en el portador empleado en AF4.

El agua ultrapura (18 MQ cm de resistividad) se obtuvo a traves de un dispositivo de
purificacion Milli-Q (Bedford, EE. UU.). Los estandares de titanio i6nico (1000 mg L)
y germanio (1005 mg L) (como estandar interno) para los analisis en ICP-MS y SP-ICP-
MS y sus calibraciones se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania). La dilucién de
estos estandares se realizé en acido nitrico (HNOs, 69%, J.T. Baker, Paises Bajos). El
material certificado RM8013, correspondiente a una suspension de nanoparticulas de oro
(Au NPs) procedente del NIST (National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, EE. UU.), se utiliz6 para el calculo de eficiencias de transporte en SP-ICP-

MS. Para la optimizacion del método basado en AF4 se emplearon diferentes tipos de
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portadores: el surfactante mixto Novachem (Postnova Analytics), el pirofosfato de sodio
(NaPP, Merck) y el dodecilsulfato de sodio (SDS, Merck). La digestion alcalina de las
muestras de surimi se realizé con hidroxido de tetrametilamonio (TMAH, 25% v/v, Alfa
Aesar GmbH, Karlsruhe, Alemania) y la dilucién de las muestras previa a los analisis en
SP-ICP-MS fue llevada a cabo en Triton X-100 (Sigma, Steinheim, Alemania).

2.2.2. Suspensiones de nanoparticulas de TiOz

Se utilizaron suspensiones de diferentes tamafios de didxido de titanio para la
optimizacion del método basado en AF4. Las nanoparticulas de TiO2 procedian de
materiales de rutilo en polvo (99,9%), con tamafos de particula primarios de 30, 50 y 100
nm, de acuerdo con las especificaciones del fabricante (US Research Nanomateriales,
Houston, EE. UU.). Se prepararon suspensiones de 150 mg L por pesada de la masa
correspondiente de polvo, con su posterior suspension en glicerol 1 (m/v) (Sigma
Aldrich), utilizado como agente dispersante, de acuerdo con el procedimiento descrito
por Taboada et al. [165]. Las suspensiones fueron estabilizadas a través de su sonicacion
en bafio (P Selecta, Ultrasons, Barcelona, Espafia) durante 5 minutos. También se estudio
la alternativa de la sonicacion con sonda (Vibra-Cell, Sonic & Materials Inc., Danbury,
EE. UU.), en condiciones de 80% de amplitud y 50 W de potencia durante 15 minutos
[33,165]. No se observaron diferencias significativas en términos de tiempos de retencion
y de valores de recuperacion en el anélisis de suspensiones en AF4-UV-Vis, por lo que

se escogid la opcion de la sonicacion en bafio.

Las suspensiones de nanoparticulas de TiO. se prepararon diariamente, diluidas en
portador hasta una concentracion de 15 mg L y sonicadas durante 5 minutos antes de su
analisis. En la etapa de optimizacidn, se emplearon también materiales en polvo de
anatasa (99,5%) de 5, 15, 40 y 100 nm de tamafios primario de particula (US Research
Nanomaterials), aunque ninguno de estos productos se separd con éxito en AF4,

probablemente debido a fendmenos de adsorcion irreversible en la membrana del canal.

2.2.3. Muestras

Se analizaron tres productos fotocataliticos diferentes que incorporan nanoparticulas
de TiO2: Degussa P25 (Nanoshel, Wilmington, EE. UU.), FN2 (FNnano, Levenger, Reno,
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EE. UU.) y el producto para recubrimientos NP Fotoactiva 23 (Ekoeaso S.L., Gipuzkoa,
Espafa). Estas muestras se suspendieron y diluyeron en agua ultrapura, con sonicacion

en bafio durante 5 minutos antes de su analisis.

También se analizaron tres muestras de surimi congelado (de ahora en adelante
denominadas como FZ12, FZ21 y FZ22) y una de surimi fresco (FH6), procedentes de
supermercados de Santiago de Compostela. Se homogeneizaron masas de 100 g de cada

muestra y se almacenaron en tubos de polietileno a -20°C.

2.2.4. Determinacion de Ti total mediante ICP-OES e ICP-MS

El procedimiento de preparacion consistio en pesar 1 g de muestra en un tubo de
teflon de 100 mL para su posterior digestion en microondas (Ethos Plus, Milestone,
Sorisole, Italia). En el caso de los surimis, la mezcla de &cidos fue de 4 mL de agua
ultrapura, 3 mL de HNO3z 69% y 1 mL de H20> 33% (m/v); para los productos
fotocataliticos y los materiales en polvo de TiOa, fue de 3,5 mL de HCI 37% (m/v), 0,75
mL de HNO3 35% (m/v) y 1,5 mL de HF 48% (m/v), a los que se afiadian 9 mL de H3sBOs
(Panreac, Barcelona, Espafia) tras su enfriamiento para eliminar restos de HF. Se aplico
un programa de tres etapas, consistente en una primera fase de incremento de temperatura
de 15 minutos de duracion hasta alcanzar unas condiciones de 200°C a 800 psi y 1000 W,
gue se mantienen constantes durante 30 minutos, y finalmente un descenso progresivo de
la temperatura durante otros 15 minutos. Las muestras digeridas se diluyeron hasta 15 mL
con agua ultrapura para su posterior analisis, realizado por triplicado. Por cada tanda de
digestiones en microondas se prepararon, ademas, dos blancos de ataque.

Las condiciones de andlisis empleadas para ICP-OES e ICP-MS se especifican en la
Tabla 2.1. Para las medidas en ICP-MS, se utilizé una celda de colisioén de gas con He
para una atenuacion selectiva de las interferencias poliatomicas en el is6topo “°Ti. Para
las cuantificaciones, se empled el método de adicidn estandar, con concentraciones de Ti
ionico de hasta 200 pg L, y el uso de germanio (““Ge) como estandar interno, a una
concentracion de 10 pg L™ [165]. En el caso de las medidas de ICP-OES, se utilizd itrio

como estandar interno.
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Tabla 2.1. Parametros instrumentales empleados para anélisis en ICP-OES e ICP-MS.

Parémetros instrumentales para ICP-OES

Potencia RF 2000 W

Flujo de gas (Ar) Nebulizador 0,6 L min*t
Auxiliar 0,5 L min*

Longitud de onda 334,94 nm

Parametros instrumentales para ICP-MS

Potencia RF 1600 W
Flujo de gas (Ar) Nebulizador 0,87 mL min!
Auxiliar 1,2 mL min*
KED Voltaje de entrada -5V
Voltaje de salida -5V

Offset de celda de colision —-16

Gas A de celda (He) 1,00V

Voltaje axial 475,00 V
Analito / ratio masa-carga Ti 48,9

Ge (estéandar interno) 73,9

2.2.5. Ensayos de lixiviacion con producto para recubrimientos NP Fotoactiva 23

El producto fotocatalitico se aplico sobre unas baldosas cerdmicas esmaltadas por una
de sus caras y previamente cortadas mediante sierra de diamante en pequefas piezas
cuadradas de tamafio 1,5 x 1,5 cm (dimensiones que facilitan su posterior observacion en
SEM). Cada uno de los recubrimientos se realizé Unicamente sobre una de las caras de
estas piezas, que bien podia ser la parte esmaltada o la porosa, para estudiar asi las

posibles diferencias en las cantidades de Ti liberadas.

La aplicacién del recubrimiento consistié en mojar un pincel en el producto liquido
para después extenderlo sobre la cerdamica, de forma que quedara un film liquido lo méas
homogéneo posible a simple vista en su superficie, de acuerdo a las indicaciones dadas
por el fabricante. Las piezas ceramicas recubiertas se dejaban 5 minutos a temperatura

ambiente sobre un vidrio de reloj y se secaban en estufa a 150°C durante 15 minutos. Una
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vez secas, las piezas se sumergian en 6 ml de agua ultrapura en vasos de teflon y se
dejaban en agitacion durante 24 horas a 99 rpm y a temperatura ambiente. Tras la
agitacion, se retiraban las piezas con pinzas y el lixiviado se trasvasaba a tubos de 15 ml,
a partir de los cuales se realizaria su posterior digestion acida y el analisis de contenidos
totales de Ti mediante ICP-OES.

2.2.6. Extraccion de TiO2 NPs en muestras de surimi mediante digestién alcalina

La digestion alcalina consistié en la suspension de 0,25 g de muestra en 2 mL de
TMAH (10% v/v) y su sonicacion en bafio de ultrasonidos a 37 kHz durante 2 horas. Tras
la digestion, los extractos se centrifugaban a 3900 rpm, a una temperatura de 8°C, durante
15 minutos. Se tomaba 1 mL de sobrenadante que se diluia 1:10 en el correspondiente
portador (Novachem 0,05%) para su analisis posterior mediante AF4-1CP-MS o para ser
guardado en tubos de 10 mL de polietileno a 4°C en caso de analizarlo mediante SP-ICP-
MS. Las muestras se preparaban por triplicado, junto con tres blancos por cada serie de

muestras digeridas, en las mismas condiciones descritas.

2.2.7. Fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (AF4)

Se ha empleado un sistema AF4 AF2000 (Postnova Analytics, Landsberg,
Alemania), con un canal de dimensiones reducidas (SLC) o canal corto: 14 cm de
longitud, de 2 a 0,5 cm de anchura y 350 um de espesor. Este tipo de canal ha sido
presentado a lo largo del Capitulo 1, con el que se demostro la mejora de la eficiencia de
separacion respecto a otro canal de dimensiones convencionales. En la Tabla 2.2 se

muestra el programa de separacion aplicado durante los analisis correspondientes.

Tabla 2.2. Programa de separacion aplicado en AF4. Caudal de salida: 1 mL min™.

Etapa Tiempo (min) Flujo cruzado (mL min?)
] o Caudal de inyeccion:
Inyeccién/focalizacion 4+1 ) 0,5
0,2 mL min!
10-30 Constante 0,1
Elucion 3 Decrecimiento lineal De0,1a0
2 Constante 0
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Durante la optimizacion del método, se estudié el uso de tres tipos de membranas de
ultrafiltracion diferentes en la pared de acumulacién del canal: dos de celulosa regenerada
(RC), con tamarios de poro de 5y 10 kDa, y uno de polietersulfona (PES), con un tamafio
de poro de 5 kDa (Postnova Analytics). Las membranas se acondicionaron en primer
lugar con la inyeccion de una suspension de TiO2 NPs de rutilo de 30 nm, sin aplicar
ningun flujo cruzado en el canal. Después, la misma suspension se inyectaba de forma
sucesiva empleando el programa descrito en la Tabla 2.2, hasta que los tiempos de
retencion y los valores de recuperacion obtenidos eran estables. Por ultimo, se inyectaba
portador en el sistema en varias ocasiones hasta que no se detectara ninguna sefial
respecto a la linea base. Este procedimiento se aplicaba cada vez que se reemplazaba la

membrana.

Se estudiaron diferentes composiciones para el portador: agua ultrapura, pirofosfato
de sodio 1 mM en agua ultrapura a pH 10, dodecilsulfato de sodio 0,01% (m/v) en agua
ultrapura a pH 8 y el surfactante mixto Novachem 0,05% (v/v), con el que se obtuvieron
los mejores resultados de separacion. Para la filtracion del portador, se emplearon filtros

de nylon de 0,2 um (Merck, Millipore, Irlanda), antes de su utilizacion en el sistema AF4.

A lo largo de todo el capitulo se utilizd un loop de 100 pL para la introduccion de
muestra. A la salida del canal, el portador era analizado por un detector UV-Vis de matriz
de diodos (Shimadzu, Duisburgo, Alemania), con registro de sefiales de absorcion en el
rango de longitudes de onda comprendido entre 200 y 650 nm. En el caso concreto del
TiO2, se utilizé una longitud de onda de 350 nm, aunque se registraba el espectro

completo cada 0,6 segundos.

Todas las variables mencionadas se analizaron en términos de tiempos de retencion,
repetitividad, resolucion y recuperacion, a través de los fractogramas obtenidos mediante
AF4-UV-Vis. La resolucion se calculo relacionando los tiempos de retencidn entre picos
y el valor de anchura promedio, como describen Mitrano et al. [135]. Para las
recuperaciones se sigui6 el procedimiento especificado por Bolea et al. [136], pero
calculado para el is6topo “°Ti en las sefiales de ICP-MS, y una longitud de onda especifica
de 350 nm para las sefiales de UV-Vis. El procesamiento de datos se realizo a través del
software OriginPro Data Analysis, en su versiéon 2019b (OriginLab Corporation,
Northampton, EE. UU.).
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2.2.7.1. Caracterizacion mediante AF4-DLS

El sistema AF4 se acopld a un detector DLS (Zetasizer Nano ZS, ZEN3600, Malvern,
Worcestershire, Reino Unido), equipado con una celda de flujo (ZEN 0023) para la
caracterizacion de tamarfios de las fracciones separadas en los andlisis. La temperatura se
fijo en 25°C para todas las medidas. Las sefiales de intensidad y las estimaciones de
diametros hidrodinamicos se registraban cada 3 segundos, con valores por defecto para

el resto de parametros instrumentales.
2.2.7.2. Deteccion elemental y determinacién de TiO2 NPs mediante AF4-1CP-MS

AF4 se acoplo a un espectrometro de masas ICP (ELAN DRC-e, PerkinElmer,
Toronto, Canadd) para la deteccion elemental y cuantificacion de titanio. El caudal de
salida procedente de AF4 fue dirigido directamente al sistema de nebulizacion del
espectrometro, constituido por un nebulizador concéntrico de vidrio y una camara
ciclénica (Glass Expansion, Merlbourne, Australia). Las lecturas en ICP-MS consistieron
en 20 barridos con un tiempo de lectura (dwell time) de 50 ms, con valores por defecto

para el resto de parametros instrumentales.

La cuantificacion de TiO, se basé en el registro de sefiales para el is6topo “°Ti,
empleando "“Ge como estandar interno. A partir de una calibracion on-line con estandares
de titanio iénico diluidos en acido nitrico (1%), se transformaban las sefiales procedentes
de ICP-MS para las muestras en valores de concentracion, finalmente calculados en masa

a partir de la integracién del area de los picos obtenidos en los fractogramas en AF4.

2.2.8. Determinacién de TiO2 NPs mediante SP-ICP-MS

El andlisis individual de particulas mediante ICP-MS se realizd gracias a la
colaboracion con el Grupo de Elementos Traza, Espectroscopia y Especiacién (GETEE)
de la Universidad de Santiago de Compostela. Se emple6 un equipo NexION 300X
(PerkinElmer, Waltham, EE. UU.), con un sistema de muestreo automatico SeaFast SC2
DX (Elemental Scientific, Omaha, EE. UU.).

Las condiciones de analisis se muestran en la Tabla 2.3. El tratamiento de datos se
realizd con el software Syngistix Nano Application (PerkinElmer). Las eficiencias de
transporte se calcularon a partir del analisis de un patrén de nanoparticulas de oro de 60

nm, procedente del NIST, preparado con una concentracion de 518 ng L™ en agua
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ultrapura. Se obtuvieron eficiencias de entre 1,5y 3,5%, en concordancia con los valores

obtenidos en otros estudios en las mismas condiciones de preparacion [106].

Los resultados de distribuciones de tamafio de particulas de TiO2 y de
concentraciones en masa se determinaron a través de calibraciones con estandares de
titanio i6nico, preparadas con concentraciones desde 0 a 20 pg L™ [98]. Los extractos de
TMAH se diluyeron 1:100 en Tritén X-100 0,05% (v/v) para los analisis en SP-ICP-MS
(por triplicado). Antes de las medidas, las mezclas se sonicaban en bafio de ultrasonidos

durante 5 minutos.

Tabla 2.3. Parametros instrumentales para el analisis mediante SP-ICP-MS.

Is6topo monitorizado OTi

Densidad 42gcm?3

Fraccion en masa 59,9%

Caudal de muestra 0,41 -0,43 mL min*
Tiempo de lectura 100 ps

Tiempo total de adquisicién 100 s

2.2.9. Estudio mediante microscopia electrénica de barrido de emisién de campo
(FESEM)

Las imagenes de FESEM para los materiales en polvo de rutilo, con particulas de
tamafios nominales de 30, 50 y 100 nm, y para el producto fotocatalitico se obtuvieron
usando un equipo MERLIN™ FESEM, equipado con una columna Genimi (Carl Zeiss
Nano Technology Systems, Jena, Alemania). EI microscopio cuenta ademéas con un
microanalizador X-Max de rayos X (Oxford Instruments, Abington, Reino Unido) para
los analisis por espectrometria de dispersion de rayos X (EDS). Antes del analisis, las
muestras se recubrieron con carbono para aumentar su conductividad con un equipo Leica
EM SCD500 (Leica Microsystem, Viena, Austria). Para la obtencion de las iméagenes en
FESEM con mayor resolucion se empled el detector in-lens de electrones secundarios del
mismo microscopio, trabajando con un haz de 3 y 5 kV y una corriente de 100 pA. Los
espectros EDS se llevaron a cabo a 8 kV.
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Para la observacion de los materiales con TiO2 NPs en FESEM, se depositaron unas
gotas de la suspension correspondiente (después de sonicarse) sobre las rejillas

portamuestras de cobre y se dejaron secar antes de realizar su recubrimiento con carbono.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION
2.3.1. Estudio de las condiciones de separacion de TiO2 NPs en AF4

Las diferentes variables experimentales relacionadas con la separacion de
nanoparticulas de didxido de titanio en AF4 se han estudiado en varios trabajos de la
bibliografia [89,142,151,172]. En ellos, el canal, la composicion del portador, el tipo de
membrana y los ratios de caudales internos se optimizaron utilizando diferentes
suspensiones de NPs o estandares, como el NM-104, cuya estructura cristalina
corresponde al rutilo [142,151,172], o un material en polvo de TiO2 como el Aeroxide
P25 (70-80% anatasa) [89]. En el presente capitulo, se han empleado suspensiones de
rutilo de varios tamafios nominales (ver Seccion 2.2.2), suspendidas en glicerol 1%
(m/m), de acuerdo con el procedimiento descrito por Taboada et al. [169], en el que se
estudio la estabilidad de las particulas de TiO2 en estos mismos materiales para su

posterior analisis en SP-1ICP-MS.

Se estudiaron dos tipos de materiales de membrana: polietersulfona (PES) y celulosa
regenerada (RC), en ambos casos con tamafios de poro de 5 kDa. Aunque se obtienen
valores absolutos de potencial zeta més altos con el uso de PES, lo que implica un
incremento de las repulsiones electrostaticas para especies con carga negativa, son las
membranas de RC las mas comunes en la caracterizacion de TiO2 NPs mediante AF4
[89]. En el presente estudio, se observaron diferencias en los tiempos de retencion para el
material en polvo de rutilo con nanoparticulas de 30 nm de tamafio nominal, cuyos
fractogramas se muestran en la Figura 2.1, siendo menores con la membrana de PES. En
términos de recuperacion, se obtuvieron valores del 70% frente al 45% usando RC y PES,

respectivamente, por lo que se descarté la membrana de polietersulfona.
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Figura 2.1. Fractogramas para material en polvo de rutilo con TiO2 NPs (30 nm de tamafio
nominal) en funcidn del tipo de membrana empleada: celulosa regenerada (RC) o polietersulfona

(PES). En ambos casos, el tamafio de poro fue de 5 kDa. Andlisis mediante AF4-UV-Vis.
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Figura 2.2. Fractogramas para material en polvo de rutilo con TiO, NPs (30 nm de tamafio
nominal) en funcion del tamafio de poro de la membrana de celulosa regenerada empleada.
Anélisis mediante AF4-UV-Vis.
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Tambien se evalud el efecto del tamafio de poro en la separacion comparando
membranas de RC de 5 y 10 kDa. El incremento del tamafio de poro tiene una influencia
en la carga de la membrana que, segun se pudo observar de forma experimental con la de
10 kDa, supuso una reduccién de los tiempos de retencion (ver Figura 2.2). Sin embargo,
su uso implico una reduccion de los valores de recuperacion por debajo del 50%, por lo
que se escogid la membrana de RC de 5 kDa como la mejor opcion para la separacion de
TiO2 NPs.

Si la membrana resulta un factor importante debido a las interacciones potenciales
con las particulas, la composicién del portador también debe escogerse con cuidado para
asegurar su compatibilidad con el analito y asi mejorar el proceso de separacion [88]. Se
estudiaron cuatro tipos de portadores: agua ultrapura, pirofosfato de sodio 1 mM (m/v)
(NaPP, pH 10), el surfactante aniénico dodecilsulfato de sodio 0,01% (v/v) (SDS, pH 8)
y el surfactante mixto Novachem 0,05% (v/v) (pH 8-10). La eleccidn de estos portadores

respondio a diferentes alternativas consideradas en la estabilizacion de NPs [89].
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Figura 2.3. Fractogramas para material en polvo de rutilo con TiO, NPs (30 nm de tamafio

nominal) en funcion del portador empleado. Andlisis mediante AF4-UV-Vis.

Unicamente con agua ultrapura y el surfactante mixto se obtuvieron separaciones
satisfactorias, como se muestra en la Figura 2.3. Para el caso del agua ultrapura en su

posterior aplicacion para matrices de mayor complejidad, como las muestras
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especificadas en la Seccion 2.2.3, se obtuvieron resultados de recuperacion bajos. El
surfactante mixto, por otro lado, contribuyé a aumentar la estabilidad de la suspension de
particulas de TiOz, incluso para el caso de matrices complejas, algo que ya se habia sido
observado por Sanchez-Garcia et al. [173]. Por lo tanto, se determind que se emplearia

Novachem 0,05% como portador.

El criterio para escoger las condiciones de flujo cruzado consistié en buscar los
valores maximos de recuperacion garantizando unos niveles de retencion adecuados, de
tal forma que se produjera una separacion correcta del pico de las particulas respecto al
tiempo de retencion de volumen muerto (void peak). De acuerdo con la teoria de AF4,
expuesta a lo largo del Capitulo 1, los niveles de retencion aumentan conforme se
incrementa el caudal de flujo cruzado, de modo que las particulas quedan retenidas en
una zona mas préxima a la membrana [58]. Esto también puede conllevar un aumento de
los fendmenos de adsorcion en la membrana, con la consecuente diminucion de las
recuperaciones [89]. Se estudiaron caudales de flujo cruzado desde 0,1 a 0,5 mL min*t en
la separacion de TiO2 NPs de 30 nm de rutilo. Se observo que los tiempos de retencion
aumentaron de 14 a 40 minutos, respectivamente. En términos de recuperacion, las
condiciones de mayor retencion supusieron una disminucién del 15%. En vista de estos
resultados, se escogieron las condiciones de separacion mas suaves, de 0,1 mL min, para

el resto de ensayos comprendidos en el presente capitulo.

2.3.2. Estrategias para la calibracion de tamafios en AF4

Existen diferentes tipos de estrategias para la calibracion de tamarfios de particulas de
TiO2 en AF4. Una de las més frecuentes es la calibracion directa con estdndares de
poliestireno (PS) para la conversion de los tiempos de retencion en diametros
hidrodinamicos [151,164]. También se ha propuesto el uso de nanoparticulas de otra
naturaleza, como el oro [33], aunque se han encontrado discrepancias respecto a las
calibraciones con PS. La determinacién de didmetros hidrodindmicos también puede
realizarse mediante acoplamiento con DLS [172], o de radios de giro con MALS, aunque
presentan limitaciones cuando las concentraciones en las muestras son bajas o para

tamafios pequefios de nanoparticula [52,174,175].

En este capitulo se propuso el uso de suspensiones de nanoparticulas de TiO2 de

diferentes tamafios, procedentes de los materiales en polvo, para la calibracién de tamafios
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en AF4. Este enfoque permitiria reproducir unas condiciones de separacion mas realistas
respecto a las TiO2 NPs presentes en muestras, al ser de la misma naturaleza y sufrir el
mismo tipo de interacciones que afectan a los tiempos de retencion en el canal. Sin
embargo, los fractogramas obtenidos para estos materiales presentaron picos de gran
anchura, en los que los tiempos de elucion resultaron similares a pesar de las diferencias
de tamafios nominales (ver Figura 2.4), ademas de ser muy irreproducibles, por lo que no
resulté posible su uso para las calibraciones de tamafio.
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Figura 2.4. Fractogramas para materiales en polvo de rutilo con TiO, NPs de tres tamafios

nominales diferentes. Analisis mediante AF4-UV-Vis.

La observacién de estos materiales mediante FESEM confirmé la presencia de
agregados con tamarios superiores a los nominales, por encima de 100 nm en los tres
casos (Figura 2.5), lo cual coincide con lo observado por otros autores para productos que
contienen rutilo [14,142,154]. Se concluyo, por lo tanto, que los materiales de rutilo en
suspension estaban agregados, incluso después de su sonicacion en sonda en las
condiciones descritas en la seccion 2.2.2, lo que justifica los tiempos de retencion

similares y la gran dispersion de las sefiales observadas en AF4.
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Figura 2.5. Imagenes en FESEM de electrones secundarios para materiales en polvo de rutilo

con TiO2 NPs de diferentes tamafios nominales: a) 30 nm, b) 50 nmy c) 100 nm.

Como alternativa, se emplearon estandares de tamafio de nanoparticulas de 6xido de
silicio (SiO.). Para estudiar su validez se determinaron los tamafos hidrodindmicos de las
suspensiones de TiO2, comparando los resultados con los de la calibracion a partir de
estandares de poliestireno (PS) y los obtenidos mediante DLS sin acoplamiento,

mostrados en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Caracterizacion de tamafios para materiales en polvo de rutilo (30, 50 y 100 nm de
tamafio nominal) mediante DLS y las calibraciones con estandares de SiO; y PS en AF4 (n=3).
Se muestran los indices de polidispersidad (Pdl) para los resultados de DLS. Los tamafios
determinados mediante AF4 corresponden a los méximos de pico (media * desviacion estandar)

(n=3), con los rangos de didmetros a media altura de pico entre paréntesis.

Tamafio nominal ~ Tamafio mediante AF4 vs. SiO; AF4 vs. PS
TiO2 NPs (nm) DLS nm (Pdl) nm (Rango) nm (Rango)
30 346 +14 (0,30 +£0,01) 268+ 16 (120 -420) 240 + 14 (100 - 380)
50 329+23(0,22+0,03) 325+8 (170 -480) 295 + 8 (150 - 440)
100 348 +6 (0,20 +0,01) 535+10(300-765)  495+9 (275 -710)
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La similitud en la caracterizacion de tamafos entre los estandares de PS y SiO>
confirmo que no habia efectos en los tiempos de retencion en funcion de la naturaleza de
las particulas, para las condiciones de separacion del estudio. Se observa que en todos los
casos se determinaron valores muy superiores a los tamafios nominales proporcionados
por el fabricante, incluso en los andlisis mediante DLS, lo que concuerda con los
agregados vistos en FESEM. Los resultados de DLS fueron similares entre si para los
diferentes productos y comparables con los obtenidos mediante AF4, a excepcion de la

suspension de rutilo de 100 nm, para la que se obtuvieron tamafios inferiores.

Las calibraciones de tamafios en AF4 con SiO2 y PS NPs proporcionan resultados
fiables para la caracterizacion de tamafios de particulas de dioxido de titanio, pudiendo
emplearse ambos tipos de estandares con este propdsito. Ademas, el uso de DLS acoplado
a AF4 confirmo los resultados obtenidos con las calibraciones, aunque la caracterizacion
presenta limitaciones para las fracciones de menor tamario, debido a los bajos niveles de
concentracion en masa para estos rangos. Ambas estrategias (calibracion y AF4-DLS),
por lo tanto, fueron empleadas para la caracterizacion de tamafios de TiO2 NPs en

diferentes tipos de muestras, como se muestra en las siguientes secciones.

2.3.3. Analisis de productos fotocataliticos

Las calibraciones de tamafios en AF4 se aplicaron a la caracterizacion de tamafios de
TiO2 NPs en dos productos comerciales: P25y FN2, descritos en la Seccion 2.2.3. Ambos
productos suelen emplearse con fines fotocataliticos y presentan una estructura similar,
consistente en, aproximadamente, un 80% de anatasa y 20% de rutilo, con diametros de
particula primarios entre 20 y 40 nm [176]. En el caso del P25, ha sido caracterizado en
otros estudios mediante diferentes técnicas, como microscopia electronica [176] o DLS
[89,177,178]. En la Tabla 2.5 se observa que los tamafios determinados a través de la
calibracién con SiO2 y PS NPs son superiores a estos valores bibliograficos, con
diametros de 150-170 nm, aunque concuerdan con los obtenidos mediante AF4-DLS. Los
resultados sugieren que las nanoparticulas tienden a agregarse en suspension, tal y como
mencionan otros autores, con didmetros hidrodindmicos situados entre 100 y 200 nm
[89,177,178].

110



2. Caracterizacion de tamafios y cuantificacion de
particulas de diéxido de titanio mediante AF4 acoplado a DLS e ICP-MS

Tabla 2.5. Determinacion de tamafios para tres productos que contienen TiO, NPs, comparando
los resultados mediante AF4-DLS con la calibracion con estandares de tamafio de SiO, y PS.
Ente paréntesis se muestran los rangos de tamafios correspondientes a los valores de media
altura de los picos separados. Resultados expresados como la media + desviacion estandar
(n=3).

AF4-DLS AF4 vs. SiO; AF4 vs. PS
Producto
Tamafo promedio (nm) Tamafio en el maximo de pico (nm)
P25 162 + 2 (130 - 230) 172 £ 1 (60 - 280) 150 + 1 (40* - 260)
FN2 167 + 3 (150 - 260) 159 £ 13 (100 -290) 140 + 12 (85* - 265)
NP Fotoactiva 23 64 =1 (50 - 90) 56 + 4 (<10 - 95) 40 + 4*

* Resultados de las calibraciones por tamafio extrapolados.

Por otro lado, se analizé el producto de recubrimiento NP Fotoactiva 23. Se trata de
una suspension de nanoparticulas de dioxido de titanio con una estructura cristalina
basada en anatasa, con un tamafio primario de particula alrededor de 10 nm, de acuerdo
con los datos del fabricante. El producto se emplea como recubrimiento para superficies
de edificios y fachadas, con capacidades de autolimpieza, y como fotocatalizador para la
eliminacién de contaminantes atmosféricos, como gases NOy. La matriz del producto es
acida (pH 1,5) y muestra un aspecto transltcido, por lo que se realizd un tratamiento
previo que consistié en una dilucion en el portador para su analisis en AF4. En la Figura
2.6 se muestran los fractogramas para este producto con la utilizacion de tres sistemas de
deteccidn: DLS, ICP-MS y UV-Vis. Tal y como se observa, se eluyd un Gnico pico a un
tiempo de retencion de 6,8 minutos, lo que, de acuerdo con las calibraciones con los
estandares de tamafio de SiO2 y PS, equivale a un didmetro de 56 + 4 y 40 + 4 nm,
respectivamente (Tabla 2.5). Estos resultados estan en consonancia con los obtenidos
mediante AF4-DLS (puntos verdes mostrados en la Figura 2.6), que comprenden un rango
de 50 a 90 nm. El detector de DLS proporciona una serie de medidas de diametros
hidrodindmicos (Z-Average) que se van incrementando con el tiempo de retencion, de

acuerdo con el modo de elucion normal que tiene lugar en AF4.
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Figura 2.6. Fractogramas para el producto de recubrimiento fotocatalitico (NP Fotoactiva 23),
obtenidos con tres sistemas de deteccion. Los puntos verdes corresponden a los didmetros
hidrodinamicos determinados mediante DLS, denominados Z-Average. El area sombreada

representa la zona de pico integrada para las cuantificaciones mediante ICP-MS.

La observacion del producto de recubrimiento mediante FESEM permitio confirmar
la presencia de agregados de nanoparticulas, con tamafios primarios inferiores a 20 nm
(Figura 2.7). Los resultados sugieren, como sucediera con el resto de productos
fotocaliticos analizados, la agregacion de las particulas en suspension, aunque en un
menor grado a lo observado con los productos en polvo de rutilo descritos en la Seccion
2.2.2.
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Figura 2.7. Imagen en FESEM de electrones secundarios del producto de recubrimiento

fotocatalitico NP Fotoactiva 23.
2.3.3.1. Ensayos de lixiviacion con producto NP Fotoactiva 23

Tras su andlisis mediante AF4, se desarrollaron unos ensayos de lixiviacion para el
producto para recubrimientos NP Fotoactiva 23 con el objetivo de evaluar la posible
migracion de nanoparticulas de TiO2 bajo unas condiciones proximas a un uso real. Para
ello, se aplicé el producto sobre un sustrato ceramico, como ejemplo de un tipo de
material cominmente empleado en fachadas, y se emplearon unas condiciones de
exposicion que simulaban una llovizna suave y continua de unas horas de duracion (ver
condiciones en Seccidn 2.2.5). En primer lugar, se analizaron los contenidos totales de Ti
en los lixiviados mediante ICP-OES, siguiendo el procedimiento descrito en la Seccién
2.2.4. Los resultados se muestran en la Tabla 2.6. De los dos tipos de superficies
estudiadas, tan solo en el caso de la esmaltada se liberé una cantidad detectable de Ti
durante el ensayo, siendo los contenidos inferiores al limite de cuantificacion (0,15 mg

Ti L) en el caso de la superficie porosa.

113



I11. Experimental

Tabla 2.6. Resultados obtenidos de los ensayos de lixiviacion de Ti desde el producto para
recubrimiento NP Fotoactiva 23. Concentraciones de Ti determinadas mediante ICP-OES (n=3).
Resultados expresados como la media + desviacion estandar. Limite de cuantificacion (LOQ) del

método determinado en 0,15 mg Ti L™

Ceramica Ti lixiviado (mg L) Ti lixiviado (%)
Cara esmaltada 0,69 + 0,38 0,6+0,2
Cara porosa <LOQ <0,1

Los resultados de concentracion de Ti en los lixiviados se compararon con los
contenidos totales en el producto, también determinados mediante ICP-OES, que junto
con la masa de pintura aplicada en cada una de las piezas cerdmicas permitié calcular el
porcentaje de Ti lixiviado, con valores por debajo del 1% para la cara esmaltada. La
observacién mediante FESEM de ambas superficies ceramicas con el producto aplicado
antes y después del ensayo de lixiviacion permitié confirmar que las superficies
esmaltadas permanecen practicamente inalteradas tras la lixiviacion; el ataque del medio
acido del propio recubrimiento sobre la cara cerdmica porosa dificultaba concluir si habia
o0 no diferencias tras la lixiviacion en ese lado (ver las imagenes en el Anexo 2.2). Por
tanto, los resultados de ICP-OES, junto con el estudio realizado con FESEM, sugieren
que el producto mantendra sus propiedades durante bastante tiempo bajo condiciones
climatolégicas como las simuladas en el ensayo. Finalmente, y dado que el porcentaje de
Ti liberado en los ensayos fue poco significativo, se desestimo el anélisis de los lixiviados

mediante AF4 para determinar la posible presencia de particulas migradas.

2.3.4. Andlisis de muestras de surimi
2.3.4.1. Extraccion alcalina de TiO2 NPs en muestras de surimi

La extraccion de las particulas desde una matriz solida puede suponer la modificacion
de la distribuciéon de tamarios original, por lo que este resulta un escenario de gran
complejidad desde el punto de vista analitico. Se ha observado que el uso de diferentes
procedimientos de tratamiento de muestra para la caracterizacion de TiO2 NPs en cremas
solares conlleva diferencias en las distribuciones de tamafos analizadas mediante AF4

[142]. Aunque se han descrito diferentes estrategias en la bibliografia para la
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caracterizacion de este tipo de nanoparticulas en muestras solidas, como se ha discutido
con anterioridad, esta es la primera vez que se propone el uso de una extraccion alcalina
para muestras alimentarias. La extraccion con TMAH ha permitido obtener elevados
rendimientos de extraccion para nanoparticulas de plata, oro o nanotubos de carbono en
tejidos [141,179,180]. Algunas de las ventajas que presenta son la baja cantidad de sales
que quedan en disolucion tras la digestion, o el hecho de que no se afiadan especies de
sulfuros, a diferencia de las digestiones enzimaticas, que pueden ocasionar interferencias
en ICP-MS [180].

El procedimiento de la extraccién se ha optimizado para obtener los mejores
resultados de recuperacion de Ti y con la consideracion de las distribuciones de tamafios
obtenidas en su analisis mediante SP-ICP-MS, aplicado a una muestra de surimi (FZ12).
En los ensayos preliminares basados en agitacidn mecanica para la extraccion de TiO>
NPs, se observaron bajos rendimientos, incluso con el aumento de los tiempos de
extraccion. Se escogio el uso de bafio de ultrasonidos en lugar de sonda, por posibles
contaminaciones de Ti ionico desde la propia sonda [169]. También se estudiaron el
efecto del porcentaje de TMAH, los tiempos de sonicacion y el volumen de extractante.
El proceso de optimizacion se describe en detalle en el Anexo 2.1, con las condiciones
finales especificadas en la Seccion 2.2.6.

2.3.4.2. Determinacion de tamafios de particula de TiO2 en surimis

Se analizaron los extractos con TMAH de cuatro muestras de surimi mediante AF4-
UV-Vis-DLS-ICP-MS, para los que se emplearon las condiciones descritas en la Tabla
2.2. En términos generales, los fractogramas obtenidos a partir de la sefial dispersada a
través de DLS se corresponden con los perfiles de Ti registrados mediante ICP-MS para
todas las muestras, lo que sugiere la naturaleza particulada del titanio presente en los
extractos separados en AF4 (Figura 2.8). Las bajas sefiales en ICP-MS registradas en el
void peak, a tiempos de 4,5 minutos, permiten deducir que los contenidos de titanio
asociados a la fraccion organica que pudieran quedar en la muestra tras la extraccion
(senal de UV-Vis a 254 nm) no son significativos respecto al total. Por lo tanto, se puede
afirmar que AF4 es capaz de separar, bajo las condiciones del método optimizadas, el

titanio extraido del surimi en tiempo inferior a 12 minutos.
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Figura 2.8. Fractogramas para muestras de surimi: a) FH6, b) FZ12, ¢) FZ21 y d) FZ22. Los puntos verdes corresponden a los diametros hidrodinamicos
determinados mediante DLS. Las zonas sombreadas representan las areas de integracién para la cuantificacion de contenidos de Ti mediante ICP-MS. En los

casos a) y c) la sefial ha sido suavizada, debido a los bajos niveles de intensidad obtenidos.
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En relacién con los didmetros hidrodinamicos determinados mediante DLS
(representados por puntos verdes en los fractogramas), los tiempos de adquisicion de
datos son reducidos, de 3 segundos, por lo que muchas de las medidas no se ajustan a los
criterios de correlacion establecidos para el andlisis y solo se muestran unos pocos
valores, que normalmente corresponden a los valores mas altos de sefial dispersada. Esta
limitacion en los detectores de DLS puede conllevar sobreestimaciones en las
distribuciones de tamafios, dado que la dispersion correspondiente a las particulas de
menor tamafio es mucho menor que la proporcionada por las de mayor tamafio, con una
relacion a la sexta potencia. De este modo, la deteccion de las particulas més pequefias
puede verse limitada, a lo que ademas hay que sumar los bajos niveles de concentracion

de las muestras analizadas.

Los resultados de los diametros hidrodindmicos obtenidos mediante AF4-DLS se
muestran en la Tabla 2.7. Los rangos de tamarios hacen referencia a todas las medidas de
DLS, mientras que el valor del didmetro corresponde al determinado en el maximo de
pico de sefial de dispersion. En general, todos los resultados son superiores a 140 nm, con
didmetros de hasta 350 nm. Estos valores concuerdan con los determinados en la
bibliografia. En el estudio de Helsper et al. [151], se analizaron siete pigmentos con
contenidos de TiO, clasificados como E171, para los que se obtuvieron tamarios de entre
350 y 480 nm mediante AF4-UV, 130-210 nm por SP-ICP-MS y rangos de entre 250 y
400 nm mediante SEM (en este caso se confirmo su agregacion, con tamafios primarios
de 60-300 nm). Basados en el analisis con imagenes TEM, Fiordalisco et al. [150]
observaron amplias distribuciones de tamafios primarios de TiO2 en productos
alimentarios, con diametros desde 25 hasta 410 nm, con un 12-15% de particulas por
debajo de 100 nm; resultados muy similares al 10% determinado por Peters et al. [15] en
su analisis mediante AF4-ICP-MS. Mientras que a través de SEM se determinaron
tamafos de 100-200 nm, el anélisis mediante DLS para las mismas muestras dio como
resultado diametros de 330 y 390 nm [150], diferencias que se justifican al referirse a
didmetros hidrodindmicos en el ultimo caso. Se obtuvieron valores de tamafio incluso
superiores mediante DLS en el estudio de Chen et al. [181], para el que, en unas
condiciones de pH 5 y fuerza iénica del medio de 10 mM, se obtuvieron resultados de
hasta 800 nm.
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Tabla 2.7. Caracterizacion de tamafios de particulas de TiO, en muestras de surimi mediante
AF4-DLS (diametro hidrodinamico) y SP-ICP-MS (diametro esférico equivalente, n=3), con los
rangos de tamafios mostrados entre paréntesis. Los resultados procedentes de SP-ICP-MS

corresponden a los tamafios mas frecuentes, en nm.

AF4-DLS SP-ICP-MS
Muestra
Tamafio en el maximo de pico (nm)  Tamafio més frecuente (nm)
FH6 153 (140 - 200) 45+ 1 (36 - 151)
Fz12 237 (225 - 350) 73+1(36-251)
Fz21 204 (200 - 230) 38+2(36-90)
FZ22 235 (225 - 325) 69+ 1 (36 - 362)

En este caso, la presencia de una fraccion de tamarfios inferiores a 100 nm no pudo
ser confirmada mediante AF4-DLS, debido a las sefiales de intensidad dispersada tan
bajas. Como en analisis anteriores, se aplicé la calibracion con estdndares de SiO2> NPs
para la transformacion de tiempos de retencion en tamafos hidrodindmicos. Sin embargo,
la caracterizacidn de tamafios mediante esta estrategia dio como resultado diametros muy
por debajo de los determinados por DLS, lo que sugiere que los tiempos de retencién en
AF4 fueron menores a los esperados. Un factor que puede influir en la separacién en
muestras complejas es su propia matriz, cuyos efectos en AF4 han sido sefialados por
otros autores [160], y que puede causar alteraciones en las fuerzas de atraccion o repulsion
entre las particulas y la membrana, cuya interaccién es un factor determinante en la
separacion en AF4, como se ha discutido en la seccion 2.3.1. El uso de estandares de
tamafios de una naturaleza similar al analito en las muestras permite minimizar las
variaciones que puedan darse en estas interacciones, aunque todavia pueden tener lugar

efectos de matriz.

Para estudiar el efecto matriz se compararon los tiempos de retencion de una
suspension de TiO2 NPs, de 30 nm de tamafio nominal, preparada en medios diferentes:
agua ultrapura, TMAH 10% (v/v) y el extracto del surimi FZ12. Por un lado, los tiempos
de separacion en agua ultrapura y TMAH fueron comparables, con resultados de 18
minutos; mientras que para el extracto de muestra los tiempos se redujeron hasta 7

minutos. Los resultados sugieren que los tiempos de elucion son modificados por la
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matriz, siendo menores a los previstos a través de la calibracion con SiOz o PS. En otros
estudios también se ha observado la alteracion de la estabilidad de las nanoparticulas de
TiOz por la presencia de algun ligando organico [182,183], que puede afectar no solo a la
composicion quimica de las NPs, sino también a su carga superficial, lo que finalmente
conlleva efectos en la interaccion membrana-analito. Las estrategias basadas en la
calibracién de tamafios con suspensiones de nanoparticulas de tamafio conocido también
estan influenciadas por el efecto matriz presente, por lo que no resultan validas en este
escenario. La dilucion de las muestras podria minimizar este efecto, aunque los bajos

contenidos de titanio en las muestras limitan esta posibilidad.

Debido a las limitaciones de deteccion a través de DLS para la caracterizacion de
tamanos por debajo de 100 nm y la imposibilidad de emplear la estrategia de calibracién
con estandares, la distribucion de tamafios de las TiO2 NPs se determind mediante SP-
ICP-MS. Se analizaron las mismas cuatro muestras de surimi, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 2.7. El limite de deteccion en tamafio para las nanoparticulas de
dioxido de titanio se establecié en 43 nm, con un criterio de 56, un valor en concordancia
con otros estudios centrados en el analisis de este mismo tipo de NPs mediante SP-ICP-
MS [165,169]. Las distribuciones de tamafios se muestran en la Figura 2.9. Para las
muestras FH6 y FZ21, el rango de tamafios detectado comprendié desde 43 hasta 150 y
90 nm, respectivamente. Para las muestras FZ12 y FZ22, el rango fue méas amplio, desde
43 hasta 250 y 360 nm.

Estos resultados confirman la presencia de TiO2 en forma de nanoparticulas en los
extractos de surimi, aunque no fue posible obtener la distribucion completa debido al
limite de deteccién en tamafio del método. Las diferencias observadas respecto a los
resultados obtenidos mediante AF4-DLS, mostrados en la Tabla 2.6, estan justificadas
por la naturaleza diferente de los parametros analizados: didmetros hidrodindmicos para
AF4 frente a diametros equivalentes en SP, y por los limites de deteccion en tamafio

alcanzados en cada uno de ellos, superiores en el caso de AF4-DLS.
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2.3.5. Validacion de la extraccion alcalina y la cuantificacion de TiO2 NPs mediante
AF4-1CP-MS

La eficiencia de la extraccion con TMAH en surimis se evalud a través de la
cuantificacion de contenidos totales de Ti en los extractos mediante ICP-OES y de la
comparacion con los resultados obtenidos con la digestion acida de las muestras, de

acuerdo con los procedimientos descritos en las Secciones 2.2.4 'y 2.2.5, respectivamente.

