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Resumo

O trabalho aqui descrito teve como objetivo a obten¢do de um sistema com
duplo poder de inibi¢do bacteriana baseado em nanoparticulas de prata (AgNPs)
recobertas com silica mesoporosa (SM) para subsequente funcionalizagdo com
antibidticos P-lactamicos. O agente [-lactamico utilizado durante o
desenvolvimento do projeto foi a ampicilina. Além disso, o trabalho teve como
foco: (1) analisar o possivel sinergismo da utilizagao das AgNPs e do antibidtico
B-lactamico contra bactérias suscetiveis a ampicilina e (2) investigar uma
possivel acdo bactericida dos sistemas sintetizados contra Escherichia coli
resistente ao agente [B-lactamico escolhido. Durante o trabalho, duas sinteses
distintas para a obten¢do das AgNPs foram testadas. A primeira delas € baseada
na reduc¢do quimica dos fon Ag" por boroidreto de sédio (NaBH,) utilizando
citrato de s6dio como agente protetor. Através desse método, nao foi possivel
recobrir as AgNPs com silica. No entanto, essa metodologia possibilitou estudar
o fendmeno de crescimento e agregacdo parcial das nanoparticulas sintetizadas.
Dessa forma, a segunda alternativa para sintetizar as AgNPs foi baseada na
redugdo quimica dos fons Ag® em etileno glicol (EG), na presenga de
polivinilpirrolidona (PVP). Essa estratégia permitiu o recobrimento das AgNPs
com silica e essas nanoparticulas foram entdo utilizadas para os procedimentos de
funcionalizagcdo com a ampicilina. Foram realizados experimentos de atividade
biologica com as bactérias Escherichia coli e Escherichia coli resistente a
ampicilina (Gram-negativas) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva), através
da incubagdo do material juntamente com as bactérias, seguida pela cultura das
mesmas em placas de dgar. Todos os materiais sintetizados apresentaram
propriedades antibacterianas, que aumentam com o aumento da concentragdo dos
materiais utilizados. A partir dos ensaios biolégicos, foi possivel observar que as
nanoparticulas de prata recobertas com silica mesoporosa (Ag@Si0,) possuem
elevado efeito antimicrobiano, ocasionando 100% de reducdao do nuimero de
colonias para todas as bactérias estudadas. Além disso, é possivel notar que a
funcionalizacdo com ampicilina aumentou as propriedades bactericidas das
nanoparticulas de silica e, em altas concentragdes, o sistema de prata
funcionalizado com ampicilina (Ag@SiO,-Ampicilina), apresentou resultados
semelhantes ao seu respectivo precursor sem funcionalizacdo. Uma explicagdo
vidvel para a menor eficiéncia do sistema Ag@SiO,-Ampicilina em baixas
concentracdes pode estar relacionada a oclusdo dos poros da silica mesoporosa,
ocasionada pelo processo de funcionalizacdo, impedindo assim a lixiviagdo da
prata i0nica. Apesar dos resultados satisfatorios obtidos para o sistema
Ag@SiO,-Ampicilina, ainda € preciso investigar uma alternativa que nao
ocasione a obstrucdo dos poros da silica e, dessa forma ndo reduza o efeito da
prata presente no sistema estudado.
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Abstract

The work described here aimed to obtain a dual bacterial inhibition
system based on silver nanoparticles (AgNPs) coated with mesoporous silica
(MS) for further functionalization with B-lactams antibiotics. Ampicillin was
the B-lactam chosen for the project development. Moreover, this work is
focused on: (1) analyzing the possible synergism of using AgNPs combined
with B-lactam antibiotic against ampicillin susceptible bacteria and (2)
investigating a possible bactericidal action of the synthesized systems against
Escherichia coli strain which is resistant to [-lactam. Two different
methodologies for AgNPs synthesis were tested. The first one is based on the
chemical reduction of Ag® ions by sodium borohydride (NaBH,) in the
presence of sodium citrate as capping agent, which did not allow the silica
coating. However, it allowed us to study growth and partial aggregation of
these nanoparticles. Therefore, the second alternative to synthesize AgNPs
was based on the chemical reduction of Ag® ions solubilized by ethylene
glycol (EG) in the presence of polyvinylpyrrolidone (PVP). This strategy
allowed us coating the AgNPs with silica and these nanoparticles were used
for functionalization with ampicillin. Biological activity experiments were
conducted with Escherichia coli and Escherichia coli resistant to ampicillin
(Gram-negatives) and Staphylococcus aureus (Gram-positive), through
nanoparticles incubation test in tubes containing the bacteria, followed by
culturing on agar plates. All synthesized materials showed antibacterial
properties, which increase with increasing concentration of the materials
tested. From the biological tests, it is observed that silver nanoparticles coated
with mesoporous silica (Ag@Si0,) have high antimicrobial effect, promoting
100% reduction in the number of colonies for all bacteria studied.
Furthermore, it is noticed that the functionalization with ampicillin increased
the bactericidal properties of silica nanoparticles, and in high concentrations,
silver functionalized with ampicillin (Ag@SiO,-Ampicillin) presented similar
results to its respective precursor without functionalization. One possible
explanation for the lower efficiency of the Ag@SiO,-Ampicillin system at low
concentrations may be related to the occluded pores of mesoporous silica,
caused by the functionalization process, while preventing the leaching of ionic
silver. Despite the satisfactory results obtained for Ag@SiO,-Ampicillin
system, it is still necessary to investigate an alternative which does not cause
occlusion of silica pores and, consequently, does not reduce the effect of silver
in the studied system.
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1. Introducao

1.1. Antibioticos p-lactdmicos

Desde a  descoberta da
penicilina, os B-lactamicos tornaram-se

R H
s
is i rtant tilizad t ’
OS mais 1mp0 antes € utiiizados agen cS o) \><

—N

/

antibacterianos, devido a seu amplo _
espectro de acdo e baixa toxicidade.'™ O/\OH

Eles compoem uma ampla familia de Figura 1: Estrutura basica da penicilina

A

antibidticos que apresentam um nucleo  evidenciando o niicleo B-lactimico em

B-lactimico em sua estrutura molecular vermelho.

(Figura 1). Dependendo da vizinhanga quimica do anel B-lactamico, esta
familia pode ser subdividida em derivados da penicilina, cefalosporinas,
monobactimicos e carbapenémicos.’

Os antibidticos, em geral, agem principalmente nas estruturas
bacterianas e celulares, especialmente na constru¢do da parede celular, DNA,
RNA e sintese de proteinas.” Além disso, sdo capazes de inibir as enzimas
presentes nas células bacterianas, como transpeptidases e as
carboxipeptidases, através da acilacdo dos residuos de serina’, como mostra a

Figura 2.
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Figura 2: Esquema de acilagcdo do residuo de serina da enzima transpeptidase.

Os antibidticos [-lactamicos se o
assemelham ao fragmento de peptideo d- HOYKN )ﬁ‘\“\NHz
alanilalanina (Figura 3), o qual a enzima O ||4
utiliza como substrato.” No entanto, o uso Figura 3: Estrutura basica do

descontrolado dos antibidticos resultou na peptideo d-alanilalanina.

adaptacdo e desenvolvimento de resisténcia bacteriana, levando a falha no
tratamento, hospitalizacdo prolongada, o que aumenta o custo do tratamento e
eleva a mortalidade.’

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos antibidticos beta-
lactamicos variam. A Figura 4 mostra um esquema de trés principais
mecanismos de resisténcia bacteriana. O primeiro estd associado as enzimas
beta-lactamases (BLs), pois elas catalisam a hidrolise do anel B-lactamico,
desativando-o, como pode ser observado na Figura 4 (I). Essas enzimas sdo
as principais responsdveis pela resisténcia associada as familias das
penicilinas e cefalosporinas.” Um outro mecanismo estd relacionado a
alteracdo do alvo intracelular do antibi6tico, como por exemplo, ribossomos,
enzimas metabolicas ou proteinas envolvidas na replicacdo do DNA ou sintese
da parede celular, como pode ser visto na Figura 4 (II). Um terceiro tipo de

mecanismo de resisténcia bacteriana bastante comum, € a bomba de efluxo



(Figura 4 (IIT)). A bomba de efluxo ¢ um canal essencial na célula da
bactéria, responsavel por exportar ativamente agentes antibacterianos e outros
compostos para fora da célula. Dessa forma, ndo hd o acimulo intracelular de
substancias téxicas a bactéria. No entanto, mais de um tipo de mecanismo

pode prover resisténcia a0 mesmo antibiético.®

Figura 4: Esquema dos trés principais mecanismos de resisténcia bacteriana. (1)

Degradacgdo enzimatica, (II) Mutagdo genética e (II1) Bomba de efluxo.’

A resisténcia bacteriana pode ser transferida entre bactérias por trés
principais mecanismos, (I) Transducdo, (II) Conjugacdo e (III)
Transformacdo. A Figura 5 mostra um esquema com esses trés principais

mecanismos:
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Figura 5: Esquema dos trés principais mecanismos de transferéncia de resisténcia

bacteriana. (I) Transdug¢do, (II) Conjugacao e (III) Transformagéo.10

A transducdo (Figura 5 (I)) € o processo de reproducdo no qual o
DNA bacteriano € transferido de uma bactéria para outra por um virus,
conhecidos como bacteriéfagos. J4 a conjugacdao (Figura 5 (II)), ocorre
quando duas células estao proximas uma da outra, € uma espécie de “ponte” ¢
formada entre essas células. Isso permite que o plasmideo (DNA bacteriano)
de uma das células seja transferido para a outra, tornando uma bactéria
susceptivel em resistente. A transformacdo (Figura 5 (III)), ocorre quando
uma bactéria resistente morre € seu DNA € liberado no meio circundante.
Outras bactérias que estejam proximas, podem absorver esse DNA e
incorporé-lo em seu proprio DNA, adquirindo entdo resisténcia.

Dessa forma, devido a eclosdao de doencas infecciosas causadas por
diferentes bactérias patogé€nicas e o desenvolvimento da resisténcia a
antibiGticos® ', as companhias farmac@uticas e pesquisadores estio estudando
novos agentes antibacterianos, livres de resisténcias e de baixo custo. >

Dentre as abordagens propostas até agora, uma delas propOe alteracdes

estruturais dos B-lactamicos buscando diminuir a sua sensibilidade a hidrélise
4
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por B-lactamases. Outra abordagem sugere a utilizacdo simultinea de dois
agentes B-lactamicos, pois no caso da bactéria apresentar resisténcia a um dos
. . . . . 15-17
compostos, o0 outro agente antibacteriano atuaria de forma mais efetiva. No
entanto, esses métodos/estratégias nao tém se mostrado eficientes e novas
. ~ . . . . e A s . 18
alternativas estdo sendo investigadas a fim de evitar a resisténcia bacteriana.
Nesse cendrio, materiais em escala nanométrica t€ém emergido como novos
agentes antimicrobianos devido a sua grande razdo drea superficial/volume e

N . , . . L. 11
as suas propriedades fisico e quimicas unicas.

1.2. Nanomateriais

O progresso na area da nanotecnologia fez o inicio do século XXI ser
conhecido como o século da nanotecnologia.'”” Nanociéncia é o estudo das
propriedades dos materiais que, em pelo menos uma dimensao, estd na escala

A - 2 21
do nandmetro (10° m).*

A expansdo da nanotecnologia deve-se a
capacidade de modular os materiais, alterando drasticamente suas
propriedades fisicas, quimicas e Gpticas.”> O crescente interesse em materiais
nanoestruturados vem do fato de que as propriedades destes sdo diferentes e
frequentemente superiores aquelas de materiais que apresentam estruturas na
escala micrométrica.”® Estas propriedades surgem devido a um aumento
substancial da fracdo de dtomos de superficie e ao aumento do papel dos
efeitos de superficie e incluem confinamento quéantico em semicondutores™,
ressonancia de plasmons de superficie em metais® e superparamagnetismo em
materiais magnéticos.”

Uma das aplica¢Oes mais promissoras da nanotecnologia estd no campo

da medicina, dando origem a ‘“nanomedicina”. O objetivo da nanomedicina



pode ser amplamente definida como melhoria de todos os sistemas bioldgicos
humanos, utilizando nanoestruturas para atingir beneficios médicos.”’

Com o surgimento e propagacdo da resisténcia Dbacteriana,
nanomateriais t€ém sido estudados como novos agentes antimicrobianos. Entre
diversos materiais, as nanoparticulas de prata (AgNPs), t€ém atraido muito
interesse devido as suas potenciais aplicagdes biomédicas, pois apresentam
propriedades bactericidas e baixa propensdo de induzir resisténcia microbiana

12, 14

quando comparados aos antibidticos convencionais , além de, em baixas

concentracdes, apresentarem baixa toxicidade para as células humanas.” >
A prata tém sido utilizada por milhares de anos como um metal precioso
pelos humanos em diferentes aplicacdes como joias, ferramentas, moedas,
materiais fotograficos ou explosivos.” Nos séculos XVII e XVIIL, o nitrato de
prata foi utilizado no tratamento de tlcera e sua atividade antimicrobiana foi
estabelecida no século XIX, sendo especialmente empregado no tratamento de

12, 33

queimaduras. No entanto, apds a descoberta dos antibidticos em 1940, o

uso de sais de prata diminuiu.*>*

As AgNPs foram definidas como “oligodinamicas” devido a sua
habilidade de produzir efeitos bactericidas em baixas concentragdes. Isso se
deve ao fato dos fons Ag" apresentarem alta afinidade por proteinas, enzimas,
DNA, RNA, etc. gragas as interacdes com grupos funcionais que podem
interferir em processos microbianos tais como tiol, carboxilato, fosfato,
hidroxila, imidazol, indol ou aminas.”* O mecanismo mais aceito indica que
essas nanoparticulas aderem a superficie da membrana celular carregada
negativamente levando a desnaturacdo das proteinas e consequente morte

35,

22 z . . A .
celular.”™ % Além disso, muitos autores tém sugerido que essas

nanoparticulas podem penetrar no interior das bactérias, causando danos

6



celulares por meio de liberacdo e posterior interacio dos fons Ag" com

compostos contendo enxofre e fésforo, como por exemplo, 0 DNA.”