En el caso de las muestras FH6 y FZ21, las concentraciones estuvieron por debajo
del limite de cuantificacion obtenido mediante ICP-OES (2,80 pg Ti gt) para los
extractos con TMAH, cuyos resultados se muestran en la Tabla 2.8. En términos
generales, aunque se obtuvieron contenidos de titanio mas altos para las muestras tratadas
con la digestion alcalina, las diferencias no son significativas (analizadas con un test-t
para un nivel de confianza del 95%). De este modo se confirm6 que el tratamiento con
TMAH permite extraer contenidos similares a los obtenidos mediante digestion acida,
que a su vez corresponden de forma cuantitativa a los contenidos totales de Ti presentes

en las muestras de surimi.

Tabla 2.8. Concentraciones de Ti total determinadas en muestras de surimi. Procedimientos de
cuantificacion basados en: digestion alcalina seguida de analisis mediante ICP-OES (n=2),
digestion acida con determinacion mediante ICP-MS (n=3) y AF4-ICP-MS (n=2). Resultados

expresados como la media * desviacion estandar.

Titanio (ug g?)

Surimi
Extraccion TMAH? Digestion &cida® AF4-1CP-MS°
FH6 2,91+0,25 2,29 +0,37 3,14 +£0,10
Fz12 16,39 £ 2,28 12,40 £ 1,00 11,75+ 1,13
Fz21 <LOQ 3,16 £ 0,78 3,83+0,16
Fz22 13,50+ 4,51 9,69+1,10 14,55+ 1,46

Cuantificacion en extractos mediante ICP-OES, a excepcion del resultado para la muestra FH6,
determinada mediante ICP-MS.
® Digestion acida asistida por microondas seguida de cuantificacién mediante ICP-MS.

®Tras la extraccion con TMAH.
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El procedimiento para la cuantificacion de TiO2 NPs extraidas mediante AF4-ICP-
MS se valido a través del analisis de un producto comercial de TiO2 en forma de polvo,
con particulas de tamafio nominal de 30 nm. En primer lugar, mediante el andlisis de este
tipo de producto, preparado en una suspension de 500 pg L, por ICP-MS y empleando
estandares de Ti idnico, se determinaron contenidos en concordancia con los
cuantificados a través de ICP-MS tras su digestion acida (procedimiento descrito en la
Seccion 2.2.4). Posteriormente, se evalué la cuantificacion obtenida mediante AF4-ICP-
MS con el andlisis de la suspension de 500 pg L™ del producto en polvo, obteniéndose
una recuperacion por encima del 85%. El limite de cuantificacién del método basado en
AF4-1CP-MS fue 2,10 ug Ti g (calculado como 10 veces la desviacion estandar de la
linea base, dividido entre la sensibilidad). La repetitividad se estudi6 a través de la
inyeccion de la suspension del producto de TiO», con resultados del 2% en términos de
tiempos de retencion (tiempos en el maximo de pico) y del 4% en concentracién (area del

pico integrada en los fractogramas), expresados como desviacion estandar relativa (n=3).

2.3.6. Cuantificacion de particulas de TiOz en los productos analizados

En la bibliografia se describen dos tipos de estrategias para la cuantificacion de TiO>
mediante AF4-ICP-MS. La primera corresponde a la calibracion externa con productos
que contienen nanoparticulas de didxido de titanio sintéticas, que son empleados como
estandares. Es el caso de productos como P25 o NM-100, que suelen ser diluidos en agua
ultrapura [152] o en surfactantes como Triton X-100 [31] y posteriormente diluidos en
soluciones acuosas a diferentes concentraciones. La segunda estrategia emplea estandares
de Ti idnico para la preparacion de calibraciones on-line [14,15], que es la escogida en el

presente capitulo.

Los resultados de los andlisis mediante AF4-ICP-MS se muestran para los extractos

de surimi (Tabla 2.8) y el producto de recubrimiento fotocatalitico (Tabla 2.9).
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Tabla 2.9. Concentraciones de Ti total determinadas en el producto de recubrimiento
fotocatalitico NP Fotoactiva 23. Resultados expresados como la media + desviacion estandar
(n=3).

Titanio (mg g?)
Muestra

Digestion acida*  AF4-1CP-MS

Producto de recubrimiento 19,87 + 1,25 16,86 + 2,54

* Digestion acida asistida por microondas seguida de cuantificacion mediante ICP-OES.

En general, se observa la concordancia de los resultados obtenidos en comparacion
con los contenidos totales de Ti, lo que confirma que la aplicacion del procedimiento de
cuantificacion con la calibracion con estandares ionicos resulta adecuada. Cabe destacar
los altos valores de recuperacion obtenidos (por encima del 80%) en todos los casos, junto
a la capacidad del método para la cuantificacién de concentraciones en un rango muy
proximo al limite de deteccion, como en las muestras de surimi FH6 y FZ21. Estos valores
de recuperaciones son satisfactorios, considerando los obtenidos en otros estudios en los
que se emplea AF4 para la separacion de TiO2 NPs en muestras complejas
[14,15,126,135,151,184], y los niveles de concentracion tan bajos presentes en las

muestras, con resultados de pg g

De acuerdo con los fractogramas mostrados en la Figura 2.8 para las muestras de
surimi, el &rea integrada corresponde a la fraccién particulada del Ti extraido, por lo que
todo el titanio presente y extraido de las muestras se encuentra en forma de particulas,
con los rangos de tamafios determinados en la Seccién 2.3.4.2 y mostrados en la Tabla
2.7. Estos resultados se confirmaron también a través de la cuantificacion de la fraccion
de Ti disuelto mediante SP-ICP-MS, con concentraciones por debajo del 1% respecto al
total de Ti determinado en las muestras. Se concluye, por lo tanto, que el procedimiento
desarrollado es capaz de extraer las particulas de TiO2 en las muestras de surimi y de
caracterizar de forma cuantitativa los tamafios de las particulas adicionadas como E171,
gue permanecen inalteradas, de acuerdo a las distribuciones de tamafios originales

obtenidas para este aditivo alimentario [151].
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2.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado un método basado en la combinacion de AF4 acoplado a DLS y a
ICP-MS como sistemas de deteccion, demostrando ser una estrategia aplicable a la
caracterizacion de tamarios y a la cuantificacion de particulas de TiO- en diferentes tipos
de productos. En estos materiales, la incorporacion de las particulas es debida a sus
propiedades fotocataliticas, como es el caso del material para recubrimientos, o a su
capacidad blanqueadora en aditivos alimentarios (E171), como en los surimis. El uso de
TMAH como medio para la extraccion de particulas permite obtener valores de
recuperacion de TiO2 elevados en AF4, lo que constituye generalmente uno de los
problemas de mayor relevancia en la cuantificacion mediante AF4-1CP-MS. Esta es la
primera vez que se caracterizan y cuantifican con éxito particulas de TiO2 en productos
alimentarios en rangos de concentracion del orden de los pg g, aunque estos niveles
pueden suponer ciertas limitaciones cuando se utiliza AF4-DLS para la caracterizacion
de tamafios. En el caso de los surimis, SP-ICP-MS permite superar estas limitaciones
debido a sus bajos limites de deteccidn en concentracion en numero de particulas, aunque
la informacion obtenida en las distribuciones de tamafios de particula pueda verse

afectada por limitaciones relacionadas con el tamafio minimo detectable en las muestras.

Se han desarrollado distintas estrategias basadas en el uso de estdndares para la
calibracion de tamafios en AF4. Su aplicacién es satisfactoria para la caracterizacion de
TiO2 NPs en productos industriales; sin embargo, pueden verse afectadas por efectos de
matriz en escenarios mas complejos, como es el analisis de productos alimentarios. Los
resultados presentados a lo largo del capitulo confirman las dificultades de la técnica AF4
para la caracterizacién de tamafios cuando los estandares empleados para la calibracion
tienen un comportamiento diferente al de las nanoparticulas en la muestra; es en esos
casos cuando el uso de detectores que proporcionan informacién en tamafio de forma
independiente, como DLS, se muestran esenciales, a pesar de las limitaciones para
detectar las fracciones de menor tamafio. Los resultados de distribuciones de tamarfios de
particulas de TiO obtenidos a partir de la extraccion alcalina en surimis se corresponden
con los del aditivo alimentario E171, confirmando ademas la presencia de una fraccion
en la escala nanométrica, aunque los métodos empleados basados en AF4 y SP-ICP-MS

presentan limitaciones para su analisis en este rango de tamarios.
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3.1. INTRODUCCION

El silicio y el aluminio son dos de los elementos mas abundantes en la corteza
terrestre. De su combinacion con oxigeno se originan los aluminosilicatos, que presentan
disposiciones atomicas y moleculares muy variadas, lo que determina sus propiedades
fisicoquimicas [185]. Entre ellos destacan las arcillas, que presentan estructuras laminares
conformadas por dos tipos de capas: una primera con unidades tetraédricas de SiO4 y una

segunda con contenidos de aluminio en unidades octaédricas de AlO¢ [186].

La adicion de arcillas a otros materiales tiene aplicaciones en areas muy diversas,
como la farmaceéutica, cosmetica, agraria, biomeédica y medioambiental [187]. Debido a
su disponibilidad, bajo coste, facilidad de procesamiento y alta estabilidad como material,
su uso también se ha visto potenciado en la produccidon de envases para alimentos,
principalmente a través del uso de la montmorillonita [188,189]. La incorporacion de este
mineral en una matriz polimérica, como el plastico, hace que mejoren muchas de las
propiedades del producto final, un hibrido denominado material compuesto, que presenta
una serie de ventajas respecto a los envases plasticos convencionales. Una de las
principales mejoras es la del efecto barrera, en el que la propia estructura laminar de las
arcillas dificulta el recorrido de las moléculas gaseosas a través del material, reduciendo
su permeabilidad y manteniendo el producto interior fresco durante mas tiempo
[190,191]. Otras propiedades que confiere al material compuesto son mayor resistencia
fisica y mecénica a fuerzas de tension y calor, capacidades ignifugas, biodegradabilidad
y proteccion contra la corrosion [186,192].

Todas estas mejoras han suscitado un gran interés por estos materiales compuestos y
por el andlisis de los mismos, en un intento por entender mejor su estructura, las
interacciones entre arcilla-polimero y los efectos de ciertos pardmetros durante la sintesis
en las caracteristicas finales de los productos [193]. Para ello se han empleado gran
variedad de técnicas analiticas, entre las que destacan la difraccion de rayos X (X-Ray
Diffraction, XRD), utilizada para diferenciar entre las estructuras intercaladas o
exfoliadas en los compuestos [194-196], y las técnicas de microscopias electronicas de
transmision (TEM) [197-199] y de barrido (SEM) [195,200] o la microscopia de fuerzas
atomicas (Atomic Force Microscopy, AFM) [201,202] para el estudio de su morfologia.
Otra técnica frecuente es la espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier
(Fourier Trasnsform Infrared, FTIR), empleada para la identificacion de grupos

funcionales superficiales [194,197,203]. Ademas, existen multiples métodos para evaluar
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las propiedades fisicas y térmicas de los compuestos, como, por ejemplo, los analisis
mecanicos dindmicos (Dynamic Mechanical Analysis, DMA) o los termogravimétricos
(Thermogravimetric Analysis, TGA) [203,204].

Paralelamente, y como consecuencia de la creciente aplicacion de arcillas para el
envasado de alimentos, ha aumentado la necesidad de estudiar los riesgos para la salud
humana que puede suponer su incorporacion a este tipo de materiales. Con el uso del
envase, la principal via de exposicién de las arcillas es a traves de su liberacion desde el
sustrato plastico hacia el alimento que contenga en su interior, que sera finalmente
ingerido [205]. Por este motivo, se han realizado estudios de migracion de arcillas desde
envases, que suelen emplear medios que simulan alimentos, siguiendo procedimientos
descritos por reglamentos como el UE n° 10/2011 [206] o la norma UNE-EN 1310-1
[207] para materiales plasticos. Los procedimientos establecidos varian en funcion del
tipo de alimento que van a envasar, la duracion del contacto y el almacenamiento
considerado. Esto dificulta la comparacion entre estudios, pues se ha observado que la
migracion de Al y Si es dependiente de los tiempos de exposicion y la temperatura de los

ensayos [208].

Aunque el reglamento UE n° 10/2011 llega a establecer un limite general de 10 mg
de migracion global de sustancias por dm? de superficie de contacto del envase, no
especifica en qué formas, por lo que no hay ninguna restriccion especifica para el caso de
particulas [209]. Como consecuencia, la evaluacion de la migracion de nanomateriales
suele estar basada fundamentalmente en la cuantificacion elemental mediante ICP-OES
0 ICP-MS de contenidos totales de los constituyentes de los nanomateriales adicionados,
como Ag [210,211], TiO2 [212,213], ZnO [211] o, en el caso de las arcillas, Al 0 Si [214—
216] y Mg [217] en los medios simuladores. En este tipo de estudios se ha confirmado la
presencia de elementos procedentes de los nanomateriales empleados en los envases, pero
apenas existe informacion sobre las formas en las que migran. Tan solo un numero
reducido de trabajos se centran en la obtencion de informacion sobre la fraccion de
particulas migradas, que suelen basarse fundamentalmente en técnicas de microscopia
electronica [218-220], en AF4 acoplado a ICP-MS [218,221] y en la deteccion individual
de particulas mediante ICP-MS (SP-ICP-MS) [222,223]. En el caso concreto de las
arcillas, Nasiri et al. [224] y Echegoyen et al. [225] estudiaron la presencia de particulas
migradas a través de SEM, observandose en este tltimo que el Al no solo estaba presente
en forma disuelta, con su deteccion mediante SP-ICP-MS, sino también como particulas.
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La deteccion individual de particulas mediante ICP-MS se ha convertido en una
técnica de referencia para el analisis de nanomateriales fundamentalmente inorganicos,
debido a sus capacidades Unicas para la deteccion, caracterizacion y cuantificacion de
particulas en suspensiones [102]. En lo referente al analisis de arcillas, estos materiales
presentan estructuras laminares con espesores en el rango de los nandémetros y
dimensiones laterales que pueden extenderse desde decenas de nandmetros hasta varias
micras, como es el caso de la montmorillonita: una de las arcillas més empleadas en la
fabricacion de envases alimentarios [193,224]. Este tipo de estructuras pueden suponer
un problema para el andlisis en técnicas basadas en ICP-MS, pues la eficiencia de
transporte para particulas de elevado tamafio tiende a disminuir [226], con rendimientos
de nebulizacion por debajo del 1% para diametros comprendidos entre 2 y 5 pm en
sistemas de nebulizacién convencionales [227,228], o ni tan siquiera llegan a ser
transportadas hasta el plasma [229]. Para solucionar estas limitaciones, en la actualidad
se estan estudiando nuevos sistemas de introduccion de muestra, para los que se
contempla tanto el uso de cdmaras que reducen los caudales de muestra empleados
[230,231] como el desarrollo de sistemas que inyectan directamente la suspension a

analizar en el plasma, sin el uso de camaras [232,233].

Ademas de la geometria de los aluminosilicatos, el analisis de este tipo de particulas
presenta otro tipo de limitaciones mediante ICP-MS. En el caso del Si, el analisis viene
dificultado por la presencia de interferencias poliatdmicas de elementos presentes en el
propio plasma (como las procedentes de **N**N* 0 12C1®0* que se superponen a la sefial
del is6topo mas abundante del Si (m/z=28)) [234], para las que la solucién suele basarse
bien en el uso de instrumentos de alta resolucion [235] o en el uso de celdas de colision
[236] o de reaccidn [237] para instrumentos con analizador de cuadrupolo, asi como
configuraciones de ICP-MS/MS o de triple cuadrupolo [234], aunque todas ellas pueden
conllevar pérdidas de sensibilidad en el ion de interés. La determinacion de aluminio, en
cambio, supone una alternativa para evitar los problemas de interferencias, aunque la falta
de materiales de referencia o de estdndares de particulas de Al.Oz plantea dificultades

para el analisis de aluminosilicatos mediante SP-ICP-MS.

El objetivo de este capitulo es el desarrollo de una metodologia de screening que
permita la deteccion y la caracterizacion de particulas de aluminosilicatos migradas desde
envases plasticos. Para ello, se utilizara la técnica de deteccion individual de particulas

mediante ICP-MS. El desarrollo del método se basa en la monitorizacion de Si y Al, en
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el uso de una serie de estandares de particulas de SiO2 y una suspension comercial de
Al,O3, lo que permite estudiar los rangos de tamafios de particula analizables. Este rango
queda determinado por unos limites tanto inferior como superior que se estudian en
profundidad. Una vez desarrollada, la metodologia se aplica al analisis de una arcilla
natural (caolin) para comprobar la caracterizacion de tamafio de particulas de caolinita
presentes en la muestra, en comparacion con los resultados en TEM. Finalmente, se
analizan las particulas de aluminosilicatos migradas desde dos tipos de envases plasticos

que emplean arcillas (montmorillonita) para la formacion de materiales compuestos.

3.2. EXPERIMENTAL
3.2.1. Instrumentacion

El andlisis mediante deteccion individual de particulas se ha realizado con un
espectrometro de masas con fuente de ionizacion de plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS) Perkin EImer NexION 2000B (Toronto, Canadd). Se estudiaron dos tipos de
sistemas de introduccion de muestra: uno consistente en una camara ciclénica con un
nebulizador concéntrico de vidrio (Meinhard), y otro sistema con cdAmara Asperon (Perkin
Elmer) equipado con un nebulizador de focalizacion de flujo (Ingeniatrics, Sevilla,
Espafia). Los parametros instrumentales y de adquisicion de datos en modo individual

para ambos sistemas se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Parametros instrumentales y de adquisicion de datos en SP-ICP-MS en funcion del

tipo de cdmara: cicldénica o Asperon.

Camara Ciclénica Asperon
Parametros instrumentales
Potencia RF 1600 W 1600 W
Flujo de gas (Ar)
Plasma 15 L min** 15 L min**
Auxiliar 1,2 L mint 1,2 L mint
Nebulizador 1,0 L min? 1,0 L min?
Auxiliar (Make-up) — 0,2 L min'
Caudal de introduccion de muestra 370 pL min* 13 pL mint
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Tabla 3.1 (continuacion)

Céamara Ciclonica Asperon

Parametros de adquisicion de datos

Tiempo de lectura 100 ps 100 ps
Lecturas por réplica 300000, 600000 600000
Tiempo total de adquisicién 305,605 60 s
Isétopos monitorizados 283, 29Gj 25;i, 27Al

La determinacidn de los contenidos totales de aluminio en las muestras se realiz6 con
el mismo equipo ICP-MS en modo convencional. En este caso, se emple6 la camara
ciclonica con un nebulizador concéntrico de vidrio como sistema de introduccion de
muestra, con las mismas condiciones instrumentales especificadas en la Tabla 3.1. La
adquisicion de datos se realizo para tiempos de lectura de 50 ms, con 20 barridos por
réplica, y un total de 10 réplicas por medida. El istopo monitorizado fue 2’Al, empleando

45S¢ como estandar interno.

La obtencion de las imagenes mediante microscopia electronica de transmision
(TEM) se realizé con un microscopio FEI Tecnai F30 (FEI Technologies Inc., EE. UU.),
con voltajes de trabajo de 200 y 300 KV. EI microscopio esta equipado con un detector
anular de alto angulo (High-Angle Annular Dark-Field, HAADF) para hacer imagenes de
contraste Z, con un espectrometro EDS para hacer microanalisis de rayos X y con un filtro
de energia (Gatan Tridiem, EE. UU.) para hacer espectroscopia de pérdida de energia de
electrén (Electron Energy Loss Spectroscopy, EELS) e imagen filtrada en energia
(Energy-Filtered Transmission Electron Microscopy, EFTEM). El andlisis elemental en
las muestras se llevo a cabo mediante un sistema EDS y la determinacion de espesores de
particula se calcul6 por EELS. El software de trabajo de EELS (DigitalMicrograph, Gatan
Inc., EE. UU.) tiene un sub-menu que permite calcular el espesor absoluto y el relativo
de una muestra a partir del espectro EELS de baja-pérdida (low-loss spectrum); para ello
utiliza tres métodos: log-ratio (absoluto), log-ratio (relativo) y la regla de la suma de
Kramers-Kronig [238].

Para la observacion en TEM de los materiales, unas gotas de una suspension de los
mismos se depositaron sobre las rejillas portamuestras de cobre y se dejaron secar antes

de proceder a su recubrimiento con una capa de carbono. Este se realizé con el objetivo

133



I11. Experimental

de mejorar su conductividad y se preparé con un equipo de vacio Leica EM SCD500

(Leica Microsystem, Viena, Austria).

Las dimensiones de las particulas obtenidas con las imagenes en TEM se
determinaron a partir de la herramienta de procesamiento de imagenes digitales ImageJ
version 1.8.0 (National Institute of Health, EE. UU.).

3.2.2. Estandares, suspensiones de particulas y disoluciones

A lo largo del desarrollo metodoldgico se utilizaron distintos estandares de tamafo
de particulas de SiO». Todos los estandares se suministraron en forma de suspensiones.
Las correspondientes a los estandares de 150 y 2000 nm de tamafio nominal fueron
obtenidas de Sigma Aldrich (Buchs, Suiza), mientras que las de 300, 500 y 1000 nm
procedieron de NanoComposix (San Diego, EE. UU.). En este Gltimo caso, las
concentraciones de particulas en nimero fueron 3,9x10%, 6,7x10'%y 8,6x10'2 particulas
L%, respectivamente (concentracion calculada considerando una densidad de particula de
2,2 g/cm® de acuerdo con el fabricante). En el caso del aluminio, se dispuso de una
suspension de particulas de Al2O3 con diametros nominales comprendidos entre 30 y 60
nm (Sigma Aldrich).

Los rendimientos de nebulizacidn se determinaron con un patron de nanoparticulas
de oro (diametro promedio certificado de 49,9 + 2,2 nm), comercializado por
NanoComposix. Los célculos se realizaron de acuerdo con el método desarrollado por
Pace et al. [106], conocido como método de frecuencia de nanoparticulas. En él, el
rendimiento de nebulizacion se calcula a través del caudal de introduccion de muestra y

la Ec. 7, especificada en la Seccién 3.2 del Apartado | de la Tesis Doctoral.

Para su andlisis en SP-ICP-MS, las suspensiones se diluyeron en agua ultrapura (18
MQ cm de resistividad), obtenida a partir de un equipo de purificacion Milli-Q (Millipore
Co., Bedford, MA, EE. UU.). Su preparacion se realizé por pesada en balanza analitica
(GH-200, A&D, California, EE. UU.). Antes de su analisis, las suspensiones se sonicaron

en bafio de ultrasonidos (P Selecta, Ultrasons, Barcelona, Espafia) durante 5 minutos.

Las disoluciones correspondientes a las calibraciones para las determinaciones de Si
y Al, asi como la disolucion del estandar interno de Sc, se prepararon a partir de estandares

de 1000 mg L* para cada elemento (Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Espafia). En el
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caso de Si, las diluciones se realizaron en agua ultrapura, mientras que para Al y Sc se

prepararon en HNOs 1% (v/v) (J.T. Baker, Paises Bajos).

3.2.3. Muestras

El analisis de particulas de aluminosilicatos se llevd a cabo en una suspension
preparada a partir de una arcilla natural (caolin) en agua ultrapura y en lixiviados
procedentes de dos tipos de productos plésticos proporcionados por el Instituto
Tecnologico del Embalaje, Transporte y Logistica (ITENE, Valencia, Espafa): una
botella (material #1) y unos envases de tereftalato de polietileno (PET) (material #2). En
el caso del caolin, se trata de un material sélido en polvo suministrado por Laboratorios
Enoséan S.L (Zaragoza, Espafia). De acuerdo con los analisis granulométricos realizados
para esta misma muestra, llevados a cabo mediante sedimentacién controlada por
absorcion de rayos X, el caolin presenta tamafios de particula comprendidos entre valores
inferiores a 1 pm y 100 um, El analisis mediante SP-ICP-MS se llevo a cabo Unicamente
para la fraccion inferior a 1 um. Para aislar dicha fraccion, el producto original se puso
en suspension en agua ultrapura, a una concentracion inicial de 1000 mg L™ de caolin. La
suspension se decantaba durante 1 hora, tras la cual se retiraban 15 mL de sobrenadante,
que finalmente se centrifugaban durante 5 minutos a 1200 rpm. Estas condiciones resultan
del célculo realizado considerando que las particulas caracterizadas eran de caolinita
(Al2Si20s(0OH4)), que es la estructura cristalina principal de la muestra, de acuerdo con
su analisis por difraccion de rayos X, con una densidad de particula de 2,6 g cm=. Las
fracciones en masa para Al y Si son del 18,0 y 21,7%, respectivamente, determinadas a

partir de su fraccién molar.

Los materiales #1 y #2 son materiales plasticos compuestos que emplean arcillas para
modificar las propiedades fisicas del producto final. En ambos casos, las particulas de
aluminosilicatos contenidas correspondieron a montmorillonita (Na,Ca)oz33(Al,
Mg)2(Sis010)(OH)2-nH20), una de las arcillas més frecuentemente usadas en el sector de
los envases debido a su alta area superficial y compatibilidad con sustratos plasticos
[193,205]. La densidad de este tipo de arcilla es de 2,8 g cm™, con una fraccion en masa
de aluminio del 11,7%, determinada a partir de su fraccion molar.
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3.2.4. Ensayos de migracion

En una primera aproximacion, se realizaron ensayos de migracion con el material #1.
Se emplearon dos medios lixiviantes: agua ultrapura y acido acético 3% (v/v), que son
considerados dos simuladores comunes de alimentos [207]. Los ensayos consistieron en
la suspension de un fragmento de material #1 de dimensiones de 2,5 x 5 cm en 50 mL del
medio correspondiente, por lo que la superficie de contacto fue de 25 cm? al estar
sumergido por ambas caras. Se prepararon suspensiones suficientes para analizar por
triplicado cada medio lixiviante y se dejaron en agitacion con el uso de un agitador
rotatorio de laboratorio. Tras 24 horas, los fragmentos de plastico de botella se retiraron

del medio lixiviante, que seria posteriormente analizado.

Para los ensayos de migracion con envases de PET (material #2), se siguio el
procedimiento descrito por el Reglamento UE n° 10/2011 sobre materiales y objetos
plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos. Se empled Unicamente acido
acetico 3% (v/v) como medio lixiviante. A diferencia del caso del material #1, en vez de
fragmentos se emplearon los envases completos, que se rellenaban con 200 mL de medio
lixiviante. Los lixiviados se realizaron por triplicado, en los que los envases se cubrian
con vidrios de reloj envueltos en Parafilm al no disponer de tape, con el objetivo de evitar
su posible contaminacién. Las muestras se dejaron en estufa a 60 °C durante 10 dias, tras
los cuales los medios se trasvasaron a tubos de 50 mL de polipropileno (PP) para su

posterior analisis.

En ambos tipos de ensayos, los medios se analizaron sin realizar ninguna dilucion
tanto en el andlisis mediante SP-ICP-MS como en la observacion con TEM. En el caso
de las determinaciones de concentraciones de Al por ICP-MS, fue necesario un

procedimiento de ataque adicional, descrito en el siguiente apartado.

3.2.5. Determinacién de los contenidos totales de Al mediante ICP-MS

Las muestras con aluminosilicatos correspondientes al caolin natural y al material #1
fueron digeridas para determinar los contenidos totales de aluminio por ICP-MS. Para su
digestion se siguid el procedimiento descrito por Gaines [239], enfocado al anélisis
elemental de zeolitas con ICP-OES y que ha sido empleado con éxito para la

determinacion de Al en aluminosilicatos [240,241].
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El procedimiento se basa en el uso de dos reactivos: UA-1 y UNS-1 (Inorganic
Ventures, Chistiansburg, EE. UU.). EI primero consiste en un reactivo acido compuesto
por HCI 20% (v/v) y HF 80% (v/v); mientras que el UNS-1 es un reactivo neutralizante
y estabilizante que contiene trietilentetramina (10-25% (v/v)). Este procedimiento hace
innecesario el uso de acido bérico para la eliminacion del HF adicionado en exceso al
trabajar a un pH en el que los fluoruros se encuentra mayoritariamente desprotonados. El
procedimiento consta de los siguientes pasos, adaptados a las condiciones de las muestras

tratadas en este capitulo:

1. Se pesa una determinada cantidad de muestra en una botella de polietileno de baja
densidad (LDPE) de 250 mL. En funcidén de la muestra, la cantidad tomada fue:

—~Para la muestra de caolin, 50 mg del polvo original.

—Para la fraccion de tamafios de particula inferiores a 1 um en el caolin, 1 mL de

suspension (sobrenadante tras centrifugacion).

—~Para los ensayos de migracion, ya sean del material #1 o del #2, 5 mL de medio

lixiviante.

2. En el caso de muestras sélidas, se afiaden 10 gotas de agua ultrapura sobre la

muestra y se remueven con suavidad, para que esta quede hidratada y no se aglomere.

3. Se afladen 5 mL de reactivo UA-1y 0,25 mL de HNO3 70% (v/v) J.T. Baker. Se
cierra la botella y se agita durante 2 minutos.

4. Se afladen 25 mL de UNS-1. Se ajusta el peso final a 100 g con agua ultrapura. La

disolucién final se mezcla invirtiéndola al menos 50 veces.

Al final del procedimiento se realiz6 una dilucién final 1:100 en agua ultrapura para
evitar un posible efecto corrosivo del HF en la camara empleada para los analisis
mediante ICP-MS. Incluso con esta dilucion, se observé un efecto matriz en la
determinacion, por lo que los analisis se llevaron a cabo mediante adicién estandar. Para
ello, se realizaron adiciones a partir de una disolucion estandar de 1000 mg L de Al

(Panreac) en las suspensiones de andlisis ya digeridas.

Este procedimiento de puesta en disolucién fue validado mediante la determinacion
del contenido en Al total por ICP-MS en el caolin, comparandolo con el obtenido

mediante espectrometria de fluorescencia de rayos X (X-Ray Fluorescence, XRF). El
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contenido de aluminio en la muestra fue del 18,0 + 2,4% en masa, comparable al obtenido
mediante XRF, que fue de 17,1% de Al, y analizado con un test-t para un nivel de
confianza del 95%. Ademas, se realizd un ensayo de recuperacion del procedimiento
mediante adicion de una concentracion conocida de un estandar de Al al inicio del

proceso, con un resultado del 94%.

En el caso del material #2, los analisis de contenidos totales de Al mediante ICP-MS
se llevaron a cabo por el JRC (European Commission’s Joint Research Centre) en Ispra,
Italia. En lugar del procedimiento descrito anteriormente, las muestras fueron digeridas
con HF y a continuacién neutralizadas con NaOH y HNO3 para su posterior analisis
mediante ICP-MS.

3.2.6. Tratamiento de datos en SP-ICP-MS

A lo largo del capitulo se ha empleado un criterio de 5 sigma para la deteccion de
picos, con el establecimiento de valores criticos siguiendo la Ec. 12, especificada en la
Seccion 3.3 del Apartado | de la Tesis Doctoral. La determinacion de los limites de
deteccidn en tamafio y en nimero del método se han calculado siguiendo las siguientes
ecuaciones [101,242], siendo la expresion del LOD en tamafio equivalente al valor critico
en el caso del tamafio, de acuerdo con lo expuesto por Laborda et al. [101]:

1/3
_ utam _ 150
LODtamaﬁo - XC —\t (3.1)
W—pT[PFPKICP—MSKMtdwell
5 YN,B+3
LODyypy = 2—2— (3:2)
NQmuestrati

donde oges la desviacion estandar de la linea base, wp la anchura de un evento de particula
en términos de tiempo, p la densidad, Fres la fraccion en masa del elemento en la particula
a analizar, el factor Kicp-ms hace referencia al ratio entre el nimero de iones detectados
frente al nimero de &tomos del analito introducidos en el sistema, Km es el factor
correspondiente al isdtopo de analisis, tawen €s el tiempo de lectura, Yn,g es el numero de
eventos detectados en el blanco, # es la eficiencia de transporte del analito, Qmuestra hace

referencia al caudal de introduccidn de muestra y t; al tiempo de analisis.
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Los datos procedentes de los andlisis mediante SP-ICP-MS se procesaron con el
software de Syngistix Nano Application version 2.5 (Perkin Elmer) y con el programa de
andlisis OriginPro 2019b (OriginLab Corporation, Northampton, EE. UU.).

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Estudio de las principales variables en el desarrollo de un método basado en
SP-ICP-MS para el analisis de particulas de 6xido de silicio y 6xido de aluminio

En los trabajos publicados hasta la fecha, el analisis de particulas de 6xido de silicio
y 6xido de aluminio mediante SP-ICP-MS se limita a instrumentos con analizador de
cuadrupolo, en los que se suelen emplear tiempos de lectura de milisegundos, siendo 3
ms la opcion mas frecuente [51,234,237,243,244]. EIl analisis de particulas de Al2Os3
presenta el inconveniente de que no existen materiales de referencia o estandares de
particulas comerciales, a diferencia del SiO», para el que se pueden encontrar tanto
materiales de referencia procedentes del JRC (European Commission's Joint Research
Centre), como estandares con un amplio rango de tamafios nominales, que comprenden

desde 20 nm hasta 2 pm.

Tal y como se ha comentado en la introduccién, la determinacion de silicio mediante
ICP-MS con analizadores de cuadrupolo presenta el inconveniente de las interferencias
poliatdmicas en los is6topos mas abundantes, con contribuciones en la sefial debidas a
iones poliatdmicos que contienen nitrogeno, oxigeno, hidrégeno y/o carbono (Tabla 3.2),
especialmente relevantes en el caso del is6topo 28Si. Para solventar este tipo de
interferencias, se ha descrito el uso de celdas de colision con helio [164,245] o de reaccion
con gases como hidrégeno [24,237] o metano [51], aunque estas soluciones conllevan

limitaciones por pérdidas de sensibilidad del ion de interés [246].

Tabla 3.2. Interferencias poliatomicas para isdtopos 28 y 29 de silicio en ICP-MS [247].

Isétopo  Abundancia (%) Interferencias
ZBSi 92’21 14N2+, 12cl6o+
ZQSi 467 14N15N+ 14N21H+ 13cl60+ 12cl7o+ 12cl601H+
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En el caso particular de SP-ICP-MS, este tipo de limitaciones, a las que se pueden
sumar problemas asociados al ensanchamiento de picos para configuraciones MS/MS
[248], hacen que, en el andlisis de particulas de Oxido de silicio con analizadores de
cuadrupolo, la mejora de la relacion sefial de particula respecto a la linea base sea mayor
con el uso de tiempos de lectura de microsegundos que a través de la eliminacion de
interferencias con celdas, tal y como describié Montafio et al. [249]. En este contexto se
optd por trabajar en ausencia de gases, utilizando tiempos de lectura en el rango de los

microsegundos.

Las condiciones de andlisis del presente capitulo se han mostrado en la Tabla 3.1, en
la Seccion 3.2.1. El tiempo de lectura se fijo en 100 ps, un valor que garantizé una
adecuada definicion de los picos, asi como su correcta deteccion de forma individual
respecto a la sefial de fondo. Se descarto6 el uso de tiempos de lectura menores porque, en
el rango de los microsegundos, su disminucion supone un empeoramiento de los limites
de deteccion en tamafio [101]. Por otra parte, el uso de 200 us implica una reduccién del
numero de puntos que definen los picos por particula detectada, que en el caso del SiO>
quedaria reducido a 3-4 puntos al presentar unas anchuras promedio de 500-800 s,

ademas de no observarse mejoras significativas en los limites de deteccién en tamafio.

Ademas de las limitaciones mencionadas, el analisis mediante SP-ICP-MS puede
representar un desafio en relacién con la nebulizacion de particulas de gran tamafo, lo
cual es de gran relevancia en el analisis de nanomateriales basados en aluminosilicatos.
En el caso de las particulas de SiO2, Montafio et al. [249] y Bolea-Fernandez et al. [234]
observaron limitaciones en la capacidad de transporte para tamafios superiores a 500 nm
con sistemas de introduccion de muestra basados en el uso de nebulizadores Miramist con
una cadmara ciclénica y con una cdmara tipo Scott, respectivamente. Por este motivo, se
estudié como alternativa el uso de la cAmara Asperon, cuyo sistema de introduccion esta
enfocado al andlisis de células, entre otras aplicaciones, ya que mejora el transporte de
estas especies en el orden de las micras manteniendo su integridad. En comparacion con
las camaras convencionales, se caracteriza por emplear un caudal auxiliar (make-up) que
crea un flujo tangencial a las paredes de la camara, por lo que se evitan pérdidas de
particulas en ellas. Ademas, el caudal auxiliar permite controlar el tiempo de residencia
de las particulas en el plasma, mejorando los procesos de volatilizacion, atomizacion e

ionizacion. Este tipo de camara se ha descrito para la deteccion de microplasticos por
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parte de Laborda et al. [228], nebulizando con éxito particulas de hasta 5-6 um de

didmetro.

Para el desarrollo del método basado en SP-ICP-MS, se estudiaron las prestaciones
de dos camaras: ciclonica y Asperon, descritas en la Seccién 3.2.1. Ambas fueron
comparadas en términos de caracterizacion de tamafos y rendimientos de nebulizacion,
en su aplicacion para el analisis de estandares de SiO. de tamafios de particula nominal
desde 150 hasta 2000 nm.

3.3.1.1. Comparacion de las prestaciones de las camaras de nebulizacion en el analisis

de particulas de éxido de silicio mediante SP-ICP-MS

En la Tabla 3.3 se muestra el resumen de las prestaciones analiticas obtenidas con las
dos camaras utilizadas en cuanto a limites de deteccion en tamafio y en nimero. En el
caso de la camara ciclonica y el analisis del is6topo 23Si, se obtuvo una sefial de fondo
promedio de 75 cuentas de intensidad en agua ultrapura, para la que se determiné un valor
critico de 130 cuentas (utilizando un criterio de 50), lo que en términos de tamafno de
particula de SiO2 equivale a 270 nm. Utilizando el is6topo 2°Si, con una abundancia casi
20 veces menor respecto al is6topo 28Si e interferencias poliatomicas de menor relevancia,
se redujo la intensidad promedio de la linea base a 20 cuentas, con un valor critico
aplicado de 50 cuentas. Sin embargo, en lo que a limites de deteccion se refiere, apenas
hubo variacidn, con valores muy préximos tanto en tamafio como en nimero para ambos
isétopos. La camara Asperon, cuyas condiciones se reflejan en la Tabla 3.1, requiere de
caudales de introduccion de muestra mas bajos que la ciclénica, por lo que las condiciones
de sensibilidad cambiaron para el 2°Si, tal y como se refleja en la Tabla 3.3. Debido a los
elevados niveles de incertidumbre en la linea base, que seran estudiados en profundidad
mas adelante (Seccion 3.3.1.2), el limite de deteccion en tamafio fue de 425 nm de
diametro, aunque el valor critico empleado de 100 cuentas permitid la discriminacion de
falsos positivos, con 5 eventos detectados para el agua ultrapura, lo que permite obtener
un LOD en numero similar a los obtenidos con la camara ciclonica. Debido a los
problemas de saturacion del detector observados con el limite superior en tamafio para el
isotopo 28Si, que se discutiran a continuacion, las condiciones de medida con la camara

Asperon se limitaron al is6topo 2°Si.
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Tabla 3.3. Prestaciones analiticas obtenidas para ambas cAmaras en SP-ICP-MS. Intensidades y

numero de eventos mostrados como el promedio + desviacién estandar.

Sensibilidad Intensidad N° LODnim
, A ) LODtamaﬁo
Camara Analito (cuentas promedio blanco? ) eventos  (part.
SiO2 (nm) )
por pg L1 (cuentas) blanco® SiO, L)
2gj 0,46 75+11 270 11+4 1,17x10°
Ciclonica
25 0,18 21+6 300 15+3 1,60x10°
Asperon 29Gj 0,04 28+ 14 425 5+3  2,61x10°

2n = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

bn = 3 réplicas

La comparacion entre ambas cdmaras se completo con el estudio del rendimiento de
nebulizacion para los estandares de SiOz en el rango de tamafios comprendidos entre 150
y 2000 nm. Para ello, se utilizd la concentracion en numero dado por el fabricante y
obtenido a partir de la concentracion en masa y el tamafio promedio, por lo que los
rendimientos calculados se consideran aparentes. En la Tabla 3.4 se muestran los
resultados para el analisis con la camara ciclonica. El estandar de 150 nm se encuentra
por debajo del limite de deteccion en tamafio para ambos isdtopos. Por ello, su
caracterizacion en tamafio no fue correcta, con un resultado de 310 nm de didametro
promedio determinado para 8Si, que corresponderia a la parte de la distribucion por
encima del valor critico empleado de 270 nm. EI rendimiento de nebulizacion es bajo
respecto al del estandar de nanoparticulas de oro, como consecuencia de detectar

Unicamente una fraccion de la distribucion (Figura 3.1).

Con las particulas de 500 nm no se observo el problema de discriminacién de picos,
con registros de intensidades de entre 1000 y 1400 cuentas en los barridos, por encima
del valor critico, para las que se determinaron unos diametros promedio en concordancia
con los datos del fabricante. El rendimiento de nebulizacion aparente fue superior al del
estandar de 150 nm, con valores en torno al 6%. Dada la incertidumbre asociada a la
determinacion de los rendimientos de nebulizacion de los estandares de SiO; y teniendo
en cuenta que no se tratan de estandares certificados en concentracién en namero, se
consideran valores razonablemente proximos al rendimiento calculado con el estandar de
Au NPs.
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Tabla 3.4. Resultados de diametros promedio de particula y rendimientos de nebulizacién para
diferentes estandares de tamafio de SiO, en SP-ICP-MS con camara ciclonica, en funcién del

is6topo de andlisis. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3).

; ) Diametro Diametro o
Isotopo Intensidad . Rendimiento
) . . promedio de mas L
Estandar SiO;? de promedio ) nebulizacion
. ] particula frecuente
analisis  de pico (cuentas) aparente (%)°
(nm) (nm)
150 nm )
28gj 395+ 135 312+3 268 £ 11 20+04
(145 £ 5 nm)
500 nm 2gj 2482 + 40 460 £ 1 458 + 2 6,1+04
(452+20nm)  2g; 242 +9 521 + 2 464 + 6 6,3+0,2
1000 nm )
25j 1652 + 16 861 +5 916 + 3 15+0.1

(1030 + 22 nm)

aDiametros nominales y promedios (entre paréntesis) especificados por el fabricante.

® Rendimiento para el estandar de Au NPs = 5,5 + 0,1%.
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Figura 3.1. Barridos de intensidades y distribuciones de tamafios de particula obtenidos para los
estdndares de tamafio de: a) 150 nm y b) 500 nm de SiO,, analizados en SP-ICP-MS con la
camara ciclonica para el is6topo #Si. Valor critico (Yc) determinado en 130 cuentas, lo que

equivale a un didmetro de particula (Xc®™) de 270 nm.
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La medida de estandares de mayor tamario no fue posible con el is6topo mayoritario
285 al superar el limite de cuentas medidas por el detector, problema que se abordara
posteriormente. En cambio, la reduccién de la sensibilidad a través de la medida del
is6topo 2°Si permitio disminuir las intensidades de picos hasta unos rangos adecuados
para el andlisis del estandar de 1000 nm, sin por ello modificar significativamente los
limites de deteccion en tamafio y niumero de particulas del método. En estas condiciones,
para las particulas de 500 nm, pese a que la intensidad de pico promedio disminuy6 desde
valores de 2500 hasta 250 cuentas (Figura 3.2), fueron correctamente discriminadas
respecto al valor critico, establecido en 50 cuentas, por lo que los resultados de
caracterizacion y rendimiento no se vieron afectados respecto al 2Si. En el caso del
estandar de 1000 nm, se detectaron picos correspondientes a particulas de 1 um, aunque
el rendimiento de nebulizacién sufrié un descenso significativo, hasta un valor del 1,5%.
Estos resultados corroboraron las limitaciones que presenta la camara ciclonica en su

capacidad de transporte de microparticulas por encima de 500 nm.
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Figura 3.2. Barridos de intensidades y distribuciones de tamafios de particula para los estandares
de tamafio de: a) 500 nmy b) 1000 nm de SiO-, analizados en SP-ICP-MS con la camara cicldnica
para el isotopo 2°Si. Valor critico (Yc) determinado en 50 cuentas, lo que equivale a un diametro
de particula (Xc™™") de 300 nm.
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Para el uso de la cAmara Asperon se partio de las condiciones empleadas por Laborda
et al. [228] con el mismo tipo de cadmara para el andlisis de microparticulas de
poliestireno. En su trabajo, comprobaron que las condiciones en las que se obtuvieron los
mejores resultados en ndmero de particulas nebulizadas e intensidades de pico
consistieron en caudales de flujo totales (suma de caudal de gas de nebulizacion y
auxiliar) de 1,1-1,2 L min™. Siguiendo estas condiciones, se estudiaron diferentes
caudales de nebulizacion para el anlisis de particulas de SiO2. Se comprob6 que, con un
caudal principal de 1 L min y 0.2 L min de auxiliar (make-up) se obtuvo el mayor
numero de eventos. El resto de condiciones con las que se analizaron los diferentes
estandares de particulas de SiO2 se especifican en la Tabla 3.1. No se ha incluido el
estandar de 150 nm en el estudio debido al limite de deteccidn en tamafio para el método,
de 425 nm (Tabla 3.3). Los resultados de la caracterizacion de tamafios y rendimientos

de nebulizacién para esta camara se muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Determinacion de diametros de particula promedio para estandares de tamafio de 300,
500, 1000 y 2000 nm de SiO2 en SP-ICP-MS con la camara Asperon. Los resultados se expresan
como la media + desviacion estandar (n=3) para el is6topo 2°Si.