1.3. Sintese das Nanoparticulas de Prata

Nanoparticulas metdlicas podem ser sintetizadas através de métodos
quimicos, fisicos e biolégicos."® Os métodos biolégicos para a sintese de
nanoparticulas tém sido utilizados como uma possivel alternativa sustentavel
aos métodos quimicos e fisicos.® De fato, diferentes espécies de bactérias,

1 .
fungos, 8 enzimas, plantas ou extrato de plantas,SS’ 39

sdo capazes de reduzir os
ions metdalicos, produzindo as nanoparticulas metalicas com propriedades
antimicrobianas."®

Do ponto de vista biomédico,

a sintese de nanoparticulas requer o

2
Ag A9 ag e N
uso de métodos que permitam o Ag' Ag'  Ag Redutor
Ag’ . ——> CTAB CTAB
controle preciso do tamanho e da  ag Ag' Ad < %

gv.id

forma das estruturas a fim de obter

. , Figura 6: Esquema demonstrativo da reacao
um conjunto de nanoparticulas

de formacdo das nanoparticulas de prata. O

monodispersas que exibam uma ) »
precursor de prata é representado pelos cations

propriedade especifica. Em geral, a Ag", 0 agente redutor é esquematicamente

sintese de nanoparticulas metalicas apresentado em cima da seta reacional € o

em suspensdo coloidal é realizada CTAB ¢ arbitrariamente utilizado como agente
utilizando 0S seguintes estabilizante da nanoparticula formada. Os
elementos reacionais apresentados na figura

componentes: 1) precursor metélico;

. ndo estdo na devida escala para uma melhor
ii) agente redutor e 1iii) agente L .
visualiza¢ao do fendomeno.

estabilizante. Um esquema



demonstrativo da reagdo de formacdo das nanoparticulas de prata ¢é
apresentado na Figura 6. Virios sais de prata, agentes redutores bem como
agentes estabilizantes sdo utilizados a fim de obter nanoparticulas com baixa
polidispersdo e alto rendimento reacional. Dentre os sais de prata, o mais
comumente utilizado é o nitrato de prata (AgNO;).” Ji quando se trata de
agentes redutores e estabilizantes, uma maior diversificacdo pode ser
observada. Dentre os agentes redutores podemos citar o 4cido ascorbico
(C6H806),40 a glicose (C6H1206)41’ *2 ¢ 0 borohidreto de sédio (NaBH,)
enquanto que para os agentes estabilizantes € possivel destacar o brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB),* a polivinilpirrolidona (PVP),” o citrato de
sodio (Na3C6H5O7),41 os polimeros do amido (amilose e amilopectina),“’ s

dentre outros.

1.4. Acao bactericida das Nanoparticulas de Prata

Muitos fatores t€m sido descritos por influenciar a acdo antimicrobiana
das AgNPs como o tamanho, forma, cristanilidade, quimica de superficie,
agentes protetores, assim como fatores ambientais, tais como pH, forca idnica
e a presenca de ligantes, cdtions divalentes e macromoléculas.” *

O real mecanismo pelo qual as nanoparticulas de prata sdo capazes de
inibir o crescimento bacteriano ndo foi ainda completamente elucidado, mas
estudos sugerem que existem quatro possiveis mecanismos de acdo: (1)
interacdo com a membrana da célula da bactéria, (2) formacdo de fons Ag”, (3)
interacdo das AgNPs com compostos que contém enxofre ou fosforo, tais
como proteinas e DNA, e (4) formac¢do de pits na membrana celular.” Além

disso, alguns estudos t€ém demonstrado que a carga superficial das AgNPs ¢é

. .. .o . 46 ., , . ~
crucial para sua atividade antimicrobiana.” Uma hipétese € que a interagdao

8



entre as nanoparticulas e as células bacterianas é devido a interagoes
eletrostaticas entre a membrana da célula carregada negativamente e as

22, 35, 36 . ~
No entanto, esse mecanismo nao é

particulas carregadas positivamente.
explicado para a adesdo e captacdo de particulas carregadas negativamente.””
3% Dessa forma, t8m sido proposto que hd sitios preferenciais de interagio
das AgNPs e da membrana celular, que podem estar relacionados com
proteinas que contenham enxofre.” ** Isso parece mais provivel do que as
interacdes eletrostaticas devido a evidéncia aos danos das proteinas de
membrana das bactérias apds A exposicdo as AgNPs.>> ¥

Outro mecanismo comumente proposto na literatura estd associado a
geracdo de espécies oxigenadas reativas (ROS) e danificacdo da membrana
celular ocasionada pelos fons Ag® liberados pelas AgNPs.” As espécies
oxigenadas reativas (ROS) sdo subprodutos naturais do metabolismo de
organismos aerobicos. Excesso de producdo de ROS pode causar estresse
oxidativo e a geracdo adicional de radicais livres pode atacar os lipideos da
membrana, levando ao colapso da membrana ou, ainda, causando danos no
DNA. No entanto, as AgNPs sd@o mais toxicas que outras espécies, indicando
que outros fatores além da geracdo de ROS intracelular podem ter um papel na
toxicidade total ocasionada por essas particulas.”

Além disso, outros possiveis mecanismos propostos envolvem a
interacao da prata com macromoléculas bioldgicas tais como enzimas e DNA.
Acredita-se que o DNA perde sua habilidade de replicacdo e as proteinas
celulares se tornam inativadas sob tratamento com Ag*.** *** Além disso,
também tém sido mostrado que Ag” se liga a grupos de proteinas funcionais,

principalmente a moléculas que apresentam o grupo tiol, resultando na

5 . 22 4 .
desnaturacio das protefnas.”> *** Em contraste, Sondi et al’® mostraram que a
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atividade bactericida das AgNPs nas bactérias gram-negativas depende da
concentracdo das nanoparticulas e estd intimamente relacionado com a
formacdo de pits na parede celular da bactéria.*®

A maioria dos estudos sugerem que as AgNPs ndo sdo toxicas. Mas
devido ao seu pequeno tamanho e as propriedades varidveis elas podem
apresentar danos ao meio ambiente.””> Geralmente, o mecanismo
antimicrobiano de agentes quimicos depende de ligacdes especificas com a
superficie e agentes do metabolismo dentro do microorganismo.”® Por
exemplo, a camada de peptideoglicano € uma caracteristica especifica das
espécies de bactérias e ndo das células mamiferas. Portanto, se o efeito das
AgNPs estiver associado a camada de peptideoglicano, sua aplicacio como

. . , . . e 4
agente antimicrobiano é mais adequada e mais especifica.*

1.5. Sintese da Shell ao Redor das Nanoparticulas de Prata
Sabe-se que nanoparticulas metdlicas apresentam baixa estabilidade
em suspensdo e alta tend€ncia a agregacdo no meio bioldgico. Dessa forma,
estruturas hibridas do tipo core-shell (caroco-casca) t€m sido propostas para
solucionar tal problema. Por exemplo, a silica mesoporosa (SM) € amplamente
utilizada como um material formador de shell, pois possui alta estabilidade
quimica e térmica, além de apresentar grande &4rea superficial e Otima
biocompatibilidade. Estudos mostram que sistemas core—shell Ag@Si0, sdo
bons candidatos para materiais antibacterianos, pois acredita-se que os nucleos
de prata liberam lentamente fons Ag' através da camada porosa de silica,
produzindo e mantendo os excelentes efeitos bactericidas.*
O recobrimento das nanoparticulas metdlicas com SM tem se tornado

uma pratica muito comum. Isto se deve ao fato de que a SM previne a
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agregacao das nanoparticulas enquanto mantém as propriedades dos nicleos
metalicos. Esse recobrimento com silica € um processo razoavelmente simples
o qual é derivado da conhecida sintese de Stober.” Nesse processo, as
nanoparticulas metélicas sdo utilizadas como semente da reacdo e a SM ¢é
produzida pela hidrolise e condensacdo do tetraetil ortosilicato (TEOS) na
presenca de hidroxido de amonia como catalisador. Dessa forma, o sistema
core-shell ¢ formado onde o core é formado pela nanoparticula metélica
enquanto que a shell é formada pela SM.

Na Figura 7, uma imagem de microscopia eletronica de transmissao do
sistema Ag@Si0O, é apresentada, que foi obtida durante o Programa “Bolsa de
Verdo 2011” do Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron, pela aluna Virginia
Dal Lago. Devido a maior densidade eletrOnica, a regido central corresponde a
prata enquanto que a parte mais clara € a silica.

A adicao da SM € estrategicamente
interessante por dois motivos: (1) previne
que as nanoparticulas se agreguem fazendo
com que o sistema fique estavel (sem
precipitacdo) por longos periodos; e (2)

possibilita a adicdo de novas Figura 7: Imagem de microscopia

. . N p eletronica de transmissao do sistema
funcionalidades as particulas fazendo com

. o . Ag@SiO, que foi obtida durante o
que suas propriedades bactericidas sejam
programa “Bolsa de Verdo 2011 do

melhoradas. Com base nas vantagens Laboratério Nacional de Luz
acima, o objetivo do trabalho €  Sincrotron, pela aluna Virginia Dal
funcionalizar essas nanoparticulas com Lago.

grupamentos amino (utilizando
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3-aminopropiltrietoxissilano - APTES) para posterior reagdo quimica,
buscando a ligagdo do antibidtico B-lactimico a superficie do compdsito,
através de uma reacdo de acoplamento 4cido-base (grupo carboxila do [3-
lactamico com o grupo amino da silica funcionalizada). Dessa forma,
pretende-se obter um sistema com dupla atividade bactericida, contendo as

AgNPs e as moléculas do antibidtico atuando em conjunto.

1.6. Funcionalizacdo das Nanoparticulas de Prata

A combinacdo da ciéncia dos materiais € da nanomedicina té€m
resultado no surgimento de campos alternativos que envolvem a
funcionalizacdo de nanoestruturas com vdarios materiais ativos. Embora
existam vdrios trabalhos na literatura relacionados aos procedimentos bésicos
para a funcionalizacdo e aplicagdo dos materiais especializados, pesquisas
relacionadas as atividades antibacterianas de nanomateriais funcionalizados
com biomoléculas terapeuticamente ativas sdo bastante raras.*®

Diferentes antibidticos agem de maneira especifica frente as bactérias;
dessa forma, o estudo particular da interacdo entre os antibiticos de amplo
espectro e os patdgenos € de alta importancia para o desenvolvimento de
novas drogas. Um estudo realizado por Amanulla er al'*, reporta que as
propriedades dos antibidticos ampicilina, canamicina, eritromicina e
clorafenicol sdao aumentadas quando combinadas com AgNPs. O possivel
modo de acdo dessas nanoparticulas pode estar associado as intera¢des de van
der Waals e outras ligacdes fracas, que levam a interagdo entre as AgNPs
funcionalizadas com o antibitico e a parede da célula bacteriana. Essas
interacdes resultam na lise da parede celular e penetracao das nanoparticulas

na bactéria. Além disso, o complexo entre a ampicilina e as AgNPs, por
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exemplo, reage com o DNA, impedindo seu desenovelamento, ocasionado a
morte celular. Similarmente, Ping er al® obtiveram um efeito antibacteriano
sinérgico contra Escherichia coli quando amoxicilina foi combinada com as
AgNPs. De acordo com Ping er al”’, as AgNPs e a amoxicilina tém
mecanismos de acdo diferentes. Se a bactéria apresentar resisténcia a um dos
dois agentes antimicrobianos, o outro pode ocasionar a morte bacteriana de
forma bastante diferente. Além disso, Ping er al* acreditam que o possivel
efeito sinérgico nesse sistema € devido ao fato das AgNPs servirem como

carreadores da amoxicilina.

2. Objetivo

O trabalho aqui descrito teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de
prata (AgNPs) recobertas com silica mesoporosa (SM) para subsequente
funcionalizacdo com antibidticos B-lactamicos, de forma a obter um sistema
com duplo poder de inibicao bacteriana, contendo AgNPs e o agente -
lactamico. O agente -lactdmico testado durante o desenvolvimento do projeto
foi a ampicilina. Além disso, o trabalho teve como foco: (1) analisar a possivel
acdo combinada entre as AgNPs e do antibidtico B-lactimico contra bactérias
suscetiveis a ampicilina (Escherichia coli e Staphylococcus aureus) e (2)
investigar uma possivel acdo bactericida dos sistemas sintetizados contra

Escherichia coli resistente ao agente B-lactdmico escolhido.
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3. Metodologia

3.1. Materiais

Os reagentes utilizados para a obten¢do dos nanocompdsitos estdao

listados na Tabela 1.

Tabela 1: Precursores utilizados para a preparacdo dos nanocompd@sitos.

Produto Férmula Origem Pureza (%) PM (g/mol)

Nitrato de prata AgNOs Sigma-Aldrich P.A 169,87

Citrato de trisédio Na3;Ce¢Hs507  Sigma-Aldrich P.A 258,06

Polivinilpirrolidona (CcHoNO),  Sigma-Aldrich P.A 40.000,00

Boroidreto de sddio NaBH4 Sigma-Aldrich P.A 37,83
Etilenoglicol C,H4(OH), Synth P.A. 62,07
Tetraetil ortosilicato SiCgH00O4  Sigma-Aldrich P.A. 208,33
Hidréxido de amodnio NH,OH Ecibra P.A. 35,00

APTES CoH23NOsSi  Sigma-Aldrich 98% 221,37

Ampicilina CicH19N304S  Sigma-Aldrich 96% 349,90
Etanol C,H;OH Synth P.A. 46,00

MES CeHi3NO4S  Sigma-Aldrich 99% 195,24

NHS C4HsNO;  Sigma-Aldrich 98% 115,09

EDC CsH7N;3 Sigma-Aldrich 97% 155,24

Todos os reagentes foram utilizados sem prévia purificagdo. A agua

utilizada em todos os procedimentos foi obtida do sistema de purificacdao de

dgua (Purelab da ELGA) cuja medida de resistividade é de 18.2 MQ cm™.
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3.2. Sintese dos nanocompdositos

As etapas das sinteses dos nanocompdsitos estdo descritas no esquema

apresentado na Figura 8.

@ . ®

Ag* ’Ag Ago
*AQ Ag' ag. redutor TEOS
Ag + —_— —_—
Ag’ M" Ag+

APTES

@

HN

NH,

NH,

B-lactamico
—> H,N NH, -

HN NH,

NH,

Figura 8: Etapas da sintese para a obtencdo de nanoparticulas de prata funcionalizadas com
agentes [3-lactimicos. As AgNPs (b) foram formadas através da reacio de reducio do
nitrato de prata (a) em presenca de um agente redutor (o estabilizante nao é apresentado por
simplicidade). Em seguida, uma shell de SM foi produzida através da hidrélise e
condensacdo do tetraetil ortosilicato (TEOS) na presenca de amonia como catalisador. Isso
produziu um sistema core-shell Ag@Si0, conforme apresentado na Figura 8c. Essas
nanoparticulas foram entdo revestidas por uma fina camada de silica funcionalizada (3-
aminopropil trietoxisilano — APTES) originando um sistema core-shell com grupamentos
amino localizados na superficie da nanoparticula (d). Finalmente, as nanoparticulas amino-
funcionalizadas reagiram com os grupos carboxila da ampicilina através de uma reagdo de

acoplamento 4dcido-base formando a estrutura esquematizada em (e).
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3.2.1. Sintese de nanoparticulas de prata em presenca de citrato de

sodio (AgNP-Cit)

A primeira metodologia utilizada para a obtencdao da AgNPs foi através
da sintese por reducio quimica descrita por Nezhad e colaboradores.™
Brevemente, 0,0102 g de nitrato de prata (AgNO;) e 0,0141 g de citrato de
trisodio (TSC) foram dissolvidos em 200 mL 4gua deionizada, sob agitagdo
vigorosa e em banho de gelo. Em seguida, uma solucdo aquosa de NaBH, (0,1
M) foi adicionada a uma taxa de 10 pL/30 s e amostras de 20 mL foram
coletadas quando 100, 200, 300, 400, 500, 600 uL de NaBH,,
respectivamente, foram atingidos. Dessa forma, obtivemos as amostras
denominadas A1, A2, A3, A4, A5 e A6 que foram mantidas em total auséncia
de luz. A concentracio de NaBH,; aumenta de Al para A6 e,
consequentemente, aumenta a razdo [NaBH,)/[Ag'], sendo esta igual a 0,17;

0,20; 0,23; 0,27; 0,30 e 0,33, respectivamente.

3.2.2. Sintese de nanoparticulas de prata em presenca de PVP
(AgNPs-PVP)

As AgNPs-PVP foram sintetizadas segundo Graf er al’' e Silvert et al.”
Inicialmente, 1,5 g de PVP foi completamente dissolvido em 75 mL de etileno
glicol (EG), sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente. Em seguida,
0,05 g de AgNO; foi adicionado a solucao, mantendo a agitacao até que esse
fosse completamente dissolvido. Entdo, a solucdo foi aquecida de 22 °C até
120 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C/min, mantendo-se nessa

temperatura por 1 hora. O sistema reacional foi entdo resfriado em banho de

agua, sob agitacdo magnética, até atingir a temperatura ambiente.
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3.2.3. Formagao da shell de silica ao redor das nanoparticulas
AgNPs-PVP (Ag@Si0,)

A adicdo da shell de silica as AgNPs-PVP foi realizada utilizando a
técnica de polimerizacdo com semente (do inglés seeded polymerization)
através da reacdo sol-gel descrita por Graf e seus colaboradores.”’ As AgNPs-
PVP descritas na Secao 3.2.2 foram centrifugadas com acetona, a 6000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi redissolvido
em 50 mL de etanol. Entdo, a solu¢cdo foi novamente centrifugada a 15000
rpm por 10 minutos. O precipitado foi redissolvido em 20 mL de etanol e
novamente centrifugado a 15000 rpm por 15 min. O precipitado foi
ressuspendido em uma solucdo de amoénia (4,2 %[V/V] em etanol) e,
imediatamente, uma solucdao de TEOS (10 %[V/V] em etanol) foi adicionada a
mistura sob agitacdo. A reacdo foi mantida sob agitacdo durante a noite,
seguida de centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min para eliminar o excesso de
TEOS. O precipitado foi lavado trés vezes com etanol e posteriormente seco,

obtendo-se o composito Ag@SiO,.

3.2.4. Obtencdo do sistema Ag@Si0Q, funcionalizado com
grupamentos amino (Ag@Si0,-NH,)

A reacdo com 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES) foi realizada em
duas etapas utilizando o mesmo frasco reacional. Inicialmente, foi realizado o
mesmo procedimento de formacio da sintese da shell conforme descrito na
Secao 3.2.3 e apdés a agitacdo durante a noite, 10,5 uL. de APTES foi
adicionado ao core-shell. A reacdo foi novamente mantida sob agitacdao

durante a noite, seguida de centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min para eliminar
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o excesso de TEOS e APTES. O precipitado foi lavado trés vezes com etanol

e posteriormente seco, obtendo-se o compdsito Ag@ SiO,-NH,.

3.2.5. Obtencdo do sistema Ag@SiO, funcionalizado com
ampicilina (Ag@Si0,-Ampicilina)

Para a funcionalizacdo dos compdsitos com ampicilina, inicialmente
foram preparadas solucdes de 69,88 mg de ampicilina em 1,1 mL de MES
(4cido-2-(N-morfolino) etanosulfénico - 0,1 M, pH 5), de 21,06 mg de NHS
(N-hidroxisuccinimida) em 1,6 mL de MES e 153 mg do composto Ag@ SiO,-
NH, em 7,8 mL de MES. Sob agitacio magnética, 56,16 uL de EDC
(Hidrocloreto de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) foi
adicionado a solugcdo de NHS, seguida pela adi¢do imediata da solugdo do
antibidtico. A agitacdo foi mantida por 1 hora e, em seguida, a solucdo do
composito Ag@Si0,-NH, foi adicionada. A reacdo foi deixada sob agitacao
magnética a temperatura ambiente durante a noite, seguida de centrifugacio a
8000 rpm por 10 min. O precipitado foi lavado trés vezes com etanol e

posteriormente seco, obtendo-se o compodsito Ag@Si0,-Ampicilina.

3.2.6. Sintese de nanoparticulas de silica (Si0,)

Para podermos verificar a verdadeira acdo bactericida do sistema core-
shell, nanoparticulas de silica (SiO,) foram sintetizadas a fim de avaliar as
possiveis propriedades bactericidas das mesmas e assim identificar um
possivel efeito sinérgico entre a prata e a silica no sistema Ag@SiO,.
Utilizamos o método Stober'’ para a sintese dessas nanoparticulas, que
consiste em reacOes de hidrdlise e condensacao de alcoxidos de silicio. Dessa

forma, 400 pL de TEOS foram misturados com 4,7 mL de etanol P.A. sob
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agitagdo por 5 minutos. Em seguida, 428 puL. de NH4,OH foram adicionados e
deixados sob agitacdo durante a noite, a temperatura ambiente. A amostra foi
posteriormente centrifugada a 8000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado ressuspendido em etanol, centrifugando e
posteriormente seco a temperatura ambiente obtendo as nanoparticulas
chamadas aqui de SiO,.

Da mesma maneira, foram sintetizadas nanoparticulas de silica
funcionalizadas com APTES e com Ampicilina. A reagcdo com 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES) foi realizada em duas etapas utilizando o
mesmo frasco reacional. Inicialmente, foi realizado o mesmo procedimento de
formacdo da sintese das nanoparticulas de SiO, conforme descrito acima e
apds a agitacdo durante a noite, 200 uLL de APTES foram adicionados ao
sistema. A reacdo foi novamente mantida sob agitacdo durante a noite, seguida
de centrifugacdo a 8000 rpm por 10 min para eliminar o excesso de TEOS e
APTES. O precipitado foi lavado trés vezes com etanol e posteriormente seco,
obtendo-se o compdsito SiO,-NH,. O mesmo procedimento descrito na Sec¢ao
3.2.5 foi utilizado para a obtencdo das nanoparticulas de SiO, funcionalizadas

com ampicilina (Si0,-Ampicilina).

4. Caracterizacoes

4.1. Espectroscopia UV-Vis
Espectroscopia UV-Vis foi a primeira técnica a ser utilizada apds cada
etapa da sintese, j4 que o maximo e a forma dos espectros podem fornecer

informagdes estruturais do sistema. O espectrofotometro UV-Vis Agilent 8453
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foi utilizado para fazer leituras entre 300 e 600 nm, sendo dgua deionizada
utilizada como referéncia.
4.2. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

Microscopia eletronica de transmissao (TEM) foi utilizada para
verificar a forma das nanoparticulas bem como para confirmar a formagao do
sistema core-shell. Uma gota da suspensdo contendo as nanoparticulas foi
depositada em uma grade de microscopia de 400 meshs e as amostras foram

examinadas utilizando um microscépio FEI Inspect F50 (LNNano).

4.3. Andlise termogravimétrica (TGA)

Os perfis de decomposi¢do térmica foram correlacionados com os
constituintes do sistema. As amostras foram aquecidas de 20 a 1000 °C sob
atmosfera de O, a uma taxa de aquecimento de 10 °C por minuto. As amostras

foram analisadas no equipamento Perkin-Elmer Thermogravimetric Analyser

Pyris 1 TGA.

4.4. Adsorcdo/dessorcdo de nitrogénio

A estrutura mesoporosa das nanoparticulas que continham silica foi
investigada através da técnica de adsorc¢do/dessorcao de nitrogénio. As
amostras foram previamente degasadas (10> mbar) a 110 °C por 24 h e as
isotermas de adsor¢do e dessor¢do de nitrogénio foram medidas a -196 °C em
um equipamento Autosorb®-1. As dreas superficial especificas (Sggr) foram
determinadas pela equacdo de Brunauer-Emmett-Teller (método BET) na

faixa de P/P° = 0,07 a 0,30.
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4.5. Espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS)

As medidas de espalhamento de raios X a baixos angulo (SAXS) foram
realizadas na linha D1B-SAXS1 no LNLS para determinar tamanho, forma,
polidispersao das nanoparticulas e estado de agregacdo das nanoparticulas. O
feixe de raios X com comprimento de onda (A) de 1.488 A foi utilizado e todas
as medidas foram realizadas a temperatura ambiente. A imagem bidimensional
da amostra corrigida foi subtraida da imagem bidimensional corrigida da dgua
pura ou etanol absoluto, dependendo do solvente no qual as particulas estavam
dispersas. Uma integracdo radial da imagem foi aplicada para o padrdao de

espalhamento isotrépico da amostra resultando no gréafico I(qg) x g onde
q= 4%sin 6, na faixa de 0,1 a 2 nm”, onde 26 = 4ngulo de espalhamento.

Entdo, os perfis I(g) x g foram fitados utilizando diferentes fatores de forma

com o auxilio do software SASfit.

4.6. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

O espectro de infravermelho das amostras sintetizadas foi obtido na
faixa de 4000 a 550 cm ' utilizando o espectrofotdmetro Perkin Elmer
Spectrum One. Os espectros sdo médias de duas medidas independentes com
32 scans cada com resolucdo de 4 cm™'. Para a anélise dos nanocompdsitos
foram preparadas pastilhas de aproximadamente 1 mm de espessura € 5 mm

de didmetro contendo ~ 10% da amostra e ~ 90% de KBr previamente seco.
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4.7. Potencial zeta

A carga da superficie das nanoparticulas foi determinada através das
medidas do potencial zeta que indicam a eficiéncia da funcionalizacdo da
superficie das nanoparticulas. A determinag¢do do potencial zeta das amostras
foi realizada utilizando o equipamento Malvern Zetasizer — Nano ZS90. Para
realizar as medidas, cerca de 750 puL das suspensdes foram colocadas na Dip

cell de poliestireno e as medidas foram realizadas em triplicata.

5. Ensaios biologicos

Os testes bacterioldgicos foram realizados com as bactérias Escherichia
coli (DH5a) e Escherichia coli (DHS5a) resistente a ampicilina (Gram-
negativas) e Staphylococcus aureus (Gram-positiva). Ambas as E. coli foram
fornecidas pela Prof. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ-UFSCar). O meio de
cultura utilizado para preparacdo do pré-inéculo de E. coli e S. aureus e das
placas sélidas foi Luria-Bertani (LB), composto por 10 g de peptona, 10 g de
NaCl, 5 g de extrato de levedura e 18 g de agar bacteriologico, este ultimo
responsavel pela solidificacdo. Inicialmente, foi preparado um pré-indculo
utilizando 5 mL de meio LB (sem d4gar bacteriologico) € uma pequena
quantidade de bactéria obtida por repique de placas com cultura das células de
interesse, os quais foram colocados em shaker a 200 rpm e a 37 °C por cerca
de 5 h. Posteriormente foram feitas 2 dilui¢des (em meio LB) do pré-indculo,
na propor¢cao de 50 mL de meio LB para 5 pL do pré-inéculo (dilui¢ao 1)
enquanto que a segunda dilui¢do foi feita na propor¢dao de 40 mL de meio LB
para 10 mL da dilui¢do 1 (dilui¢do 2). Os experimentos foram realizados em

triplicata, utilizando como fator de normalizacdo e comparac¢ao a concentragao
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de prata. Em seguida, foram encubadas 50 pL bactérias provenientes da
diluicdo 2, com 1 mL de meio LB e 700 uL de solucdo aquosa das amostras
nas concentragdes desejadas. Os tubos foram agitados em um shaker a 200
rpm e a 37 °C por cerca de 5 h.