Intensidad . » i .
] Diametro Diadmetro mas Rendimiento de
. promedio _ o
Estandar SiO;* de bi promedio frecuente N°eventos  nebulizacion
e pico
P (nm) (nm) aparente (%)°®
(cuentas)
300 nm
315+79  437+49 449 + 45 143 + 99 1,7£12
(285 £ 18 nm)
500 nm
332+11 508 + 24 479 £ 30 1286 + 155 157422
(518 £ 20 nm)
1000 nm
1460 £ 25 852+5 839 £+ 22 2892 + 128 334+15
(1030 £ 22 nm)
2000 nm
3058 +291 1078+ 39 1149 + 48 135+ 80 18+1,0

(2040 + 30 nm)

2 Diametros nominales y promedios (entre paréntesis) especificados por el fabricante.

® Rendimiento para el estandar de Au NPs = 41,8 + 0,4%.

El rendimiento de nebulizacion obtenido con la camara Asperon para el estandar de
nanoparticulas de Au fue de un 41,8%, superior al obtenido con la camara ciclonica
(5,5%), de acuerdo con lo esperado. En términos de caracterizacion, la determinacion de
tamarios para el estandar de SiO2 de 300 nm con la camara Asperon fue superior al valor
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nominal, debido a su proximidad al valor critico. Al establecer un criterio de 5o, solo
unos pocos picos fueron discriminados respecto a la linea base, como se puede observar
en el barrido de intensidades (Figura 3.3a). Los picos detectados correspondieron a
tamanos de entre 425 y 500 nm principalmente, los cuales representan la cola de la
distribucion real en el estandar, una fraccion muy baja en nimero de eventos, que apenas
supone un rendimiento aparente de nebulizacion del 1,6%. Ni la caracterizacion ni la

cuantificacion en nimero, por lo tanto, resultaron validas para este estandar.
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Figura 3.3. Barridos de intensidades y distribuciones de tamafios de particula para los estandares
de tamafio de: a) 300 nmy b) 500 nm de SiO-, analizados en SP-ICP-MS con la cadmara Asperon
para el is6topo 2°Si. Valor critico (Yc) determinado en 100 cuentas, lo que equivale a un diametro
de particula (Xc®™) de 425 nm.

Los resultados de tamafios promedio para los estandares de 500 y 1000 nm son
similares a los determinados en el analisis con la camara ciclonica (Tabla 3.4). En el caso
del estandar de 500 nm, la parte inferior de la distribucién quedé delimitada por el valor
critico, por lo que no se obtuvo completa (Figura 3.3b). Al contrario que en el caso del
estandar de 300 nm, si que se detecta la mayor parte de la distribucién, con un maximo
de frecuencia para tamafios de aproximadamente 500 nm, lo cual estaria en concordancia

con los datos especificados por el fabricante. Pese a que el nimero de eventos detectados
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se incremento respecto al anterior estandar, la fraccion correspondiente a las particulas de
menor tamafio no pudo ser detectada, lo que justifica el rendimiento de nebulizacion del

15,7%, inferior respecto al obtenido para las Au NPs del 41,8%.

En el barrido de intensidades del estandar de 1000 nm se registraron intensidades de
entre 800 y 1200 cuentas, por encima del valor critico (Figura 3.4a), por lo que se pudo
obtener la distribucion completa de particulas. EI nimero de eventos obtenido fue de
3000, con un rendimiento aparente del 33,4%. De nuevo, al calcularse a partir de una
concentracion en namero estimada, puede haber diferencias significativas respecto a la

calculada con el estandar de nanoparticulas de oro.
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Figura 3.4. Barridos de intensidades y distribuciones de tamafios de particula para los estandares
de tamafio de: a) 1000 nm y b) 2000 nm de SiO,, analizados en SP-ICP-MS con la camara
Asperon para el is6topo 2°Si. Valor critico (Yc) determinado en 100 cuentas, lo que equivale a un

diametro de particula (Xc®™) de 425 nm.

Para el estandar de 2000 nm, se observé un aumento en la intensidad promedio de
pico, en el que se alcanzaron valores de 3000 cuentas, el doble respecto al estandar de
1000 nm. Sin embargo, esta diferencia apenas supone un aumento del tamafio promedio

determinado (1080 nm), muy por debajo del valor nominal. Ademas, en la distribucién
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de tamafios (Figura 3.4b), se observd que la frecuencia de picos habia disminuido
significativamente, con 135 eventos detectados, lo cual supuso un descenso en el
rendimiento de nebulizacion hasta valores por debajo del 2%. En este caso, se encontraron
limitaciones evidentes que afectaban tanto a la caracterizacion en tamafio como a la

cuantificacion en nimero de particulas.

El uso de la cdmara Asperon confirmo la mejora de la nebulizacion de particulas de
SiO2 de tamafio superior a 500 nm, con un rendimiento del 33,4% en el caso de particulas
de 1 um, frente al 1,5% obtenido con la ciclénica. Sin embargo, la cdmara presenta una
serie de limitaciones que impiden la cuantificacién completa de particulas por debajo de
500 nm, debido al aumento del limite de deteccion en tamafio hasta valores de 425 nm, y
la correcta caracterizacion y nebulizacion de particulas de 2 um. En las proximas

secciones se analizan en mayor profundidad estas limitaciones encontradas.
3.3.1.2. Limitaciones en el analisis de particulas de SiO2: limite inferior

Los limites de deteccion en tamafio estan determinados fundamentalmente por los
niveles de intensidad de la linea base. En términos generales, unos niveles altos pueden
condicionar la capacidad de deteccién de las sefiales correspondientes a las
nanoparticulas. Por ello, en primer lugar, se estudié la filtracion del medio para
comprobar su efecto en los niveles de sefial de fondo (Anexo 3.1), aunque no se
observaron mejoras significativas ni en términos de limites de deteccion en nimero ni en

tamafo.

A las ya mencionadas contribuciones debidas a las interferencias poliatdmicas
isobéaricas, se sumé la debida al ruido generado por la frecuencia de giro de la bomba
peristaltica del sistema de introduccién de muestra. EI uso de caudales bajos con el
nebulizador y la cdmara Asperon (13 pL min) hizo patente la aparicion de pulsos en los
barridos de intensidades debidos a la bomba, lo que se tradujo en una serie de oscilaciones
superpuestas en la linea base, como puede apreciarse en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Pulsos observados en el barrido de intensidades con #Si para un blanco de agua

ultrapura. Analisis en SP-ICP-MS con cdmara Asperon.

Se advirtio que las oscilaciones se repetian con una frecuencia de 1 s. Durante los
analisis, la bomba peristaltica funciona a 5 rpm, lo que equivale a 1/12 de vuelta por
segundo. La bomba consta de 12 estructuras cilindricas o rodillos que producen el flujo
de entrada de muestra en el sistema a través de la compresion del tubo por el que circula.
Al coincidir la frecuencia del pulso con el bombeo provocado por cada rodillo, se dedujo

que las oscilaciones eran debidas a la propia bomba.

Para estudiar la contribucion de la bomba peristéltica en la sefial de fondo, se
compararon los blancos de agua ultrapura con los obtenidos a través de una bomba de
doble pistén, procedente de un sistema de cromatografia liquida de alta eficacia (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), en la que no se detectaron oscilaciones
significativas (Figura 3.6). La ausencia de las oscilaciones se tradujo en una reduccion
del nimero de eventos superiores a 40 cuentas de intensidad, situados en la cola de la

distribucion mostrados en los histogramas.
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Figura 3.6. Barridos de intensidad e histogramas correspondientes a blancos de agua ultrapura
con dos tipos de bombas como sistema de introduccion de muestra: a) bomba peristaltica (Yc =

100 cuentas) y b) bomba de doble piston (Yc = 75 cuentas).

En términos de intensidades, para ambos tipos de bombas las sefiales promedio se
sitian en valores de aproximadamente 20 cuentas. Sin embargo, la eliminacion de los
pulsos con la bomba de doble piston tuvo incidencia en los valores de desviacién estandar
(o) de la linea base (Tabla 3.6). Al disminuir la desviacion estandar, la distribucion de
intensidades se estrecha y el valor critico aplicado con un criterio de 56 es menor,
mejorando los limites de deteccion en tamafio en 54 nm respecto a la bomba peristaltica
(de 402 a 348 nm). El limite de deteccion en numero de particulas vario ligeramente entre
las bombas, con un nimero de eventos mayor en el caso de la bomba de doble piston.
Esto indica que, pese al aumento de la incertidumbre en la linea base con la bomba
peristaltica, la discriminacion de picos sigue siendo correcta, puesto que el uso del criterio
de 5o implica unos valores criticos mas restrictivos. Por lo tanto, aunque se consiguen
reducir los limites de deteccion en tamafio con el uso de una bomba de doble pistén,
durante el resto del estudio se continudé con la bomba peristaltica por simplicidad del

sistema.
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Tabla 3.6. Resultados para el analisis de agua ultrapura en funcién del tipo de bomba empleada
para la introduccién de muestra en SP-ICP-MS. Intensidades y nimero de eventos mostrados

como el promedio + desviacién estandar.

Intensidad promedio Yc LODramario Ne LODnam (part.

Bomba ) ) )
2Sj (cuentas)? (cuentas) SiO, (nm) eventos® SiO; LY
Peristaltica 20 + 16 100 402 12+6 3,74x108
De doble piston 23+10 75 348 24+ 7 5,06x10°

2n = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

bn =3 réplicas

También se valoro el uso de otro tipo de bombas, como las de infusion, aunque no
fue posible emplear las condiciones de caudal de nebulizacion originales (1 mL min?ty
0,2 mL min de caudal auxiliar) al observarse inversiones en la direccion de caudales,

por problemas de sobrepresion.

Alternativamente, se estudio la posibilidad de realizar un tratamiento de la linea base
con el objetivo de reducir el efecto de los pulsos, mediante un suavizado de la sefial. Para
ello, se emple6 Origin (OriginLab Inc.) como software de analisis de datos. El aislamiento
y sustraccion del componente de ruido debido a las oscilaciones se realizd de forma
satisfactoria (ver Anexo 3.2), lo que supuso una mejora de los limites de deteccién en
tamafio. Sin embargo, la posterior deteccion e integracion de los picos por encima del
valor critico no resulté coherente, con resultados de rendimientos de nebulizacion para
los estandares de SiO> por encima de lo esperado. Por todo ello, y considerando que los
tiempos necesarios para el procesamiento del conjunto de datos para cada andlisis era
muy elevado, se optd por seguir trabajando con los datos tratados por el software
Syngistix del equipo. Aunque el tratamiento de los datos con Origin u otro software
desarrollado por otros autores [103] constituye una alternativa razonable a la que ofrecen
los equipos comerciales, es necesaria cierta experiencias con el software y estar
familiarizado con los conceptos matematicos necesarios para establecer los valores

criticos y la deteccion de picos.
3.3.1.3. Limitaciones en el analisis de particulas de SiO>: limite superior

El andlisis de particulas de gran tamafio requiere, por un lado, asegurar que estas sean
nebulizadas y transportadas hasta el plasma con unos rendimientos apreciables y que

puedan conocerse y, por otro, que su ionizacion sea completa en el plasma, lo que
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permitira obtener una sefial proporcional a su tamarfio [228]. Una ionizacion incompleta
de las particulas se traduce en una pérdida de linealidad entre la intensidad de los eventos
y el nimero de iones que llegan al detector (descrito a través del pardmetro Kicp-ms en las
Ecs. 8,9y 11 del Apartado I de la Tesis, Seccion 3.2). En el caso de representar la relacion
entre los logaritmos de las intensidades de pico promedio y de los tamafios de particula
promedio, se deberia de obtener una relacion lineal cuya pendiente fuese de 3, dado que
la relacion entre intensidad y tamafio de particula tiene lugar a través del diametro al cubo.
Para los estandares de SiO> de 500 y 1000 nm, cuya representacion se realizo para los
tamanos especificados por el fabricante (medidos a través de TEM), si se asume una
respuesta lineal, la pendiente obtenida fue de 2,83 + 0,04 (Figura 3.7), lo que indica un
comportamiento razonable respecto a lo esperado, teniendo en cuenta el limitado niumero
de estandares en la zona de trabajo dptima. Estos resultados coinciden con lo sefialado
por otros autores, como es el caso de Lee et al. [250], en el que se demostrd que la

linealidad se mantenia para particulas de SiO- entre tamafios de 400 nm a 1 pm.
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Figura 3.7. Representacion de la relacién entre logaritmos de la intensidad promedio por picoy

el diametro de particula, para los estandares de 500, 1000 y 2000 nm.

En el caso del estandar de 2000 nm, sin embargo, la intensidad obtenida se aleja de
la relacion lineal estimada con el resto de estandares, con valores mucho mas bajos de lo
previsto. De acuerdo con los resultados de intensidad promedio mostrados en la Tabla

3.5, la eficiencia de deteccion estimada para particulas de 2 um, si se asume que esa sea
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la Unica fuente de pérdida de sefial, seria del 24%, lo que significa una subestimacion

significativa del diametro promedio a través de SP-ICP-MS.

Sin embargo, la pérdida de eficiencia de deteccion (como los fendmenos de
ionizacion incompleta) para particulas de gran tamafio puede no ser el Unico factor que
contribuya a la pérdida de intensidades de pico. El sistema de deteccidn utilizado en este
tipo de instrumentos (detector Dual-Stage, Perkin EImer) consta de dos modos de registro
de sefiales: un modo pulso y un modo analdgico; pudiendo operar de forma simultanea
en dual. La opcion de pulso es aplicable para niveles bajos de sefial, mientras que el
analdgico es empleado para sefiales de alta intensidad [251]. Con el uso de tiempos de
lectura del orden de microsegundos en deteccidn individual, la velocidad de adquisicion
de datos es muy elevada y el registro en el detector se realiza Gnicamente en modo de
pulsos, puesto que la conversidn a analdgico requeriria de un tiempo que significaria una
pérdida de sefial. De esta forma, la parte del pulso por encima de cierto umbral o limite,
y que corresponderia a su registro en analdgico, es omitida [249]. Este seria el caso de
sefiales debidas a particulas de gran tamario, en las que un exceso de iones alcanza el
detector a niveles que sobrecargan su respuesta. En el estudio de Montafio et al. [249],
empleando un tiempo de lectura de 100 ps, esta pérdida de intensidades se observé para
particulas de SiO, de 500 y 1200 nm, analizadas con el isotopo 8Si.

El limite que establece el cambio de modo pulso a analdgico es un factor instrumental.
A través del estudio de las sefiales registradas para las particulas de mayor tamafio, como
en el caso del estandar de 2 um (Figura 3.8a), el méximo de intensidad en los barridos se
establecio en 1560 cuentas. En la Figura 3.8b se muestra, a modo de ejemplo, el perfil de
un pico (pico #1) correspondiente al estdndar de 2 um, para el que se observo que estaba
cortado en su zona superior, debido a la proximidad de los tres puntos que componen la
zona del méaximo. De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio de la eficiencia
de deteccion, si se mantuviera la linealidad entre intensidades de pico y tamafios para
particulas de 2 um, se esperarian sefiales (como sumatorios de intensidad) de 24000
cuentas, mientras que la obtenida para el pico #1 fue de 5600 cuentas, lo que equivale a
un tamario de particula de 1360 nm, por debajo del valor nominal esperado de 2000 nm.
De este modo, se puede establecer como limite superior 1,56x107 cuentas por segundo

debido a la saturacion del detector (1560 cuentas para un tiempo de lectura de 100 ps).
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Figura 3.8. a) Barrido de intensidades para el estdndar de 2000 nm en el que se estudio el limite
del detector, determinado en 1560 cuentas para un tiempo de lectura de 100 ps. b) Perfil de pico
detectado en el maximo de intensidad (linea discontinua). Los cuadrados verdes corresponden a
las sefiales transitorias que conforman un pico, cuya integraciéon comprende la suma de

intensidades marcadas por las franjas verticales.

Los picos registrados en los barridos para el estdndar de 1000 nm no alcanzaron el
limite de 1560 cuentas de intensidad, con valores en general entre 600 y 1300 cuentas
(Figura 3.9a). Se comprobd que los picos se detectaban en su totalidad, a través del
estudio del perfil de los picos cuya intensidad estaba por encima de la media (como el
pico #2 mostrado en la Figura 3.9b), por lo que su caracterizacion no se vio afectada. Asi,
la sefial del pico #2 (como sumatorio de intensidades) fue de 2743 cuentas, que

corresponde a un diametro de 1050 nm.
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Figura 3.9. a) Barrido de intensidades para el estandar de 1000 nm en el que se estudio el limite
del detector, determinado en 1560 cuentas para un tiempo de lectura de 100 us. b) Perfil de pico
detectado en el barrido de intensidades. Los cuadrados verdes corresponden a las sefiales
transitorias que conforman un pico, cuya integracién comprende la suma de intensidades

marcadas por las franjas verticales.
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Se modelizé un pico para estimar el diametro de particula de SiO> a partir del cual la
deteccion e integracién se verian afectados por el limite de saturacion del detector (Figura
3.10). El pico se considerd simétrico, con una altura que alcanzara las 1560 cuentas y una
anchura de 800 ps, que corresponde al valor promedio de los picos detectados en la zona
del méaximo, para el que se obtuvo un valor de 1200 nm de didmetro equivalente. Este
tamarfio constituye, por tanto, el limite superior en tamafio estimado para las condiciones

utilizadas en el estudio, para el cual la caracterizacion en tamafio seria a priori correcta.
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Figura 3.10. Modelo de perfil de pico para la determinacion del tamafio a partir del cual la
caracterizacion se veria afectada por el limite del detector (linea discontinua). Los cuadrados
verdes corresponden a las sefiales transitorias que conforman el pico, cuya integracion

comprende la suma de intensidades marcadas por las franjas verticales.

Otro de los pardmetros que pueden verse afectados por el elevado tamafio de las
particulas caracterizadas es el rendimiento de nebulizacién, tal y como reflejan los
resultados mostrados en la Tabla 3.5, y provocado por la eliminacién selectiva en la
camara de nebulizacion, que aumenta cuanto mayor es el tamafio de las particulas
introducidas. El descenso en el nimero de eventos observado con el estdndar de 2 pum
(130 particulas) esta relacionado con problemas en el transporte de las particulas hasta el
plasma. Para tamafios de particula tan grandes, son recurrentes los resultados de bajos
rendimientos de nebulizacién [228]. Durante los analisis del estandar de 2000 nm, se
observo ademas que el numero de eventos detectados fue disminuyendo de forma
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progresiva respecto a las primeras medidas, lo que implica un fenomeno de sedimentacion
durante el tiempo de medida. Asi, se observé que tras aplicar a la suspension un sistema
de agitacion constante durante su introduccion en el sistema, el niUmero de eventos volvio
a estabilizarse, con valores similares a los iniciales (Tabla 3.8). El uso de un muestreador
que incluyera agitacion de muestra resolveria estos problemas, aunque no los
relacionados con el rendimiento de nebulizacion. El hecho de que con esta misma camara
y nebulizador se hayan podido introducir particulas de plasticos de hasta 4 pm de diametro
con unos rendimientos de nebulizacion aceptables [228] sugiere que la densidad de las
particulas de oxido de silicio, mucho mayor a la del poliestireno (entre 1,80y 2,20, frente
a 1,04 g cm™ para el poliestireno), tiene un papel fundamental en el transporte de las

particulas en el interior de la cAmara.

Tabla 3.8. Resultados del analisis del estandar de particulas de 2 um en funcion de su evolucion

temporal (sedimentacién en la suspension) y tras agitacion durante su introduccion en el sistema.

\o Intensidad Tamafo Rendimiento de
Estandar 2 um promedio #Si  promedio nebulizacion
eventos ]

(cuentas) SiOz (nm) aparente (%)
Réplica | 211 3368 1122 2,7
Réplica Il 23 2667 1027 0,3
Réplica Il 7 2092 952 0,1

Con agitacion (n=3) 173 +35 3229 + 228 1100 + 33 22+0,5

3.3.1.4. Anlisis de aluminosilicatos a través del is6topo 2’Al

Las limitaciones observadas en el caso del silicio, fundamentalmente debidas a los
altos niveles de sefial de fondo, que afectan a la capacidad para detectar particulas de
menor tamafio, hicieron que se estudiaran otras alternativas para la caracterizacion de
nanomateriales basados en aluminosilicatos. Asi, se estudio la posibilidad de utilizar el
aluminio como analito, ya que para el %’Al, su Gnico isétopo natural, no hay
contribuciones significativas en la sefial debidas a interferencias poliatdbmicas. En las
mismas condiciones de medida, para los blancos de agua ultrapura se registraron
intensidades de linea base inferiores al caso del 2°Si. La reduccion de los niveles de fondo,
sumado a una mayor sensibilidad para este elemento, permitio mejorar las relaciones de

sefiales respecto a la linea base, asi como el limite de deteccion en tamafio, resultando
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similar en nimero (Tabla 3.9) y, por tanto, ampliando el rango de aplicacion del método

en SP-ICP-MS hacia tamafios menores.

Tabla 3.9. Condiciones de sensibilidad y limites de deteccion determinados en funcién del isétopo
de medida en SP-ICP-MS. Intensidades y nimero de eventos mostrados como el promedio +
desviacion estandar.

o Intensidad
) Sensibilidad ) LODtwmaio  N° eventos LODnum
Analito promedio
(cuentas por pg L?) (nm) blanco® (part. L?)
blanco? (cuentas)
425 2,61x10°
2gj 0,04 28,21 + 14,06 ) 5+3 ]
(SIOz) (SIOz)
35 4,67x10°
2TAl 26,32 0,10+0,31 20+ 4
(Al,03) (Al2053)

2n = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

bn = 3 réplicas

A diferencia de las particulas de 6xido de silicio, en el caso del aluminio no existen
materiales de referencia o estdndares de particulas comerciales bien caracterizados.
Unicamente se dispuso de una suspension de particulas de Al.Os, con diametros
nominales comprendidos entre 30 y 60 nm, comercializada por Sigma-Aldrich. Esta
suspension se utilizo para tener una estimacion de los tamarios obtenidos por SP-ICP-MS
con 2’Al, con la limitacion de tener valores muy proximos al LOD en tamafio. Con las
condiciones especificadas en la Seccién 3.2.1, se detectaron particulas cuya distribucién
de tamarios se muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.11. a) Barrido de ?’Al y b) distribucion de tamafios de particula correspondientes al
estandar de Al,Os de 45 nm de tamafio nominal. Valor critico (Yc) determinado en 2 cuentas, lo

que equivale a un Xc®™ de 35 nm con un criterio de 5o.
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Los resultados (Tabla 3.10) se ajustaron a lo especificado por el fabricante, con una
distribucion que comprende desde el valor critico (35 nm) hasta 70 nm. El rendimiento
de nebulizacion se estimd a partir de la concentracién y diametro promedio de la
suspension comercial, resultando en un 34,9 £ 0,4%, proximo al calculado con el estandar
de nanoparticulas de Au (41,8 £ 0,4%). Teniendo en cuenta que la distribucion obtenida
es incompleta al estar tan proxima al valor critico y tratarse de una suspension y no de un

estandar, se considera un resultado aceptable.

Tabla 3.10. Determinacién de diametros de particula promedio para la suspension de Al.Os en
SP-ICP-MS con la cAmara Asperon. Entre paréntesis se muestran los tamafios més frecuentes.

Los resultados se expresan como la media * desviacion estandar (n=3) para el is6topo *’Al.

) Intensidad y Rendimiento de
Estandar ) ) Diametro L
promedio de pico ] N° eventos nebulizacion
Al,O3* promedio (nm)
(cuentas) aparente (%)
45 nm S50+1
21+2 3128 + 36 349+04
(30 -60 nm) (43x2)

* Diametros promedio y distribucion (entre paréntesis) especificados por el fabricante,

determinados a través de TEM.

3.3.2. Aplicacion del método a la caracterizacion de un caolin natural

Antes de llevar a cabo la caracterizacion del material migrado desde los productos
plasticos, se estudiaron las prestaciones del método utilizando el is6topo 2’ Al aplicado a
un aluminosilicato natural como el caolin. En vista de los problemas observados en la
nebulizacidon de los estandares de dxido de silicio por encima de 1000 nm, se prepar6 una
suspension del material aislando la fraccion inferior a 1 um mediante centrifugacion, de
acuerdo con el procedimiento descrito en la Seccion 3.2.3. El andlisis de este material
permite estudiar la distribucion de tamafios en una region de diametros de particula
superiores a la de la suspension comercial descrita anteriormente. El andlisis se llevé a
cabo también utilizando el is6topo 2°Si (Figura 3.12a), lo que permitié establecer una
comparacion entre los rangos de tamafios que pueden determinarse con ambos isétopos.
A pesar de su estructura laminar, en la caracterizacion de tamafios se optd, como
aproximacion, por representar el diametro de particula equivalente, considerando las

particulas de caolinita como esferas.
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Figura 3.12. Distribuciones de tamafios de particula correspondientes a la fraccién inferior a 1
um de caolin obtenidas mediante: a) SP-ICP-MS en funcion del isétopo medido y b) TEM.
Tamafios expresados como diametros equivalentes de caolinita, considerando las particulas
como esferas. Xc®" determinado en 35 y 425 nm de diametro equivalente para Al y *°Si,

respectivamente.

Con el 2Sj, el rango detectable comprendi6 tamafios desde 425 nm hasta 1000 nm,
que fue la region analizable de acuerdo con lo discutido con los estandares de particulas
de SiO,. En cambio, con el 2’Al fue posible detectar la fraccion de menor tamafio, con
diametros equivalentes desde 35 nm (tamafio correspondiente al valor critico) hasta 500

nm, aproximadamente.

En la Tabla 3.11 se muestran los resultados del andlisis de la fraccion inferior a 1 pum
de caolin en suspension obtenidos con ambos is6topos. De los datos se puede concluir
que la fraccion de menor tamafio detectada mediante 2’Al, aunque mucho menor en
términos de concentraciébn en masa, es muy significativa en nimero, con una

concentracion de particulas cinco veces superior a la detectada utilizando 2°Si.

Tabla 3.11. Resultados del analisis de la fraccion inferior a 1 um de caolin en SP-ICP-MS,
clasificados en funcion del is6topo. Los resultados se expresan como la media + desviacion

estandar (n=3).

Tamafio Concentracion en Concentracion
Analito equivalente masa en N° eventos en numero
promedio (nm) distribucién (ug L?) (part. caolinita L?)
2g;j 578+ 4 7,66 £0,41 625 + 28 1,15x10%+ 0,05x10°8
2IAl 143zx1 1,13 +£0,07 3175+ 165 5,85x108+0,31x108
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Se observo que el caolin, pese a analizar unicamente la fraccion por debajo de una
micra, es un material muy polidisperso, con particulas detectadas en un amplio rango de
tamarios. Debido a la complementariedad de los rangos detectables con 2’Al y 2°Si, la
posibilidad del andlisis de los dos is6topos permitiria la caracterizacion de particulas en
practicamente toda la region inferior a 1000 nm. Sin embargo, su aplicacién con un
analizador de cuadrupolo resulta laboriosa por la necesidad de realizar calibraciones con
estandares del elemento disuelto para cada isétopo y la medida secuencial de los
elementos, asi como establecer las condiciones de medida en cada caso, sumado al
tratamiento posterior de los datos brutos para obtener la informacion complementaria.
Este trabajo se simplificaria, en cambio, trabajando con analizadores simultaneos como
los de tiempo de vuelo (TOF), que actualmente estan siendo empleados en el analisis

individual de nanoparticulas [49,252-254], aunque sus aplicaciones son todavia escasas.

Los contenidos totales de aluminio determinados por deteccion individual se
compararon con los obtenidos mediante ICP-MS, de acuerdo con el procedimiento
descrito en la Seccion 3.2.5, y se muestran en la Tabla 3.12. A partir de estos datos, se
observo que una fraccidn de Al presente en la suspension corresponde a formas disueltas
(18%), aunque la recuperacion respecto al total determinado mediante ICP-MS fue baja.
A la vista de la distribucion de tamafios mostrada en la Figura 3.12, se puede deducir que
la baja recuperacién estaria justificada por la distribucion incompleta que se obtiene de la

suspension analizada.

Tabla 3.12. Resultados de contenidos de aluminio determinados por deteccion individual (como
total: suma de la fraccién disuelta y la particulada) e ICP-MS para la fraccion inferior a 1 um

en caolin. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3).

Concentracion de Al (mg L)  Concentracion de Al (mgL?)  Recuperacion Al
SP-ICP-MS ICP-MS SP-ICP-MS (%)
2,28 + 0,06 (total)
(del cual un 18% Al es disuelto)

10,93 + 0,23 (total) 20,9 £0,7

Para tratar de justificar esta baja recuperacién, se estudio la muestra de caolin por
debajo de 1 um a través de microscopia electrénica. Las imagenes en TEM mostraron la

presencia de algunos agregados (Figura 3.13).
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1DD.r|m' b i . . : 200.nm
Figura 3.13. Imagenes en TEM de particulas de caolin para la fraccion inferior a 1 um.

Se establecieron las dimensiones de las particulas observadas en TEM a través de la
herramienta de procesamiento de imagenes digitales ImageJ. Con estos resultados, junto
a la determinacién de espesores por espectroscopia de pérdida de energia de electrones
(EELS) segln lo descrito en la Seccion 3.2.1, se eligieron unos valores promedio de
aproximadamente 50 nm para las laminas individuales y de 80 nm para los agregados, y
se calcularon los volimenes de las particulas observadas (ver Anexo 3.4). A partir de
estos volimenes se calcularon los diametros equivalentes (resultados en Anexo 3.5), de
forma que pudieran compararse con los resultados obtenidos mediante SP-ICP-MS. Las
distribuciones de tamafios equivalentes de particula obtenidas mediante TEM y SP-ICP-
MS fueron similares, como puede observarse en la Figura 3.12. Los resultados por TEM
(Figura 3.12b) mostraron que la fraccion no detectada mediante la deteccion individual
de particulas con el is6topo 2’Al no pertenece a diametros equivalentes inferiores a 35
nm, sino que el mayor numero de particulas corresponde a diametros equivalentes de
entre 50 y 300 nm, siendo las de 100 nm las més frecuentes. Ademas, se confirmo la
presencia de particulas de tamafio equivalente superior a 500 nm, correspondiente a los
agregados observados en TEM. Las diferencias observadas en las distribuciones para la
fraccion mas pequefia en SP-ICP-MS pueden deberse a la dificultad para visualizar
particulas de menor tamafio en los agregados, o a la agregacion que puede producirse

durante la preparacion de muestra en TEM.

La presencia de esta fraccion por encima de 500 nm, observada también mediante

SP-ICP-MS con el is6topo 2°Si y no detectada en el caso del is6topo 2’Al, parece indicar
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que la disminucién de la recuperacion en masa para el Al podria ser causada por la
saturacion del detector, que impediria detectar y caracterizar de forma correcta las
particulas de mayor tamafio. El estudio del perfil de un pico detectado en el barrido para
el caolin en la zona del maximo de intensidad, confirmd que estos picos no eran
integrados en su totalidad, con un limite del detector determinado en 1625 cuentas (Figura

3.14), un valor similar al observado en los estudios con Si en la Seccion 3.3.1.3.
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Figura 3.14. a) Barrido de intensidades para la fraccion inferior a 1 um de caolin. b) Perfil de
pico detectado en el maximo de intensidad (linea discontinua), analizado para el estudio del
limite del detector, determinado en 1625 cuentas. Los cuadrados verdes corresponden a las

sefiales transitorias que conforman un pico.
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Figura 3.15. Modelo de perfil de pico para la determinacion del tamafio a partir del cual la
caracterizacion se veria afectada por el limite del detector, estimado en 420 nm. Los cuadrados
verdes corresponden a las sefiales transitorias que conforman el pico, cuya integracion

comprende la suma de intensidades marcadas por las franjas verticales.
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De forma anéaloga a los estandares de SiO, se realizd una modelizacion del pico que
alcanzara este maximo, considerandolo simétrico y con una anchura de 800 s,
obteniéndose un limite de 420 nm de didmetro equivalente para particulas de caolinita,

utilizando el Al para su deteccion y caracterizacion (Figura 3.15).

Una alternativa al uso del is6topo 2°Si para incrementar el limite superior de tamafios
es disminuir la sensibilidad con el 2’Al, a través de la modificacion de algln parametro
instrumental como el voltaje del deflector. Con un cambio en las condiciones del voltaje
con las que se ha trabajado hasta el momento, de -13,25 V (6ptimo), a -1,75 V, el rango
detectable para el aluminio se desplazé hasta un limite inferior de 115 nm y uno superior
de 950 nm (Figura 3.16).

400 4 | Diametro equivalente a Y (-13,25 V)
350
Voltaje deflector: -13,25 V

300 - Voltaje deflector: -1,75 V
8
S 250 -
>
()
3 200
o
g 150 Diametro equivalente a Y (-1,75 V)
=

100

50
0 T T T T v T v T T 1
0 200 400 600 800 1000

Diametro equivalente de particula de caolinita (nm)

Figura 3.16. Distribucién de tamafios de particula correspondiente a la fraccion inferior a 1 um
de caolin, en funcidn del voltaje del deflector. Tamafios expresados como diametros equivalentes,
considerando las particulas esféricas. X" determinado en 35y 110 nm de didmetro equivalente

para voltajes de -13,25y -1,75 V, respectivamente.

Al igual que sucediera con el 2°Si, las condiciones de menor sensibilidad conllevan
una pérdida de la parte de la distribucion de menor tamafio, con sus implicaciones en el
numero de eventos y la concentracion de particulas en nimero detectados (Tabla 3.13).
Sin embargo, en términos de masa, supusieron un aumento de 5,5 veces los contenidos

de aluminio al ampliar la distribucion hacia tamafios mayores, que suponen una fraccién
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en masa superior. Con la combinacion de las distribuciones obtenidas para cada voltaje
del deflector, es posible la caracterizacion de particulas de caolin en un rango que
comprende desde 35 nm hasta aproximadamente 1 um. En tal caso, la masa de Al
detectada en la distribucion a través de SP-ICP-MS es de 6,26 g L™, lo que supone una

recuperacion de 115 + 12% respecto a los contenidos determinados mediante ICP-MS.

Tabla 3.13. Resultados del analisis de la fraccion inferior a 1 pm de caolin con ?’Al, en funcion
del voltaje del deflector utilizado, y para la combinacién de ambas condiciones. Los resultados

se expresan como la media * desviacion estandar (n=3).

Voltaje Sensibilidad Al Concentracion en Concentracién
deflector (cuentas por masa en distribucion  N° eventos en numero
Hg L™ (Mg AILY) (part. caolinita L)
-13,25V 26,32 1,13 +0,07 3175+ 165 5,85x108 + 0,31x108
-1,75V 0,15 6,23 + 0,36 224070  4,13x10%+0,14x10®
Combinacién de Concentracion en masa en Recuperacién Al
distribuciones para distribucion (ug Al L) SP-ICP-MS (%)
ambos voltajes 6,26 + 0,52 115,4 + 11,7

Estos resultados sugieren que no hay limitaciones debidas a la nebulizacion e
ionizacion de las particulas de caolin en la fraccion de estudio en SP-ICP-MS y que la
determinacion complementaria de los is6topos 2’Al'y 2°Si, o bien la modificacion de la
sensibilidad para 2’Al, permite ampliar el rango de tamafios analizable, obteniéndose una
recuperacion completa en masa en el Gltimo caso. La validacion en cuanto a distribucion
en namero requeriria de materiales certificados en nimero para el rango de tamafios
analizados, o la comparacion con un procedimiento alternativo. En este caso se considera
que, aunque el analisis mediante TEM no proporcion6é una poblacion suficiente para
obtener una distribucién fiable de la suspensidn de caolin analizada, las distribuciones en
ndmero muestran cierta similitud, por lo que se considera adecuado el procedimiento
propuesto para la deteccion de microparticulas de aluminosilicatos de hasta 1 um basado

en el uso del is6topo 2’Al.
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3.3.3. Analisis de particulas de aluminosilicatos migrados desde envases plasticos
3.3.3.1. Migracion desde botella (material #1)

El método basado en SP-ICP-MS se utiliz6 para estudiar la migracion de
microparticulas de aluminosilicatos desde envases plasticos. En una primera
aproximacion se analizé el material #1, que incorpora montmorillonita, y que se escogio
porque se habian realizado ensayos con anterioridad en este tipo de envase por parte del
grupo de investigacion, en los cuales se pudo comprobar que se producia liberacion de
particulas. Se emplearon dos medios lixiviantes: agua ultrapura y &cido acético 3% (v/v),
siguiendo el procedimiento descrito en la Seccion 3.2.4. De acuerdo con la norma UNE-
EN 1310-1 [207], ambos medios son considerados como dos de los principales
simuladores de comida para gran variedad de productos alimentarios en ensayos de
migracion. El uso de acido acético 3% permite acidificar ligeramente las condiciones para

simular un medio mas agresivo que el agua ultrapura [208].

En la Tabla 3.14 se presentan los niveles de intensidad de la linea base con ambos
simuladores, asi como el numero de eventos detectados, con los respectivos limites de
deteccidn. Se observé que el uso de acido acético como medio produjo el aumento de los
niveles de intensidad de la linea base para el 2’Al, asi como de su incertidumbre, y el
ndmero de eventos detectados en los blancos. Como consecuencia, los limites de
deteccion en tamafio y numero de particulas de montmorillonita empeoraron respecto a

los obtenidos con el agua ultrapura.

Tabla 3.15. Intensidades de linea base y limites de deteccién determinados en funcion del medio
lixiviante empleado en los ensayos de migracion. Intensidades y nimero de eventos mostrados

como el promedio + desviacién estandar.

Intensidad LODtamario
Medio promedio Al  montmorillonita o
eventos® montmorillonita L)
(cuentas)? (nm)
Agua ultrapura 0,3+x0,6 65 20+ 4 4,67%x106
Acido acético 3% 2+3 98 55+ 13 7,38x10°

an = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

bn =3 réplicas

Los resultados tras los ensayos de migracién se muestran en la Tabla 3.15. En funcién

del medio lixiviante, se observan diferencias en los contenidos migrados desde el material
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#1. En agua ultrapura, el nimero de particulas detectadas fue significativamente superior
a los detectados en acido acético 3%, en cuyo caso los resultados se sitian por debajo del
limite de deteccidn en nimero. Con el uso de acido acético, ademas, los contenidos de Al

disuelto aumentaron.

Tabla 3.15. Resultados obtenidos en SP-ICP-MS para ensayos de migracion del material #1 en
funcidn del medio empleado. Intensidades y nimero de eventos mostrados como el promedio +

desviacion estandar (n=3).

o Ycen Concentracion en numero  Concentracion Al
Medio lixiviante . L ]
tamafio (nm)  (part. montmorillonita L?) disuelto (ug L?)

Agua ultrapura 65 2,4x108 + 0,7x108 0,4+0,1

Acido acético 3% (v/v) 90 < LODngm™ 3,1+07

* LODngm= 7,38x10° particulas L
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Figura 3.17. Distribucion de tamafios de particulas migradas desde el material #1 en agua
ultrapura. Tamafios expresados como diametros equivalentes, considerando las particulas como

esferas. Xc®" determinado en 65 nm de diametro equivalente.

Para los lixiviados en agua ultrapura se obtuvieron distribuciones de tamafio de
particula equivalente comprendidas entre 65 y 300 nm, con la regioén de diametros
inferiores a 100 nm como la mas frecuente (Figura 3.17), aunque la proximidad al valor
critico implica que la distribucion sea, probablemente, incompleta. Transformando esta

concentracion en nimero a concentracion en masa, se obtiene que la fraccion en forma
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de particulas supone un 15% respecto del total cuantificado mediante SP-ICP-MS (el 85%

restante se encuentra disuelto), tal y como se refleja en la Tabla 3.16.

De manera similar al estudio de la suspension del caolin natural (Seccion 3.3.2), se
determind la concentracion de Al total en masa presente en el medio lixiviante mediante
ICP-MS (procedimiento de ataque de muestra descrito en la Seccion 3.2.5). Los
contenidos de Al migrados, en términos de masa por superficie de contacto del material
#1, resultaron tener valores de 0,07 + 0,02 mg dm™. En comparacion con los resultados
de ICP-MS, tan solo un 0,2% del total de Al es detectado mediante deteccion individual
de particulas (Tabla 3.16). Tanto las determinaciones con SP-ICP-MS como la
cuantificacion con ICP-MS presentan una elevada incertidumbre, debido a la variacién
de los contenidos migrados desde el material #1 entre las réplicas de lixiviados llevadas

a cabo.

Tabla 3.16. Resultados de ensayos de migracion del material #1 en agua ultrapura, analizados

en SP-ICP-MS e ICP-MS. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3).

Tamafio equivalente  Concentracion  Concentracion »
Recuperacion Al

romedio (nm Al Lt Al Lt
P (nm) (hg L) e %)
SP-ICP-MS SP-ICP-MS ICP-MS
0,5+ 0,1 (total)
985 365,2 + 98,9 0,2+0,1

(85% Al disuelto)

Esta baja recuperacion obtenida implica que la mayor parte del Al migrado no es
detectada mediante SP-ICP-MS. Se siguid la estrategia de ampliar el intervalo de tamafios
con la modificacion de la sensibilidad mediante el uso de un voltaje distinto en el
deflector, pero no se tradujo en una mejora significativa de los resultados. La Figura 3.18
muestra las distribuciones en tamafio para ambas condiciones. Asi, se observa que el
tamafio mas frecuente aumentd al usar un voltaje no 6ptimo (-1,75 V), probablemente
debido al aumento del valor critico obtenido, pero sin diferencias significativas en la
region de mayores tamarios. Los resultados no variaron en términos de tamafio promedio
ni de concentracion en masa, como se puede observar en la Tabla 3.17, lo que confirma

gue no hubo limitaciones por saturacién del detector.
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Figura 3.18. Distribucion de tamafios de particulas migradas desde el material #1 en agua
ultrapura, en funcion del voltaje del deflector. Tamafios expresados como didmetros equivalentes,
considerando las particulas como esferas. Xc™" determinado en 65 y 75 nm de diametro

equivalente para voltajes de -13,25 y -1,75 V, respectivamente.

Tabla 3.17. Resultados de ensayos de migracion del material #1 en agua ultrapura, en funcién
del voltaje del deflector utilizado. Los resultados se expresan como la media + desviacion

estandar (n=3).

Sensibilidad Tamafio Concentracion

Voltaje ) Concentracion
Al equivalent en masa en Ne° ]
deflector ) o en numero (part.
(cuentas por e promedio  distribucion eventos o
V) . . montmorillonita L)
Mg L) (nm) (Mg AILY)
-13,25 17,41 114 +5 0,13 +0,03 1245+81  2,74x108 + 0,22x108
-1,75 1,61 1101 0,13+0,01 1143+17  2,51x108 + 0,04x108

Las suspensiones obtenidas en los ensayos de migracion también fueron estudiadas
mediante TEM. En las imagenes se observé un nimero escaso de particulas, que en su
mayoria resultaron de gran tamario, del orden de varias micras (Figura 3.19a) y con altos
contenidos en carbono (ver espectros en Anexo 3.5). En el interior de estos
microfragmentos estan contenidas unas estructuras hexagonales (entre 50 y 100 nm de

longitud), como las que se sefialan en la Figura 3.19b, cuyos espectros EDS confirmaron
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la presencia de aluminio y silicio, por lo que corresponderian a las particulas de arcilla
presentes en la estructura del material #1. A diferencia del caso del caolin, con el material
#1 no se pudieron determinar espesores de particula mediante EELS, debido a la
dificultad para encontrar particulas individuales en TEM. Sin embargo, si se considera un
valor de 50 nm como una aproximacion y una forma esférica, estas estructuras presentan
unos didmetros equivalentes de entre 70 y 125 nm, que corresponderian a la fraccion
analizada en SP-ICP-MS en los medios lixiviados, mostrados en la Figura 3.18.

a)

0.2 ym 200 nm

Figura 3.19. Im&genes TEM de particulas migradas desde el material #1. a) Fragmentos de varias
micras con altos contenidos de carbono y b) estructuras hexagonales con presencia de aluminio

y silicio en el interior de los fragmentos de gran tamafio, resaltadas con circulos amarillos.