Para o plaqueamento das bactérias, 10 uL. do material encubado foi
diluido em 1 mL de meio LB e 100 pL dessa dilui¢do foi aplicada uniformente
nas placas com meio LB-4gar. O processo de plaqueamento foi realizado em
triplicata (1 placa por tubo), as placas foram mantidas em estufa a 37 °C

durante a noite e as colonias foram individualmente contadas.

6. Resultados e discussao

6.1. Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Nesse trabalho, duas metodologias foram utilizadas para a obteng¢ao das
AgNPs. Primeiramente a metodologia de redugcdo quimica por boroidreto de
s6dio (NaBH,) foi utilizada, sendo o citrato de s6dio usado como agente
protetor, obtendo como produto as AgNPs-Cit. A outra metodologia adotada
para a sintese das nanoparticulas de prata foi através do método do poliol,
onde PVP foi utilizado como agente protetor e etileno glicol como agente

redutor, originando as AgNPs-PVP.

6.1.1. Sintese de nanoparticulas de prata em presenga de citrato de
sodio (AgNPs-Cit)
A primeira metodologia utilizada para a obtencdo das AgNPs foi através

da sintese por reducdo quimica descrita por Nezhad e colaboradores,” que
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consiste na reducdo quimica do AgNO; por boroidreto de s6dio (NaBH,),
sendo o citrato de sddio utilizado como agente protetor.

A espectroscopia UV-Vis foi a primeira técnica de caracterizagao
empregada para verificar a formacdao das AgNPs-Cit. As solu¢des foram
arbitrariamente diluidas de forma que a maxima intensidade de absor¢do fosse
igual a 1, uma vez que as amostras eram excessivamente concentradas para
serem analisadas no espectrometro. Como descrito no procedimento
experimental (Secao 3.2.1), a sintese com citrato de sédio originou 6
amostras, devido a adi¢do gradual de NaBH,. Dessa forma, a Tabela 2 mostra

0 valor do fator de diluicdo (fd), definido por
fd =

volume de 4gua usada para a dilui¢do do sistema

volume de solugao AgNPs e indica a concentragdo total de

AgNPs-Cit em cada amostra. De acordo com dados da literatura, o aumento da
quantidade de NaBH, leva a um aumento do mdximo de absorbancia.”
Consequentemente, maiores valores de fd estdao relacionados as solucdes mais
concentradas.

A Figura 9A apresenta os espectros de absorcao UV-Vis para todas as
nanoparticulas de prata sintetizadas em presenga de citrato de s6dio apds a

dilui¢do das amostras.
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Tabela 2: Fator de dilui¢cdo (fd) empregado para a dilui¢do das amostras, posi¢ao do
maximo de absor¢do (A), raio das particulas (R), desvio padrdo do raio (o) e intensidade de

espalhamento extrapolado para angulo zero (/p) obtida através das medidas de SAXS.

Amostra fd A (nm) R (nm)? c" Iy (cm™)
Al 0,86 391 2,3+0,2 0,47 0,86
A2 2,40 391 2,9+0,1 0,42 1,10
A3 4,45 392 3,4+0,1 0,27 1,29
A4 6,00 392 3,4+0,2 0,28 1,54
AS 7,07 393 3,5+0,1 0,28 1,70
A6 7,46 393 3,5+0,1 0,29 1,73

* Valores obtidos do SASfit

1,004
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Figura 9: (A) Espectro de absor¢dao UV-Vis das AgNPs-Cit. Amostra Al até A6 sdo

420

observadas da esquerda para a direita como indicado pela flecha. (B) Ampliacdo da regido

de maxima absorcao de todos os espectros apresentados em (A).

A Figura 9A mostra que o comprimento de onda (A) do miximo de
absorcao para todas as nanoparticulas esta localizado em ~390 nm, o que é um
indicativo da formacdo das AgNPs-Cit.”> Como pode ser observado, todas as
amostras apresentam espectros que sio razoavelmente simétricos. De acordo
com a teoria de Mie, as propriedades Opticas das nanoparticulas metalicas sdo

dominadas pela ressonincia plasmonica superficial localizada (LSPR) e o
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nimero de bandas de LSPR dependem da forma da particula.” Para
nanoparticulas metalicas esféricas, uma unica banda LSPR ¢é esperada no
espectro de absorcdo, enquanto que particulas ndo-esféricas podem originar
duas ou mais bandas.”>*

Devido a significativa sobreposi¢do dos espectros na Figura 9A, uma
ampliacdo da regido do maximo de absorbancia é apresentada na Figura 9B.
As amostras Al e A2 apresentam A localizado em 391 nm, enquanto que as
demais amostras estdo levemente deslocadas para 392-393 nm. A
concentracio de NaBH, aumenta de Al para A6 e, consequentemente,
aumenta a razdo [NaBH,]/[Ag"], sendo esta igual a 0,17; 0,20; 0,23; 0,27; 0,30
e 0,33, respectivamente. Os valores de A sdao apresentados na Tabela 2, onde
podemos observar uma sutil tendéncia do aumento do valor de A, conforme a
razio [NaBH,)/[Ag'] é aumentada. O deslocamento para maiores
comprimentos de onda pode estar relacionado ao aumento de tamanho da
particula.”

Para confirmar os resultados referentes a forma e tamanho obtidos por
UV-Vis, medidas de SAXS foram realizadas. A Figura 10 mostra as curvas

experimentais para as solucOes das amostras sintetizadas e seus ajustes

correspondentes.
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Figura 10: Curvas de espalhamento de SAXS para as amostras de AgNPs-Cit sintetizadas
e seus ajustes correspondentes (linha sélida). (A) Al, (B) A2, (C) A3, (D) A4, (E) A5 e (F)
A6.

As amostras Al e A2 (Figuras 10A e 10B, respectivamente) t€m perfis
de espalhamento descritos por um fator forma de esfera polidispersa como

descrito nas Equacoes 1 e 2:
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3[sin(qR)—qR cos(qR)]
(qR)3

I(q) = NV*(Ap)*( )? (Equacdo 1)

onde N € o numero de particulas por unidade de volume, V € o volume da
particula, R é o raio da particula e Ap € a diferenca de contraste entre as
particulas e o solvente. O fator forma foi associado com uma distribuicado log-

normal que estd descrita matematicamente na Equacao 2:

1 _(nR-w?

fo) = fr=e™ 27 (Equagdio 2)

onde y e 6 sdo a média e o desvio padrao da distribuicdo log-normal,
respectivamente.

Ambos os perfis de espalhamento (amostras Al e A2) podem ser
divididos em trés partes distintas, destacando caracteristicas estruturais das

2657 Na regido de baixo-¢ (¢ < 0,3 nm™), um ombro tipico da regido

amostras.
de Guinier é observado. Essa regido € importante para determinar o raio da
particula. Na regido intermedidria de ¢ (¢ ~ 1,0 nm™"), uma oscilagdo sutil é
observada e também esta relacionada com o tamanho das AgNPs assim como
com seu grau de polidispersdo. Finalmente, a regido de alto-g (¢ > 1,1 nm™)
corresponde ao decaimento exponencial ¢, que estd associado 2 superficie
lisa das AgNPs-Cit, seguido pelo background. O raio médio obtido nos ajustes
para as amostras Al e A2 sdo, respectivamente, 2,3 ¢ 2,9 nm conforme
apresentado na Tabela 2.

Embora essa aproximac¢do convencional também possa ser utilizada

para as amostras A3-A6, foram encontrados desvios significativos na regidao

de baixo-g que impossibilitaram os ajustes utilizando exclusivamente o fator
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58, 59
forma de esfera.

Esses desvios podem ser atribuidos ao estado de
agregacdo das nanoparticulas ou a presenca de estruturas maiores. A presenca
dessas estruturas maiores foi descartada uma vez que o conceito de fractal
usado para ajustar os dados de SAXS (Equacao 2) nao estd relacionada a uma
curva de distribuicdo bimodal. Dessa forma, para ajustar todas as demais
curvas de espalhamento, um regime de lei de poténcia (¢") foi introduzido na
regido de baixo-g para extrair as informacdes estruturais sobre os agregados.
O conceito de cut-off descrito por Beaucage® ' foi utilizado devido as

correlagoes entre as AgNPs-Cit elementares e seus agregados. Finalmente, a

equacao usada para ajustar os dados é:

3[sin(qR)—¢qR cos(qR)

ASel8lly2) (Equacdio 3)

I(q) = N V2(4p)*[Bq” exp (<L) + (

onde B € o fator de escala especifico para o tipo de lei de poténcia, P é
definido de acordo com o regime no qual da lei de poténcia decai, e D € a
dimensao do cut-off. Dessa forma, as curvas de espalhamento apresentadas nas
Figuras 10C-F podem ser divididas em duas partes distintas: (a) regido de
baixo-g onde as curvas de espalhamento decaem seguindo um regime de lei de
poténcia (linha pontilhada) e (b) regido intermediaria e de alto-g onde o fator
forma de esfera foi utilizado (linha tracejada).

Pode-se observar que a regido de baixo-g, o fator de escala B € reduzido
de 0,16 (amostra A3) para 0,08 (amostra A6) conforme a quantidade de
NaBH, ¢ aumentada no sistema. Isso é provavelmente um indicio de que a
quantidade geral de agregados permanece quase constante ao longo da reacdo
j4 que o espalhamento relacionado ao fator de forma esférica é aumentado
com a adicdo do agente redutor e a contribuicdo total do espalhamento dos
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agregados diminui (B) devido a formacdo e ao aumento de tamanho das
AgNPs-Cit. O expoente P ndo varia ao longo do processo da reacdo. As
amostras A3-A6 apresentaram valores de P ~ 1, o que sugere que 0 processo
de agregacdo ocorre preferencialmente ao longo de um eixo de simetria, uma
vez que P=1 estd relacionado com estruturas alongadas, resultando em
AgNPs-Cit auto-organizadas como estruturas tipo “corrente”. Dois parametros
de cut-off (D) foram testados. Inicialmente, o raio das particulas foi utilizado
como D e os ajustes com o menor valor de chi-square foram obtidos. Um
exemplo de ajuste onde D = raio da particula estd apresentado na Figura Al
do Anexo 10.1. E possivel notar que o modelo nio é capaz de ajustar a regido
de sutil oscilagio em ¢ ~ 1 nm™', como indicado pela flecha. Posteriormente, o
diametro das particulas foi utilizado como D e melhores ajustes foram obtidos
(Figuras 10C-F) quando comparados ao apresentado na Figura Al. Usando
D = diametro da particula, € possivel ajustar completamente a regido de g ~ 1
nm’' e, consequentemente, o valor de chi-square foi reduzido. Os graficos de
chi-square determinados para os diferentes raios das particulas de AgNPs-Cit
obtidos durante o procedimento de ajuste da curva de SAXS, estdo
apresentados na Figura A2 do Anexo 10.2.

As regides intermedidrias e de alto-g nas Figuras 10C-F sdo atribuidas
a contribuicdo do fator forma esférica, semelhante aos apresentados nas
Figuras 10A e 10B. Embora um ombro na regido de Guinier ndao tenha sido
visto para as amostras A3-A6, a oscilagdo em g ~ 1 nm™' permite determinar o
tamanho médio e a polidispersao das AgNPs-Cit. As amostras A3 e A4
apresentam raio de 3,4 nm enquanto que as amostras A5 e A6, t€ém raio médio

de 3,5 nm.
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A Figura 11 apresenta as distribui¢des log-normal das particulas para
cada uma das amostras que foram obtidas através dos ajustes dos dados de
SAXS. Deve-se ressaltar que para as amostras A3-A6, a regido da lei de
poténcia (baixo g) ndo foi levada em consideracdo na obtencdo do tamanho

das particulas.

Frequéncia (u. a.)

0.0

T T

0 2 4 6 8 10
Raio (nm)

Figura 11: Distribui¢do de tamanho das particulas de todas as AgNPs-Cit obtidas através

dos ajustes apresentados na Figura 10.

Como esperado, a amostra Al apresenta o menor tamanho médio e,
consequentemente, sua distribuicio de tamanho se encontra na regido a
esquerda da Figura 11. Uma vez que a concentracio de NaBH, comeca a
aumentar, o tamanho médio das AgNPs-Cit é deslocado para maiores valores
de raio. Dessa forma, a amostra A2 apresenta sua distribuicdo deslocada para
maiores valores comparada a amostra Al. Por outro lado, as amostras A3-A6
demonstraram uma sobreposi¢do razoavel entre suas distribui¢cdes de tamanho.
O valor médximo da distribui¢do de raios € muito similar para as amostras A3-
A6 e as diferencas no raio médio é observada pela sutil diferenca na largura

das distribuigdes.
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Na Figura 12, intensidade de espalhamento extrapolado para angulo
zero (1) obtido através dos dados de SAXS e o fator de diluicdo (fd) obtido
das medidas de UV-Vis foram plotados contra a concentracdo de NaBH.,.
Sabe-se que I, estd relacionado ao nimero de particulas em solugao
(concentracdo), ao tamanho e a polidispersdo das nanoparticulas (Equacao 1).
Além disso, a intensidade maxima de absorbancia esta relacionada a
concentracdo da solucdo. Consequentemente, maiores valores de [ e fd estdo

relacionados a solugdes mais concentradas.
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Figura 12: Intensidade de espalhamento extrapolada para angulo zero (/) obtido através
dos dados de SAXS e fator de dilui¢do (fd) obtido através das medidas de UV-Vis em
fun¢do da concentracdo da concentracdo de NaBHy4. A amostra A1l corresponde ao ponto da
esquerda no grafico, a amostra A6 € o ponto a direita da figura e as amostras A2 a A5 sdo

respectivamente plotadas entre as amostras Al e A6.

Podemos notar que /; ¢ fd aumentam praticamente linearmente com o
aumento da concentracdo do agente redutor para as quatro solu¢des de NaBH,
menos concentradas. Por outro lado, um desvio sutil da linearidade pode ser
visto a partir da amostra A5 ([NaBH,] = 9x10” mol.L") em diante, o que pode

indicar que a concentracdo das AgNPs-Cit comeca a se tornar constante e nao
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se nota mais a formacao de nanoparticulas. H4 uma correlacdo entre ambas as
abordagens uma vez que observamos uma sobreposi¢do significativa entre
elas. No entanto, nem as variacoes no I, ou no fator de dilui¢do sdo capazes de
inferir precisamente a respeito da possivel formag¢ao de agregados. Embora o
Iy seja quantitivamente utilizado nos experimentos de SAXS, provavelmente
ndo ¢ sensivel o suficiente para identificar uma amostra parcialmente
agregada. Similarmente, os valores de fd associados ao deslocamento sutil na
posicdo maxima do espectro de UV-Vis ndo sdo conclusivas para confirmar a
formacdo de agregados. Por outro lado, a modelagem dos dados de SAXS
apresentados na Figura 10 aponta diferencas significativas quando as
amostras sintetizadas sdao comparadas. As amostras Al e A2 (obtidas com
[NaBH,] = 5x10° e 6x10° mol.L", respectivamente) foram fitadas usando
somente o fator de forma esférica enquanto que um ajuste mais complexo foi
utilizado para fitar as amostras A3-A6.

Embora vdrios trabalhos tenham sido dedicados ao estudo da evolugdo

58, 62, 63 _ ~ .
T nao existem

estrutural de nanoparticulas (crescimento e agregacao),
relatos que correlacionem essa evolucdo estrutural com a carga total do
sistema. Sabe-se que a estabilizacdo eletrostdtica, descrita pela teoria DLVO
(Derjaguin e Landau, Verwey e Overbeek), € fortemente correlacionada com o
mecanismo de formacdo das NPs.®* © Entretanto, a estabilidade total de um
dado sistema € definido por sua carga superficial, que € baseado na tendéncia
de agregacio e na possivel redispersibilidade das NPs.*® Considerando que a
densidade de carga superficial ndo € diretamente medida, um termo relativo,
chamado potencial zeta (£), pode ser obtido.” ¢ é definido como o potencial

no plano de cisalhamento da particula, onde a velocidade relativa entre o

liquido e a particula € zero. Isso estd relacionado a carga da superficie da
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particula e a natureza da composi¢ao do meio dispersante (pH, condutividade).
Medidas de potencial zeta foram obtidas de forma que fosse possivel
correlacionar as informagdes de potencial elétrico com evidéncias estruturais

obtidas por SAXS. A Figura 13 mostra o potencial zeta para todas as

amostras.
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Figura 13: Variacdo de potencial zeta (quadrados pretos) e pH (circulos brancos) em
funcdo da concentragdo de NaBH4. A linha vermelha indica o ajuste parabdlico para os
valores de pH conforme a concentracdo de NaBH4 aumenta. Ambos os valores de potencial
zeta e pH para as amostras Al a A6 sdo observadas da esquerda para a direita, indicado

pelas flechas.

As amostras Al e A2 apresentam potencial de -44,4 + 0,8 e -40,6 + 1,4
mV, respectivamente. Quando o volume de NaBH, ¢ aumentado e a amostra
A3 é obtida, um significante aumento no valor de { pode ser observado (-25,1
+ 0,3 mV). Com a adicao do agente redutor, € possivel observar que os valores
de potencial zeta sdo reduzidos e mantidos praticamente constantes em torno
de -32,5 mV para as amostras A4, A5 e A6. Resultados similares foram
obtidos por Zhang er al” para potenciais zeta de suspensdes de AuNPs
estabilizadas com citrato na faixa de pH de 5-10. Para serem consideradas

estaveis, as solucdes devem ter potencial zeta acima de +30 mV ou abaixo de
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—30 mV.®® Isso sugere que a amostra A3 ndo estd dentro da faixa de
estabilidade 6tima quando C € levado em consideracgao.

Além disso, sabe-se que o valor do pH tem influéncia no potencial zeta,
uma vez que afeta diretamente a ionizacdo e a adsor¢do de ions na superficie
da particula.” Para as amostras preparadas nessa etapa do trabalho, a
superficie de carga negativa depende do grau de ionizagao dos grupos -COOH
do citrato (usados como agente protetor), da adsor¢ao de fons borato (BH,) e

. : 65, 69
de contra-ions na dupla camada difusa.”™ > A

variagdo do pH durante o
procedimento de sintese foi simultaneamente medido enquanto NaBH, era
adicionado a solucdo. A Figura 13 também mostra a variagdo do pH como
funcdo da adicdo de NaBH, durante o processo de sintese. Os dados de pH
apresentam forma parabodlica onde o minimo foi encontrado através do ajuste e
corresponde a 257 pl. de NaBHy,.

Embora ndo seja possivel inferir a respeito da natureza exata
relacionada as mudancas vistas na Figura 13, podemos sugerir que essa
diminuicdo da estabilidade estd provavelmente associada as mudangas na
superficie das AgNPs-Cit. Nesse sistema, as AgNPs-Cit apresentam carga
negativa que provavelmente estdo relacionadas a adsor¢do de ions citrato e
borato na superficie das NPs. Sabe-se que cdtions podem interagir € entrar na
camada difusa idnica em torno das nanoparticulas como contra-ions, através
de forcas eletrostéticas atrativas.”” Isso pode claramente mudar a forca idnica
da solucdo e resultar em mudancas como as observadas na Figura 13. O
aumento da for¢a idnica pode reduzir a espessura da dupla camada elétrica,
podendo induzir a interacdo particula-particula, aumentando o nivel de
agregacio.” Dessa forma, podemos sugerir que o aumento na concentragio de

NaBH, (da amostra A1 a A3) induz a remogdo parcial do citrato fracamente
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associado a superficie das AgNPs-Cit enquanto a forca idnica da solucdo €
aumentada. Isso explicaria a formac¢do dos pequenos agregados vistos por
SAXS. Em paralelo, podemos verificar que o ponto exato da formagao dessas
espécies maiores estd localizado no minimo da pardbola da Figura 13. Além
disso, esse minimo estd localizado entre as amostras A2 e A3 e pode ser
correlacionado com os valores de {. Comparando ambas as amostras, a
amostra A2 estd dentro da faixa de estabilidade do potencial zeta, enquanto
que a amostra A3 € considerada uma solugdo nao estavel. Isso reforca a
modelagem e interpretacio dos dados de SAXS, onde alguns agregados
podem ser identificados. Podemos verificar que apds o minimo, o pH comeca
a aumentar novamente, tornando o sistema estavel, onde possivelmente nao €
formado mais nenhum agregado durante o processo de sintese (a quantidade
de agregados € mantida constante). As medidas de potencial zeta também
sustentam essa hipdtese, pois as amostras A4-A6 apresentam valores de { em
torno do -32,5 mV. Podemos especular que a diminui¢do € o aumento na
instabilidade das AgNPs-Cit (antes e depois do minimo da pardbola) pode
estar relacionado as mudancas na razdo BH,/B(OH), associada as variacdes
de pH. Sabe-se que NaBH, reage lentamente com 4gua e forma ions
metaborato fortemente basicos.”” Dessa forma, é possivel observar que o valor
de pH na mistura é aumentada quando NaBH, é adicionado ap6s o minimo da
Figura 13 ser atingido.

Baseado nesses resultados, foi possivel propor uma representacdo
esquematica (Figura 14) onde o crescimento e agregacdo parcial das amostras

estao enfatizadas.
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Figura 14: Esquema proposto para o mecanismo de agregacdo das AgNPs devido ao

aumento da razdo [NaBH4]/[Ag"]. A primeira caixa (esquerda) mostra a formacdo de
AgNPs com a adi¢cao de NaBH,. A transi¢do da caixa da esquerda para a central mostra um
aumento no tamanho das NPs. Conforme a concentracdo de NaBH4 aumenta, a for¢a i6nica
também aumenta e induz a remocgao parcial de citrato fracamente associado a superficie das

AgNPs. A caixa da direita indica um sistema onde hé coexisténcia de estruturas ndo

agregadas e do estruturas do tipo “corrente” que sdo interpretadas como resultado do

processo de agregacgdo parcial.

Sabe-se que a adi¢cdo de NaBH, inicialmente causa a reducio de Ag" e
consequentemente a formacdo de AgNPs (caixa a esquerda na Figura 14).
Quando a forca i6nica da solu¢do é aumentada, o aumento na concentracdo de
NaBH, (da amostra Al para A3) pode induzir a remog¢ao parcial do citrato
fracamente associado a superficie das AgNPs-Cit. Dessa forma, o tamanho
médio das AgNPs € deslocado para maiores valores de raio como apresentado
na Figura 11 (caixa central da Figura 14). Além disso, para maiores
concentragdes de NaBH,, a for¢a idnica aumenta e reduz a espessura da dupla
camada elétrica. Isso induz a interacdo particula-particula aumentando o nivel
de agregacdo.”® A agregacdo das NPs é observada quando desvios sutis sdo
vistos nos padrdes de espalhamento das amostras A3 — A6 (caixa da direita na
Figura 14). Esses desvios em baixo-¢g nos padrdes de espalhamento seguem a

N . N . . -1
tendéncia de lei de poténcia com decaimento exponencial g . Isso sugere que
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o processo de agregacao ocorre preferencialmente ao longo de um eixo de
simetria, j4 que o decaimento ¢ estd relacionado a estruturas alongadas,
resultando em AgNPs-Cit possivelmente auto-organizadas como estruturas do
tipo “corrente”. Além disso, a amostra A3 estd localizada dentro de uma faixa
ndo estavel do potencial zeta, reforcando as evidéncias mostradas pelos dados
de SAXS a respeito da formagao de alguns agregados.

Também € importante mencionar que apOs a amostra A6, a adi¢do de
agente redutor no meio reacional leva a formagdo de agregados grandes,
multimodais e polidispersos.” Entretanto, isso estd fora do escopo do presente
trabalho, pois esse tipo de amostra ndo pode ser utilizada em processos

biomédicos e tecnoldgicos devido a falta de controle de tamanho.

6.1.2. Sintese de nanoparticulas de prata em presenca de PVP
(AgNPs-PVP)

A primeira metodologia utilizada para a obten¢do das AgNPs em
presenca de citrato (descrita acima; Se¢ao 6.1.1), ndo permitiu o recobrimento
das nanoparticulas com silica, pois, segundo a literatura, a presenca dos ions
citrato utilizados como agente protetor pode afetar a estabilidade das AgNPs.”!
Segundo Vanderkooy,”' é muito provével que o efeito de blindagem dos fons
citrato se torne mais dominante do que o efeito estabilizante com o aumento
da concentragcdo de NaBH,. Com isso, a baixa repulsdo eletrostatica ndo €
suficiente para balancear a atracdo de Van der Waals entre as AgNPs e, dessa
forma, elas tendem a agregacdo quando em presenca do silano e do
catalisador.”'  Alternativamente, foram buscadas rotas sintéticas que
possibilitassem o recobrimento das AgNPs com silica. Graf et al’' utilizaram o

método do poliol para sintetizar as AgNPs, onde polivinilpirrolidona (PVP) é
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empregada como agente protetor. O PVP aumenta a afinidade superficial das
AgNPs pela silica, ndo sendo necessaria a utilizacdo de agentes de
acoplamento.”’

A Figura 15A mostra uma fotografia da solucdo AgNPs-PVP
sintetizada em presenca de PVP, que apresenta a coloracdo caracteristica da
formacao de nanoparticulas de prata. Ao longo do processo reacional, o
surgimento de uma solucdo de cor amarela é uma indicacdo da reducao dos
fons Ag" (a partir da solucdo de nitrato de prata) para Ag’. A solucio de nitrato
de prata e de PVP dissolvidos sdo incolores e, de acordo com a literatura,72
esta mudancga de cor € um indicativo da formacgdo das AgNPs.

Assim como para as AgNPs-Cit, a espectroscopia UV-Vis foi a primeira
técnica de caracterizacdo empregada para verificar a formagao das AgNPs-
PVP. A solucio foi arbitrariamente diluida de forma que a mdxima intensidade
de absorcdo estivesse em torno de 0,7, uma vez que a amostra era
excessivamente concentrada para ser analisada no espectrometro. A Figura
15B apresenta o espectro de absorcio UV-Vis para as AgNPs-PVP

sintetizadas.
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Figura 15: (A) Fotografia das AgNPs-PVP e (B) seu espectro de absor¢do UV-Vis

correspondente.
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Como descrito anteriormente, as propriedades Opticas das
nanoparticulas metédlicas sdao dominadas pela ressondncia plasmonica
superficial localizada (LSPR).>>* 7™ A posicdo do méximo de absorcdo (1),
em 407 nm, esta de acordo com os dados da literatura que indicam a formagao
das AgNPs.” Para confirmar os resultados referentes a forma e tamanho
obtidos por UV-Vis, medidas de SAXS foram realizadas. A Figura 16A
mostra a curva experimental de SAXS e seu ajuste correspondente enquanto
que a Figura 16B apresenta a distribuicao de tamanho das AgNPs-PVP obtida

através do ajuste da curva de SAXS.

=] s
@ (=}
1 P

W

&
@
1 L

Intensidade (u. a.)
=1
il
Frequéncia (u. a.)

(=}
s
PR TR

e
N
1

T T 00 T T T T
01 1 5 10 15 20

g (nm™") Raio (nm)

Figura 16: (A) Curva de SAXS para a amostra de AgNPs-PVP e seu ajuste correspondente
(linha sélida vermelha). (B) Distribui¢do de tamanho de particulas de prata obtida a partir

do ajuste em vermelho apresentado na Figura 15A.

O perfil de espalhamento para as AgNPs-PVP é novamente descrito por
um fator forma de esfera polidispersa como descrito nas Equacoes 1 ¢ 2. O
perfil de espalhamento das AgNPs-PVP pode ser dividido em trés partes
distintas, destacando caracteristicas estruturais das amostras. Na regido de
baixo-¢ (¢ < 0,2 nm’"), um ombro tipico da regido de Guinier é observado.