De este modo, se dedujo que lo que migra desde el material #1 podrian ser
microfragmentos de plastico, en cuyo interior estarian embebidos los aluminosilicatos.
Debido a que la fraccion de Al es reducida en estas particulas migradas, su caracterizacion
mediante SP-ICP-MS resulta en diametros equivalentes de 100 nm o tamafios inferiores,
aungue la distribucién obtenida no seria representativa, porque apenas supone un 0,2%
en masa del Al total migrado. Si bien en estudios como el de Laborda et al. [228] se
consiguieron nebulizar particulas de plastico de hasta 6 micras, la presencia de las arcillas
en el interior dota de mayor densidad al compuesto, lo que podria modificar los
rendimientos de nebulizacion e ionizacion de las particulas observadas mediante TEM y
justificaria la baja recuperacion obtenida en SP-ICP-MS. En cualquier caso, se trata de
una hipdtesis, ya que el numero de particulas observadas mediante TEM fue escaso,
resultando dificil establecer si este tipo de particulas son las que mayoritariamente migran

al medio lixiviante y suponen el mayor porcentaje en masa de Al presente en el lixiviado.
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3.3.3.2. Migracion desde envases de PET (material #2)

Ademas del material #1, se estudio la migracion de particulas de aluminosilicatos
desde un material #2, que consiste en un material termoplastico que incorpora
montmorillonita como aditivo. Este tipo de envases cuentan con numerosas aplicaciones
para productos como agua, zumo, bebidas carbonadas, cerveza, té y aceites [205]. Los
ensayos de migracion se realizaron siguiendo el Reglamento UE n° 10/2011, sobre
materiales y objetos plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos, en el que se
especifican los medios simuladores de alimentos, asi como las condiciones de los estudios
de migracion. Este reglamento ha sido utilizado por diferentes autores para los estudios
de migracion tanto de nanoparticulas [210,255] como de arcillas [208]. Para los ensayos
con el material #2 se siguio el procedimiento descrito en la Seccién 3.2.4, en los que se

utilizé acido acético 3% (v/v) como medio.

De acuerdo con los resultados mostrados anteriormente en la Tabla 3.14, el uso de
acido acético conlleva un aumento en la intensidad de la linea base para el 2’Al, lo que
supone el aumento del valor critico aplicado para la discriminacion de picos, que en este
caso fue de 110 nm. En el anélisis de los contenidos migrados con SP-ICP-MS (Figura
3.20) apenas se detectaron picos de particulas por encima del valor critico, con una

frecuencia alrededor de 10 eventos, por debajo del LOD en numero.
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Figura 3.20. Distribucion de tamafios de particulas migradas desde el material #2 en &cido
acético 3% (v/v). Tamafos expresados como diametros equivalentes, considerando las particulas

como esferas. X" determinado en 110 nm de diametro equivalente.

170



3. Caracterizacion de microparticulas de
aluminosilicatos migrados desde envases plasticos mediante SP-ICP-MS

Como ya se observara en el andlisis de migracion con el material #1, los contenidos
de Al disuelto fueron elevados, con valores promedio de 20 pg L™, lo que produjo un
empeoramiento del limite de deteccidén en tamafio y en nimero de particulas. En todos
los casos, las particulas detectadas para los envases estuvieron por debajo del LODngm,
que fue determinado en 5,16x108 particulas L™ (Tabla 3.18). En la observacion mediante
TEM se detectd un numero reducido de particulas que contenian Al y Si en su interior,
tal y como se muestra en la Figura 3.21.

Tabla 3.18. Resultados de los ensayos de migracion desde el material #2 en acido acético 3%

(v/v). Los resultados se expresan como la media + desviacién estandar (n=3).

Réplicas del Concentracion en nimero Concentracion Al
) N° eventos o ]
material #2 (part. montmorillonita Lt)* disuelto (ug L?)
| 9+1 < LODngm 21,9+0,5
1 11+4 < LODnim 16,8+ 3,8
1] 10+3 < LODnim 20,8 +0,3

* LODngm = 5,16x10° particulas L™

100 nm. -
—_—

Figura 3.21. Imégenes en TEM de particulas migradas desde el material #2.

Las concentraciones de Al disuelto obtenidas para los ensayos con el material #2 se
compararon con los contenidos totales determinados por ICP-MS (Tabla 3.19). Los
resultados permiten confirmar que la cuantificacion mediante SP-ICP-MS es correcta
(analizadas con un test-t para un nivel de confianza del 95%), en la que practicamente la
totalidad del aluminio esta presente en forma disuelta, ya que las particulas que puedan

haber migrado, por debajo del LODnam, N0 supondrian una contribucién relevante en

171



I11. Experimental

términos de masa. De acuerdo con lo observado para los ensayos de migracion tanto con
el material #1 como con el #2, con el uso de &cido acético 3% como medio lixiviante es
posible que las particulas migradas se disuelvan, lo que justificaria las concentraciones
de particulas por debajo de los limites de deteccidon en nimero y el aumento de los niveles

de Al disuelto, comparado con el uso de agua ultrapura.

Tabla 3.19. Contenidos de Al en ensayos de migracion del material #2 en acido acético 3% (v/v).

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3).

Concentracion Al disuelto (ug L)  Concentracion Al total (ug L™)
SP-ICP-MS ICP-MS

19,8 +3,0 216+19

3.4. CONCLUSIONES

Se ha desarrollado una metodologia basada en SP-ICP-MS para la deteccion,
caracterizacion por tamafio y cuantificacion de particulas de aluminosilicatos y se ha
aplicado de forma satisfactoria en ensayos de migracion desde envases que las contienen.
Estos estudios han permitido confirmar la presencia de microparticulas migradas en agua
ultrapura como agente extractante desde uno de los materiales (material #1), con tamafios
entre 65 nm (correspondiente al limite de deteccidn) y 300 nm de didmetro equivalente,

con un tamafio promedio de 114 nm.

Aunque el uso de tiempos de integracion en el rango de los microsegundos permite
reducir los niveles de sefial de fondo, evitando el uso de celdas de colision o de reaccion
para la disminucién de las interferencias poliatdmicas en el caso del Si, los limites de
deteccion en tamafio obtenidos, por encima de los 270 nm en todos los casos, limita en
cierta medida el uso del silicio para la caracterizacion de aluminosilicatos en rangos de
tamarios como los observados. En este trabajo se ha propuesto el uso del is6topo 2”Al, con
unos niveles de linea base mucho menores a los del Si, incluso para el is6topo 2Si,

alcanzandose limites de deteccion de 35 nm.

En el caso de los limites superiores de tamafio, estan determinados fundamentalmente
por los rendimientos de nebulizacion y por el limite de saturacion del detector. En relacion

con el primero, se ha comparado el uso de una camara Asperon con el de una camara
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ciclénica, conjuntamente con el uso de un nebulizador que permite la introduccion de
microparticulas de gran tamafio. El uso de este tipo de cAmaras permite alcanzar unos
rendimientos de nebulizacion estimados para particulas de SiO2 de 1 um cercanos a 10s
obtenidos en el rango de los nm y calculados a partir del estandar de Au NPs de 50 nm
(33% frente al 42%). Se ha de tener presente, en cambio, que la estructura laminar de las
particulas de aluminosilicatos, con dimensiones del orden de los nanémetros de espesor,
pero que puede ser de hasta varias micras en las otras dos dimensiones, puede influir en
la correcta estimacion de estos rendimientos, teniéndose que asumir comportamientos
similares a los obtenidos con estandares de tamafio bien caracterizados y disponibles

comercialmente.

Por otro lado, el limite de saturacion del detector es un parametro instrumental y su
efecto sobre el limite superior depende de la sensibilidad para el is6topo medido. La
modificacion de aquellos pardmetros que afectan a la sensibilidad, como el voltaje del
deflector, permite modular el rango de tamafios detectables mediante SP-ICP-MS. Esta
estrategia ha permitido ampliar y completar el rango de tamafios detectados con el 2’Al
en la caracterizacion de una suspension de un aluminosilicato natural (caolin)
previamente fraccionado a tamafios inferiores a 1 pm. Asi, el uso de dos condiciones de
sensibilidad (alta y baja mediante la modificacion del voltaje del deflector del
instrumento) ha permitido cuantificar el Al presente en la suspension con una
recuperacion cuantitativa respecto al contenido determinado mediante ICP-MS previa
digestion &cida. La distribucion de tamafios obtenida con las dos condiciones de
sensibilidad se ha comparado con la obtenida mediante TEM, obteniéndose resultados
similares, excepto en la regién de menores tamafos, probablemente debido a la
agregacion de particulas individuales y a la dificultad de establecer su tamafio en las

imagenes de TEM.

Finalmente se ha comprobado que los medios lixiviantes utilizados en los ensayos de
migracion tienen una gran influencia sobre las formas migradas. Asi, el uso de una
disolucion al 3% (v/v) de acido acético como agente extractante hace que aumente la
concentracion de Al migrado respecto al agua ultrapura y que no se detecten
microparticulas por encima de los limites de deteccién en nimero obtenidos mediante
SP-ICP-MS. Estos resultados sugieren la posibilidad de que se produzca la solubilizacion
de las microparticulas migradas desde los envases estudiados. En cualquier caso, las

diferencias observadas entre los dos envases estudiados, segun las iméagenes de TEM,
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impiden establecer conclusiones generales en este sentido, ya que en uno de ellos
(material #1) se observo la migracion de microparticulas de plésticos en cuyo interior se
encuentran las particulas de aluminosilicatos, sin embargo, en el otro (material #2) el
espesor de las microparticulas impidio detectar la presencia de otras estructuras en su

interior (aunque si se detectaron Al y Si por EDS).
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CONCLUSIONES

El uso de metodologias basadas en el fraccionamiento en flujo mediante campo de
flujo (AF4) acoplado a distintas técnicas como DLS e ICP-MS, asi como en la deteccién
individual de particulas SP-ICP-MS ha permitido detectar, caracterizar y cuantificar
nanoparticulas y microparticulas de Oxidos de titanio y aluminosilicatos en diversos
medios complejos. La elevada polidispersidad caracteristica de los materiales de 6xido
de titanio, las diferentes geometrias de las particulas caracterizadas o las bajas
concentraciones en las que se encuentran estos materiales en los sistemas estudiados, han
supuesto un desafio en el desarrollo de estas metodologias, mostrando en algunos casos

las limitaciones de las técnicas utilizadas.

Asi, la cuantificacion y caracterizacion por tamafio de 6xidos de titanio en diversos
productos como aditivos fotocataliticos y alimentos mediante AF4, ha requerido del
empleo de diversas estrategias que se adaptasen a las caracteristicas propias de las
particulas objeto del analisis. La ausencia de materiales bien caracterizados de dxido de
titanio ha obligado al uso de otros estandares de tamafio, como particulas de poliestireno
o de oxido de silicio, para la calibracidn del canal. Sin embargo, los tamafios estimados a
través de estas calibraciones pueden verse afectados por efectos matriz que modifiquen
los tiempos de retencion de las particulas de 6xido de titanio en las muestras analizadas,
por lo que el uso de técnicas alternativas, como la microscopia electronica, o de detectores
capaces de dar informacién sobre el tamafio, como los basados en la dispersion de luz,

son necesarios para la validacion de los resultados.

La elevada polidispersidad de los materiales basados en 6xido de titanio condiciona
la separacidn de los mismos mediante AF4, al obligar a utilizar flujos cruzados elevados
con la consiguiente pérdida de material por interacciones con el canal. El uso de canales
de menor longitud ha demostrado ser efectivo en la mejora de la eficiencia de la
separacion para particulas en el rango de los nanémetros utilizando condiciones suaves
de separacion, compatibles con elevadas recuperaciones. Estas condiciones han resultado
determinantes en la cuantificacién de microparticulas de 6xido de titanio en muestras de

alimentos en concentraciones del orden de los ug g.

177



IV. Conclusiones

La deteccidn y caracterizacion de nanoarcillas en ensayos de migracion desde envases
plasticos supone un desafio metodoldgico, en gran parte debido a los bajos niveles de
concentracion esperados y a las propias dimensiones de las particulas migradas, con un
espesor en el rango de los nandmetros, pero que pueden alcanzar varias micras en el resto
de dimensiones por la propia estructura laminar del material utilizado. Estos
condicionantes limitan el uso de AF4-ICP-MS, por lo que este estudio se ha centrado en
el desarrollo de un procedimiento basado en SP-ICP-MS, evaluandose las distintas
variables que afectan a sus prestaciones. La variacion en los rendimientos de nebulizacién
de las particulas de mayor tamafio respecto a los calculados con estandares de
nanoparticulas, junto con los problemas de saturacion del detector, suponen una
limitacion en el rango superior de tamafios detectables mediante SP-ICP-MS. Aunque el
uso de una camara Asperon junto con un nebulizador de focalizacion de flujo mejora los
rendimientos de nebulizacion de particulas de hasta 1 pm, estos siguen siendo menores a

los obtenidos para particulas en el rango de los nanémetros.

Ademas, la cuantificacion de este tipo de particulas laminares pasa por asumir un
comportamiento similar en el proceso de nebulizacion, volatilizaciéon e ionizacion al
correspondiente a materiales esféricos de tamafios equivalentes disponibles
comercialmente y utilizados para la calibracion. La caracterizacion de poblaciones de
particulas con elevada polidispersidad, como las observadas en estos estudios, ha
requerido del uso de diferentes condiciones de sensibilidad para adecuar los limites de
deteccidn y el rango de tamarfios a los de las particulas detectadas. Asi, el uso del isétopo
2IAl medido utilizando dos voltajes diferentes del deflector ha permitido la
caracterizacion y cuantificacion de una suspension de arcilla natural (caolinita) de

tamafios inferiores a 1 um, con recuperaciones en masa del orden del 100%.

Finalmente, los ensayos de migracion han revelado la presencia de microparticulas
en alguno de los medios extractantes desde uno de los materiales estudiados, confirmada
mediante su observacion en TEM, aungue no ha sido posible validar las concentraciones

determinadas.
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ANEXO 1. ESTUDIO DE LA EFICIENCIA EN LA SEPARACION DE NPs EN AF4
MEDIANTE EL USO DE CANALES CORTOS

Al.1. Estudio del efecto de la focalizacién en la eficiencia de separacion en AF4

Se estudid la dispersion debida a los efectos de inyeccion/focalizacion y su efecto en
la eficiencia de separacion en AF4. Para ello, se modificaron los pardmetros
instrumentales de la etapa de focalizacién: el caudal del flujo cruzado y el tiempo de
focalizacion, empleando el canal convencional. El flujo cruzado fue estudiado a tres
caudales diferentes: 0,5, 1 y 1,5 mL min* (Figura Al1.1); mientras que los tiempos de
focalizacién considerados fueron de 5, 7 y 9 min (Figura Al.2). Para cada una de estas
condiciones se calculd la eficiencia experimental correspondiente (Hexp), mostradas en la

Tabla Al.1, para comparar los efectos que puedan tener en la separacion.

25000 -

20000 +
—— 0.5 mL min™
———1 mL min™
——1.5mL min”’

15000 - ’\

10000

5000

Sefal UV-Vis, 254 nm (u.r.)

5 10 15
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Figura Al.1. Fractogramas de separacion del estandar de PS de 100 nm (suspensién de 30 mg

L™ a diferentes caudales de flujo cruzado. Etapa de focalizacion de 5 minutos.
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Figura Al.2. Fractogramas de separacion del estandar de PS de 100 nm (suspension de 30 mg

L™ a diferentes tiempos de focalizacion, empleando un caudal de flujo cruzado de 0,5 mL min™.

Tabla Al.1. Resultados de eficiencias experimentales (Hex) en funcion de dos variables que
determinan la dispersion de relajacion en la separacion: el caudal de flujo cruzado y el tiempo

de focalizacion. Caso especifico de estandar de PS de 100 nm (suspension 30 mg L™).

Variable instrumental: caudal de flujo cruzado en focalizacion

tr (min)  Anchurade pico (min)  Parametro X  Hexp (CM)

0,5 mL min™ 4,09 2,98 4,44%x107 2,24
1 mL mint 4,42 3,14 4,40%x1072 2,13
1,5 mL min! 4,59 3,16 4,20%107 1,99

Variable instrumental: tiempo de focalizacion

tr (min)  Anchurade pico (min)  Parametro X  Hexp (CM)

5 min 4,73 4,05 3,78x10%? 3,09
7 min 4,49 3,92 4,26%x1072 3,21
9 min 444 3,90 4,28x102 3,24
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Al.2. Estudio de las eficiencias de separacion a través del numero de platos
experimentales a diferentes caudales de flujo cruzado y para particulas de
estandares de PS de diferentes tamafios nominales

La eficiencia de separacion no solo se estudio para ambos tipos de canales a través de
la altura de plato equivalente (H). Se compard también en funcion del nimero de platos
(N), un parametro que permite la comparacion de la eficiencia de separacion de forma

directa, aunque las longitudes de los canales sean diferentes. A partir de la Ec. 1.11, con

.. . . L a? .
la que se calcularon las eficiencias experimentales (He,, = ol sztz)' y sabiendo que N =
. T

L p , . .
1 S8 calculd el nimero de platos experimentales para ambos tipos de canales, SCy SLC.

Las eficiencias se determinaron para las mismas condiciones que en las Tablas 1.3 y
1.4, en las que la separacién se realiz6 a diferentes caudales de flujo cruzado y para
estandares de particulas de PS de distintos tamafios nominales, respectivamente. En el
caso del flujo cruzado, se aplicaron caudales de 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8 mL min para el
estandar de 100 nm de PS (Tabla Al1.2). En el estudio en funcion del didmetro nominal
de particula, se separaron estandares de tamafio de PS de 50, 100, 200 y 500 nm a un
caudal de flujo cruzado de 0,1 mL min (Tabla A1.3).

Tabla Al.2. Resultados de eficiencias de separacion en términos de altura de plato (H) y nimero
de platos experimentales (N) en funcién del caudal de flujo cruzado. Los resultados se obtuvieron
para el estandar de 100 nm de PS (suspension de 30 mg L™) con un caudal de salida de 1 mL

min™,

Canal convencional (SC) Canal corto (SLC)

Longitud efectiva (L = 23,3 cm) Longitud efectiva (L = 9,8 cm)

Flujo cruzado Hexp (M) Nexp Hexp (CM) Nexp
0,1 mL min‘* 2,28 10 0,42 24
0,2 mL min’! 0,94 25 0,30 33
0,4 mL min‘t 0,42 55 0,21 46
0,8 mL min’! 0,30 79 0,16 61
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Tabla Al1.3. Resultados de eficiencias de separacion en términos de altura de plato (H) y nimero
de platos experimentales (N) en funcion del tamafio de particula, para unas condiciones de
caudales constantes: flujo cruzado de 0,1 mL min? y caudal de salida de 1 mL min™. Se
analizaron uspensiones de estandares de PS de diferentes tamafios nominales (30 mg L™): 50,
100, 200 y 500 nm.

Canal convencional (SC) Canal corto (SLC)
Longitud efectiva (L = 23,3 cm)  Longitud efectiva (L = 9,8 cm)

Tamafio de particula Hexp (CM) Nexp Hexp (M) Nexp
50 nm 2,55 9 0,56 17
100 nm 2,28 10 0,42 24
200 nm 1,45 16 0,38 26
500 nm 0,79 29 0,30 32

Al.3. Comparativa de resultados de separacién obtenidos para los canales de
dimensiones convencionales (SC) y de longitud reducida (SLC), bajo unas mismas

condiciones de velocidad de flujo cruzado

Se estudié la separacion en los dos canales para unas mismas condiciones de
velocidad de flujo cruzado (|u.|). Para aplicarse una misma fuerza de campo es necesario

aumentar el caudal de flujo cruzado en el SC hasta que sea el doble respecto al SLC, dado
que el area es aproximadamente la mitad en el canal corto (Ju.| = %). De este modo, se

compararon los resultados de separacidn para dos estandares de tamario de PS (100 y 200
nm) en términos de tiempo de retencion, anchuras de pico, recuperaciones y resoluciones

para dos velocidades de flujo cruzado: 6,5x103y 1,3x102 mL mint (cm?)™.
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Tabla Al.4. Resultados experimentales de separacion para estandares de PS de 100 y 200 nm de tamafio nominal (suspensiones de 30 mg L™) para las mismas

velocidades de flujo cruzado (|u.|) en ambos canales. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). Caudal de salida de 1 mL min™.

Velocidad de flujo cruzado (Ju,|): 6,5%x10° mL min? (cm?)?

Canal Caudal de flujo  Estandar t (min) Anchurade  Recuperacion Resolucion
min
(area) cruzado PS ' pico (min) (%) 100-200 nm PS
sC 100 nm 6,12 £ 0,01 2,90 £ 0,05 71919
) 0,2 mL min! 1,29
(32,5 cm?) 200 nm 10,37 £0,13 3,67 £0,07 67,3+£2,5
SLC 100 nm 3,69 £ 0,04 1,79 £ 0,04 88,6 +2,1
) 0,1 mL min? 1,20
(15,5 cm?) 200 nm 6,59 £ 0,07 3,06 £0,03 88,2+0,4
Velocidad de flujo cruzado (Ju,|): 1,3x10% mL min* (cm?)?
Canal Caudal de flujo Estandar b (min) Anchura de Recuperacién Resolucion
r (Min
(area) cruzado PS pico (min) (%) 100-200 nm PS
sC 100 nm 9,36 £ 0,03 2,96 + 0,01 72,0+£1,2
0,4 mL min? 1,81
(32,5cm?) 200nm  16,31+0,11 4714003 63,6 +1,6
SLC 100 nm 5,35+0,10 2,20 £ 0,03 82,8+0,8
, 0,2 mL min* 1,81
(15,5 cm?) 200 nm 12,16 £ 0,01 521 +£0,01 855+1,1
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ANEXO 2. ANALISIS DE PARTICULAS DE DIOXIDO DE TITANIO MEDIANTE
AF4-DLS-ICP-MS Y SP-ICP-MS

A2.1. Optimizacion de la extraccion alcalina de TiO2 NPs en muestras de surimi

Se realizaron unos ensayos preliminares basados en la agitacion mecanica de los
lixiviados de particulas de TiO2 en surimis, para los que se obtuvieron bajos rendimientos
de extraccidn, incluso para tiempos prolongados. Se considerd la opcidn del uso de
ultrasonidos para acelerar el procedimiento de extraccion, en el que se empleo un sistema
de bafio en lugar de sonda, debido a problemas relacionados con contaminacion de Ti

disuelto cuando la estrategia empleada es esta ultima [169].

Las condiciones de frecuencia se fijaron a 7 kHz para el tratamiento en bafio de
ultrasonidos. Se estudiaron parametros como el porcentaje de TMAH, el volumen de
extractante y el tiempo de extraccion. Para la optimizacion de las condiciones, se
evaluaron los resultados en términos de concentraciones en nimero de particulas de TiO>
y de las distribuciones de tamafio, obtenidas mediante SP-ICP-MS (Figuras A2.1y A2.2).

El efecto del porcentaje de TMAH en la disolucion de extraccion se estudié para
concentraciones del 5, 10, 15 y 20% (v/v), con diluciones en agua ultrapura. Ademas, se
empleé TMAH comercial al 25% (v/v en agua). Varias submuestras de surimi FZ12 se
mezclaron con un volumen fijo de TMAH de 2 mL en funcién del porcentaje empleado,
y posteriormente se sometieron a bafio de ultrasonidos durante 1 hora. Cada disolucién
se prepard por triplicado, con dos blancos para cada concentracion de TMAH. Los
resultados de la Figura A2.1a muestran que la eficiencia de extraccién no depende del
porcentaje de TMAH empleado, con concentraciones en nimero similares, comprendidas
en un rango de 2,02x10° a 2,32x10° TiO2 NPs gX. En términos de distribucion de tamafio,
los resultados tampoco mostraron variaciones, con tamafios promedio comprendidos
entre 218 y 233 nm y tamafios mas frecuentes de 116 a 153 nm (Figura A2.2a). La
repetitividad de las medidas empeord, sin embargo, cuando se utilizd el extractante con
mayores niveles de concentracion, por lo que se escogié el porcentaje de 10% (v/v) de
TMAH para las extracciones.

El efecto del tiempo de sonicacion en el aislamiento de TiO2 NPs se evaluo en las

condiciones de 10% (v/v) de TMAH en un volumen de 2 mL. Los resultados en la Figura

223



V1. Anexos

A2.1b muestran que, tanto para tiempos de sonicacién reducidos como mas prolongados,
se obtuvieron altos valores de concentracion de particulas de TiO2 en nuimero. Para
tiempos de 30 minutos y 1 hora, asi como para las condiciones de tiempo més largas (4
horas), se observaron concentraciones ligeramente inferiores. Estos resultados pueden ser
atribuidos a un rendimiento de extraccion mas bajo para los casos de menor tiempo y a
fendmenos de re-adsorcién y/o interacciones de las particulas con productos degradados
(como proteinas hidrolizadas), procedentes del surimi para tiempos de sonicacion méas
largos. En la Figura A2.2b no se observan diferencias en las distribuciones de tamarfio en
funcién del tiempo de sonicacion, con tamafios promedio de 184 a 198 nm, aunque para
el menor de los tiempos de extraccion se obtuvieron resultados de tamafios méas grandes,
con valores de 214 nm. EI mismo comportamiento se observa en relacion a los tamafios
mas frecuentes en las distribuciones, con resultados de 140 nm para un tiempo de
sonicacién de 30 minutos frente alos 84 £ 1,81 + 5, 78 £ 4 nm para tiemposde 1, 2y 4
horas, respectivamente. A partir de estos resultados se dedujo que la interaccién entre las
particulas de menor tamafio de TiO y la matriz organica de surimi es superior a la que
pueda haber con las particulas de mayor tamafio, lo que justificaria las diferencias
observadas. Basandose en estos resultados, se establecié un tiempo de 2 horas como el

Optimo para la extraccion.

Finalmente, se estudio el volumen de extractante empleado con una concentracion de
TMAH del 10% (v/v), considerando un rango de 1 a 5 mL. Los resultados en la Figura
A2.1c muestran que el rendimiento de extraccion disminuye cuando se emplean
volimenes de 1y 5 mL. En términos de distribuciones de tamafios de particula, mostrados
en la Figura A2.2c, se observa que la extraccion obtenida con un volumen de 1 mL se
muestra ineficiente, en la que solo se lixivian las particulas de mayor tamafio. Para el resto
de volimenes no se observan diferencias en las distribuciones, por lo que se escogi6 un

volumen de 2 mL.
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Figura A2.1. Extraccion de TiO, NPs en surimis en términos de concentracién en nimero,
determinados mediante SP-ICP-MS, en funcidon del efecto de a) el porcentaje de TMAH, b) el

tiempo de sonicacidén y c) el volumen de extractante (10%, v/v).
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Figura A2.2. Extraccion de TiO2 NPs en surimis en términos de tamafio de particula promedio y

tamafio més frecuente, determinados mediante SP-ICP-MS, en funcion del efecto de a) el

porcentaje de TMAH, b) el tiempo de sonicacion Yy c) el volumen de extractante (10%, v/v).

226



Anexo 2. Andlisis de particulas
de dioxido de titanio mediante AF4-DLS-ICP-MS y SP-ICP-MS

A2.2. Estudio del producto Fotoactiva 23 aplicado sobre una superficie ceramica
mediante FESEM

Para la obtencion de las imagenes en FESEM de las superficies ceramicas se utilizé
el detector de electrones secundarios, trabajando con una tension de haz de 15 kV y una
corriente de 150-200 pA. Las imégenes obtenidas mediante FESEM confirmaron que la
aplicacion del producto sobre la superficie esmaltada de la cerdmica formaba un

recubrimiento en apariencia homogéneo, como se muestra en la Figura A2.3.
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— ESEGid« 100V Migs 999X FolSae < 107mm  SigalBeam M — ESEGrd= 150V Mag= 99X ool Sae = 1202wm  SigwBeag ML TR
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Figura A2.3. Iméagenes en FESEM de electrones secundarios del producto de recubrimiento
fotocatalitico NP Fotoactiva 23 aplicado sobre la superficie esmaltada de una ceramica. a) y b)
Sin proceso de lixiviacion. c) Tras lixiviar la ceramica con el producto aplicado. La escala

representa 10 pum.

La ceramica con el producto aplicado se sometié al procedimiento de lixiviacién
especificado en la Seccidn 2.2.5. Su analisis en FESEM, mostrado en la Figura A2.3c,
permiti6 observar que no se produjeron alteraciones significativas en la superficie tras la
lixiviacion. De forma analoga, se estudid la aplicacion del producto sobre la cara porosa
sin lixiviacion (Figura A2.4ay b) y tras su lixiviacion (Figura A2.4c).
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Figura A2.4. Imagenes en FESEM de electrones secundarios del producto de recubrimiento
fotocatalitico NP Fotoactiva 23 aplicado sobre la superficie porosa de una cerdmica. a) y b) Sin
proceso de lixiviacion. ¢) Tras lixiviar la ceramica con el producto aplicado. La escala representa
20 pm.
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ANEXO 3. DESARROLLO DEL METODO BASADO EN SP-ICP-MS PARA EL
ANALISIS DE PARTICULAS DE ALUMINOSILICATOS

A3.1. Estudio del efecto del medio de suspensién en los niveles de linea base

Se estudid la filtracion del medio (agua ultrapura) en el que se realizaron los analisis
de los estandares de SiO2 para comprobar si habia algin efecto en los niveles de sefial de
fondo, que a su vez mejoraran los limites de deteccion del método. Para ello, se analizaron
blancos de agua ultrapura sin filtrar y tras un proceso de filtracion con filtros de 0,2 um
de tamafio de poro. De este modo, se compararon los barridos de intensidades y los

histogramas en ambos casos, mostrados en la Figura A3.1.
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Figura A3.1. Barridos de intensidad e histogramas correspondientes al medio (agua ultrapura)
en el que se realizan los analisis de los estandares de particulas de SiO,, a) sin filtrar y b)

filtrado (0,2 pm de tamafio de poro). Analisis realizados monitorizando el is6topo *°Si.

No se observaron diferencias en los histogramas entre el agua ultrapura filtrada y sin
filtrar, a excepcion del aumento del nimero de eventos para intensidades superiores a 50
cuentas. Las intensidades promedio se presentan en la Tabla A3.1 con resultados muy

similares, en ambos casos de alrededor de 20 cuentas, para los cuales se determinaron

229



V1. Anexos

unos limites de deteccion de aproximadamente 400 nm. EI nimero de eventos por encima
del valor critico establecido (100 cuentas) estuvo por debajo de 15 eventos detectados,
por lo que no hubo variacion en el limite de deteccion en concentracion en nimero de
particulas. Se concluyé que la filtracion del medio no tenia ninguna incidencia en la
intensidad de la linea base y que, por tanto, no mejoraba los LOD para el método basado
en SP-ICP-MS.

Tabla A3.1. Resultados para el anélisis de agua ultrapura filtrada (0,2 um de tamafio de poro) y
sin filtrar en SP-ICP-MS para 2°Si. Intensidades y numero de eventos mostrados como el

promedio * desviacion estandar.

Blanco agua Intensidad L ODtamario LODnum
_ _ N° eventos® _
ultrapura promedio (cuentas)®  SiO, (nm) (part. SiO; LY)
Sin filtrar 20£ 16 402 9+3 3,32x10°
Filtrado (0,2 pm) 22 +18 422 13+2 3,87x10°

2 n = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

bn =3 réplicas

A3.2. Estudio de tratamiento de linea base con Origin Data Analysis

Con el objetivo de reducir el efecto de los pulsos procedentes de la bomba peristéltica
en la linea base para el analisis con el is6topo 2°Si, se estudié la posibilidad de un
tratamiento de datos con un software de analisis de datos (Origin Data Analysis 2019b,
OriginLab Inc), como alternativa a Syngistix. Para ello, en primer lugar, se determind qué
tipo de procedimiento emplea el software desarrollado por Perkin Elmer en la
discriminacion e integracion de picos. De acuerdo con la guia del software Syngistix (ref),
la deteccion requiere la determinacion de un valor critico (Yc), de forma que los picos
que gquedan por debajo de ese valor critico en los barridos de intensidades se eliminan a
través de un reprocesado iterativo. Se registra el maximo de cada pico detectado y se
calcula el nimero de puntos promedio correspondientes al pico de una particula. La sefial
promedio de la linea base se sustrae y se integran los picos para obtener su intensidad. A
partir de los valores de intensidad se calculan los valores de masa con la calibracion de
estandares disueltos y, finalmente, se determinan los tamafios de particula (Syngistix,

Inc.).
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Este procedimiento se compard con un procesamiento mediante Origin. En este caso,
se utiliz6 un suavizado inicial de la linea base con ajuste de minimos cuadrados, en el que
se aplica un factor de suavizado y un nimero de iteraciones determinado, con el objetivo
de aislar el componente del ruido debido a la bomba peristaltica para su posterior
sustraccion. El resultado es la obtencidn de un barrido de intensidades como el que se

muestra en la Figura A3.2 para el estandar de SiO> de 500 nm.

Intensidad 2°Si (cuentas) &£
Intensidad 2°Si (cuentas) &

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura A3.2. Barridos de intensidad a) sin sustraccion y b) con sustraccién de linea base a través
de Origin, correspondientes al estandar de 500 nm de SiO; en SP-ICP-MS. Y¢ determinado en

100 y 55 cuentas de intensidad para linea base sin tratar y tratada con Origin, respectivamente.

Con la sefial de la linea base ya tratada, se aplica un valor critico especifico y se
procede a la deteccién de picos, de forma analoga a la realizada por Syngistix. El
tratamiento de la linea base con Origin supone una mejora de los niveles de incertidumbre
en la linea base, como se puede observar para los blancos de agua ultrapura en la Tabla
A3.2, debido a la reduccién de la contribucion de los pulsos. Esto conlleva una mejora en
el limite de deteccidn en tamafio para particulas de SiO2, que se reduce en casi 100 nm.
Sin embargo, el conteo de picos posterior no resulta satisfactorio, con detecciones de un
namero de eventos significativamente mayor, lo que produce un aumento del limite de

deteccidn en numero de particulas.
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Tabla A3.2. Resultados de intensidades de linea base para blanco de agua ultrapura sin
tratamiento en Syngistix y con tratamiento con Origin para **Si. No se muestran promedios ni

valores de incertidumbre en el namero de eventos al ser resultados especificos para medidas

concretas.
Intensidad
Blanco de agua L Yc L ODtamario Ne° L ODniimero
promedio linea ) )
ultrapura (cuentas) SiO; (nm) eventos (part. SiO; L?)

base (cuentas)*

Sin tratamiento

o 28+ 14 100 425 5 2,61x106
(Syngistix)
Con tratamiento
o 25+6 55 315 29860 1,59x108
(Origin)

*n = 600000 datos en un barrido (tiempo de lectura de 60 s)

Los problemas observados en Origin para el conteo de picos se confirmaron con el
analisis de los estandares de 500 y 1000 nm, con rendimientos de nebulizacién por encima
del 100% (Tabla A3.3).

Tabla A3.3. Resultados de nimero de eventos detectados como particulas en estandares de SiO-
en funcion del programa de tratamiento de datos empleado. Entre paréntesis se muestran los
rendimientos correspondientes al nimero de picos determinado. No se muestran promedios ni

valores de incertidumbre, al ser resultados especificos para medidas concretas.

Estandar SiO;  N°eventos Syngistix  N° eventos Origin

500 nm 1420 (17,0%) 70510 (> 100%)
1000 nm 2789 (32,2%) 34000 (> 100%)

A3.3. Estudio del limite superior del método por saturacion del detector

Se muestran los resultados tabulados de los perfiles de picos estudiados para los
estandares de particulas de SiO2 de 1000 y 2000 nm de tamafio nominal. La determinacién
de tamafios se calculé utilizando las Ecs. 8 y 9 de la Seccidn 3.2 del Apartado | de la
Tesis, que relacionan sefiales de intensidad con masas a través de la calibracion
correspondiente con estandares de Si disuelto, y finalmente con tamafios conociendo la

composicion, forma y densidad de la particula. Las densidades para los estandares de 1 y
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2 um fueron de 2,2 y 1,8 g cm™, respectivamente, especificadas por el fabricante (ver
Seccion 3.2.2).

Tabla A3.4. Resultados de determinacion de tamafio para el pico #1 del estandar de 2 pm,

correspondiente al perfil de la Figura 3.8b. Valor critico (Yc) de 100 cuentas.

Intensidad — Yc¢ Sum. de intensidades

Tiempo (s) (cuentas) (cuentas) Masa (ug)  Diametro (nm)

27,3796 363

27,3797 1275

27,3798 1462

27,3799 1350 5607 1,12x10® 1363
27,3800 875

27,3801 271

27,3802 11

Tabla A3.5. Resultados de determinacion de tamafio para el pico #2, del estandar de 1 um,

correspondiente al perfil de la Figura 3.9b. Valor critico (Y¢) de 100 cuentas.

Intensidad — Y¢ Sum. de intensidades

Tiempo (s) Masa (ug) Diametro (nm)
(cuentas) (cuentas)
53,6045 4
53,6046 793
53,6047 1325 2743 6,31x107 1054
53,6048 564
53,6049 57
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Tabla A3.6. Resultados de determinacion de tamafio para el pico modelizado, correspondiente a

la Figura 3.10. Valor critico (Yc) de 100 cuentas.

Intensidad — Yc¢ Sum. de intensidades

Tiempo (s) (cuentas) (cuentas) Masa (ug) Diémetro (nm)
1,0001 40
1,0002 350
1,0003 900
1,0004 1460 4040 9,33x10”7 1201
1,0005 900
1,0006 350
1,0007 40

A3.4. Determinaciones de espesores para particulas de caolinita en imagenes TEM

La determinacién de un espesor promedio para el calculo de los didmetros
equivalentes de las particulas de caolinita observadas en TEM se realizd6 mediante
espectroscopia de pérdida de energia de electron (EELS). Para ello, se compararon los
resultados obtenidos a través de dos métodos diferentes, que corresponden al log-ratio
absoluto y a la suma de Kramers-Kronig (ver Seccion 3.2.1). Debido a la agregacion de
particulas observada en las imagenes (Figura A3.3), se distinguen entre particulas

individuales y agregados para determinar un valor promedio en cada caso.

El analisis con un test-t (nivel de confianza del 95%) de los resultados de espesores
promedio permitié concluir que no habia diferencias significativas entre los métodos
aplicados. A partir de los promedios obtenidos con ambos métodos en el caso de las
particulas individuales (Tabla A3.7) y de los agregados (Tabla A3.8) observados, se
estimaron unos valores de 50 nm y de 80 nm, respectivamente, para el calculo posterior

de los diametros equivalentes, al que se dedica el Anexo 3.5.
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a)

Particula #

Figura A3.3. Im&genes en HAADF-TEM de particulas de caolin (fraccién inferior a 1 um) para

la determinacion de espesores mediante EELS.

Tabla A3.7. Determinacion de espesores para particulas individuales de caolinita mediante

EELS en funcion del método empleado. Resultados mostrados como el promedio + desviacion

estandar (n=5).

Meétodo de determinacion de espesor (nm)

Log-ratio absoluto Kramers-Kronig

Imagena) Particula #1
Imagen b)  Particula #2
Particula #3
Imagen c) Particula #4
Particula #5

Espesor promedio (nm)

58,99 53,89
55,49 53,77
45,60 48,26
55,94 53,23
64,72 57,36
56,15 + 6,22 53,30+ 2,91
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Tabla A3.8. Determinacion de espesores para particulas agregadas de caolinita mediante EELS
en funcion del método empleado. Resultados mostrados como el promedio + desviacion estandar
(n=3).

Metodo de determinacion de espesor (nm)

Log-ratio absoluto Kramers-Kronig

Imagena) Agregado #1 81,72 81,20
Imagen b) Agregado #2 72,75 66,33
Imagenc) Agregado #3 81,46 72,14
Espesor promedio (nm) 78,55+4,31 73,22 £ 6,12

A3.5. Determinaciones de didmetros equivalentes para particulas de caolinita en
imagenes TEM

Se muestran las diferentes imagenes en TEM para la muestra de caolin (fraccion por
debajo de 1 um) con las dimensiones tabuladas estimadas por ImageJ. A partir de los
espesores determinados por EELS en el Anexo 3.4, de 50 nm en el caso de laminas
individuales y de 80 nm para agregados, se calculan los diametros equivalentes de

caolinita, para los que se obtuvo la distribucidon final mostrada en la Figura 3.12b.
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Figura A3.4. Imagenes en TEM de particulas de caolin para la fraccion inferior a 1 um. En amarillo se resaltan algunos ejemplos de las particulas o agregados
observados en TEM para la determinacion de diametros equivalentes, cuyas dimensiones se muestran en la Tabla A3.9.
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Tabla A3.9. Estimacion de dimensiones para particulas de caolinita, segln la imagen en TEM
correspondiente. Para el calculo del diametro equivalente, se considerd un espesor de 50 nm en

el caso de las particulas y de 80 nm para los agregados.

Dimensiones (hm)  Didmetro equivalente (nm)

Imagen a)

Particula #1 253 x 385 210
Particula #2 603 x 279 252
Particula #3 422 x 400 252
Particula #4 350 x 221 195
Agregado #1 586 x 585 375
Imagen b)

Particula #1 531 x 201 217
Particula #2 310 x 260 197
Agregado #1 2165 x 1184 732
Imagen c)

Particula #1 501 x 201 213
Particula #2 85 x 105 95
Particula #3 108 x 85 96
Particula #4 245 x 153 153
Particula #5 188 x 207 155
Particula #6 227 x 158 151
Particula #7 201 x 135 137
Particula #8 181 x 124 129
Particula #9 319 x 238 193
Particula #10 438 x 241 216
Agregado #1 1104 x 959 545
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Tabla A3.9 (continuacion)

Dimensiones (hm)  Didmetro equivalente (nm)

Imagen d)

Particula #1 223 x 173 154
Particula #2 168 x 159 136
Particula #3 186 x 173 145
Particula #4 83 x 83 87
Particula #5 199 x 131 136
Particula #6 731 x 237 255
Particula #7 200 x 318 183
Agregado #1 367 x 330 264
Agregado #2 1038 x 706 482
Agregado #3 1423 x 1376 669
Imagen e)

Particula #1 159 x 116 121
Particula #2 114 x 63 88
Particula #3 432 x 396 245
Agregado #1 471 x 205 254
Agregado #2 613 x 448 347
Imagen f)

Particula #1 530 x 183 210
Particula #2 357 x 168 179
Particula #3 165 x 330 173
Particula #4 127 x 290 152
Particula #5 226 x 197 162
Particula #6 372 x 188 188
Particula #7 158 x 99 115
Particula #8 885 x 411 326
Agregado #1 720 x 590 402
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Tabla A3.9 (continuacion)

Dimensiones (hm)  Didmetro equivalente (nm)

Imagen @)

Particula #1 367 x 295 218

Particula #2 405 x 224 205

Particula #3 165 x 147 132

Particula #4 518 x 277 239

Particula #5 537 x 320 254

Particula #6 135 x 194 136

Particula #7 168 x 107 120

Particula #8 219 x 140 143
Particula #10 167 x 136 130
Agregado #1 371 x 317 262
Agregado #2 501 x 365 304
Agregado #3 1328 x 1222 628
Imagen h)

Particula #1 370 x 289 217
Agregado #1 504 x 382 309
Agregado #2 849 x 516 406
Agregado #3 895 x 327 355
Agregado #4 3120 x 1196 829

A3.6. Observacion de particulas migradas desde el material #1 mediante TEM

A continuacién, se muestran imagenes en TEM con particulas migradas desde el
material #1, que contiene montmorillonita en su interior para la mejora de propiedades en
el compuesto final. Se remarcan las zonas en las que se focaliz6 el haz de electrones para

la obtencion de los espectros, obtenidos mediante EDS.
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Figura A3.5. a) Imagen en TEM de un microfragmento migrado desde el material #1 con b) el

espectro obtenido mediante EDS, en el que se observan altos contenidos de carbono

pertenecientes al sustrato plastico.
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Figura A3.6. a) Imagen en TEM de un microfragmento migrado desde el material #1, con
estructuras hexagonales en su interior con contenidos en O, Al y Si, correspondientes a los

aluminosilicatos. b) Espectro obtenido mediante EDS.
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a) b)
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Figura A3.7. a) Imagen en TEM de microfragmento migrado desde el material #1 con b) el
espectro obtenido mediante EDS, en el que se observan altos contenidos de O, asi como Al y Si,

pertenecientes a aluminosilicatos.
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Introduccién

Uno de los casos mas representativos del actual auge de los
nanomateriales, en cuanto a su incorporacién en gran diversidad
de productos de consumo se refiere [1], es el didxido de titanio
(TiO,). Sus propiedades relacionadas con la capacidad de
refraccion y de fotocatdlisis en su forma nanoparticulada (1-100
nm), hacen que se esté utilizando en productos comerciales
como cremas solares, cosméticos, envases y recubrimientos [2].
Ademas, el dioxido de titanio se utiliza como aditivo alimentario y
pigmento blanqueador [3], y en otras areas como la remediacion
medioambiental. Conscientes de su relevancia, el interés por
estudiar sus posibles efectos potenciales tanto en la salud
humana [4,5] como en el medio ambiente [6,7] ha aumentado en
los ultimos afios.

Debido a la disparidad de tipos de muestras y posibles escenarios
en los que se pueden encontrar presentes estos nanomateriales a
lo largo del ciclo de vida de los productos que los contienen, se
hace patente la necesidad del desarrollo de metodologias que
puedan aportar informacion adicional y complementaria a las
técnicas que se emplean habitualmente [8], como es el caso de
las diferentes microscopias electroénicas o las técnicas basadas en
la dispersidn de radiacion.

En este trabajo se plantea el uso de la técnica de Fraccionamiento
en Flujo mediante Campos de Flujo Asimétrico (AF4) acoplado a
absorcidon molecular ultravioleta-visible (UV-Vis) y espectrometria
de masas con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) para la
deteccidn y caracterizacién de nanoparticulas (NPs) de TiO, en
muestras complejas.