Essa regido é importante para determinar o raio da particula. Na regidao

40



intermedidria de ¢ (0,15 < ¢ < 0,7 nm’"), uma oscilaco é observada e também
esta relacionada com o tamanho das AgNPs-PVP assim como com seu grau de
polidispersdo. Finalmente, a regido de alto-¢ (g > 0,7 nm™") corresponde ao
decaimento exponencial ¢, que estd associado 2 superficie lisa das AgNPs-
PVP, seguido pela linha de base. A Figura 16B apresenta a distribuicdo log-
normal do raio das AgNPs-PVP obtida a partir do ajuste da curva de SAXS

(Figura 16A), apresentando raio médio de 12 nm.

6.1.3. Formacdo da shell de silica ao redor das nanoparticulas
AgNPs-PVP (Ag@Si0,)

O recobrimento da superficie de nanoparticulas metélicas com silica
tem sido considerado uma forma eficiente de aumentar a estabilidade quimica
e coloidal das particulas, além de viabilizar posteriores modificacdes de
superficie, aumentando assim a biocompatibilidade desses materiais.
Nanoestruturas do tipo core-shell também sdo interessantes do ponto de vista
econdmico porque pequenas quantidades de um material mais barato pode ser
utilizado para recobrir o core feito de um material caro."

O crescimento da camada de silica em torno de particulas coloidais
baseada no método Stober er al'’ é geralmente realizada com uma mistura de

A+ 19, 51, 75
etanol/amoOnia.

Entretanto, a aplicacdo direta desse método para
encapsular AgNPs apresenta muitas dificuldades tais como baixa afinidade
quimica da prata com a silica, rdpida oxidagdo e a alta tendéncia a agregacdo
das AgNPs.”' Além disso, geralmente nanoparticulas metélicas sdo instdveis
na mistura dgua-etanol e, portanto, muitas vezes uma modifica¢do prévia da

superficie € necessaria.
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Silvert et al’® utilizaram o método do poliol para sintetizar as AgNPs,
onde polivinilpirrolidona (PVP) é usada como agente protetor. O método do
poliol é um método de sintese largamente utilizado para producao de varias
nanoparticulas metdlicas, principalmente em solventes organicos. De acordo
com a literatura,”' a interface do PVP ¢é essencial para a formacdo da shell de

silica, ja que o PVP apresenta alta afinidade

pela silica, devido a formacao deligacao de &
hidrogénio e a interagdo eletrostitica entre a N 0O
silica carregada negativamente e o PVP que N H
possui carga positiva.”' Além disso, o H n

oxigénio da carbonila da molécula de PVP Figura 17: Estrutura bésica da
(Figura 17) ¢ um forte receptor de ligacao molécula de PVP.

de hidrogénio, e portanto interage bem com os grupos silandis. Assim, a alta
densidade dos grupos amida no polimero pode facilitar a substituicdo no
silicio, o que explicaria a formacao preferencial da silica na camada de PVP —
primeiro sitio de reacdo. Uma vez que a condensagcdo comecga, facilitada pelas
amidas do PVP, a silica formada € estabilizada por ligacoes de hidrogénio
com os grupos amida.”’

A espectroscopia UV-Vis foi a primeira técnica de caracterizacao
empregada para verificar a formag¢do do compésito Ag@SiO, e a Figura 18
apresenta o espectro de UV-Vis para as nanoparticulas de Ag@SiO,
sintetizadas. Como explicado anteriormente, a forma e a posicdo da banda
plasmonica das particulas coloidais de prata é dependente do tamanho, da
constante dielétrica do meio e das espécies adsorvidas na superficie das

particulas. No caso do core-shell, a constante dielétrica da prata difere das

nanoparticulas metalicas originais, uma vez que a silica estd recobrindo-as.
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Dessa forma, observamos um maximo de absor¢do em 415 nm para o
composito Ag@SiO, que estd deslocado em relagdo as AgNPs-PVP originais
(407 nm), sendo uma primeira evidéncia do sucesso do recobrimento das

AgNPs-PVP.
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Figura 18: Espectro de absor¢do UV-Vis do sistema core-shell.

A Unica banda de absorcao na Figura 18 sugere que as nanoparticulas
sintetizadas apresentam formato esférico. Para confirmar a formacdao do
sistema compésito Ag@SiO,, andlise de microscopia eletrOnica de
transmissdo (TEM) foi realizada. A Figura 19 mostra a imagem de TEM das

nanoparticulas sintetizadas.
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissdo por varredura do sistema Ag@ SiO,.

Imagens obtidas em (A) baixa e (B) alta magnificacdo.

As imagens de TEM mostram o sucesso no recobrimento das
nanoparticulas de prata com silica amorfa. Além disso, € possivel verificar que
as nanoparticulas estdo completamente recobertas, formando estruturas
esféricas bastante regulares, ocasionando baixa polidispersao. Como a
densidade eletronica do metal € significativamente maior do que da silica
amorfa, as partes mais escuras estdo associadas a prata enquanto que as mais
claras correspondem a silica. O tamanho médio determinado por TEM ¢é
aproximadamente de 15 nm para o core (raio de aproximadamente 7,5 nm) e
uma shell de espessura de aproximadamente 39 nm, como mostra a Figura 20
que apresenta a distribuicdo de tamanho obtida por TEM, utilizando cerca de
100 imagens para obter tal distribuicdo. As estruturas t€ém tamanho médio de

aproximadamente 93 nm conforme observado na Figura 20A.
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Figura 20: Distribuicdo de tamanho obtida por microscopia eletronica de transmissao do

sistema Ag@Si0;. (A) tamanho da particula Ag@SiO; e (B) tamanho do core de prata.

Como a microscopia € uma técnica local e requer preparagdo especifica
da amostra, a distribui¢ao de tamanhos foi também obtida através de SAXS,
técnica que evita a agregacdo das particulas decorrente da secagem da
amostra. A Figura 21 mostra a curva experimental para a Ag@SiO, e seu
ajuste correspondente. Os tamanhos do core e da shell das nanoparticulas

Ag@Si0, foram obtidos a partir dos ajustes da medida de SAXS.

Intensidade (cm”)

0.1 1

g (nm’)
Figura 21: Curva de espalhamento de SAXS para a amostra Ag@ SiO, e seu ajuste

correspondente (linha sélida).
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Modelo de shell esférica foi utilizada para ajustar a curva de
espalhamento da amostra Ag@Si0O,. Para esse sistema, o melhor ajuste foi
encontrado utilizando 11 nm para o raio do core de prata e espessura da shell
de silica de 38 nm. A presenca das oscilagdes na curva de SAXS do sistema
Ag@Si0, indicam que as esferas apresentam distribuicdo monomodal e
polidispersdao (¢ = 0.32) de ~ 32 %. Esse resultado estd de acordo com as
imagens de TEM, onde observamos o formato esférico regular das

nanoparticulas core-shell sintetizadas.

6.1.4. Sintese das nanoparticulas de SiO,

Para podermos verificar as possiveis propriedades bactericidas das
nanoparticulas de silica (S10,), as mesmas foram sintetizadas, de forma que
possibilitasse identificar um possivel efeito combinado entre a prata e a silica
no sistema Ag@Si0,. Utilizamos o método Stober’’ para a sintese dessas
nanoparticulas, que consiste em reagcdes de hidrdlise e condensacdo de
alcoxidos de silicio.

A solvolise dos tetraalcoxisilanos em solvente organico, como o etanol,
conduz a formagdo de silandis, através de polimerizacdo via condensacdo.
Sabe-se que os alcoxidos de silicio possuem baixa reatividade, dessa forma
catalisadores acidos ou bdsicos sdo adicionados ao processo, 0 que aumenta a
velocidade das reacdes envolvidas. Os alcéxidos de silicio sdo bastante
propensos a reacOes de hidrdlise e formacao subsequente de silica, S10,. A
Figura 22 mostra o mecanismo de hidrolise basica do tetraetilortosilicato
(TEOS), para formar inicialmente um silanol (molécula contendo Si-OH).
Esse mecanismo ocorre em 4 etapas, até que todos os grupos alcoxidos

tenham sido substituidos pelo grupo —OH.”®
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Figura 22: Mecanismo de reacdo de hidrélise bésica, responsdvel pela formacao dos

silan6is.”®

Em seguida, as espécies Si(OH), originadas podem reagir tanto por
hidrélise quanto por condensacdo e, ainda, essas reagdes podem ocorrer em
atomos de silicio quimicamente diferentes, uma vez que o dtomo do centro do
tetraedro é quimicamente distinto dos dtomos terminais.’® A Figura 23 mostra
o possivel mecanismo de condensa¢do de duas moléculas de silanol, formando

e estrutura basica que compde as nanoparticulas de Si0,.

OH OH OH OH

| | -OH " | |
HO\\\“‘S‘\O_ + HO\\“"S‘i\OH Ho\\““"Si\o/SK\OH

OH OH OH OH

Figura 23: Mecanismo de condensacdo de duas moléculas de silanol, formando a estrutura

bésica que compde as nanoparticulas de SiO,.”
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A Figura 24 apresenta a microscopia eletronica de varredura das
nanoparticulas de SiO,. Podemos observar a formagdo de nanoesferas com

tamanhos em torno de 100 nm.

200 nm

Figura 24: Microscopia eletronica de varredura das nanoparticulas de SiO;.

Para confirmar os resultados referentes a forma e tamanho obtidos por
MEV, medidas de SAXS foram realizadas. A Figura 25 mostra a curva
experimental para a solu¢do contendo nanoparticulas de silica e seu ajuste

correspondente.
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Figura 25: (A) Curva de SAXS para a amostra de nanoparticulas de sillica e seu ajuste
correspondente (linha sélida vermelha). (B) Distribui¢do de tamanho de particulas de silica

obtida a partir do ajuste em vermelho apresentado na Figura 25A.

O perfil de espalhamento das nanoparticulas de silica apresentaram duas
regides estruturais distintas. Na regido de baixo-¢ (¢ > 0,1 nm™), a curva
descreve a organizagdo do sistema quanto a estrutura do material, j4 que a
regido de Guinier ndo € observada. No entanto, a oscilacdo observada na curva
esta relacionada ao tamanho das nanoparticulas, assim como com seu grau de
polidispersdo.”” Em seguida, a regido de médio/alto-g (¢ > 0,5 nm™)
corresponde ao decaimento exponencial ¢, que estd associado 2 superficie
lisa das Si10,, seguido pelo background. O tamanho médio obtido através do

ajuste ¢ 106 nm, conforme mostrado na Figura 25B.

6.1.5. Obtengdo dos sistemas funcionalizados com ampicilina

Tanto as nanoparticulas Ag@Si0O, quanto as SiO, foram funcionalizadas
com o grupamento amino (-NH,) para posterior reacdo deste grupo com o
grupo carboxila (-COOH) da ampicilina, conforme esquema apresentado na

Figura 26.
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Figura 26: Etapas da sintese para a obtencdo de nanoparticulas funcionalizadas com
agentes B-lactimicos. Primeiramente, o sistema (A) é revestido por uma fina camada de
silica funcionalizada (3-aminopropil trietoxisilano — APTES) originando nanoparticulas

com grupamentos amino localizados na superficie (B). As nanoparticulas amino-
funcionalizadas reagem com os grupos carboxila da ampicilina através de uma reagdo de
acoplamento 4dcido-base formando a estrutura Ag@SiO,-Ampicilina esquematizada em (C).

Esse esquema é meramente ilustrativo e ndo estd na proporcao de tamanho real do sistema.

A reacdo dos grupos amino das nanoparticulas com o acido carboxilico
da ampicilina se d4 através de acoplamento dcido-base que ocorre seguindo os
mecanismos apresentados nas Figuras 27, 28 e 29. A primeira etapa da reagcao
de acoplamento (Figura 27), envolve a protonac¢do da carbodiimida (EDC),
em pH levemente acido (pH 35,5), originando o carbocédtion representado em 1,

Lo - . . L. 78
que ¢ hidrolisado, formando um derivado de uréia, representado em 2:
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Figura 27: Primeira etapa da reacdo de acoplamento. Em pH levemente 4cido,
inicialmente, ocorre a protonagdo da carbodiimida (EDC), originando o carbocation

P . % 78
representado em 1, que € hidrolisado, formando um derivado de uréia em 2.

Posteriormente, o grupo 4cido carboxilico (presente na molécula de
ampicilina), reage com o carbocétion 1 (formado pela protonacdo do EDC),
através do ataque nucleofilico do grupo carboxilato, originando O-acilisouréia,

representada em 3, como mostra a Figura 28.7

Ri

o n Rz\ o) HN/
/U\ — )k___ + N—C—NH —> )k l .
R OH R oON____7 \R1 R o \N/ 2
1
3

Figura 28: O acido carboxilico (presente na ampicilina), reage com o carbocation 1 através

do ataque nucleofilico do grupo carboxilato, originando O-acilisouréia em 3.8

A O-acilisouréia (representada em 3) é um intermedidrio reativo que
pode ser facilmente atacado por nucleéfilos (por exemplo, -NH,, H,O, etc.).
Como a reagdo ocorre em meio aquoso, esse intermedidrio pode ser atacado
pela H,O, sofrendo hidrdlise, o que causa a inativacdo do EDC. Por isso, €
comum utilizar o NHS nessa reacdo, pois ele forma um éster mais estdvel
(quando reage com a O-acilisouréia), menos sensivel a hidrolise e mais reativo

frente as aminas primadrias, facilitando a reagdo de acoplamento. Além disso,
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esse composto formado também é estericamente impedido, o que dificulta
possiveis rearranjos, por sua vez facilitando a formacdo da ligacdo amida,

. 78
como mostra a Figura 29.
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Figura 29: Mecanismo de reacdo entre a O-acilisouréia e o NHS. Quando o NHS reage
com a O-acilisouréia, um éster bastante estavel € formado. Como o composto também ¢é
estericamente impedido, ndo ocorre nenhum rearranjo, e a formacao da ligacao amida é

entdio facilitada.”®

Para confirmar o sucesso da funcionalizacdo das nanoparticulas com
grupamentos amina (-NH,) e, posteriormente, com a ampicilina, foram
realizadas medidas de espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e potencial zeta. A Figura 30 apresenta o espectro de FTIR das
nanoparticulas sintetizadas, sendo as Figuras 30B, C e D ampliacdes das
regides do espectro que apresentaram sutil deslocamento de bandas que
sugerem o sucesso da funcionalizacao. A Tabela 3 apresenta as bandas de
transmitancia caracteristicas dos sistemas sintetizados e suas devidas

atribuicdes.
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Tabela 3: Bandas de transmitancia caracteristicas das nanoparticulas sintetizadas.

Bandas de transmitancia (Cm'l)

Ag@Si0,-
. Ag@Si0O; e Ag@Si0,-NH," e Ampicilina?® e
Bandas caracteristicas b
SiO; SiO,-NH, SiO,-
Ampicilinab
Estiramento OH e/ou
3418 3431 3433
NH,
Estiramento C-H (metil e 2971%,2982° ¢
- 2927, 2973 )
metileno) 2727
Deformagao angular H,O
1640 1638 1641
adsorvida
Deformacao angular CH;
1400 e 1384 1400 e 1384 1384
€ CH3
Estiramento assimétrico
1095 1099 1099
Si-O-Si
Estiramento simétrico Si-
958 956 955
OH
Estiramento simétrico Si-
796 796 797

O-Si
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Figura 30: Espectro de infravermelho das nanoparticulas sintetizadas: (A) Espectro inteiro,
(B) ampliagdo da regido de 3300 a 2800 cm™', (C) ampliacdo da regido de 1800 a 1300 cm™
e (D) ampliagdo da regido de1250 a 700 cm ™. Linha preta: Ag@SiO»; linha vermelha:
Ag@Si0,-NHj; e linha azul: Ag@SiO,-Ampicilina.

Os espectros de FTIR das nanoparticulas de Ag@SiO, (linha preta —
Figura 30A) apresentam bandas de transmitancia referentes ao estiramento
-OH (3430 cm™),”*®" deformacdo angular da dgua adsorvida na superficie da
silica (1640 cm’l),79’ 80 estiramento assimétrico Si-O-Si (1100 cm']),go'82
estiramento simétrico Si-OH (v, 955 cm™)® e Si-O-Si (v, 796 cm™), sendo
essas duas udltimas observadas na ampliacdo do espectro mostrada na Figura
30D, (linha preta). A posicao e intensidade dessas bandas principais estao de
acordo com dados da literatura.”” Nenhuma ou apenas mudancas sutis foram

observadas nos espectros dos compostos Ag@SiO,-NH, e Ag@SiO,-

Ampicilina (linhas vermelha e azul na Figura 30, respectivamente). Por
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exemplo, era esperado uma banda em torno de 1640-1550 cm™ referente 2
deformacdo angular da ligacdo NH,. Além disso, a regido de estiramento da
ligacdo NH, (3500-3100 cm™") é a mesma regifo de estiramento da ligacdo —
OH (3400-3200 cm™"), sendo bastante complicado a atribuicdo dessa banda, ja
que a silica possui -OH em sua superficie. Ja para os espectros dos compostos
funcionalizados com ampicilina, era esperado uma banda na regido de 3150-
3050 cm™, referente ao estiramento C-H do anel benzeno, assim como uma
banda referente a deformacdo angular fora do plano em 900-690 cm’ para
essa mesma ligagdo. Também deveriamos observar uma banda em torno de
1680-1630 cm'' para a ligacio C=0 da amida do anel beta-lactdmico, além das
bandas referentes ao estiramento e a deformagdo angular da ligacdo NH,,
presente na cadeia carbonica do antibidtico. A Figura 31 apresenta o espectro

FTIR da ampicilina, com as bandas anteriormente descritas.
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Figura 31: Espectro de infravermelho da ampicilina.

Porém, de acordo com Lin et al,* a intensidade da banda Si-OH (~955
cm’') pode estar relacionada ao sucesso da funcionaliza¢do, uma vez que a
diminuicao da intensidade dessa banda (Figura 30D), pode estar associada ao

recobrimento da silica com os grupos —NH,. No entanto, como a banda ainda
55



estd presente em todos os tr€s materiais, significa que nem todos os grupos
silanéis reagiram.®

Além disso, uma possivel explicacdo para essas mudancas sutis ou
mesmo inexistentes pode estar relacionada a pequena quantidade de APTES e
ampicilina utilizadas durante a sintese dos materiais ou ainda a sobreposicao
de bandas, uma vez que os compostos apresentam bandas caracteristicas em
regioes muito semelhantes. Apesar da espectroscopia FTIR apresentar apenas
evidéncias sutis da funcionalizagdo das nanoparticulas sintetizadas, o
potencial zeta das nanoparticulas apresentou um forte indicio do sucesso da
funcionalizacdo. A Tabela 4 apresenta os valores de potencial zeta para as

nanoparticulas sintetizadas.

Tabela 4: Potencial zeta das nanoparticulas sintetizadas.

Amostra Potencial zeta (mV)
AgNPs -7,9+0,1
Ag@Si0, -43,6 £1,0
Ag@Si0,-NH, 21,3+0,2
Ag@Si0,-Ampicilina -18,4 + 0,6
Si0, -41,1£0,6
Si0,-NH; 16,4 £0,2
Si0,-Ampicilina -26,9 +0,8

O valor de potencial zeta da ampicilina é de -11,9 £ 2.8

Como observado, o potencial zeta das AgNPs € levemente negativo e se
torna mais negativo apds o recobrimento com Si0,, devido ao grupamento
-OH negativamente carregado na superficie da silica.”’ Com a
funcionalizacio, o valor do potencial zeta se torna mais positivo, o que pode

ser justificado pela presenca dos grupamentos amina (positivamente
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carregados) na superficie da silica. ApOs a reagcdo com ampicilina, o potencial
zeta das nanoparticulas volta a ser negativo, indicando o recobrimento da
superficie do material com o antibidtico, visto que a ampicilina também ¢é
negativamente carregada. Podemos observar que o mesmo ocorre para as
nanoparticulas de SiO,, sendo que inicialmente o potencial zeta das mesmas €
negativo devido ao grupamento -OH negativamente carregado na superficie da
silica.”” Em seguida, com a funcionalizacio com o grupamento —NH,, o
potencial das SiO,-NH, se torna positivo, uma vez que o grupo —NH, é
carregado positivamente. E por ultimo, a funcionalizacdo com a ampicilina,
torna o potencial das particulas negativo, j4 que o potencial da ampicilina é
negativo, indicando o sucesso da funcionalizacao.

Andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada a fim de obter os perfis
de decomposicao térmica dos materiais e correlacionar esses resultados com
os constituintes dos sistemas sintetizados. A Figura 32 apresenta as curvas de
TGA da ampicilina e das amostras contendo prata, que sdo apresentadas para

comparacao (Ag@Si0, e Ag@Si0,-NH, e Ag@Si0O,-Ampicilina).
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Figura 32: Curvas de TGA de (A) ampicilina e (B) nanoparticulas sintetizadas. Linha
preta: Ag@SiO,; linha vermelha: Ag@Si0O,-NHj; e linha azul: Ag@ SiO,-Ampicilina.
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Para a ampicilina (Figura 32A) podemos notar trés estdgios de perda de
massa. Um em torno de 210 °C, o segundo em ~260 °C e o terceiro proximo a
530 °C. De acordo com a literatura,” sabe-se que a temperatura na qual a
ampicilina anidra sélida comeca a liquefazer € em torno de 205 °C. Em
temperaturas maiores que 220 °C, a maior perda de massa indica que o
antibidtico € instavel e comeca a se decompor. Acima dessa temperatura,
observamos a decomposi¢cdo da matéria organica, proveniente da cadeia
carbonica do material, formando COZ,83 em atmosfera de O,.

Para compostos contendo prata na auséncia de ampicilina (linhas preta e
vermelha na Figura 32B), observamos dois estdgios de perda de massa. O
primeiro é observado em temperaturas abaixo se 200 °C (~8-9%) enquanto
que o segundo estagio € observado entre 210 e 600 °C (~16-17%). O primeiro
estdgio pode ser atribuido a evaporacdo de dgua adsorvida fisicamente e/ou
etanol residual. Por outro lado, o segundo estdgio pode estar relacionado a
desidroxilacdo da superficie da silica, assim como a decomposicdo e
carbonizacdo completa das cadeias carbOnicas presentes no TEOS e APTES
utilizados durante a sintese dos compostos.’’ J4 para os compostos que contém
ampicilina, foram observados trés estdgios de perda de massa. Assim como
para os demais compostos, o primeiro estagio de perda de massa (~10%) é
observado em baixas temperaturas (em torno de 180 °C), e pode estar
associado a evaporacdo de agua ou etanol residual. Por outro lado, as outras
duas perdas de massa observadas acima de 200 °C (na faixa de temperatura de
200 a 340 °C) (~14%) e de 400 a 600 °C (~17%) podem estar relacionadas a
decomposicao e carbonizacio completa da ampicilina presente nas
nanoparticulas. Levando em consideragdo que a funcionalizacdo das

nanoparticulas Ag@SiO,-Ampicilina, utilizam como precursor as
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nanoparticulas Ag@Si0,-NH,, podemos verificar que na regiao de 200 a 600
°C da curva de TGA das nanoparticulas Ag@SiO,-NH, (linha vermelha,
Figura 32B) a perda de massa associada é de 16%. A mesma regido para o
composto Ag@Si0O,-Ampicilina (linha azul, Figura 32B) apresentou perda de
massa de 17%. Com isso, pode-se inferir que os 1% de diferenca entre os dois
compostos € devido a presenca da ampicilina no material. Isso nos permitiu
estimar teoricamente, a quantidade de moléculas de ampicilina por
nanoparticulas funcionalizadas. As massas de prata e silica existentes no
material sintetizado (Ag@Si0O,) foram utilizadas para calcular a massa de uma
particula do sistema core-shell. Por sua vez, o resultado de TGA prevé que ha
cerca de 1% de ampicilina no material Ag@SiO,-Amp. Dessa forma,
calculamos que, em teoria, hd cerca de 23x10° moléculas de ampicilina por

nanoparticula funcionalizada.

7. Ensaios biologicos

7.1. Susceptibilidade das bactérias as nanoparticulas

Os materiais sintetizados foram testados em culturas de bactérias
Escherichia coli susceptivel e resistente a ampicilina (Gram-negativas) e
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) em placas de dgar. A massa de prata
existente no core do material sintetizado (Ag@SiO,) foi utilizada para
normalizar as amostras e entdo calcular a massa de core-shell e silica que
deveriam ser utilizadas nos experimentos. Além disso, baseado nos resultados
de TGA, foi possivel calcular a quantidade de ampicilina presente nos
materiais sintetizados e ensaios bioldgicos com a ampicilina foram realizados.

As concentragdes (a, b, ¢) utilizadas nos experimentos sdo apresentadas na
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Tabela 5. Outras concentra¢des intermedidrias foram testadas, mas nao sao

apresentadas para melhor visualizacdo dos resultados e das tendéncias obtidas.

Tabela 5: Concentracdo dos materiais (ug/mL) utilizados na aplicag@o bioldgica.

Amostra [Ag] [SiO;] e [SiO;- [Ag@Si0;] e Ampicilina
(ng/mL) Amp] (ug/mL) [Ag@SiO,-Amp] (ng/mL)
(ng/mL)
(a) 0,10 5,43 5,53 0,05
(b) 1,00 54,30 55,30 0,55
(c) 5,00 272,00 277,00 2,77

As placas foram encubadas a 37 °C por aproximadamente 17 h e o
nimero de colonias foi individualmente contado e os resultados apresentados
sdo a média de cada condicdo. Os resultados estdo apresentados na Figura 33,
onde hd comparacdo da porcentagem de reducdo do nimero de coldnias
causadas pela aplicacdo dos materiais contra S. aureus e as duas E. coli,

respectivamente.
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Figura 33: Grafico comparativo do efeito bactericida dos materiais sintetizados para as
bactérias (A) S. aureus, (B) E. coli e (C) E. coli resistente a ampicilina. As concentracdes a,
b e ¢ sdo referentes as concentragdes dos materiais (em pg/mL) utilizados na aplicacdo
bioldgica e estdo descritas na Tabela 5. As colunas em laranja representam a ampicilina, em
preto as AgNPs, em vermelho as nanoparticulas de SiO,, em azul o sistema Ag@SiO,, em
verde o composto Si0,-Ampiclina e em rosa as nanoparticulas de Ag@SiO,-Ampicilina. O
simbolo * representa as concentragdes que ndo causaram inibi¢do do crescimento
bacteriano. Andlise estatistica foi realizada de acordo com o teste-t de Student. As letras
minudsculas e em itdlico na parte superior das barras indicam média P<0,05 para um mesmo

grupo. As letras em comum denotam que os dados ndo sdo estatisticamente diferentes.

A presenga dos materiais inibiu o crescimento bacteriano de maneira
distinta, porém € possivel notar que com o aumento da concentracdo, a

porcentagem de redu¢do do numero colonias tende a aumentar para oOs
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distintos materiais investigados. Porém, pode-se observar que alguns pontos
estdo fora da tendéncia predita, o que pode ser atribuido a estatistica de
contagem das colonias, sendo uma possivel fonte de erro experimental.
Durante o trabalho, citometria de fluxo foi empregada sem €xito, como uma
possivel alternativa que poderia aumentar a confiabilidade dos dados bem
como a estatistica de contagem. Alguns dos resultados obtidos por citometria
de fluxo sdo apresentados no Anexo 10.3.