Esta técnica permite la separacién de particulas en funcién de su
tamafio (coeficiente de difusion), a partir de la aplicacidon de un
caudal perpendicular al flujo en el interior de un canal por el que
circulan en régimen laminar. En el fondo del canal se sitia una
membrana permeable, de manera que especies de tamafo
inferior al tamafio de corte de la membrana (habitualmente <10
kDa) se pierden y no son eluidas. El flujo perpendicular
(crossflow) aplicado permite establecer el rango de tamafios en
los que se produce la separacion, teniendo en cuenta que a
mayor crossflow mayor retencion.

Desarrollo experimental

En primer lugar, se ha llevado a cabo el estudio de las condiciones
que permiten la suspension estable de las NPs de TiO,, para su
posterior separacidn y caracterizacion mediante AF4. Este estudio
se ha realizado con NPs comercializadas en forma de polvo de
diferentes tamafios (30, 50 y 100 nm), fundamentalmente a
través de la composicidon del medio, asi como de las condiciones
de sonicacién necesarias para evitar fenémenos de aglomeracién.
La utilizacién de disoluciones acuosas al 1% en glicerol vy
sonicando con sonda durante 15 min. (Tabla 1), permitieron
obtener suspensiones estables durante un mes.

Condicién optimizada

Membrana Celulosa Regenerada 5 kDa
Estabilidad Sonda 15 min (45% A, 25 V)
Portador Tensoactivo mixto 0,06% (= FL-70)
Caudal detector flow 1 ml/min
Caudal cross flow 0.1 mi/min

Tabla 1. Condiciones optimizadas para la separacidn de TiO, NPs
en AF4.

Posteriormente se estudiaron las condiciones que permitieran
una correcta separacion las NPs de TiO, de diferentes tamafios.
Para ello, se partié de las condiciones dptimas descritas en la
bibliografia para este tipo de NPs [2, 9-11]. En términos
generales, la mayor parte de los autores utilizan membranas de
celulosa regenerada (RC) y portadores de agua ultrapura con
algun surfactante neutro (como el FL-70) o anidnico (SDS) en
concentraciones del orden de 0,01-0,1% o alguna sal (pirofosfato
de sodio 0,1% o hexametafosfato de sodio 1 mM). Estas variables
se optimizaron atendiendo al valor de recuperacién que se
obtenia para las distintas NPs estudiadas (cociente entre la sefial
obtenida en las condiciones de separacién y la sefial directa sin
separacion). Valores por encima del 80% suelen considerarse
aceptables en AF4. En el caso de las tres suspensiones de TiO,
utilizadas, se obtuvieron recuperaciones superiores al 90% con
las condiciones descritas en la tabla 1. Tal y como se ha
comentado con anterioridad, el crossflow aplicado es la variable
que afecta fundamentalmente a la separacion en el canal. Su
optimizacion (tabla 1) permitio llevar a cabo la separacion de los
tres tamarfios de NP (rango de 30 a 100 nm) en unos tiempos de
elucion entre los 12 y los 20 min en el maximo de pico (figura 1).
En estas condiciones, e inyectando un volumen de muestra de
100 pL, se obtuvo un limite de deteccién de 0,9 ug L* (para 91i),
acoplando el sistema a ICP-MS.
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Figura 1. Fractograma con estandares de TiO2 de diferentes
tamafios separados en AF4.
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Aplicacion a muestras complejas

El procedimiento optimizado se aplicé a la deteccion y
caracterizacion de NPs de TiO, presentes en dos tipos de
muestras. Por un lado, una muestra sélida alimentaria (surimi),
en la que el didxido de titanio se utiliza como blanqueante (E-
171), y en el que se pretende detectar la presencia de posibles
nanoparticulas de TiO,, teniendo en cuenta que el aditivo es
afiadido en forma de microparticulas. El otro producto es un
material de construccidon que se utiliza en recubrimientos con
propiedades fotocataliticas y en cuya composicion aparece el
didxido de titanio en forma nanoparticulada.

En el caso del surimi, se desarrollaron dos estrategias para la
extraccion y puesta en suspension de las NPs de TiO,: una
digestion enzimatica (lipasa/pancreatina), a pH 7,4, en agitacion a
37°C y posterior centrifugacién; y una digestién alcalina con
hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) al 25% (v/v), a pH 7,
sonicando en bafio de ultrasonidos. Previamente al estudio del
surimi mediante AF4-ICP-MS, se llevé a cabo la caracterizacion
del digerido enzimatico mediante SP-ICPMS, lo que permitio
confirmar la presencia de NPs TiO, con tamafios inferiores a los
100 nm.

La inyeccidn del digerido enzimatico en AF4-ICPMS no produjo
ninguna sefal que pudiera corresponder a NPs de TiO, (figura 2),
probablemente debido a los bajos niveles de concentracion y las
interferencias provocadas por el uso de enzimas durante la
digestion y presentes en el medio en concentracién considerable
(2g L’l). Para el caso de la digestion alcalina, se obtuvo un pico a
un tiempo de 8,3 minutos (figura 2), pero sin separarse
completamente del pico inicial (correspondiente a especies no
retenidas o no focalizadas correctamente durante la etapa de
inyeccidn/focalizacion, previa a la separacion). La recuperacion
para “Ti fue del 65%, lo que implica que un porcentaje
considerable del Ti en la muestra se filtra a través de la
membrana (tamafio < 5 kDa) o es retenido de forma irreversible
en su superficie. Para obtener informacion sobre este pico a 8,3
min, se adicionaron NPs de TiO, de 30 nm a la muestra de surimi
en medio alcalino, observdndose un aumento en la sefial del pico,
lo que podria indicar la presencia de NPs de TiO, en la propia
muestra.
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Figura 2. Fractograma de surimi. Comparativa entre los dos tipos
de digestiones.

Respecto al material de construccién, no se realizéd ningun
tratamiento previo de la muestra al tratarse de una suspensién
acuosa, que se diluyé convenientemente en el portador utilizado
en AF4. Su analisis dio como resultado un fractograma con un
pico bien diferenciado, correspondiente a las NPs de TiO,, para

un tiempo de elucién de 7,1 minutos, y una recuperacién para
**Ti del 75% (figura 3).

Int ICP-MS 49Ti/74Ge (u.r.)
©
1

Tiempo (min)

Figura 3. Fractograma del material de construccion.
Caracterizacion por tamaiio

La técnica AF4 permite la caracterizacién por tamafio de las
especies separadas, al ser proporcional el tiempo de elucién con
el didmetro hidrodinamico de las mismas. Esta relacién puede
establecerse bien a través de expresiones tedricas, asumiendo un
comportamiento ideal de las especies durante su elucién, o bien
a través de una calibracidon externa frente a estandares de
tamafo conocido, en cuyo caso es necesario asumir un
comportamiento similar entre las especies que se quiere
caracterizar y dichos estandares. El uso de nanomateriales de la
misma naturaleza (en este caso TiO,) puede ser una estrategia
vdlida, siempre y cuando se disponga de los estdndares
adecuados, mientras que el uso de estandares de tamafio de
poliestireno (PS) suele ser la practica mas habitual para
caracterizar todo tipo de nanoparticulas [2, 11]. En este trabajo
se propone el uso de las NPs de TiO, disponibles comercialmente
y descritas con anterioridad, NPs de éxido de silicio por tratarse
también de 6xidos, y NPs de poliestireno. Las tres calibraciones se
presentan en la figura 4, obtenidas en las mismas condiciones
que las utilizadas en la caracterizacidon de las muestras, descritas
en la tabla 1. Como puede observarse, existe una buena
correlacién entre los estandares de poliestireno y 6xido de silicio,
con pendientes muy similares, mientras que los tiempos
obtenidos para las NPs de o6xido de titanio corresponden a
tamafios mucho mayores. Un estudio de las suspensiones
inyectadas de estos estandares mediante microscopia electrdnica
de barrido de emisién de campo (FESEM), mostré poblaciones de
NPs agregadas, con tamafos superiores a los de las NPs
individuales. Es posible, por tanto, que el procedimiento utilizado
no permita su desagregaciéon completa y que no sea posible su
utilizacién como estandares de tamafio conocido

De acuerdo con estos resultados, se procedid a la caracterizacion
por tamafios de los picos obtenidos en las dos muestras
utilizando las calibraciones frente a NPs de dxido de silicio y de
poliestireno. En el caso del surimi, se determind que el pico a 8,3
minutos se correspondia con un tamafio de NPs de 60 nm (en el
maximo) de acuerdo con la calibraciéon de PS y 80 nm para la de
Si0,. Estos tamafios, aunque ligeramente superiores a los
estimados mediante SP-ICPMS, pueden considerarse como
vdlidos teniendo en cuenta las diferencias en los fundamentos de
ambas técnicas a la hora de estimar tamafios. En el caso del
material de construccion, se determiné que el pico a 7,1 min se
correspondia con tamafios de 20 y 35 nm segun las calibraciones
de PSy SiO,, respectivamente.
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Comparativa calibraciones lineales
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Figura 4. Comparativa calibraciones lineales segun tipo
de estandares empleados.

A modo de resumen, se puede concluir que se ha desarrollado
un método basado en AF4-UV-Vis-ICPMS que permite la
separacion en funcidn del tamafio para suspensiones de NPs de
TiO, comerciales, con unas recuperaciones superiores al 90%. La
aplicacidn de este método ha permitido ademas detectar y
estimar el tamafio de NPs de TiO, presentes en muestras
complejas, como surimis y materiales de construccion.
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GRAPHICAL ABSTRACT

TiO, NPs in
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products
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ABSTRACT

A procedure for the size characterization and quantification of titanium dioxide (TiO;) nano- and mi-
croparticles by Asymmetric Flow Field-Flow Fractionation (AF4) coupled to Dynamic Light Scattering
(DLS) and Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS) is described. Different strategies for
size characterization with size standards and the use of the DLS signal for the estimation of hydrody-
namic diameters are evaluated. The procedure has been applied to the characterization of TiO, nano-
particles in photocatalytic products and crab sticks (surimis), where TiO; is present as E171 food additive.
Sizes in the range of 50—90 nm and 160—170 nm were estimated in the different photocatalytic products
by AF4-DLS, in good agreement with the sizes predicted by calibration versus SiO, and polystyrene
standards. In surimis, sizes between 140 and 350 nm were estimated by AF4-DLS, similar to those re-
ported in literature for E171 additive. These results were also compared to those obtained by single
particle ICP-MS, which allowed the detection of a nano-sized fraction of TiO; present in the four surimis
analyzed. Titanium contents in one of the photocatalytic products determined by AF4-ICP-MS was
16.86 + 2.54 mg g~ !, whereas the alkaline extraction followed by AF4-ICP-MS allowed the determination
of TiO, content in four surimis at concentration levels in the range of the pg g~ (from 3.14 + 0.10 to
14.55 + 1.46 pg Ti g 1), with channel recoveries above 85% in all cases. The method has been validated by
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comparison with the Ti content determined by ICP-OES after microwaved assisted acid digestion of all
the samples. The methodology proposed allows the complete quantification of the (nano)particulate
forms of titanium in complex matrices together with their size characterization.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Titanium dioxide-based materials are used in many ways,
mostly incorporated in paints and sunblocks, water-treatment
agents, or incorporated to construction and building materials,
thanks to their high refraction and photocatalyst properties. In
these cases, anatase, or a mixture of anatase/rutile phases, with
primary particle sizes of 10—50 nm, are preferred. The mass pro-
duction, extensive use and uncontrolled disposal of these kind of
products lead to the potential release of TiO; nanoparticles (NPs) to
the environment, where they may exert harmful effects to indi-
vidual organisms and ecosystems. The toxic effects of TiO, NPs on
bacteria, algae [1], plants and animal cells [2] have been demon-
strated [3] and, in fact, there are recent evidences that uptake of
TiO; in fishes is nano-specific [4].

Titanium dioxide, with its whitening and brightening proper-
ties, is also widely used in cosmetic preparations and foods. It is
authorized as a food color additive in the United States and Europe,
labelled as E171 [5]. Given that scattering of light by TiO; is maxi-
mized by particles in the range of 200—300 nm [6], most com-
mercial products that are used as pigments contain primary
particles within this size. Differences in the nano- and micro-
particles size distribution have been reported in E171 from
several manufacturers [7,8], being highly polydisperse with sizes
ranging from 30 nm to 500 nm [9,10]. However, a small fraction,
variable from 10 to 36%, has been identified as nano-titanium
(particle size lower than 100 nm) in most of E171 additives
[5,7,9,11].

Despite the small percentage of TiO, nanoparticles (TiO; NPs) in
E171, this additive may be considered as a nanomaterial according
to the statement of the EU recommendation [12], in which it is
suggested to move the number-based size distribution threshold
from 50%, in the current nanomaterial definition, to a threshold
between 1 and 50% in specific cases. Additionally, in the reevalua-
tion about the safety of titanium dioxide as food additive, the Food
Additives and Nutrient Sources (ANS) Panel recommended the
request for data on the characterization of particle size distribution
[11], as the first step needed for completing the risk assessment of
the food additive, referring to the percentage of particles of the food
additive titanium dioxide (E171) that would fall in the nano range.
The extensive use of TiO, NPs is of concern to the scientific com-
munity regarding food safety of food containing TiO, NPs, and the
possible risks to human health and the environment. There have
been several studies to assess the TiO, NPs toxicity but, despite TiO;
is considered as possible carcinogenic to humans [13], findings are
not conclusive, mainly because the low bioavailability of TiO, NPs
[14].

Nanoparticles as analytes represent a challenge in analytical
chemistry because of the need for developing new analytical
methodologies, not only for quantifications, but also to know size
distributions, among other parameters [15]. Regarding analytical
instrumentation, the analysis of TiO, NPs has been carried out using
different approaches, such as quantitative methods based on
transmission electron microscopy (TEM) [5,16], Raman spectros-
copy for NPs screening [17—19], or DLS [8,20] for size character-
ization. In addition, inductively coupled plasma — mass

spectrometry (ICP-MS), working in the so-called single particle
mode (SP-ICP-MS), has gained popularity for their quantification
and characterization [10,21,22]. High sensitivity and the simulta-
neous assessment of number concentrations and size distributions,
are the main benefits offered by SP-ICP-MS [23,24].

Asymmetrical flow field flow fractionation (AF4) is another
powerful analytical tool for TiO, NPs separation and characteriza-
tion, coupled to different detectors [6,7,10,20,25—27]. This tech-
nique has the advantage of providing size characterization
combined with detailed information of the elemental composition
of each size fraction when coupled to ICP-MS, and at low concen-
tration levels. AF4 has been utilised for the analysis of TiO, NPs in
complex matrices, mainly based on sunscreens [25—28], food
products [10,20,29], pigments [7] or different personal care prod-
ucts [29,30]. Regardless of the sample, its analysis is commonly
based on the detection of TiO, [7] and its size characterization,
along with the determination of total titanium contents
[20,25—27,29,30]. There are also some studies [6,10] where both
size determination and elemental concentrations of the fraction of
interest separated by AF4 were accomplished in food and cosmetics
products, although adsorption processes in the AF4 separation in
samples with Ti concentrations under 0.5 mg g~ ! led to biased
results [6].

In addition to new instrumental developments, nanoparticles
require that current sample pre-treatment procedures must be
adapted for the isolation of these new analytes, guaranteeing their
integrity and stability. Dilution of sunscreens in Triton X-100 [31]
for characterization of TiO, by AF4 and SP-ICP-MS has been
described. Suspensions in water/methanol followed by tip soni-
cation and defatting with hexane [26], or using hexane before the
extraction with water [27] have been also described. Regarding
TiO, particles extraction from foodstuff and biological materials,
water has been used as an extractant when pre-treating chewing
gum coatings, sugar-coated confectionery and candies, under both
mechanical and ultrasound stirring [5,25,32]. Enzymatic digestion
methods, mainly using proteases, have been also developed for
isolating TiO, NPs from surimi and seafood under conventional and
ultrasounds treatments [17,33]. Other strategies for TiO, NPs
isolation have been based on the use of organic solvents, for pre-
treating sugar glass and coffee cream [12], or concentrated
hydrogen peroxide and heat, followed by evaporation and
‘complexation’ with bovine serum albumin (BSA) for pre-treating
cakes, candies and chewing gum [2].

Despite the available literature regarding NPs assessment, new
developments are still required because of the low concentration in
foods and environmental matrices, and the complexity of food/
environmental materials. In addition, the potential of certain
analytical techniques, such as those based on flow field fraction-
ation, can be limited when the extract contains a high number of
components from the sample matrix, such as enzymatic extracts. In
fact, for titanium dioxide nanoparticles, its characterization based
on Field-Flow Fractionation involves recurrent problems related to
low resolution and low recovery rates [34].

As reviewed by de la Calle at al. [35], tetramethylammonium
hydroxide (TMAH) has been found to be a powerful extractant for
isolating silver nanoparticles (Ag NPs), gold nanoparticles (Au NPs)
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and silicon dioxide nanoparticles (SiO, NPs) from complex mate-
rials. TMAH extracts has also been found to be adequate for TiO;
NPs in activated sludge [36], since the process did not modify their
initial size distribution.

The aim of the current work is to study the possibilities of using
AF4 coupled to different detectors for the size characterization and
quantification of TiO, particles at different size ranges and con-
centration levels (mg g~ to pg g~ ') in different types of samples.
Strategies based on the use of size standards of different nature and
the information provided by a DLS detection are evaluated. In
addition, the use of an alkaline extractant for isolating TiO NPs
from surimi samples, in which E171 additive has been used as white
pigment, is described.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

A series of monodisperse size standards based on polystyrene
(0.1,0.2 and 0.5 pm) and silicon dioxide (0.01, 0.02, 0.15 and 0.5 um)
microparticles were used for size calibration in AF4. All the stan-
dards were purchased from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich Chemie,
Buchs, Switzerland), except 0.01 and 0.02 um standards of SiO»,
purchased from PlasmaChem (PlasmaChem GmbH, Berlin, Ger-
many). Solutions of 30 mg L~! were prepared by dilution in the AF4
carrier solution.

Ultrapure water (18 MQ cm of resistivity) was obtained from a
Milli-Q purification device (Millipore Co., Bedford, MA, USA). Ionic
titanium standard (1000 mg L~ !) and germanium standard
(1005 mg L1 for ICP-MS and SP-ICP-MS measurements and cali-
brations were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Di-
lutions of these standards were made in nitric acid (HNOs, 69.0%,
J.T. Baker, Deventer, Netherlands). A certified reference material
RM8013 (Au NPs, 60 nm) from NIST (Gaithersburg, MD, USA) was
used for assessing transport efficiency in SP-ICP-MS de-
terminations. NexION Setup Solution (Be, Ce, Fe, In, Li, Mg, Pb, U),
10 pg L~ (PerkinElmer) was used for daily ICP-MS performance.
Mixed non-ionic surfactant Novachem (Postnova Analytics), tetra-
sodium pyrophosphate (NaPP) (Merck) and sodium dodecyl sul-
phate (SDS, Merck, Darmstadt, Germany), were used for carrier
preparation in optimization of AF4 separation studies. Tetrame-
thylammonium hydroxide (TMAH, 25% v/v, Alfa Aesar GmbH,
Karlsruhe, Germany) was used for the alkaline digestion of surimi
samples, and Triton X-100 for sample dilution prior to analysis in
SP-ICP-MS, from Sigma (Steinheim, Germany).

2.1.1. Suspensions of TiO» nanoparticles

Suspensions of TiO, nanoparticles of different sizes were used
for AF4 optimization and prepared from powdered rutile (99.9%)
with primary particles of 30, 50 and 100 nm sizes according to the
manufacturer (US Research Nanomaterials, Houston, TX, USA).
Suspensions of 150 mg L~ were prepared by weighting the cor-
responding mass of powder and suspended in glycerol 1% (w/v)
(Sigma Aldrich) as dispersing agent, according to Taboada-Lépez
etal. [21]. Suspensions were further stabilised by bath sonication (P
Selecta, Ultrasons, Barcelona, Spain) for 5 min. Probe sonication was
also checked (Vibra-Cell, Sonic & Materials Inc., Danbury, USA)
using a 80% amplitude and 50 W of power for 15 min, according to
literature [21,25]. Since no significant differences were observed in
terms of retention times and recovery values in AF4-UV-Vis anal-
ysis of the suspensions, bath sonication was preferred.

Diluted suspensions (15 mg L~!) were prepared daily by further
dilution in carrier and sonicated for 5 min before analysis. Anatase
powders (99.5%) of 5,15, 40 and 100 nm primary particle sizes (US
Research Nanomaterials) were also used along the optimization,

although none of these products were successfully separated in
AF4, probably due to irreversible adsorption onto the membrane of
the channel.

2.2. Samples

2.2.1. Photocatalytic products with TiO, nanoparticles

Three different photocatalytic products were analyzed: Degussa
P25 (Nanoshel, Wilmington, USA), FN2 (FNnano, Levenger, Reno,
USA) and a coating NP Fotoactiva 23 (Ekoeaso S.L., Gipuzkoa, Spain),
all of them containing titanium dioxide nanoparticles. For their
analysis, they were suspended and diluted in ultrapure water, and
bath sonicated for 5 min before the measurements.

2.2.2. Surimi samples

Three frozen surimi samples (coded as FZ12, FZ21, and FZ22)
and one fresh surimi (FH6) were bought in local supermarkets. The
samples (approximately 100 g) were homogenized by mechanical
blending and stored in polyethylene bottles with hermetic seals
at —20 °C.

2.3. Total Ti determination by ICP-OES and ICP-MS

1.0 g of surimi or photocatalytic product sub-samples were
weighted (+0.1 mg) into a 100 mL Teflon vessel prior to digestion
using an Ethos Plus microwave oven (Milestone, Sorisole, Italy). A
four-steps microwave program, applying a constant power of
1000 W and reaching 200 °C, as well as an acid mixture consisting
of ultrapure water (4.0 mL), 69% (w/v) HNO3 (3.0 mL), and 33% (w/
v) Hy0, (1.0 mL) (Panreac, Barcelona, Spain) were used for the
digestion of the samples. In the case of photocatalytic products, the
mixture consists of 37% (w/v) HCl (3.5 mL), 65% (w/v) HNO3
(0.75 mL) (J T. Baker) and 48% (w/v) HF (1.5 mL) (Panreac), adding
9 mL of 5% (w/v) of H3BO3 (Panreac) to remove HF remnants after
cooling down. Finally, acid digests were diluted to 25 mL with ul-
trapure water. Each sample was subjected to the current procedure
in triplicate, and two blanks were performed for each set of mi-
crowave conditions.

ICP-OES and ICP-MS operating conditions for total Ti determi-
nation are listed in Table S1. For ICP-MS measurements, KED mode
(He as a collision gas) was used for a selective attenuation of
polyatomic interferences when using 4°Ti for measurements. The
standard addition method (Ti concentrations up to 200 pgL~!) and
germanium (7Ge, 10 pg L~1) as an internal standard were used for
quantification purposes, as described in Ref. [21]. Yttrium was used
as internal standard in the case of ICP-OES measurements. Acid
digests were 1:10 diluted with ultrapure water before measure-
ments, and three replicates were performed for each acid digest.

2.4. Ultrasound assisted TMAH hydrolysis for TiO, NPs extraction
from surimis

Alkaline digestion consisted of the suspension of 0.25 g of the
sample in 2 mL of TMAH (10% v/v), then the sample was bath
sonicated for 2h at a frequency of 37 kHz. After the digestion,
alkaline extracts were obtained by centrifugation (8 °C, 3900 rpm,
15 min). 1 mL was taken from the supernatant and then diluted
1:10 in the corresponding carrier (Novachem 0.05%) for their later
analysis in AF4-ICP-MS or stored in 10 mL polyethylene vial with
hermetic seal at 4 °C in case of SP-ICP-MS analysis. Samples were
treated in triplicate, and three blanks were performed for each set
of sample preparation/extraction conditions.
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2.5. Asymmetrical flow field-flow fractionation

The system used was an AF2000 (Postnova Analytics, Landsberg,
Germany). A channel of reduced dimensions was utilised, with the
following dimensions: 14 cm in length, from 2 to 0.5 cm in width;
and a spacer with 350 um of thickness. Table 1 summarizes the flow
conditions applied.

Three different ultrafiltration membranes were tested as accu-
mulation wall: two of regenerated cellulose (RC) with cut-offs of 5
and 10 kDa; and one of polyether sulfone (PES) with a cut-off of
5 kDa (Postnova Analytics). Membranes were first conditioned by
the injection of a suspension of TiO; rutile nanoparticles of 30 nm
without applying any crossflow program into the channel. After-
wards the same suspension was injected applying the program
described in Table 1 until retention times and recoveries were
stable. Finally, the carrier was injected several times until no signal
respect to baseline was obtained. This procedure was applied every
time a membrane was replaced.

Different carrier compositions were studied: ultrapure water,
tetra sodium pyrophosphate 1 mM in ultrapure water at pH 10,
sodium dodecyl sulphate 0.01% (w/v) in ultrapure water at pH 8 and
the mixed surfactant Novachem at 0.05% (v/v), which gave the
optimal results. For the carrier filtration, nylon 0.2 um filters (Merck
Millipore, Ireland) were used.

A sample loop of 100 uL was used throughout the entire
experimental study. The eluent at the end of the channel was
analyzed by UV—Vis diode-array detector (Shimadzu, Duisburg,
Germany) recording signals between 200 and 650 nm. In specific, a
wavelength of 350 nm was studied for the detection of TiO;. A
complete spectrum of the effluent was registered every 0.6 s.

All these variables were analyzed in terms of retention time,
repeatability, resolution and recovery from the fractograms ob-
tained by AF4 coupled to a UV—Vis detector. Resolution was
calculated by relating the separation between peaks (in minutes)
from nanopowder products of different sizes, and the average
width of these two peaks, as described by Mitrano et al. [37]. Re-
covery calculations were done as specified by Bolea et al. [38], but
calculated for 4°Ti for ICP-MS signals and at 350 nm of wavelength
for UV—Vis.

2.5.1. AF4-DIS

AF4 was coupled to a DLS detector (Zetasizer Nano ZS, ZEN3600,
Malvern, Worcestershire, United Kingdom) equipped with a flow
cell (ZEN 0023) for size characterization of the fractions eluted. For
all the measurements the temperature was fixed at 25.0 °C. Signal
intensity and hydrodynamic diameter estimations were collected
every 3 s and default values were used for the rest of instrumental
parameters.

2.5.2. Elemental detection and TiO, NPs determination by AF4-ICP-
MS

The AF4 system was coupled to an ICP mass spectrometer (ELAN
DRC-e, PerkinElmer, Toronto, Canada) for the elemental detection
and quantification of titanium. The outflow from the system was
delivered directly to the nebulizer of the spectrometer; a glass
concentric Slurry nebulizer with a cyclonic spray chamber (Glass

Table 1

Injection and elution steps during a measurement in AF4. Detector flow 1 mL min™".

Expansion, Melbourne, Australia) was used. The ICP-MS readings
consisted of 20 sweeps at a dwell time of 50 ms. Default values
were used for the rest of the instrumental parameters.

Quantification of TiO, was based on monitoring the ICP-MS
signal of the isotope “°Ti, using 74Ge as internal standard. From
an on-line calibration with ionic titanium standards diluted in nitric
acid (1%), intensity signals from ICP-MS for samples were trans-
formed into mass values by integrating the area of the peaks in the
fractograms.

2.6. TiOy NPs determination by SP-ICP-MS

A NexION 300X ICP-MS system (PerkinElmer, Waltham, MA,
USA) equipped with a SeaFast SC2 DX autosampler (Elemental
Scientific, Omaha, NB, USA) and with the Syngistix™ Nano Appli-
cation software (PerkinElmer) was used for measurements.

Operating conditions for SP-ICP-MS are listed in Table 2. Data
acquisition/treatment was performed with the Syngistix™ Nano
Application module, which required the determination of the
sample introduction flow rate (obtained by weighing after water
aspiration under selected pump conditions), and analyte transport
efficiency (TE%, by using 60 nm Au NPs NIST material at 518 ng L~!
prepared in ultrapure water). Sample flow rates were found to vary
within the 0.450—0.475 mL min~!; whereas, TE% was from 1.5 to
3.5, values in good agreement with those typically reported for Au
NPs prepared in ultrapure water [39].

Calibrations by using dissolved (ionic) Ti aqueous standards
from 0 to 20 pg L7, allowed the determination of TiO, NPs size
distributions and mass concentrations [40]. TMAH extracts were
1:100 diluted with 0.05% (v/v) Triton X-100 before SP-ICP-MS
(measurements in triplicate), and the mixtures were sonicated
(ultrasound water-bath, 37 kHz, 5 min) before SP-ICP-MS
measurements.

2.7. Analysis by field emission scanning electron microscopy
(FESEM)

FESEM images of TiO, nanopowders of nominal sizes of 30, 50
and 100 nm and the photocatalytic product were obtained using a
MERLIN™ FESEM, equipped with a Gemini column (both from Carl
Zeiss Nano Technology Systems, Jena, Germany). The microscope
was equipped with an X-Max X-ray microanalyzer (Oxford In-
struments, Abingdon, United Kingdom) to perform Energy-
Dispersive X-ray spectrometry (EDX). Before FESEM-EDX analysis,
samples were carbon coated to enhance conductivity. Carbon
coating was performed with a Leica EM SCD500 (Leica Micro-
system, Vienna, Austria) high vacuum sputter coater. FESEM images
were recorded working at 3 or 5 kV with the in-Lens secondary-
electron detector, in order to improve resolution, and EDX analyses
were carried out at 8 kV.

1

Step Time (min) Cross flow (mL min~!)
Injection/focusing 4+1 Injection flow 0.2 mL min~! 1
Elution 10-30 Constant 0.1

3 Linear decay 0.1to0

2 Constant 0
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Table 2
SP-ICP-MS operating conditions.

Operating parameters for SP-ICP-MS

Analyte
Mass-to-charge ratio
Density

Mass fraction
Sample flow rate
Dwell time
Sampling time

Ti

489

423 gcm™3

59.9%

0.41-0.43 mL min~"
100 ps

100 s

3. Results and discussion

3.1. Study of TiO, NPs separation conditions by AF4. Effects on
elution times and recovery values

The study of different experimental variables related to AF4
separation of TiO, NPs has been described in literature [7,27,41,42].
Membrane, carrier composition, channel and crossflow rates have
been optimized using different NPs suspensions or standards, such
as NM-104 [7,27,41] (crystal structure: rutile) and TiO, powder
(Aeroxide® P25) [42] (ca. 70—80% anatase). In this work, suspen-
sions of rutile TiO, NPs of different nominal sizes (see section 2.1.)
in glycerol 1% (w/w) were used for the study of AF4 separation
conditions.

Polyesther sulfone (PES) and regenerated cellulose (RC), both of
5 kDa as pore size, were considered as membrane materials.
Although higher negative zeta potentials were expected with PES
material respect to RC, which means higher electrostatic repulsions
with negatively charged species, RC membranes are the most
common choice for TiO, NPs characterization in AF4 [42]. In this
case, only slight differences in retention times were found ana-
lysing rutile nanopowder (30 nm of particle nominal size), whereas
higher recoveries (70% for RC vs. 45% for PES) were found, so RC was
preferred. Pore size of the RC membranes were also tested,
comparing 5 and 10 kDa. This increase on pore size was expected to
influence the charge of the membrane, and despite reducing the
retention times, 10 kDa RC membrane showed a significant
decrease in recoveries to 50%, so RC membrane of 5 kDa was
selected as the best option for TiO, NPs separation.

If membrane was important due to its potential interaction with
particles, carrier composition should be chosen carefully in order to
ensure compatibility with the analyte and to improve separation
performance [43]. Four carriers were studied: ultrapure water,
tetrasodium pyrophosphate 1 mM (w/v) (NaPP, pH 10), the anionic
surfactant sodium dodecyl sulphate 0.01% (v/v) (SDS, pH 8) and a
mixed surfactant Novachem 0.05% (v/v) (pH 8—10). These are car-
rier solutions that correspond to different ways of NPs stabilization
[42]. Poor signals were obtained with NaPP and SDS carriers,
whereas ultrapure water showed low recoveries when analysing
complex matrixes. The mixed surfactant, on the other hand,
contributed to increase suspension stability, even when the
matrices became more complex, as it was observed in Ref. [44], so
Novachem 0.05% was selected as the optimal carrier in AF4
separation.

Cross flow rate was chosen trying to maximize recoveries with
adequate retention levels, so separation from the void peak were
reached. It is well known that, according to AF4 theory, higher
crossflows lead to higher retention times since particles are focused
closer to the membrane, but it would also increase sorption phe-
nomena with the membrane and therefore decrease recoveries
[42]. Cross flows from 0.1 to 0.5 mL min~' were studied using
30 nm rutile NPs TiO, nanoparticles, which resulted in retention
times in the range of 14—40 min, respectively, while recoveries

decreased around a 15%, as expected. Therefore, the softest condi-
tion (0.1 mL min~') was chosen for the rest of the study.

3.2. Strategies for size calibration in AF4

Different strategies have been described in literature for size
calibration of TiO; particles by AF4. Size standards of polystyrene
(PS) have been used frequently for direct calibration in AF4 to
convert retention time into hydrodynamic diameter [7,20]. Some
other NPs have been also proposed for AF4 calibration, such as
AuNPs [25], although discrepancies between the two calibrations
(Au vs. PS NPs) have been reported. Hydrodynamic diameters have
been also determined on-line by DLS [41] and radius of gyration by
MALS, but with some limitations when concentrations in samples
are low or when nanoparticles are small [45—47].

In this work, the use of suspensions of TiO, nanopowders of
different sizes (described in section 2.1.1) for AF4 size calibration
was proposed as a first approach, to reproduce the same in-
teractions that may affect elution times of TiO, NPs in the samples.
However, fractograms showed wide peaks with subtle differences
on the elution times (Fig. S1), which made no possible their use for
size calibration. The analysis of these nanomaterials by FESEM
(Fig. S2) confirmed the presence of aggregates with sizes much
larger than the individual constituents, above 100 nm, which has
also been reported for rutile products by some authors [10,26,27]. It
was concluded that all the TiO, nanopowders used were aggre-
gated in suspensions, no matter their primary sizes, and even after
probe sonication under the conditions described in section 2.1.1,
which justifies the similar elution times observed in AF4.

Alternatively, SiO» NPs were considered for size calibration in
AF4. Sizes of TiO, suspensions were first studied and results
compared to those obtained by DLS and AF4 calibrated vs. PS
nanoparticles size standards. Results are shown in Table 3. The
similar results obtained by AF4 for the two different calibrations
confirmed that there were no effects of the nature of the NPs tested
on the elution times, under the separation conditions used, and the
reliability of the size of SiO, suspensions used.

It could be observed that larger values respect to the nominal
sizes provided by the manufacturer were obtained in all cases. The
analysis by DLS also showed sizes larger than the nominal values,
which also suggest the presence of aggregates in suspension, which
confirms the results obtained by FESEM. Values predicted by DLS
were similar between them and comparable to those obtained by
AF4, except in the case of the 100 nm suspension, where a smaller
size was obtained.

Therefore, the size calibration of AF4 with SiO, NPs gives reliable
results for size characterization of TiO, NPs when compared to
those obtained using PS size standards, so both types of nano-
particles can be used for this purpose. The use of a DLS detector
coupled to AF4 also confirmed the information provided by size
calibration in AF4, although smaller fractions could be poorly
characterized given the limitations of DLS at low concentration
levels at these size ranges. In this work, strategies based on both
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Table 3

Size characterization for three different rutile nanopowders (30, 50 and 100 nm of nominal sizes) by DLS and calibrations by means of AF4, from both SiO, and PS size standards
(n = 3). For sizes by DLS, polydispersity indexes (PdI) are shown. Sizes obtained by AF4 correspond to peak maximum (media + s) (n = 3) and ranges (in brackets) to the width

at half height of the peaks.

Nominal size TiO, NPs/nm Size by DLS nm (PdI)

AF4 vs. SiO, nm (Size range) AF4 vs. PS nm (Size range)

30 346 + 14 (0.30 + 0.01) 268 + 16 (120—420) 240 + 14 (100-380)
50 329 + 23 (0.22 + 0.03) 325 + 8 (170—480) 295 + 8 (150—440)
100 348 + 6 (0.20 + 0.01) 535 + 10 (300—765) 495 + 9 (275-710)
Table 4 sizes smaller than 20 nm, which suggests some grade of aggrega-

Size determination for three photocatalytic products which contains TiO, nano-
particles. Comparison between results from AF4-DLS (with size range between
brackets at half height of the peaks) and size calibration vs. SiO, and PS size stan-
dards. Results expressed as media + s (n = 3).

Product AF4-DLS AF4 vs. Si0, AF4 vs. PS

Mean size (nm) Size at peak maximum (nm)

P25 162 + 2 (130-230) 172 = 1 (60—280) 150 + 1 (40° - 260)
EN2 167 + 3 (150—260) 159 + 13 (100—290) 140 + 12 (85° - 265)
Coating 64 + 1 (50—90) 56 + 4 (<10-95) 40 + 4°

2 Extrapolated from calibration size range.

size calibration and DLS were applied to characterize sizes of TiO;
particles in different types of samples.

3.3. Analysis of photocatalytic products

The use of both PS and SiO, NPs for size calibration was first
applied to the characterization of two commercial products which
contain titanium dioxide particles (P25 and FN2, described in sec-
tion 2.2.1). These two products are usually employed for photo-
catalytic purposes and present similar composition (ca., 80%
anatase/20% rutile) with primary size diameters between 20 and
40 nm [48]. In the case of P25, it has been characterized in the
bibliography by different techniques, such as electron microscopy
[48], or DLS [42,49,50]. Results are summarized in Table 4. It can be
observed that sizes obtained by AF4 calibrated with SiO, and PS NPs
are larger that these values (around 150—170 nm), but they are in
good agreement with those obtained by AF4 when coupled to DLS.
These results suggest that these NPs tend to aggregate in suspen-
sion, as observed by other authors [42,49,50] when they charac-
terize P25 suspensions by DLS, with hydrodynamic diameters in a
range between 100 and 200 nm.

3.3.1. Analysis of photocatalytic coating product

The coating product analyzed (NP Fotoactiva 23) consists of a
suspension of TiO, nanoparticles, with a crystal structure of anatase
and a primary particle size around 10 nm, according to the
manufacturer. This product is used for both self-cleaning applica-
tion in buildings and facades and photocatalytic removal of atmo-
spheric contaminants as NOyx. The matrix of this product is acidic,
and shows a white translucid aspect, so a simple dilution in the
carrier was proposed for its analysis by AF4. Fig. 1 shows the frac-
tograms of this product with the three detectors used. A single peak
eluted at 6.8 min was obtained, which corresponds to a diameter of
56 + 4 nm and 40 + 4 nm with calibrations vs. SiO, and PS nano-
particles respectively (results shown in Table 4). Results with SiO;
NPs calibration are in good agreement with the hydrodynamic
diameter obtained by DLS (green dots in Fig. 1) with a range be-
tween 50 and 90 nm. DLS detector provides a series of hydrody-
namic diameters measurements when the scattered signal is above
the baseline, increasing these diameters along the time, in accor-
dance with normal elution in AF4. The analysis of this product by
FESEM (Fig. S3) shows aggregates of nanoparticles with primary

tion in suspension, similarly to those products described in section
3.3, but lower than the observed for the nanopowders described in
section 3.2.

3.4. Analysis of surimis

3.4.1. TiOy NPs extraction from surimi by TMAH

This was the most complex scenario studied, since the extrac-
tion of the TiO, particles from the solid matrix could modify its
original size distribution. In fact, the use of different sample prep-
aration protocols applied to the characterization of TiO NPs in
sunscreens has been reported to led to different particle size dis-
tributions when characterized by AF4 [27]. Although different
strategies have been described in the bibliography for the size
characterization of TiO; in solid samples, as previously discussed,
this is the first time an alkaline extraction is proposed for food
samples. Alkaline extraction with TMAH have proved to have high
extraction efficiency of different NPs, such as Ag, Au or carbon
nanotubes from tissues [51—53]. Some of the advantages are the
low amount of salts remaining in solution after digestion, or the fact
that no sulphur species are added (in comparison with enzymatic
digestion), which can cause interferences in ICP-MS [53]. The pro-
cedure was optimized for the highest Ti recoveries and considering
the size distributions obtained. Preliminary experiments based on
using mechanical shaking for TiO, NPs extraction from surimi led to
small efficiencies, even using large extraction times. Ultrasound
water—bath device, instead of ultrasounds probe, was chosen
because of ionic (dissolved) Ti contamination drawbacks reported
when using ultrasounds probes [33]. The effect of TMAH percent-
age, sonication (extraction time) and the volume of the extractant
solution were studied. The optimization process is described in
detail in section 1 of the SI and the final conditions used are
summarized in section 2.4.

3.4.2. TiO, particle size determination in surimi samples

TMAH extracts from four different surimi samples were
analyzed by AF4-UV-Vis-DLS-ICP-MS, under the experimental
conditions summarized in Table 1. Results are shown in Fig. 2. In
general terms, there is a good correspondence between scattered
signal from DLS and the titanium ICP-MS profile for the four sam-
ples analyzed, which suggests the particulate nature of the titanium
present in the extracts and eluted in AF4. Besides, the small ICP-MS
signal eluted at the void peak, around 4.5 min, implies that the
titanium associated to the organic fraction remaining in the ex-
tracts from surimi matrices (UV signal at 254 nm) is not significant.
Therefore, it can be stated that AF4 is able to separate, under the
conditions optimized, the titanium extracted from surimi in a
reasonable time (less than 12 min) thanks to the use of a channel of
reduced length. Respect to the DLS hydrodynamic diameters
measurement (green dots), given that the acquisition time for the
cumulant analysis is reduced (3 s), many measurements do not fit
the quality criteria for the correlation function and only a few
values are shown, which normally corresponds to the highest
scattered signals. This limitation for DLS detectors can lead to an



26 D. Ojeda et al. / Analytica Chimica Acta 1122 (2020) 20—30

300000

200000

100000

DLS Signal

ICP-MS Signal
o
N
1

Z-Average (d.nm)

UV-Vis Signal

T
6

8

Time (min)

Fig. 1. Fractograms for photocatalytic coating product. Green circles correspond to Z-average (hydrodynamic diameter) measured by DLS. Striped area represents the integrated area
quantified by ICP-MS. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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Table 5

Size characterization of TiO, particles from surimi samples by AF4-DLS (hydrody-
namic diameter) and Single Particle ICP-MS (spherical equivalent diameter, n = 3),
with size range between brackets. The results by single particle are presented as the
most frequent size, in nm.

Sample AF4-DLS Mean size (nm) SP-ICP-MS Most frequent size (nm)
FH6 153 (140—-200) 45 +1(36—151)

FZ12 237 (225-350) 73 +1(36-251)

FZ21 204 (200-230) 38 +2(36-90)

FZ22 235 (225-325) 69 + 1 (36—-362)

overestimation of size distributions, since the intensity of light
scattered by small particles is much lower (to the sixth power) that
larger ones, and can also limit the smallest size attainable by this
detector considering the low concentrations in the samples
analyzed. Table 5 summarizes the diameters obtained by AF4-DLS
for the four surimis analyzed. Diameter ranges are referred to all
the DLS measurements, whereas the value for mean diameter is
only referred to the peak maximum of scattered intensity signal. In
general, all the values obtained are larger than 140 nm, with di-
ameters up to 350 nm. These values are in good agreement with the
values reported in bibliography. A study made with seven different
TiO; pigments used as E171, showed sizes between 350 and 480 nm
by AF4-UV, 130—210 nm by SP-ICP-MS, and ranges from 250 to
400 nm by SEM (aggregates, whereas primary particle size were in
the range of 60—300 nm) [7]. Based on TEM image analysis, the
primarily particle size of food grade TiO; has a very broad size
distribution (25—410 nm), with 12—15% of the particles smaller
than 100 nm [5]. Size ranges between 200 and 400 nm were ob-
tained by AF4-ICP-MS in number percentage, with a 10% < 100 nm
[6]. Average diameters in the range of 100—200 nm were obtained
by SEM, whereas larger sizes (330—390 nm) were obtained by DLS
for the same products [5], since they are referred to hydrodynamic
diameters. Even larger sizes have been obtained by DLS as a func-
tion of pH and ionic strength (up to 800 nm at pH 5 and ionic
strength of 10 mM) [54].

In this case, the presence of a fraction smaller than 100 nm could
not be confirmed, due to small scatter intensity signals, which likely
hinder the proper size characterization of the smallest fractions.
The calibration with SiO2 NPs was also applied to transform elution
times into diameters. However, quite small diameters were pre-
dicted by this procedure, which suggests that elution times were
shorter than expected. The influence of the matrix on the elution
times in AF4 has been previously reported in literature [16]. This
effect is caused by repulsion or attraction forces between the par-
ticles and the permeation membrane, which modifies the position
of the analyte cloud inside the channel during the focusing/relax-
ation step. The use of size standards of a similar nature than the
particles in the sample tries to minimize these effects, although
matrix effects are still possible. In order to study this effect, the
elution times of a suspension of TiO, NPs of 30 nm (nominal size) in
ultrapure water, a TMAH solution of 10% (v/v) and a surimi extract
FZ12 were compared. Whereas comparable elution times were
obtained in ultrapure water and TMAH (around 18 min), shorter
times (7 min) were obtained for surimi extracts. This result sug-
gests that elution times are modified by the matrix, being shorter
than those predicted by the calibration with SiO, or PS. The alter-
ation of the stability of TiO, NPs with the presence of some organic
ligands has been reported before [55,56] and may affect not only
the chemical composition of the particles surface, but also its
charge. These changes may modify the interaction between
particle-membrane, which plays a major role in separation in AF4,
as pointed in section 3.1. Therefore, those strategies based on size
calibration of AF4 with suspensions of NPs of known sizes, can be

prone to side effects caused by matrix in complex samples. Dilution
of the samples could minimize this effect, but this strategy is
limited by the concentration level of the analyte, such in this case.

Given the limitations of DLS detector for the characterization of
size fractions under 100 nm and the poor results obtained by the
size calibration procedure, the size distribution of TiO, particles
was also determined by SP-ICP-MS. Same four surimi samples were
analyzed, and results obtained are shown in Table 5. Limit of
detection (LOD) for TiO, NPs size by SP-ICP-MS, were established at
36 nm (3o criteria) and 43 nm (5 criteria). These calculated LOD in
size were similar to those previously reported for TiO; NPs
assessment by SP-ICP-MS [21,33]. Repeatability, expressed as RSD
in TiOy NPs size, was 5% (39 + 2 nm) for the most frequent size. TiO»
particle size distributions (histograms) are shown in Fig. 3. For
samples FH6 and FZ21, sizes ranged from 36 to 150 and 90,
respectively; whereas for samples FZ12 and FZ22, the range was
wider, from 36 to 250 and 360 nm. These results confirm the
presence of TiO, nanoparticles in the surimi extracts, although the
complete size distribution could not be obtained given the LOD in
size. Differences on the size ranges observed respect to the results
from AF4-DLS (Table 5) are justified by the different nature of the
parameter measured (hydrodynamic diameter vs. mass spherical
equivalent diameter) and the higher size detection limits obtained
by AF4-DLS.

3.5. Validation of the alkaline extraction and quantification of TiO»
NPs by AF4-ICP-MS

The efficiency of the extraction by TMAH from surimis was
evaluated by the quantification of total Ti contents in the alkaline
extracts by ICP-OES, and the subsequent comparison with the re-
sults obtained via acid digestion of the same samples, following the
procedures described in sections 2.3 and 2.4, respectively. Results
are shown in Table 6.

In the case of samples FH6 and FZ21, concentrations were lower
than the limit of quantification attained by ICP-OES (2.80 ng Tig™1).
In general terms, although higher concentrations were found in the
alkaline digested samples, differences were not significant, verified
by t-test (95% confidence interval), so TMAH extraction procedure
proved to extract similar contents to the acid digestion, which
corresponds quantitatively to the total titanium content in surimis.

The procedure for the quantification of TiO, NPs extracted by
AF4-ICP-MS was validated through the analysis of the commercial
nanopowder of TiO of 30 nm of nominal size. Firstly, direct analysis
of suspensions of 500 pg L~! by ICP-MS resulted in Ti contents in
accordance to the concentrations found after acid digestion (sec-
tion 2.3.) of this product, using Ti ionic standards. Then, the suit-
ability of on-line calibration was verified analysing the same
suspension by AF4-ICP-MS, obtaining recoveries higher than 85%.
The limit of quantification (as 10 times the standard deviation of
baseline/sensitivity) of the AF4-ICP-MS method was stablished in
2.10 pug Ti g~ L. Repeatability, studied by the injection of a suspension
of the commercial nanopowder of TiO, of 30 nm of nominal size,
expressed as RSD (n = 3) were 2% in elution time (time at peak
maximum) and 4% in concentration (area of the peak integrated in
the fractogram).

3.6. TiO, particles quantification

In order to quantify TiO, by AF4-ICP-MS, two different strategies
have been described for mass concentration calibration. On one
hand, external calibrations with products containing synthetic TiO;
nanoparticles have been used as standards. In that case, commer-
cial products such as P25 or NM-100 were diluted in ultrapure
water [8] or in surfactants like Triton X-100 [31], and then diluted in
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Fig. 3. TiO, NPs size distribution in surimi samples by SP-ICP-MS.

Table 6

Total titanium concentrations determined in different samples: photocatalytic
coating product (mg Ti g ') and surimis (ug Ti g~ ). Coating product: acid digestion
followed by ICP-OES (n = 3) and AF4-ICP-MS (n = 2). Surimis: alkaline digestion
followed by ICP-OES (n = 2), acid digestion followed by ICP-MS (n = 3) and AF4-ICP-
MS (n = 2). Results expressed as mean =+ s.

Sample Titanium (mg g~ ')
Acid digestion” AF4-ICP-MS
Coating product 19.87 £ 1.25 16.86 + 2.54
Surimis: Titanium (pg g~1)
TMAH extraction® Acid digestion” AF4-ICP-MS¢
FH6 291 +0.25 2.29 + 0.37 3.14 + 0.10
FZ12 16.39 + 2.28 12.40 + 1.00 11.75 £ 1.13
FZ21 < LOQ 3.16 + 0.78 3.83 £0.16
FZ22 13.50 + 4.51 9.69 + 1.10 14.55 + 1.46

2 ICP-OES quantification, except result from FH6, determined by ICP-MS.
b Microwave assisted acid digestion followed by ICP-MS quantification.
¢ After TMAH extraction.

aqueous solutions at different concentrations. On the other hand,
on-line calibrations with Ti ionic standards have been also
described [6,26], which was the strategy selected in this study for Ti
quantification.

Results of the analysis of the self-cleaning coating product and
the surimi extracts by AF4-ICP-MS are summarized in Table 6. In
general, there is a good agreement of these results when compared
to the total content of Ti in the extracts, which confirms the suit-
ability of the procedure by calibration with ionic Ti standards. It
should be also noted the high channel recoveries obtained (above
80%) in all the cases, and the capability of the method to quantify in
arange of concentrations close to the limit of quantification, such in
surimis FH6 and FZ21. These recoveries are satisfactory, regarding
the use of AF4 for TiO, in complex samples in literature
[6,7,26,30,37,57], and the low concentration levels of Ti found in the

samples, in the range of ug Ti g~ .

Attending to the fractograms shown in Fig. 2, the integrated area
corresponds to the particulate fraction of Ti extracted, so all the
titanium present and extracted from surimis was in particulate
form, with size ranges values established in section 3.4.2. and
shown in Table 5. These results were also confirmed by the quan-
tification of the dissolved fraction of Ti by SP-ICP-MS, obtaining
concentrations that account for less than 1% the total amount of Ti
determined in the samples. It can be concluded that the procedure
developed was able to extract the TiO; in surimis and quantitatively
characterized by size the particles added as E171, remaining unal-
tered respect to the size distribution of the original pigments
described in bibliography [7].

4. Conclusions

The combination of AF4 coupled to DLS and ICP-MS as detectors,
has proved to be a successful strategy to quantitatively characterize
by size the TiO, particles added to different products, based on their
photocatalytic properties, such in the case of a self-cleaning
coating, or as whitening pigment used as food additive E171 in
the case of surimis. The use of TMAH as extractant is compatible
with high TiO; particle recoveries in AF4, which is one of the most
serious drawbacks for quantification in AF4 coupled to ICP-MS. This
is the first time that the TiO; forms in a food product have been
successfully characterized and quantified at ug g~! concentration
levels. This low concentration levels are associated with some
limitations when size characterization by AF4 coupled to DLS is
carried out. In the case of surimis, SP-ICP-MS coped with these
limitations given its low number concentration LOD, although
those factors affecting the minimum size detectable affect the in-
formation obtained of the size distribution of the particles in the
sample. Other strategies based on the use of size standards for AF4
size calibration have been successfully applied to the
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characterization of TiO2 NPs in industrial products, but they can be
affected by matrix effects in complex situations, such in food
analysis. These results confirm the difficulties of AF4 to characterize
the smallest fractions of nanoparticles size distributions when size
standards behave in a different way than the nanoparticles in the
sample, and the use of detectors that provide independent size
information (such as DLS or multiangle light scattering) are limited
at these size ranges. The results obtained along this work confirm
that the size distribution of TiO, particles extracted from surimis
resembles the distribution of the pigments used as food additive
E171, and that a nano-sized fraction is present, although both
applied methods showed size limitations for TiO; particles in this
range.
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ABSTRACT

The use of a commercially available short length channel (14 cm length) is proposed to improve the
efficiency associated to the separation by asymmetrical flow field-flow fractionation of particles in the
nanometer range respect to a standard channel (27 cm length). The effect of channel length on elu-
tion times, separation efficiency and resolution have been studied. Polystyrene particles between 50 and
500 nm in size have been used to compare the behavior of both channels. Theoretical aspects based on
the different contributions on particle diffusion inside the channel during the separation process have
been considered to justify the results obtained. Non-equilibrium diffusion contribution to the efficiency
has shown to be the most relevant aspect to be controlled during the separation. The increment of the
field strength applied through the cross-flow velocity allows the reduction of diffusion while keep elution
times constant. The use of the same cross-flow in a channel with a smaller area is the key factor that
justifies the better efficiencies observed along the whole size range studied (improvements that reach
factors up to 4.7 in experimental efficiency respect to the standard channel were achieved). The separa-
tion of polystyrene particles of 100 and 200 nm was achieved with a resolution of 1.20, whereas a 0.66
value was obtained with the standard channel at the same elution times. Channel recoveries have been
also compared under optimized conditions to ensure that no side effects are produced, including the
separation of mixtures of TiO, nanoparticles. Similar or even better values were obtained with the short
length channel, with recoveries higher than 85% for all the polystyrene particles tested and 75% recovery
for the TiO, nanoparticle mixture, which justifies its use for the separation of nanoparticles, providing
better resolutions without compromise elution times or recoveries.

© 2020 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

ide nanoparticles [7,9], as well as quantum dots [10]. In general,
these studies correspond to channels of reduced dimensions, both

The use of channels of different sizes and geometries in Field
Flow Fractionation (FFF) techniques have been described in the lit-
erature [1-4] during the last two decades. In the case of commer-
cially available miniaturized AF4 and hollow-fiber Flow-FFF (also
known as HF5) systems, they showed promise in the separation
and analysis of a wide range of particles [5-7]. The main advan-
tages of these two systems with reduced dimensions over con-
ventional AF4 devices include: smaller sample injection amounts,
consumption of less mobile phase, shorter retention times, and
ease of coupling with other analytical techniques. For instance, the
use of miniaturized channels has been described for the measure-
ment of different macromolecules such as high- and low-density
lipoproteins [5,8], polystyrene [6], gold [6,7] and titanium diox-
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in length (L) and channel breadth (with typical lengths around 7
cm), which lead to shorter analysis times, with the associated re-
duction in costs, and higher signal-to-noise ratios. These advan-
tages are also associated to the need for injecting less amount of
sample to avoid channel overloading, and generally at a cost of
lower resolution. The use of a short channel (12 cm of length) has
also been described in the separation of lipoproteins for the analy-
sis of cholesterol and triglycerides by enzymatic reaction followed
by UV-Vis detection [11]. The use of this short channel allowed the
reduction of the outlet flow, minimizing the consumption of ex-
pensive enzymatic reactants and decreasing the sample dilution as
well, with higher peak heights with respect to the conventional
long channel. However, all these advantages relied on empirical ob-
servations, and none of these studies developed a theoretical study
of the influence of the channel dimensions on the separation in
AF4.
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On the other hand, the effects of the channel geometry on sep-
aration in Flow-FFF has been studied from a theoretical point of
view in some works [12-15], although the effect of channel length
has been included just in a few of them [16,17]. During the de-
velopment of the theoretical basis of the technique, Giddings in-
vestigated the theoretical miniaturization of FFF [16]. Using the
number of plates (N) concept for the study of the separation ef-
ficiency, he demonstrated that this parameter N depends linearly
on the retention time and strongly on the layer thickness of the
analyte cloud inside the channel (I). If the retention time and layer
thickness are kept constant by appropriate adjustments of the flow
rates, equal plate numbers should be obtained independently of
channel length [16], which implies an increase of the plate height
(H) as long as the channel length (L) increase proportionally. This
author concluded that performance is determined primarily by I,
which is influenced mainly by the cross-flow. Litzen corroborated
this observation in a deep study of the effects of channel dimen-
sions on separation efficiency of an AF4 system [17]. The author
determined that a channel length longer than 15 cm did not im-
prove the efficiency of the separation in terms of plate height if re-
tention times remained constant and also that efficiency improve-
ments with channel length could only be achieved at cost of in-
creasing the retention time proportionally (reaching a maximum at
60 cm). Similarly, it was concluded that it is much more efficient
to affect the band broadening, and therefore the efficiency, by the
cross-flow. However, there are practical limitations for the applied
cross-flow, since steric effects [18], membrane interactions [19,20]
and particle-particle interactions [21,22] are all enhanced as the
cross-flow increases. Therefore, it is difficult to isolate the effect
of just one variable, such as the cross-flow or the channel length,
given their influence on different aspects of the separation (reten-
tion times, efficiencies or recoveries). Some of the studies previ-
ously mentioned were corroborated by experimental designs us-
ing well defined molecules in terms of diffusion coefficient, mainly
proteins [12,13], or polystyrene nanoparticles [14,15]; although pa-
rameters such as recovery, to control unexpected interactions with
the membrane, were not considered.

The extraordinary interest gained by engineered nanoparticles
(ENPs) during the last decade, has strongly promoted the use
of AF4 for their detection and characterization in multiple fields
[23,24]. The beneficial properties of this technique (e.g., no sta-
tionary phase, high separation power, multi- elemental capabilities
coupled to different detectors) justifies its popularity, commonly in
combination with other techniques or as a complementary tool in
complex scenarios [25-28]. On the other hand, the optimization of
the operating conditions (such as carrier composition, permeation
membrane or cross-flow program) for each type of sample is usu-
ally recommended to achieve reasonable separation with minimum
perturbation and high recoveries for all species [18,29-31]. The op-
timization of operating conditions tends to minimize these interac-
tions, but usually without paying much attention on the efficiency
of the separation achieved. The present work focus on those vari-
ables that can affect the separation efficiency of this type of ana-
lytes (particles below 500 nm of size), comparing the performance
of two channels, a short length channel (SLC) and a standard chan-
nel (SC), using same sample loads and separation conditions, in-
cluding the recoveries achieved. A section with the theoretical fun-
damentals of the variables that affect the band broadening in AF4
and their effect on resolution, retention and efficiency of the sep-
aration has been included, with the aim of supporting the experi-
mental findings.

2. Theory

The efficiency of the separation in AF4 is determined by differ-
ent sources of dispersion. The magnitude of each component can
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be quantified by plate height (H): a parameter that relates the vari-
ance o2 of the concentration profile divided by the mean displace-
ment (L). Plate height is the most common mean to describe dis-
persion phenomena, from which equations can be expressed and
will be used as guidelines for a better understanding of the differ-
ent variables that are relevant in separation. In normal (Brownian)
mode, the origin of these sources are: nonequilibrium (Hy), axial
diffusion (Hy), relaxation (H;), polydispersity (Hp) and instrumen-
tal effects (He) [32]. All these contributions are additives so the
dispersion can be expressed as:

H=H,+H;+H +H,+H, (1)

Under most circumstances, the principal source of dispersion in
FFF is nonequilibrium [16,17,32]. Nonequilibrium phenomena are
produced by the fact that different components of the analyte are
driven through the channel at different velocities in the axial di-
rection, despite having similar sizes. These velocities are originated
from the laminar nature of the carrier flow, in which the maximum
is reached in the centre of the channel thickness, and the mini-
mums at the walls, following a parabolic profile. Nonequilibrium is
expressed as:

x w?
= "5 () (2)

where w is the channel thickness, D the diffusion coefficient of the
analyte and (v) the average velocity of the carrier liquid, which is

defined by the axial flow (V) divided by the channel breadth (b)
and the channel thickness:

Hy

(v) = w (3)

On the other hand, the function yx is related to the third power
of the retention parameter A, and it is commonly used in its sim-
plified form:

X =2423(1-81+1222) (4)

According to the basis of FFF theory, the retention parameter
A is defined as the ratio between the mean zone layer thickness
(1) and the channel thickness (w). It is therefore referred to the
position of the analyte cloud into the channel, which depends on
the equilibrium between the diffusion coefficient of the species (D)
and the cross-flow velocity applied (|u¢|), in the case of Flow-FFF:

l D

A= — = —
w o |uclw

(5)
where the cross-flow velocity is the result of the forpe applied
through the channel, and depends on the cross-flow (V¢) and the
area (A) of the channel:

Ve
luc| = a (6)
so, Eq. (5) can be rearranged as:
n= DA (7)
Vew

Because the diffusion coefficient of the species is defined by the
Stokes-Einstein equation:

kT
- 3mnd (8)
it can be combined with Eq. (7), resulting in
A= ki (9)
3 ndyVew

where k is Boltzmann’s constant, T is the absolute temperature, 1
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is the viscosity and dj, is the hydrodynamic diameter of the ana-
lyte. All these parameters that defines the retention parameter A
will determine the position of the species into the channel and,
consequently, will have a major role in nonequilibrium dispersion.
Although the relationship between the H, component and chan-
nel length (L) is not straightforward, it can be deduced from the
parameter A and function x. Under the same separation condi-
tions (same cross-flow (V.), same average velocity of the carrier
(<v>)), and channel dimensions (w and b), a decrease of the area
(A) will lead to a higher cross-flow velocity (Eq. (6)), which means
a reduction of the retention parameter A (Eq. (7)) and function x
(Eq. (4)), therefore, non-equilibrium dispersion will diminish with
the length L.

This behavior respect to the channel length is just the opposite
for the axial diffusion (Hyq) component. Axial diffusion occurs in
response to axial concentration gradients of the analyte, which, in
higher or lesser degree, cannot be avoided in FFF [32]. It is defined
as:

2D
R (v)

where R is a retention parameter, referred to the experimental ra-
tio of retention times:

R= D (11)
tr

being tg and t; the retention times associated with the void peak

and the peak maxima of retained species, respectively. This means

that, for high retention times (t;), diffusion phenomena are more

probable to occur. The experimental parameter R is also related to

A as follows:

Hy = (10)

1
2A

Therefore, axial diffusion will depend on the diffusion coeffi-
cient of the species (particle size), and the retention parameter R.
Given a specific analyte with a diffusion coefficient D, a reduction
of L leads to a decrease of the retention parameter A (Eq. (7)) and
subsequently of R (Eq. (12)), which results in the enhancement of
the axial diffusion.

The rest of the sources of dispersion are commonly considered
negligible [16,32] and the theoretical development is omitted. In
an experimental design, relaxation component can be eliminated
by allowing the analyte to relax after the injection step of the sam-
ple. In this work, its influence has been studied modifying the vari-
ables that affect the relaxation process. Polydispersity is a property
of the sample studied. In this case, monodisperse size standards of
polystyrene (PS) were used to minimize this contribution. Finally,
instrumental effects are defined as nonidealities of the experimen-
tal design. Along this work, these effects were determined so cor-
rections to the experimental results could be applied.

R— 6Acoth< ) _ 1222 (12)

3. Experimental
3.1. Materials

In order to study the efficiency of the separation in AF4, a se-
ries of monodisperse size standards based on polystyrene nanopar-
ticles (PS NPs) were used (50, 100, 200 and 500 nm). All the
PS standards were purchased from Sigma Aldrich (Sigma Aldrich
Chemie, Buchs, Switzerland). Two different products containing
TiO, nanoparticles were also used along the study to prove the ef-
fects of the SLC on the improvement of the separation efficiency in
terms of retention, peak widths, resolution and recovery. Suspen-
sions of TiO, nanoparticles were prepared from powdered rutile
(99.9%) with primary particles of 30 nm (US Research Nanomate-
rials, Houston, TX, USA), and mixed with a suspension of a photo-
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Table 1
Injection and elution steps during a measurement in AF4. Detector flow 1 mL
min~1.

Cross-flow
Step Time (min) (mL min~1)
Injection/focusing 4+1 Injection flow 0.5
0.2 mL min~!
Elution 10-30 Constant 0.1
3 Linear decay 0.1to0
2 Constant 0

catalytic product NP Fotoactiva 23, with particles around 8 nm of
size, according to the manufacturer (Ekoeaso S.L., Gipuzkoa, Spain).

In all cases, suspensions of 30 mg L~! were prepared by dilu-
tion in the AF4 carrier solution, further stabilised by bath sonica-
tion (P Selecta, Ultrasons, Barcelona, Spain) during 5 min before
analysis. Once the suspension was injected, the program, specified
in Table 1, was applied.

3.2. Instrumentation

The AF4 system used was an AF2000 (Postnova Analytics,
Landsberg, Germany). The carrier selected for AF4 separation was a
mixed surfactant (Novachem, Postnova Analytics), diluted in ultra-
pure water at 0.05% (v/v). Ultrapure water (18 M2 cm of resistiv-
ity) was obtained from a Milli-Q purification device (Millipore Co.,
Bedford, MA, USA). For the carrier filtration, nylon 0.2 pm filters
(Merck Milipore, Ireland) were used. A sample loop of 100 puL was
used throughout the entire experimental study.

Two different commercial channels (Postnova Analytics, Lands-
berg, Germany) were studied along this work: a short length
channel (branded as Mini Channel) (SLC) and a standard channel
(branded as Analytical Channel) (SC). Both of them had a similar
design, consisting of two triangular parts at the beginning (bg: 2
cm in width) and at the end of the channel (b.: 0.5 cm in width),
and a trapezoidal part, which was actually the only section that
varied in length (L) for each channel. The length was 27 cm for the
SC, and 14 cm for SLC. A spacer of 350 um of thickness was used
in all cases, and a regenerated cellulose ultrafiltration membrane
of 10 kDa of cut-off (Postnova Analytics). Membranes were first
conditioned by the injection of a suspension of PS nanoparticles
of 100 nm without applying any cross-flow program. Afterwards,
the same suspension was injected under the program described
in Table 1, until retention times and recoveries were stable. The
carrier was finally injected several times until no signal respect to
baseline was obtained. This procedure was applied every time a
membrane was replaced.

At the end of the channel, the eluent was analysed by an UV-
Vis diode-array detector (Shimadzu, Duisburg, Germany), recording
signals between 200 and 650 nm. In specific, a wavelength of 254
nm was studied for the detection of PS, and 350 nm for TiO,, al-
though a complete spectrum of the effluent was registered every
0.6 s.

3.3. Efficiency calculations and signal treatment

Separation efficiencies were estimated using different proce-
dures. In order to study the implications of the sources explained
along section 2, theoretical efficiency (He,) Was first modelled,
following Eq. (1). In this case, only nonequilibrium and diffusion
were considered, since they are the main contributions of disper-
sion, applying Eq. (2) and 10, respectively. Efficiencies were rep-
resented in the model as a function of the retention parameter
A, estimated using Eq. (7). According to the theory, most of the
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parameters that defines A are referred to constants or fixed val-
ues (Eq. (9)), except for two experimental factors: the hydrody-
namic diameter of the analyte and the cross-flow. Given that the
purpose of this work is focused on the separation of particles in
the nanoscale, sizes from 50 to 500 nm have been selected for the
model. Different cross-flows of 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mL min~! were
considered, as an approach to real conditions in AF4, since this
range is the most commonly used in literature [19,25-27,33]. Sep-
aration was considered to be performed with a constant out-flow
of 1 mL min~!. The parameter R, necessary for the calculation of
Hy, was estimated from A by using Eq. (12).

For experimental efficiencies, considering the same range of
cross-flow and particle diameter of PS size standards of 50, 100,
200 and 500 nm, the following expression was used:

_ Lo?
T 554¢2

where o is the peak width at half height, and the value 5.54 is
referred to the relationship between the peak width at the base-
line and at half weight. Both retention times and peak widths
were extracted from the fractograms obtained during the corre-
sponding analysis, as signal intensities in function of time. Reso-
lutions between peaks were calculated by relating the difference
of their retention times to the average width, as described by Mi-
trano [34]. Recovery calculations were done as specified by Bolea
[35], calculated at 254 nm of wavelength. OriginPro data analy-
sis software, version 2019b (OriginLab Corporation, Northampton,
USA), was used for the data processing.

In order to compare theoretical and experimental efficiency re-
sults in a more realistic scenario, an intermediate approach, with
values defined as predicted efficiencies (Hprq), was considered.
This approach tries to correct experimental deviations in the reten-
tion parameter (A) respect to those values calculated from Eq. (7),
applying the values of void times (ty) and retention times (t;) ob-
tained from the experimental analysis instead. Parameter R was es-
timated (Eq. (11)), and Eq. (12) was used for the determination of
A. Additionally to nonequilibrium and diffusion, the channel itself
produces an inherent dispersion, referred as H;,, which can be
calculated from the peak width as in Eq. (13) for Hexp. However, in
this case the width is obtained from the separation of PS size stan-
dards injected into the channel without cross-flow applied during
the analysis (out-flow rate 1 mL min~1). Hpreq Was, therefore, cal-
culated as the sum of Hy, Hy and Hj,s; and modelled in function
of A (solid lines in Figs. 2 and 3).

(13)

exp

4. Results and discussion
4.1. Theoretical efficiencies based on dispersion phenomena

Theoretical efficiencies (Hye,) Were modelled, as described in
section 3.3, and represented in Fig. 1 as a function of A, consid-
ering different particle sizes and cross-flows applied. Efficiencies
follow an exponential trend, with shorter plate heights as the re-
tention parameter A is reduced, which means that separation ef-
ficiency improves as the analyte cloud is tighten. For values of A
lower than 0.01, a decrease in the retention parameter involves a
significant reduction of dispersion phenomena, whereas for higher
values, this improvement is less pronounced. Low values of A (high
retention) are obtained in the case of large particles (best results
are found for 500 nm) or by applying high cross-flows, which is
related to the fundamentals of the technique. When cross-flow is
increased the trend is sharpened, reaching the minimum values
of dispersion for all the sizes studied at 0.8 mL min~!. However,
the trend may be limited in such conditions by the axial diffusion,
which becomes significant at this high retention conditions (low A
values).
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Fig. 1. Model for theoretical efficiencies, referred as the sum of two sources of dis-
persion: nonequilibrium (H,) and axial diffusion (Hgy), as a function of retention
parameter A. Efficiencies are represented at different cross-flows applied or at dif-
ferent hydrodynamic diameters of the analyte.

The contribution of each source of dispersion is represented in
Fig. S1 (supplementary information), where, according to the the-
ory, non-equilibrium and axial diffusion follow opposite behaviors.
The reason is that the retention ratio R (and therefore 1) is propor-
tional in the case of Hy, but inversely proportional for Hy (Eq. (10)).
Contrary to the trend seen in Fig. 1, axial diffusion enhances as A
decreases. This is explained by the retention time of the species,
since diffusion gains relevance as particles remain more time into
the channel and diffusive fluxes occurs in the axial direction. For
bigger particles, the diffusion coefficient (D) is lower and, conse-
quently, Hy decreases. In terms of cross-flow, when it is increased,
particles are focused closer to the membrane, where, following the
parabolic flow profile inside the channel, flow velocity is lower and
requires more time to elute, so diffusive fluxes may take place. In
the range of cross-flows considered for the separation of nanopar-
ticles, nonequilibrium values are ranging from 10 cm to 1 x 1074
cm of plate height, whereas results between 1 x 10~ c¢m and
1 x 10-% c¢m are estimated for axial diffusion, which can be con-
sidered almost negligible. This was expected, given that, despite
being species of high diffusion coefficients, separation is commonly
carried out at low cross-flows and high out-flows, when it comes
to the analysis of nanoparticles [17]. Therefore, the model follows
the trend of nonequilibrium, being the major contribution to dis-
persion in separation. For this reason, efforts should be focus on
diminishing Hy, to improve the overall separation efficiency in AF4.

Theoretically, the interest is based on reducing the retention
parameter A as much as possible, where a slight reduction of A
values would mean a significant improvement of the separation
efficiency, as shown in Fig. 1. Since hydrodynamic diameter is a
property that depends on the nature of the particle, the princi-
pal way to improve separation efficiency is the cross-flow. How-
ever, there are practical limitations that involves cross-flow, so it
is not possible to reduce A endlessly. When the cross-flow is in-
creased, the species are retained closer to the membrane, which in
AF4 means an increase of the potential interactions between mem-
brane and particles [21,36]. These interactions may lead to some
problems in terms of recovery, which are recurrent for numerous
cases when applied to nanoparticles, such as silver [34,37,38], gold
[39,40], titanium dioxide [20,25,41] or polystyrene NPs [6]. In ad-
dition, longer times are required to elute the species injected.
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Fig. 2. Predicted and experimental efficiencies for both short length channel (SLC) and standard channel (SC) as a function of retention parameter A, for a PS size standard
suspension (100 nm) at 30 mg L~'. Results are shown for different cross-flows applied: 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mL min~".

4.2. Use of a channel of reduced dimensions: Experimental
implications

As mentioned in the introduction, a change in the channel di-
mensions has previously been considered by different authors. In
these studies, separation efficiency has always been regarded from
a perspective focused on the cross-flow, as the experimental pa-
rameter that can be controlled in relation to the field strength.
The basis is that the fractionation power of the system can be
enhanced by applying a higher cross-flow and, therefore, disper-
sion phenomena would be reduced. However, in the analysis of
nanoparticles, due to its diffusion coefficient and the potential
problems of recovery, high cross-flows are not required. Hence, the
variation of the channel length and the effect on efficiency needs
to be considered from a different viewpoint.

As discussed in section 2, the field strength is determined by
the cross-flow velocity (|uc|), a parameter defined as the cross-flow
applied per channel area (Eq. (6)). This velocity is indeed affected
by the dimensions of the channel: under the same flow conditions,
a reduction of the area results in a higher |uc|. When cross-flow
velocity is enhanced, field strength increases, leading to a reduc-
tion of the retention parameter A (Eq. (5)), and nonequilibrium,
the predominant source of dispersion, would be diminished. The
theory predicts that, under the same cross-flow and out-flow rate,
a reduction of the channel length would mean an improvement in
separation efficiency.

To study the experimental implications of the reduction of the
area in separation, the analysis of PS size standards was carried out
in the two channels considered, SC and SLC, whose dimensions are
specified in section 3.2. The difference in channel length resulted
in a reduction of approximately half the area: from 32.5 cm? to
15.5 cm?. The program conditions used are specified in Table 1.
The efficiency was studied modifying both the cross-flow and the
size of the particles, in a similar way as for the model discussed
in section 4.1 for the theoretical efficiency (Hpeo)- From the reten-
tion times obtained in experimental analysis, specific parameters R
(Eq. (11)) and A (Eq. (12)) were calculated, and experimental effi-
ciencies were determined by applying Eq. (13). These parameters
were also used for calculations of the efficiencies predicted by the
theory, referred as Hp 4, as detailed in section 3.3.

Efficiency results as a function of the cross-flow applied are
shown for both channels in Fig. 2. As predicted by Giddings
[16] and Litzen [17], experimental efficiencies are improved when
the cross-flow is increased, no matter the channel used. This be-
havior follows the trend predicted by the model, although some
differences are observed at low retention levels (high A), especially
significant in the case of the SLC, being much lower than expected.
These discrepancies can be explained considering that the model
used is based on some simplifications, especially significant at A >
0.02. At all cross-flows studied, SLC improves separation efficiency
in respect of SC. Looking at the experimental data (summarized
in Table 2), it can be seen that this improvement is not based on
retention times, since they are similar in both channels. This is in
agreement with the theory, which states that, under the same flow
conditions, retention times should not be altered [42]. According to
Eq. (13), the improvement comes from the peak width, depending
on the cross-flow applied. For the softest conditions (0.1 and 0.2
mL min~1), SLC provides narrower peaks, which means that differ-
ences between channels are maximized in such conditions, reach-
ing the highest improvement for 0.1 ml min~!, where efficiency
is 5.5 times improved in terms of Hexp (see Table S1). For higher
cross-flows, peak widths became wider for both channels, reach-
ing similar values, so the improvement of the SLC mainly comes
from the reduction of the channel length respect to SC. This im-
provement of the efficiency by the reduction of the channel length
means that, also in practice, nonequilibrium is the main source
of dispersion, and separation can be improved by reducing it. For
the whole cross-flow range studied in SLC, lower values of A were
achieved due to the increment of cross-flow velocity and, there-
fore, better results were obtained in terms of efficiency.

Nevertheless, this improvement seems to reach a limit around
0.15 cm that cannot be surpassed, not even enhancing the cross-
flow above the hardest cross-flow conditions studied (0.4 and 0.8
mL min~!). This behavior is in opposition to the trend modeled
for nonequilibrium in Fig. 1, in which efficiency decreases until
values below 0.001 for such cross-flows. Under these conditions,
nonequilibrium is minimized, and other sources of dispersion may
gain relevance. As previously discussed, values of axial diffusion
are still too low, same as polydispersity for these PS standards,
but some other effects, such as relaxation or instrumental effects,
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Experimental separation results for PS size standard of 100 nm (suspension of 30 mg L) in terms
of retention times (t;), peak widths and recoveries at different cross-flows. Results expressed as
average + s (n=3) for both channels. Recovery reduction is referred to the value from the softest
conditions of cross-flow (0.1 mL min~!) for each channel.

Standard channel

Cross-flow ty (min) Peak width (min) Recovery (%)  Recovery reduction (%)
0.1 mL min~! 4.24 £+ 0.03 3.12 £ 0.03 759 £ 1.9 —

0.2 mL min~! 6.12 £+ 0.01 2.90 £ 0.05 719 £ 1.9 -52 +£27

0.4 mL min~! 9.36 + 0.03 2.96 + 0.01 72.0 £ 1.2 -51 +£22

0.8 mL min~! 14.61 £ 0.14  3.87 £+ 0.08 53.1 £ 9.6 -30.1 £ 9.8

Short length channel

Cross-flow tr (min) Peak width (min) Recovery (%) Recovery reduction (%)
0.1 mL min~! 3.69 £+ 0.04 1.79 + 0.04 88.6 + 2.1 -

0.2 mL min~! 535 £ 0.10 2.20 £+ 0.03 82.8 £ 0.8 -6.5 £ 2.3

0.4 mL min~! 10.05 £ 0.02  3.49 £ 0.15 78.1 £ 0.5 -11.8 £ 2.2

0.8 mL min~! 1547 £ 038  4.65 £ 0.29 61.8 £ 1.9 -30.3 +£29

may become significant. Relaxation effects were studied experi-
mentally modifying both the cross-flow and the focusing time dur-
ing the focusing step, the only instrumental parameters that can
be adjusted in that stage. Both parameters were studied: cross-
flow applied (from 0.5, as the value set along the study, to 1.5
mL min~!) and focusing time (from 5 to 9 minutes), but no sig-
nificant variation on efficiency was observed under the conditions
studied. That experimental limit, therefore, cannot be explained by
any of these sources, and experimental data may not fit the theo-
retical predictions at low A, as it was already observed by Wahlund
[21].

As pointed out in section 2, the separation system may also
contribute to the dispersion of the analyte as the particles are
driven through the channel, the connections, and the detector, in
an inherent and unavoidable way. To estimate experimentally this
contribution, the procedure described in detail in section 3.3 was
followed, referred as Hj,y. The contribution of Hj,, to dispersion
was calculated as constant values of 0.12 cm and 0.22 cm for the
SLC and the SC, respectively. They were added to the predicted ef-
ficiencies (Hpeq), and corrected in Fig. 2. For high values of dis-
persion, the contribution of the system is negligible; but, when
nonequilibrium is minimized at high cross-flows, this contribution
prevails. As a result, the trend is flattened at low A, and the be-
havior of both predicted and experimental efficiencies are fitted,
reaching the limit observed experimentally.

Although efficiency factor improvements between the two
channels are reduced as long as the retention parameter decreases,
SLC still shows better results. It can be argued that similar effi-
ciency values can be obtained by the SC just increasing the cross-
flow. In fact, at high retention conditions (low A), longer chan-
nels would increase the number of plates (N = L/H), given that
the improvement of H is limited under these conditions, increasing
the theoretical resolution. However, the higher cross-flows required
can lead to problems in terms of recovery. Experimental recovery
values are summarized in Table 2. As expected, recoveries are sig-
nificantly lower respect to the softest condition (0.1 mL min—!) for
both channels (30% reduction at 0.8 mL min~1).

It is worth noting that the use of the SLC allows to decrease
Hexp in comparison with the SC at any cross-flow studied. The im-
provement factor between channels reach the maximum value at
0.1 mL min~!, where recoveries are up to 88%. This means that the
short length channel maximizes the efficiency improvement with-
out modifying retention times, because separation is performed
under the same flow conditions, and without sacrificing recoveries,
since it is performed under soft field strength conditions, which is
essential in separation of nanoparticles in AF4.

Optimal cross-flow (0.1 mL min~') was fixed for the study of
the experimental efficiency depending on the size of the analyte,
shown in Fig. 3. For both channels, the best efficiencies were ob-
tained for the largest particles, as predicted by the model for Hpeq.
According to the theory, nonequilibrium dispersion is reduced be-
cause retention parameter A is also reduced when sizes are larger
(Eq. (9)). Experimentally, for high hydrodynamic diameters, the dif-
fusion coefficients are lower (Eq. (8)) and they are focused closer
to the membrane. At lower A, particles are eluted at longer reten-
tion times, following the parabolic flow profile, which justifies the
lower Hexp values observed (see Table S2). Again, despite following
the same trend, large discrepancies between H,eq and experimen-
tal values are observed at high A values (A>0.02), more significant
in the case of the SLC, similarly to those results showed in Fig. 2,
given that the same procedure and simplifications have been used
for Hpreq calculations.

Comparing the efficiencies of the particles studied between the
two channels, SLC obtained the best results in all the cases. Given
that retention times remained constant for both channels, the im-
provement of Hexp is based on peak widths, according to Eq. (13),
as observed in the study of the cross-flow, since the variation of H
with retention parameter A is the same in both cases. The narrow-
ing of the peaks in the SLC can be explained by the enhancement
of the cross-flow velocity (|uc|), which allows to reduce diffusion of
the species into the channel, even for smaller particles, and tight-
ens the analyte cloud. The improvement factor of the SLC is not
constant for all sizes (Table S2): Hexp is nearly 3 times reduced for
particles of 500 nm, and 4 times for 200 nm; whereas for smaller
sizes (50, 100 nm), this factor is maximized, around a value of 5
times. Since diffusion phenomena in the axial direction are less
probable to occur when particles are bigger, the improvement of
the separation efficiency caused by the area reduction in the SLC is
less pronounced. However, when particles are smaller, the higher
diffusion from particles means that an increase of the cross-flow
velocity becomes more relevant to remain the analyte cloud tight,
and differences between the use of a standard or a short length
channel are significant. Therefore, SLC allows to maximize the sep-
aration efficiency improvement, especially in the range of nanopar-
ticles.

The results of recovery values for each PS size standards are
summarized in Table 3. Constant values were obtained for the
whole range tested in SLC, close to 90%. In the case of the SC, val-
ues around 75% were obtained for particles of 100, 200 and 500
nm; and slightly higher for 50 nm, with results similar to those
showed by SLC. This difference may be explained since large par-
ticles are focused closer to the membrane and interactions with
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Fig. 3. Predicted and experimental efficiencies for both short length channel (SLC) and standard channel (SC) as a function of retention parameter A. Results are shown for
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different PS size standards: 50, 100, 200 and 500 nm of nominal size (suspension of 30 mg L-!) at cross-flow of 0.1 mL min~"'.

Table 3

Experimental separation results for PS standards of 50, 100, 200 and 500 nm (sus-
pension of 30 mg L~!) in terms of retention times (t;), peak widths, recoveries and
resolution. Results expressed as average + s (n=3) for both channels. Flow rate condi-
tions were fixed for all measurements at 0.1 mL min~' of cross-flow and 1 mL min~!
of channel out-flow. Resolution is referred to the correspondent PS standard and the

0.1

Experimental efficiency, H,,, (cm)

previous one in decreasing size order.

Standard channel

Particle size  t; (min) Peak width (min)  Recovery (%) Resolution
50 nm 3.03 £ 0.04 2.36 + 0.01 85.6 + 1.0 —

100 nm 4.24 + 0.03 3.12 £ 0.03 759 £ 1.9 0.44

200 nm 6.53 £ 0.02 3.83 +£ 0.05 73.8 £ 6.8 0.66

500 nm 11.63 £ 0.11 5.04 + 0.02 73.5 £ 4.0 1.15

Short length channel

Particle size  t; (min) Peak width (min)  Recovery (%) Resolution
50 nm 2.66 + 0.04 1.50 + 0.01 87.6 £ 2.5 —

100 nm 3.69 + 0.04 1.79 £+ 0.04 88.6 + 2.1 0.63

200 nm 6.59 £ 0.07 3.06 + 0.03 88.2 £ 0.4 1.20

500 nm 11.94 £ 0.19  4.95 + 0.07 85.8 £+ 7.5 1.34

membrane may occur. With the SLC, recoveries were not reduced
despite a higher cross-flow velocity was applied during separation.

Fractograms for the different PS size standards in both channels
studied are shown in Fig. 4. For all the standards, resolution val-
ues were higher (see Table 3) with the SLC. In the specific case
of PS standards of 100 and 200 nm, resolution of 0.66 is achieved
by means of the SC, where they almost coelute. With the SLC, un-
der the same conditions, this value increases until 1.20, thanks to
the narrowing of the peaks obtained. These results (see Table S3)
have been also compared between the two channels considering
the same field strength applied, the cross-flow velocity (|uc|). This
implies applying a cross-flow two times higher in the SC respect
to the SLC, since SLC area is approximately half the SC area. Given
that the same strength field was applied, same resolution was ob-
tained with both channels in this case, using two different cross-
flow velocities. A resolution of 1.20 was obtained for the SLC un-
der 0.1 mL min~! of cross-flow, which can be improved to 1.81
at 0.2 mL min~!. Similar results were obtained with the SC at 0.2
mL min~! (1.29 resolution) and 0.4 mL min~! (1.81 resolution), re-
spectively. However, under the same cross-flow velocity conditions,
better performance was still obtained with the SLC (shorter reten-

tion times, narrower peak widths, and higher recoveries). This can
be explained by the fact that, despite nanoparticles are retained at
the same position inside the two channels (same A), the nanopar-
ticles are driven through a shorter distance in the SCL, which re-
duces dispersion, elution times and potential interactions with the
membrane (higher recoveries). Summarizing, to obtain similar res-
olutions in the SC respect to the SLC, higher cross-flows are re-
quired, which results in longer elution times and lower recoveries.
Under the conditions studied, this difference involves a loss of the
16% of the analyte in the case of PS size standard of 100 nm, and
25% in the case of 200 nm on average, when the SC is used instead
of the SLC.

The same methodology was applied to the separation of TiO,
nanoparticles. This type of nanoparticles presents some recurrent
problems in their analysis based on AF4, mainly related to low res-
olution and low recovery rates [20,21], so the performance of the
SLC could be evaluated when applied to a more complex scenario.
Two products of different nominal particle size (see section 3.1)
containing these nanoparticles were mixed in a suspension and an-
alyzed in AF4 under the conditions specified in Table 1.
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Fig. 4. Fractograms for PS size standards of 50, 100, 200 and 500 nm of nominal size (suspension of 30 mg L~') obtained from: a) separation using the standard channel

(SC) and b) using the short length channel (SLC) at cross-flow 0.1 mL-min~".

Table 4

Experimental separation results for products (photocatalytic product and rutile nanopowder) which
contains TiO, NPs, in terms of retention times (t;), peak widths, recoveries and resolution. Suspen-
sions of a mixture of both products (15 mg L-! each) were analyzed. Results expressed as average
+ s (n=3) for both channels. For all measurements, 1 mL min~' of channel out-flow was used.
Recoveries are referred to both products in the same suspension.

Standard channel (Cross-flow: 0.1 mL min~')

TiO, NPs product

t; (min)

Peak width Recovery

(min) (%) Resolution

Photocatalytic product (8 nm)
Rutile nanopowder (30 nm)

Short length channel (Cross-flow: 0.1 mL min~

2.81 £0.18 2.07 +£0.05 69.83 £49 0.77
6.47 £ 0.09 7.47 + 0.55

')

Peak width
TiO, NPs product tr (min) (min) Recovery (%) Resolution
Photocatalytic product (8 nm) 231 £0.11 2.03 £0.13 752 + 4.2 1.07
Rutile nanopowder (30 nm) 6.15 £ 0.29 5.12 £ 0.10
Short length channel (Cross-flow: 0.2 mL min1)

Peak width
TiO, NPs product tr (min) (min) Recovery (%) Resolution
Photocatalytic product (8 nm) 2.66 +£ 0.23 2.24 +£ 0.04 60.1 + 0.8 1.15

Rutile nanopowder (30 nm)

10.47 £ 0.31 11.38 £ 0.14

As can be seen in Table 4, retention times did not show any sig-
nificant variation in the mixture, no mattering the channel, since
the same flow conditions were used, (0.1 mL min~! of cross-flow,
and 1 mL min~! of out-flow). The first peak corresponds to the
photocatalytic product, which contains TiO, NPs around 8 nm in
size, and the second one to the TiO, NPs rutile powder suspension
with nominal size of 30 nm (fractograms in Fig. S2). As expected,
recoveries were not compromised either, with values around 70-
75%. In terms of resolution, it can be seen the improvement of the
separation efficiency by using the SLC, since peaks are narrower as
long as the channel area is reduced. Therefore, this improvement
allowed a better separation (resolution >1) of the two populations.
Resolution can be also improved by increasing the cross-flow ap-
plied (Table 4) at the expense of longer retention times and non-
quantitative recoveries, (60% for 0.2 mL min~! of cross-flow)

5. Conclusions

The study of the effect of the channel length on the separa-
tion of particles in the nanometer range has been carried out in
terms of efficiency, resolution, and recovery. Results have been jus-
tified from a theoretical point of view. The reduction of the non-
equilibrium component of the dispersion in AF4, which is the most

relevant during the separation in AF4 under the most common ex-
perimental conditions used, explains the best results obtained with
the short length channel. Under the same flow conditions (same
out-flow and cross-flow), it is possible to improve the separation
reducing the channel length with the same elution times and the
same or even better recoveries. This is due to the increment on the
cross-flow velocity (|uc|), originated by the reduction of the chan-
nel section (A), which leads to tighten the cloud of the analyte
inside the channel, reducing its dispersion. The higher retention
caused is compensated by the shorter distance, whereas recoveries
are not affected. These predictions have been corroborated through
the separation of nanoparticles in a wide size range and different
nature, such as polystyrene and TiO,. Although similar retention
could be achieved with a longer channel, this is produced at cost
of longer elution times, and normally with a reduction of the re-
coveries obtained. On the other side, the use of even shorter chan-
nels, such as the also commercially available 7 cm length channel
or hollow fibers, involves the reduction on the out-flow and cross-
flows applied, in order to avoid overpressures in the system, which
lead to poorer separations, and also a reduction of the amount of
sample that can be loaded. The use of the channel proposed allows
working under the same flow conditions, using the same sample
loads as with the standard channel. This is especially important
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in the case of nanoparticles, where interactions with the mem-
brane are relatively common, and mild separation conditions are
required. This separation improvement expands the possibilities of
the analysis of particles in AF4, as it was the case of TiO, nanopar-
ticles, where the short length channel was already applied success-
fully to the separation and quantification of these nanoparticles in
complex samples [43].
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Single particle inductively coupled plasma mass spectrometry (SP-ICP-MS) refers to the use of ICP-MS as
a particle counting technique. When ICP-MS measurements are performed at very high data acquisition
frequencies, information about (nano)particles containing specific elements and their dissolved forms
can be obtained (element mass per particle, size and number and mass concentrations). As a result of its
outstanding performance, SP-ICP-MS has become a relevant technique for the analysis of complex
samples containing inorganic nanoparticles. This review discusses the maturity level achieved by the

technique through the methods developed for the detection, characterisation and quantification of
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Accepted 7th June 2021 engineered and natural (nano)particles. The application of these methods in different analytical scenarios
is comprehensively reviewed and critically discussed, with special attention to their current technical and

DOI: 10.1039/d1ay00761k metrological limitations. The emergent applications of SP-ICP-MS in the field of nanoparticle-tagged

rsc.li/methods immunoassay and hybridization methods are also reviewed.

SP-ICP-MS: a fast-developing a series of key papers by Degueldre et al.,>® published between
hni ) 2003 and 2006, are considered its starting point. However, the

tec nique application of SP-ICP-MS to the analysis of engineered nano-

materials,”® followed by its implementation in commercial ICP-
MS instruments,”** became the main driving force behind the
success of the technique in recent years.

The birth and evolution of SP-ICP-MS resembles that of the ICP-
MS technique itself (Fig. 1). After their initial conception, it took
some time to get the first ICP-MS research instrument, as well as the
first application to nanomaterials in the case of SP-ICP-MS. But
from then on, it took only about three years for manufacturers to

The use of inductively coupled plasma mass spectrometers in
single particle mode has led to the emergence of a particle
counting technique known as single particle inductively
coupled plasma mass spectrometry (SP-ICP-MS). Although the
origins of the technique can be traced back to the 1970's,*
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Fig. 1 Comparison of the evolution of SP-ICP-MS with respect to ICP-MS (adapted from Horlick*?).

dedicated instruments in the case of SP-ICP-MS. Thereafter,
conventional ICP-MS evolved in a fast way, becoming a mature
technique in about ten years.”” According to Horlick, a mature
technique is characterised by the fact that their methods are applied
to a wide range of analytical problems and determinations, and
become established as a routine tool with broad commercialisation.
Before the maturity stage, a technique goes through a character-
isation stage, a period of intense research activity aimed at achieving
a complete picture of the technique at instrumental, metrological
and methodological levels. On the other hand, during the charac-
terisation stage the new technique seems to have no limits and to be
able to solve all the problems, whereas with maturity comes the
realization that not all is ideal and there are a number of problems
that will not be solved. In the case of SP-ICP-MS, the question is
whether the technique can be considered to have reached maturity
or is still in the characterisation phase. The final aim of this
comprehensive review is to gather the publications involving SP-
ICP-MS and critically evaluate the current state of the technique,
its limitations and its level of maturity level. Special attention is paid
to the problem-solving analytical methods developed and their
application under different relevant analytical scenarios.

Basic principles

When an ICP-MS instrument is used at very high reading
frequencies, ICP-MS becomes a particle counting technique,
being able to deliver information in a particle-by-particle basis.
The basics of SP-ICP-MS measurements were established by
Degueldre et al> Basically, when a diluted suspension of
nanoparticles is nebulized into an ICP-MS, and an isotope of the
element present in the nanoparticles is measured at acquisition
frequencies over ca. 100 Hz, a series of events corresponding to
individual nanoparticles are recorded over a continuous base-
line. The intensity of these events is related to the mass of the
element in the nanoparticle, and hence to its size if additional
information about the composition, shape and density of the
nanoparticle are available, whereas the frequency of events is
proportional to the number concentration of nanoparticles.
Subsequently, Laborda et al.” revealed that information about
dissolved forms of the element measured could also be ob-
tained from the baseline. Whereas the dissolved species are
homogeneously distributed in all the aerosol droplets, the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021

nanoparticles are present randomly in some of them. Thus,
a constant signal (baseline) is produced by the dissolved
species, whereas the nanoparticles give rise to individual signal
events, as it can be seen in a typical time scan (Fig. 2a).

As the SP-ICP-MS measurements are performed in time resolved
mode, the data acquisition frequency (or the number of events
along a fixed acquisition time), controlled through the dwell time of
the instrument, is one of the most relevant parameters. Considering
that the ion cloud generated in the plasma from a single nano-
particle can be detected during 300-1000 ps,”** nanoparticle events
can be recorded in two different forms, depending on the dwell time
selected. When using dwell times in the millisecond range (3-10
ms), larger that the duration of the ion cloud in the instrument,
events are recorded as one-reading signals (pulses), whereas for
dwell times in the microsecond range (10-200 ps), they are recorded
as peaks (transient signals), comprising several readings (see the
insets in Fig. 2a). For pulses, the intensity event is given by the
reading itself, whereas for peaks, the intensity is calculated as the
sum of the individual readings along it. With respect to the acqui-
sition frequency, it is worth to mention that the commercial launch
of SP-ICP-MS in 2014 was linked to quadrupole spectrometers with
higher reading frequencies, allowing dwell times down to 10 ps,*
instead of just working at milliseconds. In the meantime, time-of-
flight” and double focussing" spectrometers have become
commercially available with minimum dwell times of 33 and 10 ps,
respectively.

Raw data from both milli- and microsecond time scans can
be processed by plotting the event intensity vs. the number of
events, obtaining histograms as shown in Fig. 2b, where the first
distribution is due to the background and/or the presence of
dissolved forms of the element measured and the second to the
nanoparticles themselves. The second distribution is further
processed to convert the event intensities to mass of element
per nanoparticle or size distributions (Fig. 2c). Instrumental
and metrological issues related to measurements, data acqui-
sition and data processing have been summarized and
described in detail in a number of reviews“>™® and articles
therein. It is worth to mention that the different types of
quantitative information on nanoparticles achievable by SP-
ICP-MS, and discussed in the next section, require different
calibrations with nanoparticle size and number concentration

Anal. Methods, 2021, 13, 2742-2795 | 2743
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Fig. 2 (a) Time scan of suspension containing nanoparticles and dis-
solved forms of the same element. (b) Event intensity histogram of data
from (a). (c) Mass per nanoparticle/size distribution of spherical
nanoparticles calculated from the second intensity distribution in (b).

standards. If size standards of the particles under study are not
available, indirect calibrations based on the use of dissolved
standards are usually applied. In these cases, sample intro-
duction flow rate and the analyte nebulization efficiency have to
be known to determine the mass of element per nanoparticle
and hence the nanoparticle size. The analyte nebulization effi-
ciency is commonly determined using the methods developed
by Pace et al.® An overview of calibration issues in SP-ICP-MS can
be found in Laborda et al.*®

Analytical information: analytes and
measurands

The strength of SP-ICP-MS lies in the different types of analyt-
ical information that the technique can provide from very

2744 | Anal. Methodss, 2021, 13, 2742-2795
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simple measurements. As we have seen above, two types of
analytes are under the scope of SP-ICP-MS, namely (nano)
particles and dissolved species. The term “nanoparticle” is
going to be used here in a broad sense, although in most cases it
will coincide with the ISO definition (nano-object with its three
dimensions in the nanoscale, 1-100 nm).?° Other nano-objects,
like nanofibers/nanotubes or nanoplates (two and one dimen-
sions in the nanoscale, respectively) may be suitable of being
analysed by SP-ICP-MS, depending on the magnitude of the
other dimensions that are not in the nanoscale. Thus, particles
over 100 nm, even in the micrometre range, have been
successfully analysed, although issues related to their nebuli-
zation and ionization must be considered.*

In any case, the information provided by SP-ICP-MS can be:
(i) qualitative, about the presence of (nano)particulate and
dissolved forms of specific elements; (ii) quantitative contents,
as number and mass concentrations; and (iii) characterisation,
about the mass of element/s per nanoparticle and nanoparticle
size.

For dissolved species, the mass concentration of the element
monitored is the measurand of interest, whereas for nano-
particles, the primary measurands of concern are the number
concentration and the mass of element per particle. When
additional information about the shape, composition and
density of the particles is available, information about the size
of the particles can be obtained. Nevertheless, a spherical shape
is commonly assumed and the equivalent spherical diameter is
the measurand usually reported. Any population of particles
always exhibits more or less broad size distributions, recorded
primarily by SP-ICP-MS as element content distributions, whose
measurands are histograms showing the number of particles
for each of a number of defined size or element content per
particle classes, respectively. Table 1 summarises the quanti-
tative and characterisation information with the corresponding
measurands for each of the analytes involved in SP-ICP-MS.
Qualitative information about the presence/absence of dis-
solved species and/or nanoparticles over a certain concentra-
tion and size cannot be disregarded because of the practical
limitations of the technique when analysing complex samples,
as it will be shown below. In addition, other types of informa-
tion can be obtained from SP-ICP-MS measurements (e.g.,
porosity,  density,”®  aggregation,*?®  agglomeration®),
although they will not be discussed in detail.

Scientific production and evolution
stage

Since the publication of the first article by Degueldre and
Favarger in 2003, almost 400 studies directly related to SP-ICP-
MS have been published in peer-reviewed journals until the end
of 2020. These publications include a limited number of
reviews, tutorials and divulgation articles; whereas most of
them consists of articles on fundamentals and basic aspects of
the technique, the development of methods, as well as their
application. As it has been stated above, the analysis of engi-
neered nanomaterials is behind the success of SP-ICP-MS, and

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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Table 1 Analytes, analytical information and measurands involved in SP-ICP-MS

Analytical information Analyte Measurand
Qualitative Presence/ Nanoparticle
absence Dissolved element
Quantitative Concentration Nanoparticle Number concentration
content Mass concentration of nanoparticulate element
Concentration Dissolved element Mass concentration of dissolved element
Characterisation Element content Nanoparticle Element mass per particle
Size Nanoparticle Equivalent spherical diameter
Element content Nanoparticle Histogram showing the number of particles for each of a number of defined
distribution element content per particle classes
Size distribution Nanoparticle Histogram showing the number of particles for each of a number of defined

size classes

most of the works deal with manufactured nanoparticles,
although natural and incidental nanoparticles have also been
analysed. SP-ICP-MS has proved its usefulness in other areas,
like nanoparticle tag-based immunoassay and hybridization
methods, as it will be discussed in a specific section.

The scientific production from 2003 to the end of 2020 has
been organized in four fields, namely “Reviews”, “Fundamen-
tals”, “Method Development” and “Applications”. With respect
to the “Reviews” field, one tutorial,* five reviews"***#2?7 and two
divulgation articles®®* on the specific topic of SP-ICP-MS have
been published to date. However, the technique is being
included in most reviews on ICP-MS***! or about the analysis of
natural®* or engineered®* nanomaterials. The “Fundamen-
tals” field covers publications whose main objective is the study
of basic aspects of the technique (e.g., instrumentation, plasma
processes, sample introduction, data acquisition and process-
ing). All these studies have been performed with nanoparticle
standards, although synthetic matrices have been considered in
some cases, but always under controlled laboratory conditions.
The “Method Development” field includes publications focused
on the development of proofs-of-concept methods, based on the
use of in-lab synthesized nanoparticles, nanoparticle standards
or samples spiked with standards. When the method has been
applied to samples containing original nanoparticles, it has
been considered under the “Applications” field. Analysis of
samples from laboratory tests (e.g., in vivo, in vitro, migration)
involving nanoparticle standards have also been considered
within this field, as it will be justified below.

Fig. 3 summarizes the distribution of publications in the
four fields cited above directly related with the analysis of
nanomaterials or samples containing nanomaterials, as well as
their chronological evolution. The analysis of these data may
give light about the maturity and the expected evolution of SP-
ICP-MS. As it has been stated above, the rise of SP-ICP-MS
publications started from 2011, with a constant increase in
the total number of publications related to both “Fundamen-
tals” and “Method Development” until 2016, showing some
stabilization in recent years, whereas the number of publica-
tions about “Applications” is steadily growing. Following the
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evolution stages proposed by Horlick, and despite some overlap
between them is unavoidable, the trend in publications
suggests that SP-ICP-MS has passed the stage of character-
isation and would be at the beginning of the maturity stage.
However, other indicators than the extent of application of the
technique, namely metrological indicators like method valida-
tion and traceability, should also be considered. While trace-
ability of results is out of question in conventional ICP-MS
because of the availability of validated methods, standards and
reference materials,* this is not the case in SP-ICP-MS. As will
be seen in the following sections, the number of SP-ICP-MS
methods developed for the most diverse applications is
increasing, although the number of validated ones is still
limited. On the other hand, due to the special features of
nanoparticles, the availability of standards and reference
materials is still scarce, conditioning in the end the traceability
of the results obtained.

Analytical methods based on SP-ICP-
MS: validation

In spite of the significant evolution of the technique discussed
above, method validation in SP-ICP-MS is still at an early stage,

mReviews
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©
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Fig. 3 Evolution of SP-ICP-MS publications related to reviews,
fundamentals, method development and applications.
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lacking the harmonization of other fields in analytical chem-
istry, mainly because of the special features of nanoparticles as
analytes. Whereas conventional analytes consist of identical
entities (mostly atoms in ICP-MS) identified by their chemical
composition (e.g., silver, titanium dioxide), identification of
particles (e.g., 10 nm spherical silver or titanium dioxide
nanoparticles) requires determining their chemical composi-
tion but also their morphology (size and shape). This means
that validation parameters, like limits of detection and quan-
tification, working range, precision or trueness, must be applied
to mass/number concentrations but also to particle size. With
respect to size, it must keep in mind that particles always
exhibit more or less broad size distributions, entailing that
particles cannot be considered as truly identical entities. An
additional drawback in relation to validation is the lack of
certified reference materials for nanoparticles in any type of
matrix, which forces to use recovery tests with matrix-free
reference materials or properly characterised commercial
nanoparticles for the evaluation of trueness. These recovery
tests, based on the spike of nanoparticles, must test not only the
recovery of the mass added, but also that the particle size and its
distribution remain unchanged. For all these reasons, Linsinger
et al® proposed an adaptation of conventional validation
schemes to the detection and quantification of engineered
nanoparticles, although the number of validated methods
already published is still scarce. In most cases, the scheme has
been based on the addition of nanoparticles to different
matrices, such as surface waters,* fruit juices,* chicken meat,*®
human liver and spleen tissues** or human blood.* In these
cases, particle stability in the matrices has a strong influence on
trueness and precision of the results, as it was reported for silver
nanoparticles in chicken meat, since metallic nanoparticles
were transformed into silver sulfide.*” Only in a few cases,
samples with nanoparticles originally present, such as Ag
nanoparticles in confectionery,*® have been described in vali-
dated methods. Finally, some methods for screening purposes
have also been validated for detection of silver and gold nano-
particles in foods* and TiO, nanoparticles in confectionery
products.*

Validation parameters commonly determined in these
studies include trueness, selectivity, precision, detection limits,
linearity and robustness.”” The evaluation of trueness has been
done mostly by spiking control samples with nanoparticle
standards, ensuring that the particle size and size distribution
remain unchanged, together with the recovery of the mass
added. In general, larger bias, as high as +80% have been re-
ported for number concentration compared to particle size,
with bias around —20%."* Comparison with nominal median
diameter and/or concentration of the standard added is the
common rule, although the confirmation of the results by
independent methods is highly recommended when possible.
Thus, validation of the size characterisation has been per-
formed by comparison with electron microscopy techniques
(TEM or SEM), such in the characterisation of a series of TiO,
materials used as food additives*® or with the gold nanoparticle
reference material RM8012," showing differences on size
distributions.
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Selectivity has been evaluated considering possible (poly)
atomic interferences®***** and other matrix constituents, which
may cause changes in nebulization efficiency or in the ioniza-
tion, affecting to particle concentration and size, respectively.*®
In any case, the effect of other nanoparticles or nanoparticles of
the same composition but with different properties (size,
coating...) should also be evaluated.

Respect to precision, determination of the nanoparticle
number concentration is usually less precise than size deter-
mination, with reproducibility that reach up to 90% in some
cases.*” Data processing, is the driving factor in this parameter
over sample preparation or sample dilution, especially at high
baseline levels that make discrimination of nanoparticle read-
ings more difficult.*® It should be noted that satisfactory results
have been obtained when comparing the repeatability and
reproducibility obtained with the values predicted by the Hor-
witz ratio in the analysis of TiO, particles at concentration levels
in the order of 0.01 mg Ti per kg.**

Despite there are not expressions widely accepted for the
calculation of the limits of detection in the different domains
covered by SP-ICP-MS, Laborda et al.'” have proposed a harmo-
nizing approach to calculated LODs for validation purposes.
Most widely applied criteria for calculation of size detection
limits are based on the use of multiples of the baseline standard
deviation (n-sigma criterion). Multiples from 3- to 8-sigma
criteria can be found in SP-ICP-MS publications,** although the
use of 5-sigma criteria has been justified by these authors'” on
a routine basis. In general, size LODs depend on different
factors, such as the concentration of the dissolved element, the
strategy used for substracting the baseline signal to the particle
signal or the type of mass spectrometer.”> A comprehensive list
of size LODs for metallic and oxide nanoparticles using
a commercial quadrupole instrument under typical experi-
mental conditions can be found in Laborda et al.'” Size LODs
around 10 nm and larger were obtained for most common
nanoparticles at 100 ps dwell times. Incomplete vaporization of
large particles in the plasma can limit the linearity of the size
measurement ranges, hence larger particles, in the micrometre
range, can produce signals outside the linear range of the
detector.® For instance, a linear size range up to 150 nm has
been reported for gold nanoparticles, whereas for SiO, it can
increase up to 1000 (ref. 51) or 2000 nm.*® Besides, particles
larger than 2-5 pm are transported into the plasma with lower
efficiency.

With respect to the number concentration LOD, it depends
on the number of particles events detected in the blank, the
sample introduction to the ICP-MS and the acquisition time.
The use of conventional procedures for concentration LOD
based on the blank standard deviation as in size LOD results in
unrealistic values®** and therefore, they cannot be used inter-
changeably. LOD values of 100 particles per mL have been re-
ported'” with acquisition times of 60 s, using a cyclonic spray
chamber and a concentric nebulizer. The number concentra-
tion measurement range is limited by the occurrence of
multiple particle events, which cause a progressively loss of
linearity. The occurrence of events due to two or more nano-
particles is predicted by Poisson statistic and is expected to be
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significant, depending on the nebulization system and the
range of dwell times (milli or microseconds) used.” Linear
ranges up to 10’ L™ ' can be achieved with conventional nebu-
lization systems at millisecond dwell times, which can be
increased one order of magnitude working at microsecond
dwell times.

Robustness has been evaluated commonly by changing
different parameters that affect the measurement results, such
as sample pre-treatment or dilution factor,* although in some
cases only the element total concentration has been considered
for robustness evaluation.*

Other studies have included quality control procedures, such
as the evaluation of trueness by spiking nanoparticles standards
to natural matrix samples, considering that conventional
procedures cannot be directly applied in SP-ICP-MS analysis
due to the limitations described above. Thus, trueness has been
evaluated by measuring recovery of the spiked nanoparticles,
mainly based on number concentration, and the use of alter-
native techniques to confirm size results, such as for the sizing
and quantification of Ag nanoparticles in food simulants,**
moisturizing creams,* fish tissue,* or ZnO* and TiO, nano-
particles®® in natural waters. This strategy has also been applied
to the detection of naturally occurring iron oxide nanoparticles
in crude oil and residual fuel oil by spiking in-lab synthesized
silica-shelled Fe;O, nanoparticles.”” Alternatively, the agree-
ment between the total element content determined by acid
digestion and ICP-MS can be used for confirmation of the
results, as in the determination of Ce, Cd and Pt-bearing
nanoparticles in road runoff sediments®® or Au nanoparticles
in tumour cells after alkaline digestion.*®

However, if the sample contains nanoparticles smaller than
the LOD,*”® size information will be overestimated and
number/mass concentration underestimated in consequence.
In such situations, SP-ICP-MS should be restricted to confirm
the presence of nanoparticles containing the element moni-
tored over a certain equivalent diameter and concentration.

Applications of SP-ICP-MS: analytical
scenarios

In relation to the application of SP-ICP-MS to real-world
analytical problems, Fig. 4 shows four different analytical
scenarios that can be considered. Whereas the first one (type 0)
corresponds to the analysis of pristine nanoparticles commonly
produced at laboratory or industrial-scale, which just involves
their characterisation, the other three correspond mainly to the
needs of analytical information arising from the risk assess-
ment of nanomaterials and nanoproducts in relation to envi-
ronment, health and safety, as well as to legal regulations,
which involve the detection, characterisation and/or quantifi-
cation of nanoparticles in the presence of, more or less, complex
matrices. Type 1 scenario includes the analysis of industrial and
consumer products containing nanoparticles (e.g., cosmetics,
textiles, polymers). Type 2 scenarios consider laboratory tests
with pristine nanoparticles or products containing nano-
particles to assess their release, fate, and behaviour (2.1) as well
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Fig. 4 Analytical scenarios related to nanoparticles (adapted from
Laborda et al.*®).

as their (eco)toxicity in a variety of exposure conditions (e.g.,
environmental micro and mesocosms, migration in food sim-
ulants, gastrointestinal digestions, in vitro and in vivo (eco)
toxicity test) (2.2). Finally, type 3 scenarios are related to the
monitoring of the occurrence of nanoparticles in foods (3.1)
environment (3.2) and organisms (3.3).

Leaving aside the scenario type 0, where the nanoparticles
are the sample because of the lack of matrix, each of the three
other scenarios involve samples containing nanoparticles and,
in general terms, represent a progressive increase in analytical
complexity, from the point of view of both the matrix and the
decreasing concentrations.

The use and application of SP-ICP-MS methods has been
organized according to the scenario classification presented in
Fig. 4. Fig. 5 shows the distribution of the number of publica-
tions in relation to these different scenarios. The chart shows
that two thirds of applications correspond to laboratory tests
(scenario 2), whereas one fourth involves samples originally
containing nanoparticles (scenario 3). The analysis of pristine
nanomaterials (scenario 0) and products containing nano-
particles (scenario 1) account for 16%, most probably because
they are usually analysed by other well-established techniques
(e.g., electron microscopy, DLS). The following sections provide
a detailed reviewing of the SP-ICP-MS application in the
different scenarios considered.

pristine nanoparticles
consumer and
ndustrial products

nanoparticles in
foods,
environment
and organisms

release and fate
laboratory studies

(eco)toxicological
tests

Fig. 5 Distribution of publications (2011-2020) related to applications
of SP-ICP-MS in different analytical scenarios.
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Scenario 0: analysis of pristine nanoparticles

The analysis of pristine nanoparticles is regarded as the least
complex scenario, since there is no matrix in which they are
contained. Engineered nanomaterials commonly produced at
laboratories for research or industrial purposes,**~7>7>7¢ but
also commercial suspensions,®**”*7* have been considered in
this section. Table 2 summarizes the applications of SP-ICP-MS
to the analysis of such pristine nanoparticles. In any case, the
main aim of the analysis is focused on the characterisation of
the nanoparticles, although the effect on size of different factors
(stability,*® kinetics,** use of specific reagents®”’®) along their
synthesis have also been studied by some authors.

Pure nanoparticles of metallic Au,** Ag,*>*"* Pd and Ni,*
as well as TiO,,”* have been analysed by SP-ICP-MS. The nano-
particles were usually obtained by chemical synthesis, although
they were also produced by milling.*® Most of the nanoparticles
were available as suspensions, however, those presented as
powders had to be prepared as stable suspensions, requiring
convenient dilutions in all cases. Only in the work by Lahtinen
et al.””® nanoparticles had to be extracted with water, because
they were obtained by reduction of tetrachloroaurate adsorbed
onto 3-D filters.

In relation to the analytical information delivered, size
distributions and mean/median sizes were typically reported,
although mass®*® and number concentration®®® were also
considered when samples were originally presented as
suspensions. In this scenario, characterisation was not only
limited to sizing. Kalomista et al.*® were able to provide infor-
mation about the shape of the nanomaterial, differentiating
between spherical nanoparticles and nanorods of Au by
comparing the signal-time profiles of the peaks recorded.
Merrifield et al.®> characterised and quantified Au-Ag core-shell
nanoparticles, whereas Kéri et al,* following a similar meth-
odology to Kalomista,* were able to distinguish between Au-Ag
alloyed and core-shell nanoparticles, providing average Au : Ag
molar ratios.

The analysis by SP-ICP-MS of composite particles consisting
of polymer® or silica” particles containing metallic nano-
particles allowed to obtain the mass of Au or Pt per particle,
respectively, as well as the corresponding distributions and the
number of metallic nanoparticles per composite particle when
their size was known. Complex nanomaterials, like up-
conversion nanoparticles (NaYF, and NaGdF, doped with Yb
or Er), could also be characterised by decreasing the element
mass per particle detection limit; this could be done by
reducing the resolution of the quadrupole and hence increasing
the transmission of ions.”

Although carbon nanotubes are not directly detectable by SP-
ICP-MS, their metal impurities have been used as proxies for
their detection. In that way, the yttrium contained in nanotubes
allowed their detection,”>”* although the concentration was
underestimated due to the difficulties of detecting nanotubes
with low loads of yttrium.

The characterisation of pristine nanoparticle by SP-ICP-MS
has been complemented by electron microscopy techniques
for size and shape characterisation®”64656870.73,74  gnd
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XRD®***»7>75 for confirmation of their nature through their
crystalline structure.

Scenario 1: analysis of consumer and industrial products
containing nanoparticles

Owing to their specific properties at the nanoscale level, nano-
particles are currently contained in numerous consumer and
industrial products. The nano-enhanced products analysed by
SP-ICP-MS are summarized in Table 3; they consist of
consumer, mainly cosmetics,*””"* and industrial products,
including food additives****** and other materials, like steel,*
petroleum products®** or tattoo inks.*>*

Nanoparticles in cosmetics are mainly focused on
sunscreens,”””’*#* in which TiO, is the most frequent nano-
component due to its photocatalytical properties, although ZnO
has also been studied in this type of products.®*** TiO, was the
target analyte in other cosmetics and personal care products,
like toothpastes,®** lip balms,*** creams®** and shampoos.?
Aluminium oxide and silver nanoparticles in toothpastes® and
moisturizing creams, respectively, have also been measured by
SP-ICP-MS, as well as plastic microparticles added as abrasives
in exfoliant creams.*® Sample preparation of cosmetics always
requires their dispersion in ethanol or water, in most cases by
adding a surfactant, although a previous defatting step with
hexane is typical for sunscreens and lip balms.”®**** When
refractory nanoparticles like TiO, or Al,O; are involved,
a previous matrix digestion with hydrogen peroxide has been
applied.®® Other consumer products considered have been
antibacterial sprays containing silver nanoparticles,***
although the occurrence of other elements like Sn or Zn in these
products has also been checked.®*®

TiO, and metallic Ag are approved food additives, labelled as
E171 and E174, respectively. Raw samples of E171 *** and
E174 * have been characterised by SP-ICP-MS in combination
with other techniques to obtain information about the nano-
particulate fraction in these materials. In the case of steels,” the
aim of the analysis was the characterisation of refractory
particles of titanium and niobium carbonitrides, whereas in
petroleum products (crude and fuel oil,*” and asphaltene solu-
tions®) was the detection of iron and molybdenum containing
particles. In a similar way, tattoo inks®>** were analysed to study
the occurrence of nanoparticulate Al, Ti, Cu, Cr, Zn and Pb from
the pigments used in their fabrication, or the presence of
copper nanoparticles in homeopathic medicines.*

Given the nature of the materials considered and their
commercial purpose, many of the studies were placed under the
European Commission regulation and its definition of nano-
material.***%7981:838493 The principal objective of the use of SP-
ICP-MS was therefore focused on the characterisation of the
nanoparticle fraction, being the mean size and the particle size
distribution the main measurands of concern.

Although concentration is not a serious constrain in this
scenario, a common limitation when using SP-ICP-MS is the
detection of the smallest fraction of the nanoparticles present
with these samples. This can lead to partial histograms since
complete size distributions are not always obtained. This was
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the case for titanium in some cosmetics””7*** and food addi-
tives,*® as well as for silver.****#¢*” For microplastics,*” the sizes
of detectable particles were restricted at both size range limits.
At lower size range, it is restricted due to the inherent limita-
tions of carbon detection by ICP-MS, and at the upper size range
due to low nebulization efficiency of large particles, being
limited to sizes from 1 up to 5 pm.

Scenario 2.1: laboratory tests involving nanoparticles or
products containing nanoparticles

The applications developed under scenario 2.1, summarized in
Table 4, include laboratory tests under controlled conditions,
involving pristine nanoparticle or products containing nano-
particles. Laboratory tests with materials originally containing
nanoparticles are devoted to studying their release into aqueous
media under selected conditions, whereas the study of the fate
and behaviour of nanoparticles in different media, or along
different relevant processes, requires the addition of pristine
nanoparticles to the samples of concern.

Release studies. The risk assessment of consumer and
industrial products containing engineered nanoparticles
involves knowing the human and environmental exposure to
the nanoparticles released from such products along their
whole life cycle. These release studies are usually performed at
laboratory scale under controlled simulation conditions.

Direct human exposure to engineered nanoparticles and/or
their transformation products might arise from the ingestion
of foods stored in containers bearing nanoparticles (e.g., Ag,
nanoclays). Migration test from existing regulations for
conventional analytes, based on the use of model food simu-
lants (acetic acid, ethanol), have been applied to plastic food
containers®*° and packaging films,' as well as to cookware.***
The procedures are straightforward; after incubation of the
samples at selected temperatures during fixed time periods,
simulants are diluted conveniently and analysed by SP-ICP-MS.
In addition to plastic containers, polymers doped with Fe,O; '*
and ZnO"° have also been studied by using these migration
tests. In the case of baby products containing silver nano-
particles, release studies were performed by leaching in artifi-
cial saliva to simulate the exposure route for children.”® In
a similar way, silver release from toothbrushes was studied by
leaching in tap water.'” The dermal exposure from surfaces
containing nanoparticles was simulated through wiping tests by
using artificial sweat, followed by the extraction with water of
the nanoparticles from the wipes.'® Water extraction has also
been applied to study the release of Ag nanoparticles from
antibacterial plasters'® or TiO, from textiles.'*

Environmental exposure to engineered nanoparticles from
nano-enhanced products is related to their release and trans-
formations that they undergo during their life cycle. Most
commonly, materials like wood,"® leather'” or polymers'**'*
have been subjected to direct leaching in water, whereas for
paints™*'* or conductive inks,* the release from painted
surfaces or printed circuits have been considered, respectively.
More realistic studies have involved the use of different model
waters to study the leaching of metal bearing particles under
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end-of-life conditions from photovoltaic cells,"® or the leaching
of TiO, particles from painted surfaces by snow and rainwater
under weathering conditions."*> Mitrano et al.**® studied the life
cycle of nano-enhanced textiles subjected to different aging and
washing processes to understand the release and trans-
formation of the silver nanoparticles from the textiles. The
release of metal containing particles from environmental
samples, like road dust'™ and mine tailings,"® has also been
studied by leaching in different media as a source of environ-
mental pollution.

Regarding the composition of the nanoparticles,
Silver95—98,100,102—104,106,107,114,115,117 and titanium101,105,112,113 are the
most frequently studied, although zinc'’
have also been considered. Multielement monitoring has also
been performed, as in the case of photovoltaic cells,"** cook-
ware'®" or the emission of particles from paper printing and
shredding."*® The release of carbon nanotubes from polymer
nanocomposites was followed by monitoring the yttrium
present in the nanotubes,'® as it was described for pristine
carbon nanotubes in scenario 0.”*”* Detection of plastic
microparticles released from food containers has also been
possible by using the carbon-13 isotope.*

Although SP-ICP-MS allows to obtain detailed quantitative
information about nanoparticle size and concentration, the
technique has been used in some release studies only to
confirm the presence of the nanoparticles in the food simu-
lants®>*>*? or the leaching media,"*>"""'*® as well as of dissolved
forms of the element monitored.’” In these cases, the recorded
time scans (Fig. 2a) allow to obtain the qualitative information
required, once the adequate metrological criteria have been
applied.* In many other studies, detailed information about
mean/median sizes, size distributions and number/mass
concentration of the nanoparticles released were reported,
although the profiles of the size distributions revealed that the
nanoparticle distribution had been partially recorded due to the
attainable size limits of detection, hence underestimating the
actual concentrations and overestimating mean sizes.

Fate studies. Whereas the release studies discussed above
involve consumer and industrial products, fate studies are
mostly based on the use of pristine and well-characterised
nanoparticles, commercially available or synthesized at the
laboratory, although aged nanoparticles have also been used.***
The nanoparticles are spiked in the matrix of interest and the
samples analysed directly or after undergoing the simulated
process under study (e.g., gastrointestinal digestion, laundry,
wastewater treatment, environmental exposure). The main
advantage of these controlled experiments is that both size and
concentration of the spiked nanoparticles can be selected as
desired. Although concentration is not a serious limitation for
SP-ICP-MS, allowing even to work at realistic environmental
concentrations,***3%4 attainable size LODs can be a critical
drawback when using SP-ICP-MS with real samples, as it has
been discussed above and it will be shown again in relation to
scenario 3.

Fate studies performed with spiked Ag nanoparticles in food
simulants complement the migration tests of silver from food
containers discussed above, allowing to obtain information

and Copperlm,nl,ns
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about the oxidation of silver nanoparticles to dissolved
forms."”>"** In relation to the potential human exposure to
engineered nanoparticles through ingestion, the behaviours of
Ag,**** but also of Au," CeO, ' and ZnO"**** nanoparticles
along in vitro gastrointestinal digestions have been studied by
SP-ICP-MS through the direct spiking of the digestion
fluids****** or foods submitted to the in vitro digestions.*****
With respect to the dermal exposure to consumer products
containing Ag nanoparticles, laboratory experiments with arti-
ficial sweat have allowed to detect changes in size of the
nanoparticles.’® The stability of iron oxide nanoparticles in
ferumoxytol, an intravenous preparation for treatment of the
anaemia, was studied in human plasma and cellular blood
fractions.’ In relation to the life cycle of silver nano-enhanced
textiles and their environmental implications, the fate and
behaviour of pristine Ag nanoparticles in the washing solutions
during the laundry process has also been studied."*

Environmental scenarios for studying the fate of nano-
particles by SP-ICP-MS have included different types of real and
synthetic surface waters (lake,**** river,"***¥” sea'¥***?) and
wastewaters,***°%275 gg well as soils'******** and sediments."***%
Whereas spiked water samples were usually analysed directly or
after dilution, soil analysis required the extraction and the
separation of the nanoparticles from the soil matrix. This was
done by using water or other extractants, like sodium pyro-
phosphate,'*'**1% followed by centrifugation or/and filtration.

Apart from works devoted to demonstrate the capability of
SP-ICP-MS for detecting specific nanoparticles in water*****° and
soil*®*111% sgamples, fate experiments focus mainly on studying
the stability"*>'** and transformations (dissolution/oxida-
tion,'**'% aggregation'?”'**...) of nanoparticles under laboratory
controlled conditions, although experiments adding nano-
particles into natural aquifers have also been performed.***~***
Special attention has been paid to the fate of nanoparticles in
relation to drinking and wastewater treatments. The stability of
Ag nanoparticles under ozonisation conditions and the
removal of different engineered nanoparticle through coagula-
tion processes' and wastewater treatments*'*** have been
studied. Soil studies have focused on the interaction of the
nanoparticles with soil components, that control their trans-
formations as well as their retention and mobility.'?”16>164165

Most studies with environmental samples have focused on
Ag nanoparticles’104,121—126,129—135,137—143,146—148,150,152—160,163,164,166,275 as
well as their transformation products, Ag,S and AgCl.»3*'°
Other nanoparticles studied include TiO,," 34148155136
Zn07136,155,156 Ce02’135,144,155,156 Cu0,161 Fe203’135 Pt127 and
Au. B719153165 Tegs common nanoparticles like core-shell
Au@Ag nanoparticles’® and carbon nanotubes'™ have also
been considered. The influence of the
COating104,129,130,138,141,142,146,157,162,163 and the
of the spiked nanoparticles on
the transformations studied have also been considered.

Fate studies focus on the transformations of the nano-
particles in relation to their potential
toxicity.'30132136:138,141,149,155164 Ty general, the mean/median size
and size distributions are the most frequent measurands. These
measurands are related to the stability of the nanoparticles, but

gize123:126,149,150,155,159,163,165,166,275
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also to their
tion110:122-129,131,133,136,138,139,141,145,148,152,157,158,162-164,166

aggrega-
and dissolu-
tion,13%143:144.147.151 Ror this reason, the concentration of the
dissolved element has also been considered in different
StudleS 122,123,125,126,131,133,136,144,147,153,154,158 TO conﬁrm the forma_
tion of aggregates, electron microscopy techniques (SEM,

TEM) 110,123-125,141,147,151,158,164  T)] G110,124,129,139,158,162,166 . NTA3
)

have been used as complementary techniques.

Scenario 2.2: in vitro, in vivo and ex vivo (eco)toxicological
tests

Risk assessment of nanomaterials must be based on exposure
information but also on their toxicological behaviour in
humans, animals and the environment. Hence, in vitro, in vivo
and ex vivo (eco)toxicological essays worth studying in order to
assess these behaviours and effects on living organisms.
However, unravelling the mechanisms of action of nano-
particles for the correct interpretation of (eco)toxicity data
requires the availability of detailed analytical information from
characterising and quantifying nanoparticles and their trans-
formation products in biological media.** In this context, SP-
ICP-MS has proved to be a valuable technique in recent years,
as it is summarized in Table 5. As in the case of the fate studies
discussed above, (eco)toxicological test use mostly pristine and
well-characterised nanoparticles, commercially available or
synthesized at laboratory, allowing to select their size and
coating, as well as their concentration levels.

In vitro studies. Bacteria, fungi and algae have been micro-
organisms used to assess the uptake, biotransformation and
ecotoxicity of nanoparticles under laboratory-controlled condi-
tions, in a similar way that it has been done with different types
of cells for toxicity assessment.

Because many in vitro studies were performed with in-lab
synthesised nanoparticles, SP-ICP-MS has been used in
combination with other techniques only for characterisation of
these pristine nanoparticles.’®®'* The uptake of Te nano-
particles by Staphylococcus aureus and Escherichia coli was
studied by the direct addition of spherical nanoparticles into
the culture medium. Their biotransformation to nanorods
when they were incorporated into the bacterial strains was
confirmed by TEM and XRD, whereas SP-ICP-MS was applied
after bacteria lysis to determine the number of particles per
bacteria and to infer dimensional information of the rod-
shaped Te nanoparticles.” The effect of TiO,, ZnO and Ag
nanoparticles on a river bacterial community was studied by
mixing river water with artificial treated wastewater containing
added nanoparticles. After three days of exposure, water
samples were analysed by SP-ICP-MS to determine the mean
size and size distributions, as well as the concentration of
nanoparticles and dissolved species.

Algae are commonly used in ecotoxicity testing. In this
context, the dissolution of Ag nanoparticles and the bioavail-
ability of silver to the model green algae Chlamydomonas rein-
hardtii was studied in a wastewater matrix,"”> using SP-ICP-MS
for monitoring the aggregation and dissolution of the nano-
particles. Speciation studies with chromium(m) and (vi) in ISO
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8692 algal medium showed the formation of Cr-bearing nano-
particles, detected by SP-ICP-MS, which could contribute to the
ecotoxicity of chromium to Raphidocelis subcapitata.'”®

The risk assessment of nanoparticles in living beings
involves the proper evaluation of their behaviour at cellular level
by in vitro assays. Within this framework, SP-ICP-MS has been
used in a number of studies with human cell lines (umbilical
vein endothelium,”* macrophages and exosomes,"”* breast
cancer,”® human epithelial colorectal adenocarcinoma and
colon adenocarcinoma mucus secreting cells'’®) but also mouse
(embryonic stem'” and neuroblastoma'’®) and liver trout'”
cells. The uptake of nanoparticles by cells was demonstrated to
be dependent on their concentration in the media,"”* exposure
time and cell line.”® SP-ICP-MS allowed to study their
biotransformations,”® as well as their dissolution and agglom-
eration'’® within the cells. Moreover, the release of internalised
nanoparticles by macrophages through exosomes could also be
confirmed.'”

Au nanoparticles have been more frequently used in these in
vitro studies with cells,*®"*'”* although Ag,"”*""® Ag,S"’ and
TiO, (ref. 178 and 179) have also been investigated. After
exposure in the culture media containing the nanoparticles,
cells were separated by centrifugation and lysed>'7%'7*'”® or
digested with TMAH®*'"* as a previous step to the analysis by SP-
ICP-MS.

In vivo studies. Release of engineered nanoparticles to the
environment may end up and accumulate in edible plants,
which is a potential pathway to human exposure. SP-ICP-MS has
been used to study the uptake of nanoparticles by different
types of plants in suitable growing media (hydroponic solu-
tionS185,187,192 and SOilS180—184,186,188,191,193—197) COIltaiIling 1<n0wn
concentrations of nanoparticles of selected compositions and
sizes. Edible plants like tomato, pumpkin, soybean, cucumber,
thale cress, garden cress, white mustard, lettuce, kale, collard
green, wheat, rice, soybean and radish have been selected for
these experiments. Most of uptake studies have involved Ag
nanoparticles,'$>186187:191,192,194 [yt also Ag,S,'* Cu,'® CuO/
Cu(OH)2’189,190,195 Zno’184,188 Ce02’181,195,197 Ti02,193'195 Au’180,192
Pd**® and Pt.'® By analysing different parts of the plants (roots,
leaves, fruits), the uptake of nanoparticles through the roots
and their translocation to other parts as intact particles or
dissolved has been followed.***'** In addition to the uptake of
nanoparticles through the roots, the foliar exposure has been
also assessed for Ag*** and CuO'*'*° nanoparticles. In the case
of silver, the transformation of Ag nanoparticles after foliar
exposure to ionic silver was reported.

In most cases, plant tissues were enzymatically digested by
using macerozyme R-10, an enzyme mixture able to break down
vegetal cell walls maintaining nanoparticles intact, as
confirmed by several authors.*****° To avoid dissolution of CuO/
Cu(OH), nanoparticles, Laughton et al.** proposed the use of
methanol for extraction of the nanoparticles from lettuce leaves
as an alternative to the enzymatic digestion.

The assessment of the nanoparticle ecotoxicity in aquatic
and terrestrial environments is based on the use of model
organisms. In this context, the bioaccumulation of Ag
Au*®**** nanoparticles in spiked sediments and soils has been

175

198-200 and
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studied in the earthworms Lumbriculus variegatus,"”***° Lum-
briculus rubellus** and Caenorhabditis elegans.*** Homogenates
of the whole organisms were submitted to enzymatic** or
alkaline™®?°* digestions, as well as to water extraction'® prior to
SP-ICP-MS analysis.

In relation to ecotoxicity studies in aquatic environments,
the uptake of Ag****** and Au'*® nanoparticles by Daphnia magna
was studied by analysing the hemolymph of the daphnids,*** as
well as whole organisms after alkaline digestion with TMAH."*®
In the case of mussels, Gallocchio et al.** suggested the in vivo
formation of TiO, nanoparticles after their exposure to both
ionic and particulate titanium. Zebra fish®***** and trout® have
also been used as target species for ecotoxicological studies with
Ag, Au, TiO, and CeO, nanoparticles. The bioaccumulation of
these nanoparticles was assessed by analysing different organs
of the fishes (liver, intestine, gills, brain) by SP-ICP-MS after
their digestion with TMAH or proteinase K.

Rats has been used extensively as model mammals for the
toxicity assessment of nanomaterials. Different nanoparticles
have been administered in a number of ways (oral gavage,?°”>*?
intravenous injection,**® intratracheal instillation,”** nose
inhalation®"? or intraperitoneal injection®*®) and their bio-
accumulation and distribution in tissues were investigated by
SP-ICP-MS. van der Zande et al.>* reported the detection of
silver nanoparticles in all the tissues studied after oral gavage,
although the target organs were liver and spleen. Usually,
samples were subjected to digestion with TMAH or proteinase K
prior to SP-ICP-MS. Gallocchio et al.*** evaluated the oral
administration of PVP-stabilized 20 nm Ag nanoparticles to
chickens, detecting 16 nm nanoparticles in liver, but only ionic
silver in egg yolks.

Ex vivo studies. Experiments involving human tissues are
scarce, nonetheless Vidmar et al.>** conducted an ex vivo study
involving human placentas obtained from pregnancies after
caesarean section. The SP-ICP-MS analysis of the perfusion
experiment confirmed the translocation and accumulation of
Ag nanoparticles, although it could not be confirmed if the Ag-
containing particles detected in the foetal circulation were
translocated pristine Ag nanoparticles or Ag-bearing particles
formed from dissolved silver that crossed the placental barrier.

Scenario 3.1: analysis of foods

A number of inorganic substances are approved as food addi-
tives by different regulations. Whereas metallic aluminium
(E173), silver (E174) and gold (E175) are used to colour the
external coating of confectionery, TiO, (E171) is added to
provide a whitening effect, and SiO, (E551) as anticaking agent.
All these additives have been re-evaluated recently by the
European Food Safety Authority in relation to their safety, rec-
ommending that information about particle size and
percentage (in number) of particles in the nanoscale should be
included in their specifications when present in powder forms.
Thus, as it has been seen in scenario 1 with E171 and E174
additives, regulatory requirements are the main driving factors
for monitoring these elements by SP-ICP-MS, along with
studying their occurrence as nanoparticles in foods. Table 6
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summarises the applications of SP-ICP-MS in relation with food
analysis.

TiO, has been studied in different confectionery products,
SuCh as Candies’79,216,219,220,223 chewing gum,216,217,223 paStl’y
products®® or cakes,**® but also in drinks®** and surimi sticks.***
These samples were typically subjected to water extraction,
followed by centrifugation or filtration,”®?***** although
Peters et al.”* proposed the digestion with hydrogen peroxide to
release the particles from the coating of the products. For the
analysis of surimi sticks, samples underwent enzymatic diges-
tion with pancreatin and lipase.?®* The occurrence of particulate
and dissolved aluminium in noodles was studied by Loeschner
et al.,” after enzymatic digestion with a-amylase of the food
products. Metallic silver, aluminium and gold are available as
decorating powders or found as coatings of confectionery
products.****?*® In these cases, samples had to be dispersed or
extracted with water, or adding albumin as stabilising agent.** A
different issue was addressed by Kollander et al.,*** who studied
the presence of Pb nanoparticles from ammunition in meat of
hunted wild animals. Samples from the shot areas were diges-
ted with proteinase K and analysed by SP-ICP-MS, detecting Pb
nanoparticles.

Although some analysis only focused on detecting the pres-
ence of nanoparticles in the samples,**** most of them covered
their size characterization and the determination of number
and mass concentrations as well. Moreover, most works
included the determination of the total content of the elements
under study in their analysis schemes, as well as considering
the use of electron microscopy techniques**?'*2?%>** or AF4
separations’?'*** to verify or complement the results obtained
by SP-ICP-MS.

Scenario 3.2: analysis of environmental samples

The widespread use of engineered nanomaterials in consumer
products has increased their potential risk of environmental
contamination, and consequently, the need and demand of
analysis of environmental samples (waters, soils, sediments,
sludges...) to provide reliable field information about their
actual occurrence. On the other hand, SP-ICP-MS is also a suit-
able technique for monitoring naturally occurring or incidental
nanomaterials.* In fact, an still unresolved challenge in this
scenario is the discrimination between engineered and natural
occurring nanomaterials, which will be discussed below.

Table 7 summarizes different environmental samples ana-
lysed by SP-ICP-MS. Most cases refer only to the detection of
nanoparticles containing the monitored element because the
chemical composition of the particles was not available. Thus,
the size information reported was based on assuming a specific
composition (e.g., metallic Ag, TiO,) and a spherical shape.
When the authors did not confirm the composition of the
nanoparticles by an alternative technique, nanoparticles in
Table 7 are referred as nanoparticles containing a specific
element (e.g., Ag-, Ti-, Ce- instead of Ag, TiO,, CeO,).

In most studies, total element concentrations were deter-
mined by ICP-MS or other atomic spectrometry techniques (ICP-
OES, AAS) to obtain complementary information of the

Anal. Methods, 2021, 13, 2742-2795 | 2779
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samples. The use of complementary techniques, like TEM/
FESEM or EXAF/XAS, for confirming the presence of nano-
particles or aggregates and obtaining information about
morphology, size and composition of the particles was limited
to samples containing particles at high enough
Concentrations.55,56,225,226,231—234,237,238,242,244,255,259

Soils, wastes, sediments and sludges. Solid environmental
samples analysed by SP-ICP-MS include soils,*** mine wastes,**®
sediments®?** and sludges from wastewater treatment
plants.>**>*> In the latter case, these analyses were com-
plemented by the analysis of the influent and the treated
effluent of the plants,***** or the analysis of the sediments of
lake where discharges were carried out.”* The nanoparticles of
interest were diverse, comprising particles containing elements
such as Ag’227,228 AS’226 Ti,228,230—232 Fe,225’231 Zn,229’231 Cu’zze Pb,229
Pt,** Cd,** Ce,» or Zr.*” Sample preparation involved the
extraction of the particulate matter with ultrapure water,>*?>*”
the addition of surfactants®*® or other reagents (sodium pyro-
phosphate,>? acetic acid*** or TMAH?*®); in the case of particles
containing Ti, stronger procedures based on microwave acid
digestion have also been applied.*** These treatments were
followed by a separation step consisting of centrifugation,
filtration, or both sequentially, prior to the analysis of the cor-
responding supernatant or filtrate.

In relation to the information reported, only Gomez-
Gonzalez et al.*** determined by EXAFS and XAS the nature of
the As-containing particles detected by SP-ICP-MS in mine
tailings (FeAsO,-2H,0, scorodite), providing real size informa-
tion confirmed by TEM. Due to the unknown nature of the
particles detected, Baur et al.**® reported mean mass per particle
and mass per particle distributions instead of information as
equivalent size, which was the characterisation information
typically reported, along with particle mass and number
concentrations, as well as dissolved element concentrations.

Waters. Different types of waters have been analysed by SP-
ICP-MS, including fresh waters from lakes, rivers and dams,
as well as rain, sea, tap, pool and waste waters. The reasons for
carrying out these analyses are diverse. The monitoring of
titanium in river, lake and swimming pool waters is associated
to the release of TiO, nanoparticles from sunscreens.”**>%*
Silver has been monitored in different types of waters, although
the most relevant studies are related to the removal of silver
containing particles in wastewater treatment plants,>**2%2%*
which has been also the case for Ti-,*>** Zn-**>*5* and Ce-
containing particles.”" In the case of cerium, CeO, nano-
particles can be released into the air by diesel emissions being
detected in rain water**® and other natural waters,>*?43-24%247,251
Tap waters have been analysed in relation to the release of
incidental nanoparticles containing different metals from
copper pipes.”*>**® Throughfall water from the wash-off of vine
leaves treated with Cu-based fungicides has also been analysed
by SP-ICP-MS in combination with other techniques to study the
mobilization of Cu-containing particles.”®® The occurrence of
Zn-,> Ag->*%*%7 Ti- 46> Cu-** and Ce-*"’ containing particles®
has also been monitored in seawaters. SP-ICP-MS was used to
study acid mine drainage by monitoring Fe- and Cu-containing
particles and the effects of water chemistry,” as well as the

225

232
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release of titanium from construction and demolition landfills
by analysing their leachates.>*°

With respect to the preparation of water samples, the
simplest procedures only involved the dilution of the sample,
although settling, centrifugation or filtration were also applied
when suspended matter was present.

In relation to the information reported, a reduced number of
works provided qualitative information,>¢>*#23%27* relying on
time scans (Fig. 2a) to prove the presence of particles, whereas
most of articles provided quantitative information, including
mean/median particle sizes, particle size distributions and
particle mass and number concentrations, despite that partial
size distributions were obtained in some cases.?*¢>3%241,248259 1
this regard, although Rand and Ranville*® have demonstrated
the utility of SP-ICP-MS for detecting incidental nanoparticles in
natural systems, they also recommended caution in the data
treatment and their interpretation.

In an attempt to discriminate between anthropogenic engi-
neered nanoparticles from natural ones, the measurement of
element ratios has been proposed. This strategy assumes that
engineered nanoparticles are high purity substances, contain-
ing a single major element, while natural nanoparticles have
heterogeneous multielement compositions. The Ce/La ratio has
been reported for identification of CeO, nanoparticles,>*>*5>47
whereas for TiO, nanoparticles, the Ti/Al and Ti/V ratios have
been considered.???34236:238244247 \Whereas SP-ICP-MS with
quadrupole instruments is limited to the measurement of two
isotopes in an individual particle, TOF instruments are able to
record the whole mass spectrum from each particle. In this
respect, a promising approach for discrimination of anthropo-
genic and natural particles was proposed by Praetorius et al.>”®
based on the combination of single particle multielement
analysis by SP-ICP-TOF-MS and machine learning data
treatment.

Miscellaneous. The analysis of gaseous systems by SP-ICP-MS
has been limited to condensates from cigarette smoke to study
the presence of arsenic containing particles.*** Condensates from
cigarette smoke were accumulated in an electrostatic trapping
device followed by washing with methanol. Whereas different
inorganic and organoarsenic dissolved species were determined
by HPLC-ICP-MS, no As containing particles were detected by SP-
ICP-MS. Gas condensates from petroleum hydrocarbon samples
were analysed by a number of techniques, including SP-ICP-MS,
confirming the presence of Hg-containing nanoparticles by direct
analysis of the samples diluted in THF.>**

Scenario 3.3: analysis of biological samples

The potential exposure of living organisms, including humans,
to engineered nanoparticles has led to study their occurrence in
such biological systems. Other applications include the detec-
tion of wear metal particles from prothesis in human fluids and
tissues, as well as nanoparticles biosynthesised by microor-
ganisms. Table 8 summarizes the applications under this
scenario involving biological samples originally containing
nanoparticles. As in scenario 3.2, in most works total element
concentrations were determined by ICP-MS and also electron

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2021
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microscopy techniques were applied to obtain complementary
information.

Microorganisms. Nanoparticles synthesized by microorgan-
isms from dissolved precursors can be analysed by SP-ICP-MS in
a similar way than those internalized from culture media once
the microorganisms have been selectively digested, as it has
been seen in scenario 2.2. This was the case of selenium-rich
yeast,”®® where biogenic-selenium nanoparticles where detec-
ted by SP-ICP-MS and confirmed by TEM-EDS, revealing the
significance of nanoparticles in the speciation of metals and
metalloids in biological systems.

Aquatic organisms. The analysis of aquatic organisms has
included plankton,*® crustaceans,*® molluscs®**?**¢2¢42% and
fishes.””® In all cases, prior to SP-ICP-MS analysis, nanoparticles
were extracted by digestion of the biological matrices. Enzy-
matic digestions included the use of pancreatin/lipase,***?°*2%3
whereas alkaline digestions were based on the use of
TMAH.>**?% The most studied elements have been Ti***>*%>¢>
and Ag,***?*¢?¢* although nanoparticles containing Cu,**® Zn**®
or different rare earth elements**® have been also considered. In
relation to the information reported, all the articles provided
quantitative information of particle mass and number
concentration, particle size distribution and mean size. Re-
ported size detection limits and size distributions allowed to
confirm that nanoparticle distribution were incomplete in some
cases.>**?*2%¢ Moreover, and although SEM and DLS were used
in some studies, these techniques did not provide conclusive
information, hence the studies only confirmed the occurrence
of particles containing the elements detected and not their
specific nature.

Human body fluids and tissues. Although the monitoring of
Ag-, Ti- and Si-bearing nanoparticles is supported by the
potential exposure to Ag, TiO, and SiO, engineered nano-
particles,****”*”> human fluids and tissues have also been
analysed in relation with the release of incidental nanoparticles
containing different elements from metal prothesis****”° and
their migration from wound dressings.’®” Moreover, exhaled
breath condensates were analysed to detect the presence of
respirable silica particles in quarry workers.>” In this latter
work, the combination of SP-ICP-MS and TEM-EDS allowed to
confirm the presence of silica and silicate particles in the breath
condensates. Post-mortem tissues (liver, spleen, kidney, intes-
tine) from deceased persons were analysed after enzymatic
digestion with proteinase K, providing detailed information
about the SiO, and TiO, found in the tissues and confirmed by
SEM-EDS.””**”> On the other hand, periprosthetic tissues and
hip fluids from arthroplasty patients were also analysed by SP-
ICP-MS, confirming the presence of particles containing Co,
Cr, Ti, V, Al, Ta and Mo and the importance of in vivo exposure
assessments for realistic appraisal of metal toxicity and asso-
ciated risks in arthroplasty.***”®

Urine**® and blood*®” samples were analysed directly after
dilution with 1% glycerol or ultrapure water, respectively.
Whereas particles containing Ti and Ag were detected in urine,
only dissolved Ag was detected in blood from burned patients
treated with wound dressings containing Ag nanoparticles.
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SP-ICP-MS has also been used with forensic purposes for the
direct analysis of gunshot residues.””* Residues were sampled
from the hands of shooters by washing with ultrapure water or
swabbing (followed by water extraction from the swabs) to
obtain the nanoparticle suspensions, which were analysed
directly for screening the presence of Sb-, Ba- and Pb-bearing
particles.

Instrumentation and data acquisition

As explained above, SP-ICP-MS was originally developed in
commercial quadrupole mass spectrometers with data acqui-
sition frequencies in the range of 1-100 Hz, by using dwell times
in the millisecond range. The implementation of single particle
detection in quadrupole instruments by manufacturers implied
that higher acquisition frequencies became feasible by working
at dwell times in the microsecond range, removing the settling
time of the quadrupole between readings and improving the
capability for transmission and storage of data. Although this
new generation of instruments was commercially available
since 2014, Tables 2-8 show that both ranges of dwell times are
being currently used, mostly depending on the availability of
instruments, with 45% and 55% of applications using micro-
second and millisecond dwell times, respectively. In any case,
the duration of the particle events limits the selection of dwell
times. Dwell times longer than twice the duration of the events
are recommended"” when working at millisecond dwell times to
record the particle events as pulses, whereas for microseconds,
they should be shorter than half the duration of the events.
Working at dwell times longer than 10 ms increases the number
of events corresponding to two or more nanoparticles, whereas
dwell times around the duration of a single nanoparticle event
(300 ps to 1 ms) makes difficult to confirm whether the recorded
events correspond to one or more nanoparticles. In any case, an
adequate dilution of the sample must be made, if needed, in
accordance with the dwell time used, because it also affects to
the number concentration linear range.” In spite of these
constraints, dwell times in the range of 0.5-2 ms have been used
in several works, compromising the quality of their results.

The feasibility of using microsecond dwell times with double
focusing ICP-MS also depends on the instrument, with last
generation instruments capable of working down to 10 ps.** In
a similar way, a new design of TOF mass spectrometer with
a temporal resolution of 33 ps became commercially available
recently.® In either case, their less widespread use is reflected in
the low number of applications found in Tables 2-8. The main
feature of TOF instruments lies in their simultaneous multi-
element capability, recording nearly the whole mass spectrum
within each reading. Although applications of SP-TOF-ICP-MS
are still scarce, the technique offers unique performance for
multi-element and isotope ratio analysis in individual nano-
particles, and for discerning between naturally occurring and
engineered nanoparticles.*” Although multielement SP-ICP-MS
with quadrupole instruments has also been reported,*” it is
limited to monitoring up to two isotopes, and is not commer-
cially available yet.
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Apart from resolving spectral interferences, double focusing
instruments provide better transmission efficiency and hence
improved sensitivity with respect to quadrupole and TOF
instruments, resulting in the lowest available size LODs.”” The
lower resolution of quadrupole ICP-MS is compensated by using
single quadrupole instruments with collision/reaction cells (see
Tables 2-8), as well as multipole instruments in MS/MS
mode,"*>1¢?17:235  to reduce polyatomic interferences and
improve size limits of detection for nanoparticles containing Ti,
Fe, Si or Se. However, the collisions/interactions of the ion cloud
generated by each particle with the collision/reaction gases
increase the duration of the particle events, affecting the
performance of the measurements.>”® In fact, the use of short
dwell times instead of collision/reaction cell technologies has
been proposed as an alternative for improving size LODs for
silica particles.?””

Sample preparation

When ICP-MS is used in single particle mode, the preservation of
most of the properties of the nanoparticles is mandatory, hence
sample treatments should be reduced to the minimum required.
Apart from the extraction of the nanoparticles from solid samples,
sample treatments prior to SP-ICP-MS measurements have been
limited to clean-up procedures for removal of large particles or
fats, the separation of nanoparticles from dissolved species and
the preconcentration of the formers.

As it has been shown in the different scenarios discussed
above, extraction of nanoparticles from solid samples can
involve just the use of water or aqueous solutions containing
surfactants, although 50% methanol has been proposed to
avoid the dissolution of copper oxide nanoparticles.'® However,
for more refractory nanoparticles, like TiO,, SiO, or CeO,, more
aggressive treatments based on the use of strong acids and/or
hydrogen peroxide have been applied.**?°?'%*3** Nanoparticles
from soils and sediments have been often extracted with tetra-
sodium pyrophosphate,’®***'** commonly used to disperse soil
heteroaggregates. On the other hand, biological samples
require the degradation of the organic matrix by using alkaline
reagents, like TMAH, or enzymes. In this regard, enzymatic
digestions of plant samples have relied exclusively on the use of
macerozyme R-10, a mixture of cellulase, hemicellulase and
pectinase, whereas for animal samples, proteinase K has been
most often selected, although also mixtures of pancreatin/
lipase*** and amylase** have been used. In this regard, there is
not a general agreement about the best digestion approach. For
example, Loeschner et al.®>*® reported that both TMAH and
proteinase K provided similar size distributions for gold nano-
particles in animal tissues, although mass recoveries with
proteinase K were not quantitative. In contrast, it was shown
that enzymatic treatment with proteinase K was more suitable
for silver nanoparticles in human placental tissue, as TMAH
treatment appeared to change the nanoparticles, most likely by
silver ion precipitation and/or nanoparticle aggregation.>*

Once nanoparticles have been extracted from a solid sample,
it is usual to separate the liquid phase containing the nano-
particles from the solid residue to remove large particles that
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may clog the nebulisers. This is also the case in release and fate
studies involving solid materials as well as in the analysis of
waters. Both filtration and centrifugation have been used for
this purpose, although several authors have reported significant
losses of nanoparticles in membrane filters.'?®'**'%24> Thus,
filtration should be discouraged unless quantitative recoveries
have been proved, therefore settling or centrifugation should be
used on a routine basis if removal of large particles is needed.
Other clean-up procedures involved the defatting of cosmetics
by using hexane.”®#*%*

The presence of dissolved species of the measured element
has a negative effect on the size LODs, hence methods including
their removal by ion exchange or chelating resins'* prior to
SP-ICP-MS measurements have been reported.

Nanoparticle concentration is not a serious limiting factor
for SP-ICP-MS in most scenarios due to its low limits of detec-
tion down to 100 particles per millilitre. When lower LODs are
required, cloud point extraction has proved to be a valid
approach for the isolation and concentration of nanoparticles,
while preserving their core size and morphology.'¢*13140,241,256,281
Cloud point extraction involves the addition of a non-ionic
surfactant (e.g., Triton X114) at concentrations over the crit-
ical micellar concentration, the incorporation of the nano-
particles in the micellar aggregates and the separation of the
surfactant phase from the aqueous one by mild heating (ca. 40
°C). Besides the addition of a complexing agent allows the
selective extraction of the nanoparticles in the presence of the
corresponding cations.” Finally, a further dilution of the
surfactant phase in a mixture of ethanol and water is required
before SP-ICP-MS measurements.

As it has been discussed in the previous section, nano-
particle concentration of the measured suspensions should be
low enough to be within the linear range, below 107-10% 1"
depending on the instrumental and acquisition conditions,*
and hence the adequate dilution of the suspensions must be
considered in each case.

55,252

Separation techniques coupled to SP-
ICP-MS

Separation techniques like asymmetrical flow and centrifugal
field flow fractionation, capillary electrophoresis, differential
mobility analysis, hydrodynamic chromatography, as well as
other chromatography modes (size exclusion, reverse phase, ion
exchange) have been coupled to ICP-MS. In this situation, the
ICP-MS instrument acts as an element specific detector of inor-
ganic nanoparticles that are separated according to their size,
density, surface properties or charge.”®® However, the coupling of
an ICP-MS working in single particle mode allows to obtain
additional information related to the homo/hetero-aggregation/
agglomeration of primary inorganic nanoparticles as well as the
element content in complex nanoparticles or nanocomposites, in
addition to the information obtained directly through the sepa-
ration itself.

Although methods based on the online coupling of SP-ICP-
MS to HDC,*®* AF4,** capillary electrophoresis®®*® and DMA*’
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have been reported since 2012, most of them must be consid-
ered as proofs-of-concept because their applications to complex
scenarios are still scarce or absent, as in the case of capillary
electrophoresis and DMA.

The online coupling of HDC to SP-ICP-MS was first described
by Pergantis et al.”®* for the simultaneous determination of
nanoparticle size, number concentration and metal content, by
using pristine Au nanoparticles. Subsequently, the capability of
HDC-SP-ICP-MS to identify and characterize nanoparticle
homoagglomerates in complex media by determining the mass
and the hydrodynamic diameter of the separated particles was
also demonstrated.*®*

Roman et al.>**’” developed an algorithm to deconvolute the SP-
ICP-MS signals of dissolved element and nanoparticles separated
by HDC, providing information about the concentration of dis-
solved silver and the distribution of Ag nanoparticles in terms of
hydrodynamic diameter, mass-derived diameter, number and
mass concentration. The approach was suitable to study quanti-
tatively the dynamics and kinetics of silver nanoparticles in
complex biological fluids, including processes such as agglom-
eration, dissolution and formation of protein coronas. The
method was applied to investigate the presence of Ag nano-
particles in the blood of burn patients treated with silver dress-
ings, although only dissolved species were detected.

Under less complex conditions, HDC-SP-ICP-MS has been
successfully applied to simultaneously determine both the
hydrodynamic radius and the content of Au nanoparticles in
liposomes used as carriers of Au nanoparticles.”®® It was
possible to distinguish between subpopulations of liposomes
with different hydrodynamic diameters and various nano-
particle loads. The application of HDC-SP-ICP-MS to the anal-
ysis of river and wastewaters under optimized conditions did
not allow to detect silver nanoparticles in the samples, although
Cu-containing nanoparticles could be identified.””

The feasibility of using AF4 online coupled with SP-ICP-MS
to detect and quantify inorganic nanoparticles at environmen-
tally relevant concentrations was firstly investigated by Huynh
et al.”® by using Ag and Ag-SiO, core shell nanoparticles. Later
on, Hetzer et al.*® used AF4-SP-ICP-MS to evaluate the migra-
tion behaviour of Ag nanoparticles from food packaging films
with varying nanosilver content into three different food sim-
ulants (water, 3% acetic acid and 10% ethanol), verifying that
both silver nanoparticles and silver nanoparticles/polymer
heteroaggregates were released in water.

An alternative to online couplings is the analysis of the frac-
tions collected from the effluents of HDC or AF4 by SP-ICP-MS.
This was the approach followed by Proulx et al.,"*” who demon-
strated the feasibility of using HDC offline coupled to SP-ICP-MS
for detecting of 20 nm Ag nanoparticles spiked in a river water
sample, as well as by Woo-Chun et al.*** who analysed tap, river
and waste waters spiked with 30, 60 and 100 nm silver nano-
particles. However, the nanoparticle concentrations used in both
studies, in the range of mg L™ *, were well above those expected in
the environment. In a simpler scenario, the content of metal
nanoparticles in composite particles consisting of Au nano-
particles embedded in polymeric particles was determined by
using both asymmetrical flow and centrifugal field-flow
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fractionation.®® Nanoplastics were separated according to their
hydrodynamic diameter and buoyant mass, respectively, and the
collected fractions analysed by SP-ICP-MS, confirming the pres-
ence of between 1 and more than 8 Au nanoparticles per plastic
particle. Under more complex conditions, the SP-ICP-MS analysis
of fractions collected from AF4 separations allowed to obtain
complementary information about Ag nanoparticles in chicken
meat digestates** and AlLO; and TiO, nanoparticles in
toothpaste.®

Techniques complementing SP-ICP-
MS: analytical platforms

As it has been highlighted through the previous sections, SP-
ICP-MS has opened the way for analysing a variety of samples
in different scenarios, allowing the detection of nanoparticles,
the determination of their concentrations and their character-
ization to a certain level. However, SP-ICP-MS shows intrinsic
limitations, mainly with respect to morphological character-
ization (size, shape, aggregation/agglomeration) and composi-
tion, therefore SP-ICP-MS is usually complemented by using
additional techniques (see column “Complementary tech-
niques” in Tables 2-8), leading to advanced analytical platforms
which are required for solving complex analytical problems. In
the end, the size information provided by SP-ICP-MS has to be
estimated from the content of the element directly measured in
the particles together with their shape and composition, which
must be determined by other complementary techniques;
otherwise, these morphological parameters must be assumed
and only an equivalent size could be reported. The first purpose
of these complementary techniques is to provide additional
information on nanoparticle size and shape, to supplement or
validate the SP-ICP-MS information. In this way, dynamic light
scattering, nanoparticle tracking analysis, and particularly
electron microscopy are the most common techniques.

Due to its high spatial resolution, below 1 nm, TEM is one of
the most powerful techniques to visualize nanoparticles, and
then to obtain information not only about their size, but also
shape and aggregation state. This technique is essential in the
characterization of pristine nanoparticles (scenario 0), to verify
the success of the synthesis of new nanoparticles and to confirm
their properties. When more complex analytical scenarios are
considered, SEM often substitutes TEM. Current SEM instru-
ments, working with field-emission electron sources (FESEM),
offer improved spatial resolutions, reaching competitive ranges
for the determination of nanoparticle size and shape in complex
samples with easier sample preparation than TEM. Moreover,
FESEM provides images of larger sample areas, obtaining more
representative size distributions. In any case, electron micros-
copy plays a significant role to evaluate shapes and possible
aggregations of nanoparticles in scenarios 1 and 2, and even in
scenario 3 if concentrations of nanoparticles are high enough.

On the other hand, unlike light scattering techniques, elec-
tron microscopy enables the determination of the chemical
composition of the nanoparticles. Most SEM and TEM instru-
ments include several detectors and are usually coupled to EDS,
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obtaining elemental composition of the nanoparticles for their
identification, allowing the verification of their nature, but also
studying their reactivity, stability and transformations.
Although EDS is frequently coupled to TEM or SEM in any
analytical scenario, other techniques like electron diffraction
and electron energy-loss spectroscopy have also been consid-
ered to obtain structural information. The use of transmission
electron microscopes working in  scanning mode
(STEM),3390:100,126,148,193,259,260262 wyjth high-angle annular dark-
field detection,*®****'* allows to obtain Z-contrast images that
can also add information about the chemical composition of
the nanoparticles.

Even though XAS techniques do not provide information on
nanoparticle morphology, they have also been considered in
some works'0®18218187.226 hecause of the interest for improving
the information about the composition of the nanoparticles in
complex samples. Whereas XANES has been used to obtain
information on the geometry and oxidation state of the
elements,'*®**” EXAFS has done it on element coordination.?*®
However, these techniques have been applied occasionally
because of their limitations in sensitivity, data interpretation
and availability of synchrotron radiation facilities. XRD is also
a technique to be considered to obtain structural information of
nanoparticles, although limited to pristine nanoparticles
(scenario 0) or scenarios in which nanoparticle concentration is
not a limitation (scenarios 1 and 2). Finally, the determination
of the total element content in the samples under study is
included in most works, to evaluate mass balances and recov-
eries, by using atomic spectrometry techniques (ICP-MS, ICP-
OES, AAS) after a suitable digestion step.

SP-ICP-MS based immunoassay and
hybridization methods

ICP-MS-based immunoassay methods for determination of
biomolecules has gained increasing interest in recent years.*”*
Immunoassays are based on the use of an antibody (or antigen)
as a biorecognition agent of the analyte of interest, which acts as
antigen (or antibody), respectively. Immunoassays are very
widely used in clinical diagnostics, environmental and food
safety, covering a range of analytes from small molecules to
macromolecules. The high selectivity and affinity of an antibody
against its antigen allows their specific binding in the presence
of complex matrices (e.g., whole blood, serum, urine, foods).
Most immunoassays require the labelling of the antibody (or
the antigen) with easily detectable markers (e.g., radioisotopes,
enzymes, small molecule light absorbers, fluorophores, nano-
particles). ICP-MS immunoassays are based on the use of
elemental tags of metal ions, nanoparticles or metal containing
polymers. Although element-tagged immunoassays were firstly
proposed in the 1970s,* it was not until the advent of ICP-MS
that this methodology started to be relevant, largely due to its
higher sensitivity in comparison with other atomic spectrom-
etry techniques and its multiplexing capability.>**>%*

The use of metal nanoparticles as labels provides significant
advantages, owing to their stability, biocompatibility, and easy
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conjugation to antibodies/antigens without modifying their
binding properties. Moreover, when used in combination with
an ICP-MS operated in single particle detection mode a further
improvement in sensitivity is achieved. Whereas ICP-MS
immunoassays are based on the conventional quantification
of the tagging element, reaching detection limits in the range of
50-5000 pg mL ', these detection limits can be decreased to 1-
15 pg mL~ " when SP-ICP-MS is used.?”> The improvement lies in
the fact that the biomolecule concentration is related to the
number concentration of nanoparticles determined by SP-ICP-
MS and not to the total content of element measured by ICP-MS.

The first immunoassay based on SP-ICP-MS was reported
in 2009. a-Fetoprotein was determined by a competitive
immunoassay, using 45 nm Au nanoparticles as labels. A
detection limit of 16 pg mL " was achieved, lower than using
other immunoassay strategies.””* Rabbit-anti-human
immunoglobulin G was determined by a sandwich type
immunoassay using 45 nm Au nanoparticles with detection
limits of 100 pg mL™'.>" A self-validated homogeneous
immunoassay was also proposed for the carcinoembryonic
antigen quantification by monitoring both frequency and
intensity of the gold nanoparticles used as labels. The
method provided accurate results in human serum samples
with detection limits in the pM level.?*® ZnSe quantum dots
were used for tagging antibodies in a sandwich-type
magnetic immunoassay for determination of carcinoem-
bryonic antigen in human serum with a detection limit of 6
pg mL~ ' by monitoring *Zn.?** The determination of cyto-
keratin fragment antigen 21-1, carbohydrate antigen, and
carcinoembryonic antigen was carried out by a simulta-
neous sandwich-type immunoassay using antibody-
immobilized magnetic beads and Au, Ag and ZnSe nano-
particle labels, respectively.**® The method was successfully
applied to detect the three biomarkers in human lung
cancer serum samples.

Besides immunoassay, SP-ICP-MS has also been applied in
DNA hybridization and RNA methods.*”*** A homogeneous
DNA assay based on a target-induced hybridization chain
reaction to achieve controlled spherical nucleic acid assembly
has been reported. The strategy relies on the mediation of the
hybridization chain reaction in the assembly of a nanogold core
with oligonucleotide shell to generate controllable large Au
nanoparticle aggregates and significant '®Au counts as
compared with the background of a simple dispersed Au
nanoparticle. This homogeneous assay could determine DNA
within the range of 5 fM to 10 pM.>*

A rRNA detection platform was achieved by combining
a sandwich type hybridization reaction with a single-molecule
magnetic capture and SP-ICP-MS for the absolute and relative
quantification of E. coli rRNA. This method was applied to the
direct quantification of rRNA from dangerous human patho-
gens in milk samples with a detection limit of 10 fM.>*

Table 9 summarises the SP-ICP-MS based immunoassay and
hybridization methods developed up to date. Au nanoparticles
have been more frequently used, although methods based on Ag
and Pt nanoparticles have also been reported, as well as ZnS
quantum dots. Quadrupole instruments have been used in all
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Table 9 SP-ICP-MS-based immunoassay and hybridization methods for the quantification of biomolecules

Analyte Sample Assay type Nanoparticle label Dwell time LOD Ref.

a-Fetoprotein Human serum Competitive immunoassay Au (45 nm) 10 ms 16 pg mL ™" 296

Rabbit-anti-human IgG Human serum Sandwich immunoassay Au (45 nm) 10 ms 100 pg mL ™" 297

Carcinoembryonic antigen Human serum Homogeneous immunoassay Au (30 nm) 50 ps 210 pg mL~" (1.2 pM) 298
Human serum Sandwich magnetic immunoassay ZnSe (2.6 nm) 100 ps 6 pg mL ' 299

Cytokeratin Human serum Sandwich magnetic immunoassay Au (29 nm) 100 ps 20 pg mL ™" 300

fragment antigen

Carcinoembryonic antigen ZnSe (2.6 nm) 6 pg mL '

Carbohydrate antigen Ag (14 nm) 0.25 mUmL "

DNA — Homogeneous DNA hybridization Au (28 nm) 0.5 ms 1 pM 301
Human serum Homogeneous DNA hybridization Au (30 nm) 5 ms 3 M 302

chain reaction

Human immunodeficiency Human serum Multiplexed heterogeneous Au (25 nm) 0.5 ms <1 pM 303

virus sandwich DNA hybridization

Hepatitis B virus Ag (25 nm)

Hepatitis C virus Pt (20 nm)

E. coli RNA Milk Sandwich hybridization with Au (30 nm) — 10 fM 304

magnetic particles

works, with dwell times in the range of milliseconds, but also at
microseconds. In some cases, immunoassay and hybridization
schemes use antibody-immobilised magnetic particles, that
greatly improve the efficiency of the washing and separating
steps of the captured antigens under a magnetic field.>****

Conclusions

The features of SP-ICP-MS for the detection, quantification and
characterization of nanoparticles have led to the development
of this technique and its increasing application in many
different fields under analytical scenarios of varying complexity,
which have been comprehensively covered in this review.
However, its implementation in commercial instruments by
most ICP-MS manufacturers can be considered the key to its
success. Despite the rapid evolution of SP-ICP-MS in the last ten
years, in 2020 the number of publications related to funda-
mental aspects of the technique and the development of
methods was still 1 out of 3 with respect to the number of
publications dedicated to specific analytical applications. For
this reason, by following Horlick's approach, although SP-ICP-
MS is on the way of becoming a mature technique, its charac-
terization stage cannot be considered finished yet. Moreover, its
progress towards maturity is currently hampered by other
issues like the availability of validated methods and the trace-
ability of their results. Both issues are conditioned by the
availability of reference materials, which are currently restricted
to pristine nanoparticles of specific compositions, whereas
matrix reference materials are still not available due long-term
stability problems.” This situation entails using nanoparticle
suspensions supplied from a reduced number of manufacturers
as standards for calibrations and quality control. Furthermore,
since standards for only a small number of nanoparticle
compositions are available, indirect calibrations based on the
determination of the nebulisation efficiency and the use of
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dissolved standards are applied routinely to obtain quantitative
information. This approach requires that not only the element
in dissolved and particulate forms behave in the ICP in the
same way, but also the nebulisation for the standards and the
samples. These two factors cannot be disregarded to obtain
unbiased results, which is particularly challenging when
dealing with complex matrices.

The analytical scenarios in which SP-ICP-MS is more
frequently applied are those related to studies about fate and
(eco)toxicity under controlled laboratory conditions involving
the use of pristine nanoparticles (type 2 scenarios). The main
reason is that both size and concentration of the nanoparticles
added can be selected according to the experiment design and
the detection capability, although there is an increasing trend to
perform these studies at realistic concentrations. In any case,
the most complex challenge for SP-ICP-MS is the analysis of
samples originally containing nanoparticles, namely foods and
environmental and biological samples (scenarios type 3),
because of the complexity of the matrices and the low concen-
trations expected, but also nano-enhanced products (scenario
1). The main drawback with these samples is that the nature of
the particles is unknown in many cases. Consequently, only
masses of element per particle or equivalent sizes (assuming an
expected composition and shape) can be reported, unless
complementary techniques are used to obtain such informa-
tion. An additional difficulty with this samples arises when part
of the particle size distribution is missed due to the attainable
size LODs. In such cases, nanoparticle concentrations will be
underestimated and mean sizes overestimated. Hence, results
should include these limitations, only reporting the occurrence
of particles in the sample over a certain (equivalent) size and
number concentration, considering SP-ICP-MS as a screening
technique instead of a fully quantitative one. On the other hand,
particles are not the only targets of SP-ICP-MS, its capability for
the simultaneous quantification of dissolved elements has also
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been exploited in many of the applications involving nano-
particles prone to oxidation or dissolution, like those made of
Ag, CuO or ZnO.

Although SP-ICP-MS is mostly involved in methods for the
analysis of samples containing nanoparticles, the technique is
also suitable for being used in methods where nanoparticles are
not analytes but analytical tools. This is the case of immuno-
assay and hybridization methods for the analysis of biomole-
cules, where nanoparticles are used as elemental labels
conjugated to antibodies and oligonucleotides. By selecting the
adequate nanoparticles, SP-ICP-MS can provide better limits of
detection for these bioassays due to its high sensitivity in terms
of number concentration. The applications of SP-ICP-MS in
immuno- and hybridization assays are still scarce but show very
promising results.

List of acronyms

AAS Atomic absorption spectrometry

AES Auger electron spectroscopy

AFM Atomic force microscopy

AF4 Asymmetric flow field flow fractionation

ATR- Attenuated total reflectance-Fourier transform
FTIR infrared spectroscopy

AUC Analytical ultracentrifugation

BSA Bovine serum albumin

CE Capillary electrophoresis

CFFF Centrifugal field flow fractionation

CLS Centrifugal liquid sedimentation

CNT Carbon nanotube

CPE Cloud point extraction

DE Dissolved element

DF Double focussing

DGT Diffusive gradient in thin film

DLS Dynamic light scattering

DMA Differential mobility analysis

EDM- Enhanced darkfield microscopy-hyperspectral
HSI imaging

EDS Energy dispersive X-ray spectroscopy

ETAAS  Electrothermal atomic absorption spectrometry
EXAFS  Extended X-ray absorption fine structure
FAAS Flame atomic absorption spectrometry
FESEM Field-emission scanning electron microscopy
FIBSEM Focused ion beam scanning electron microscopy
FTIR Fourier transform infrared spectroscopy
HAADF High-angle annular dark-field

HDC Hydrodynamic chromatography

HIM Helium ion microscopy

HPLC High performance liquid chromatography
HRTEM High resolution transmission electron microscopy

IC Ion chromatography

ICP-MS  Inductively coupled plasma-mass spectrometry

ICP-OES Inductively coupled plasma-optical emission
spectrometry

ISE Ion selective electrode potentiometry

LA Laser ablation

LDA Laser diffraction analysis
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LOD Limit of detection

MALS Multiangle light scattering

NOM Natural organic matter

NP Nanoparticle

NTA Nanoparticle tracking analysis

Q Quadrupole

RI Refractive index

SAM Scanning Auger mapping

SDS Sodium dodecylsulphate

SEC Size exclusion chromatography

SEM Scanning electron microscopy

SIMS Secondary-ion mass spectrometry
SMPS Scanning mobility particle sizer
SP-ICP-  Single particle-inductively coupled plasma-mass
MS spectrometry

STEM Scanning transmission electron microscopy
TEM Transmission electron microscopy
TMAH  Tetramethyl ammonium hydroxide
TOF Time of flight

TXRF Total reflection X-ray fluorescence
UV-Vis  Ultraviolet visible absorption

XANES  X-ray absorption near edge structure
XAS X-ray absorption spectroscopy

XPS X-ray photoelectron spectroscopy
XRD X-ray diffraction
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VII. Abreviaturas

LISTADO DE ABREVIATURAS

27
28G;
29g;
49T
TGe
A
An
AF4
AFM

BSA
CeO,

dn

DLS
DMA
EAF4
EDS
EELS
EFSA
EFTEM
EIFFF
ET-AAS

FESEM
FFF

FH
FIFFF

Isétopo 27 de aluminio

IsGtopo 28 de silicio

Isétopo 29 de silicio

IsGtopo 49 de titanio

Isétopo 74 de germanio

Area del canal

Abundancia atomica

Fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico
Microscopia de fuerza atdmica

Anchura del canal

Albumina de suero bovino

Oxido de cerio (V)

Diametro de particula

Coeficiente de difusion

Didmetro hidrodinamico

Dispersion dinamica de luz

Anélisis mecanico dindamico

Fraccionamiento en flujo mediante campo eléctrico de flujo asimétrico
Espectrometria de rayos X de dispersion de energia

Espectroscopia de pérdida de energia de electron

Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria

Microscopia electrénica de transmision de imagen filtrada en energia
Fraccionamiento en flujo mediante campo eléctrico

Espectrometria de absorcion atomica electrotérmica

Fuerza del campo externo sobre el analito

Microscopia electronica de barrido con fuente de emisidn de campo
Fraccionamiento en flujo mediante campo

Surimi fresco

Fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo
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VII. Abreviaturas

Fp
FTIR
FZ

HAADF
Had

HDC
He

Hexp
HF5
Hinst

Hy

Hp
HPLC
Hpre

Hr

Heeo
ICP-MS

ICP-MS/MS
ICP-OES

ITENE
JRC

k

KED
Kicp-ms
Kintro
Km

Km
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Fraccion en masa del elemento por particula
Espectroscopia de infrarrojos con transformada de Fourier
Surimi congelado

Altura de plato teorico

Detector anular de alto &ngulo

Difusion axial

Cromatrografia hidrodinamica

Dispersion debida a efectos instrumentales

Eficiencia experimental

Fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo de fibra hueca
Dispersion instrumental

Dispersion de no-equilibrio

Dispersion de polidispersidad

Cromatrografia liquida de alta eficacia

Eficiencia prevista

Dispersion de relajacion

Eficiencia teorica

Espectrometria de masas con fuente de ionizacion de plasma de
acoplamiento inductivo

ICP-MS de triple cuadrupolo

Espectrometria de emision 6ptica con fuente de ionizacién de plasma de
acoplamiento inductivo

Instituto Tecnol6gico de Embalaje, Transporte y Logistica
Joint Research Center

Constante de Boltzmann

Discriminacién de energia cinética

Factor de eficiencia de deteccion del sistema

Factor de introduccién de muestra en SP-ICP-MS

Factor del isotopo de anélisis en SP-ICP-MS

Sensibilidad obtenida mediante una calibracion en masa por particula



VII. Abreviaturas

Kn

Kr

L

I

LDPE
LOD
LODnim
LODtamaio
LOQ
MALS
MgFFF
Mwm

mp

N
NaPP
Nav
NIST
NPs
NTA
PES
PET
PP

PS
Qruesta
R

RC

SC
SdFFF
SDS

Sensibilidad obtenida mediante una calibracion en concentracion en
nimero

Sensibilidad obtenida mediante una calibracion de intensidades en funcion
de la concentracion en masa

Longitud del canal en FFF

Altura o posicion del analito en el canal
Polietileno de baja densidad

Limite de deteccion

Limite de deteccion en nimero

Limite de deteccion en tamafio

Limite de cuantificacion

Dispersion de luz multiangular
Fraccionamiento en flujo mediante campo magnético
Masa atomica

Masa de un elemento por particula

Numero de platos

Pirofosfato de sodio

Numero de Avogadro

Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia
Nanoparticulas

Anélisis de rastreo de nanoparticulas
Polietersulfona

Tereftalato de polietileno

Polipropileno

Poliestireno

Caudal de introduccion de muestra

Parametro de retencidn experimental
Celulosa regenerada

Canal convencional

Fraccionamiento en flujo mediante campo de sedimentacion

Dodecilsulfato de sodio
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VII. Abreviaturas

SEM
SiO2
SLC
Sp
SP-ICP-MS
T

to

tawell
TEM
TGA
ThFFF
ti

TiO:
TMAH
TOF

tr

|ucl
UV-Vis
\Y

Ve

Vmax
(V)

W

Wp

X lam
XD

XM

XN
XRD
XRF
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Microscopia electronica de barrido
Oxido de silicio (IV)

Canal corto

Intesidad neta de una particula detectada
Deteccion individual de particulas mediante ICP-MS
Temperatura absoluta

Tiempo de retencion de volumen muerto
Tiempo de lectura

Microscopia electronica de transmision
Anédlisis termogravimétrico
Fraccionamiento en flujo mediante campo térmico
Tiempo de adquisicion de datos

Oxido de titanio (IV)

Hidroxido de tetrametilamonio

Tiempo de vuelo

Tiempo de retencion

Velocidad de flujo cruzado
Ultravioleta-visible

Flujo axial

Flujo cruzado

Velocidad méaxima del portador
Velocidad promedio del portador

Espesor del canal

Anchura de un evento de particula en términos de tiempo

Didmetro de particula equivalente al valor critico
Concentracion en masa de un elemento disuelto
Masa correspondiente a un elemento M
Concentracion en nimero de particulas
Difraccion de rayos X

Fluorescencia de rayos X



VII. Abreviaturas

OB

Intensidad bruta de un pico

Intensidad promedio de la linea base
Valor critico

Numero de particulas detectadas

NUmero de eventos detectados en el blanco
Sefial bruta en un barrido de intensidades
Oxido de zinc (11)

Eficiencia de transporte

Viscosidad del medio

Parametro de retencion teodrico

Densidad

Desviacion estandar

Varianza

Desviacion estandar de la intensidad de la linea base
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