Os testes realizados com a ampicilina mostram que a S. aureus e a E.
coli sdo suscetiveis a esse antibidtico. Podemos notar que todas as
concentracdes de ampicilina utilizadas ocasionaram a redu¢do de 100% do
ndmero de colonias da S. aureus (Figura 33A — colunas laranjas), enquanto
que para a E. coli (Figura 33B — colunas laranjas), o aumento da concentragao
de ampicilina aumenta seu efeito bactericida, causando inibi¢do total do
crescimento bacteriano (100% de reducdo do nimero de coldnias) somente em
alta concentracdo. Ja a E. coli resistente a ampicilina (Figura 33C — colunas
laranjas), possui 0 gene que expressa resisténcia a esse antibidtico e portanto,
nenhuma concentracdo de ampicilina foi capaz de ocasionar a redug¢dao do
numero de coldnias dessa bactéria.

E possivel notar que as AgNPs (colunas pretas) sdo excelentes agentes
bactericidas, mesmo em baixas concentra¢des. Pode-se observar que a reducao
do nimero de coldnias, na menor concentracdo de AgNPs, € de cerca de 40%
para S. aureus (Figura 33A — colunas pretas), 90% para E. coli (Figura 33B —
colunas pretas) e cerca de 70% para E. coli resistente a ampicilina (Figura
33C — colunas pretas). Também é possivel notar que a efetividade desse

material € aumentada com o aumento da concentracdo de nanoparticulas.
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Ja as nanoparticulas de silica (colunas vermelhas) apresentaram efeito
bactericida bastante semelhante as AgNPs para a S. aureus, ocasionando
reducdo do numero de coldnias de cerca de 50%, em sua menor concentragao
(Figura 33A — colunas vermelhas). No caso da E. coli, nao foi possivel
observar efeito bactericida significativo das nanoparticulas de SiO, (Figura
33B — colunas vermelhas), sendo que nao houve redu¢do do nimero de
colonias em nenhuma concentragdo do material frente a essa bactéria. Porém,
na presenca de E. coli resitente a ampicilina (Figura 33C — colunas
vermelhas), foi verificado um comportamento semelhante ao da S. aureus,
ocasionando redu¢do do nimero de coldnias de cerca de 50%, em sua menor
concentragdo. Também foi possivel notar que hia uma diminuicdo da
efetividade do material a concentracdo de SiO, é aumentada. No entanto, de
acordo com o teste estatistico (teste-t de Student), verifica-se que nao ha
diferenca siginificativa entre os resultados provenientes das diferentes
concentracdes de silica utilizadas. Dessa forma, os resultados de porcentagem
de reducdo de coldnias apresentados para as trés bactérias sdo estatisticamente
iguais. Uma possivel explicacdo estd associada a tendéncia de agregacao das
nanoparticulas de SiO, em presenca do meio LB.*

No entanto, na presenca do sistema core-shell (colunas azuis), houve
100% de inibi¢do do crescimento bacteriano (com excecao da solucdo mais
diluida) para todas as bactérias. Essa efetividade do material pode estar
relacionada ao efeito de liberacdo de fons Ag® do nicleo de prata através da
camada porosa de silica, devido ao contato da solu¢gdo com o ntcleo de prata,
produzindo e mantendo os excelentes efeitos bactericidas.” Além disso, as
nanoparticulas de prata (barras pretas da Figura 33) e silica mesoporosa

(barras vermelhas da Figura 33) também apresentam propriedade bactericidas
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quando aplicadas isoladamente. Dessa forma, ha um possivel sinergismo entre
os dois materiais, o que provavelmente contribui para o efeito bactericida do
composito Ag@Si0,.

Além disso, € possivel notar que a funcionalizagdo com ampicilina
aumentou as propriedades bactericidas das nanoparticulas de silica e, em altas
concentragdes, o sistema de prata funcionalizado com ampicilina (Ag@SiO,-
Ampicilina), apresentou resultados semelhantes ao seu respectivo precursor
sem funcionalizacdo.

Por exemplo, o material Si0,-Ampicilina (colunas verdes), apresentou
propriedades bactericidas superiores as nanoparticulas de SiO, (colunas
vermelhas) para as trés bactérias, causando redu¢ao do nimero de colonias de
cerca de 70% em sua menor concentragdo para as bactérias S. aureus (Figura
33A — colunas verdes) e E. coli resistente a ampicilina (Figura 33C — colunas
verdes) e de cerca de 50% para a E. coli susceptivel ao antibidtico (Figura
33B — colunas verdes). De acordo com o teste estatistico realizado, ndo ha
diferenca significativa entre os resultados obtidos utilizando as diferentes
concentracOes desse material para todas as bactérias. Porém, o melhor efeito
bactericida do material SiO,-Ampicilina pode estar associado ao sinergismo
entre o antibidtico presente na superficie do material e a silica, que também
apresenta propriedades antibacterianas.

J4 o resultado de inibi¢do de crescimento bacteriano ocasionado pelo
material Ag@Si0O,-Ampicilina (colunas rosas) se mostrou bastante semelhante
ao obtido pelos ensaios com o sistema core-shell (colunas azuis) em suas
maiores concentragdes, porém ocasionou a reducdo do nimero de coldnias de
cerca de 80% em sua menor concentragdo para as bactérias S. aureus (Figura

33A — colunas rosas) e E. coli (Figura 33B — colunas rosas) e de cerca de
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50% para a E. coli resistente a ampicilina (Figura 33C — colunas rosas).
Comparativamente, ndo era esperada uma diminuicdo nas propriedades
inibitorias do composto Ag@Si0O,-Ampicilina em baixas concentra¢des, com
relacdo ao sistema Ag@Si0O,. Uma possivel explicacdo para essa redugio
pode estar relacionada ao fato de que as reagdes quimicas de funcionalizacio
da superficie (apresentadas esquematicamente na Figura 26) ocasionaram a
obstru¢do parcial dos poros, impedindo a saida da prata idnica. Essa
interpretacdo € baseada na diminuicdo da area superficial dos compdsitos de
32 m/g (Ag@SiO,) para 13 m’/g (Ag@SiO,-Ampicilina) apés a
funcionalizacdo, de acordo com os dados obtidos por andlise de
adsorcdo/dessorcao de nitrogénio. A Figura 34 apresenta um esquema

ilustrativo da obstru¢io dos poros do material Ag@SiO, apds a

funcionalizagio.
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Figura 34: Esquema representativo das nanoparticulas Ag@SiO, (A) e das Ag@SiO»-
Ampicilina (B). Os poros existentes no sistema Ag@SiO,, por onde h4 a liberacao de ions
Ag", sdo parcialmente obstruidos com o processo de funcionalizacd4. Esse esquema é

meramente ilustrativo e ndo estd na propor¢do de tamanho real do sistema.

65



Dessa forma, o efeito bactericida do composto Ag@ SiO,-Ampicilina
pode estar associado ao sinergismo entre o sistema Ag@SiO, e a ampicilina
presente na superficie do material. Mesmo que os poros estejam parcialmente
obstruidos, como mostra os dados obtidos por adsor¢dao/dessor¢ao de
nitrogénio, ainda ha liberacdo de prata no meio. Com o aumento da
concentracdo do composto Ag@SiO,-Ampicilina, aumenta também a
concentracao de prata liberada no sistema, aumentando assim a efetividade do
material.

Alternativamente, a reducdo da eficiéncia bactericida do compdsito
contento ampicilina poderia ser explicada através de uma possivel inativacao
do antibidtico que estd quimicamente ligado a superficie da silica. Kumar et
al,®® mostraram que o grupo carboxila da ampicilina é um dos responséveis
pelo efeito bactericida do antibidtico. Foi demonstrado por modelagem
molecular que as ligacOes de hidrogénio realizadas entre esse grupamento € 0s
grupos positivamente carregados das porinas da membrana celular bacteriana
fazem com que o antibidtico consiga se ancorar na proteina-F da membrana
externa da célula bacteriana (OmpF - Figura 35) e, com isso, danificar a

parede celular.”
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Figura 35: Trés etapas representando o mecanismo da translocacdo da ampicilina através
proteina-F da membrana externa (OmpF). A OmpF se dobra, tendo configuracdo
semelhante a um “barril-beta” (conformagéo beta da proteina), formando uma zona de
constri¢do (CR). Além de tal constri¢do espacial, esta zona é também caracterizada por
residuos carregados negativamente (representados por D113, E117 e D121) e residuos
carregados positivamente (representados por R42, R82, e R132). Apenas os residuos
envolvidos nas interagdes de hidrogénio/hidrofébicas com ampicilina sdo mostrados nessa
figura. Os residuos do mondmero OmpkF sdo representados usando representagdo bola-
bastdo (bésico: azul, dcido: vermelho, hidréfobo: cinza), e as regides hidrofébicas sao
mostrados na representagdo “ondas” (cinza). Na etapa A, sdo mostradas as interacdes da
ampicilina com os residuos carregados acima da CR. Na etapa B, sdo apresentadas as
diversas interagdes da ampicilina na regido CR. Na etapa C, € evidenciada a interacdo final
entre a OmpF e a ampicilina antes da completa translocag¢do do antibidtico através da

OmpF.®

Como a funcionaliza¢do das nanoparticulas sintetizadas nesse trabalho
ocorre através da formacdo da ligacio amida entre o grupo -COO do
antibiético com o NH," da superficie da silica (conforme esquematizado na
Figura 26B-C), a menor efetividade dos materiais sintetizados poderia ser
atribuida ao fato do grupo carboxila estar impedido de fazer as ligacdes de

hidrogénio bem como difundir para dentro da proteina.*’ Por outro lado, o
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grupo de pesquisa do Prof. Dr. Hubert Karl Stassen (IQ-UFRGS), realizou
simulacOes por dindmica molecular (DM) da ampicilina frente a uma
bicamada lipidica hidratada. A bicamada simulada € composta por um lipideo
bastante comum na membrana celular que €é a 1-palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC), como mostra a Figura 36A. Para tal simulagio,
assumiu-se a ampicilina na sua forma zwitteridnica, ou seja, com 0O grupo —

NH, protonado e com a carboxila desprotonada (Figura 36B).
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Figura 36: (A) Representacdo esquemadtica do fosfolipideo 1-palmitoil-2-oleil-
fosfatidilcolina (POPC) e (B) representacdo esquematica da molécula de ampicilina na sua

forma zwitteriOnica.

Ap6s simulacdo de 75 ns, foram obtidas configuragcdes apresentando a
ampicilina inserida na parte polar da bicamada, expondo o grupo carboxilato
ao solvente (4gua) enquanto que a parte fenilica tendeu a interagir com a
regido lipofilica da bicamada. O grupo NH;" do antibidtico apresentou

interacdo forte com o grupo fosfato e a unidade glicerol da bicamada (Figura
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36A). Assim, de acordo com os resultados obtidos pelo Prof. Stassen,
acredita-se que o fato da funcionalizacdo das nanoparticulas ocorrer através da
formacdo da ligacdo entre o grupo -COO™ do antibidtico com o NH," da
superficie da silica (Figura 26B-C), diminui a polaridade da parte carboxilica
da ampicilina, sugerindo interacdo mais forte com a bicamada fosfolipidica.
Dessa forma, existe a possibilidade que a ampicilina ligada a superficie da
silica facilite a agdo antibacteriana das nanoparticulas.

Embora o principal objetivo desse trabalho ndo seja resolver o
mecanismo de acdo pela qual as nanoparticulas atuam sobre as bactérias, a
comparacao entre os materiais sintetizados nos permite apontar para algumas
evidéncias da agao dos compdsitos.

Quanto as AgNPs, o real mecanismo pelo qual essas nanoparticulas sdo
capazes de inibir o crescimento bacteriano nio foi ainda completamente
elucidado discussao e os resultados aqui apresentados ndo apontam nenhuma
novidade frente a literatura. Porém, estudos sugerem que existem quatro
possiveis mecanismos de acdo das AgNPs: (1) interacdo com a membrana da
célula da bactéria, (2) formagdo de ifons Ag", (3) interacdo das AgNPs com
compostos que contém enxofre ou fésforo, tais como proteinas e DNA, e (4)
formacdo de pits na membrana celular.”

Por sua vez, os excelentes resultados obtidos para o sistema core-shell
provavelmente € um indicio que dois fendmenos afetam o crescimento
bacteriano ao mesmo tempo. Conforme sugerido na literatura,” um dos
fendmenos responsdveis pelo efeito bactericida do sistema Ag@SiO, deve ser
libera¢do de fons Ag" através da camada porosa de silica (Figura 34). Além
disso, como a silica mesoporosa (SiO, - barras vermelhas da Figura 33)

também apresenta propriedade inibitéria ao crescimento bacteriano, o
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recobrimento das nanoparticulas de prata com silica provavelmente contribui
para o efeito bactericida do compésito. Dessa forma, a associagdo de ambos os
efeitos é a provavel explicagdo para a elevada efetividade do compdsito
Ag@Si0..

Em paralelo, pode-se observar que a funcionaliza¢cdo com ampicilina, na
média, aumentou as propriedades bactericidas da silica e, em altas
concentracdes, o material Ag@SiO,-Ampicilina apresentou resultados
semelhantes aos do sistema Ag@SiO,. Por outro lado, o fato do efeito
bactericida do compésito Ag@SiO,-Ampicilina ser menor do que o do
Ag@Si0,, em menores concentragdes, pode estar relacionado ao efeito de
lixiviacdo da prata i6nica estar sendo parcialmente impedida por oclusiao dos
poros durante o processo de funcionalizacdo. Essa oclusdo parcial dos poros
foi verificada através dos resultados de adsorcao/dessor¢do de nitrogénio,
onde uma reducio de 32 m%g (Ag@SiO,) para 13 m’/g (Ag@SiO,-
Ampicilina) na darea superficial foi observada. Apesar dos resultados
satisfatorios, em altas concentracdes, para o sistema Ag@ SiO,-Ampicilina,
ainda € preciso investigar uma alternativa que ndo ocasione a obstru¢do dos
poros da silica mesoporosa e, dessa forma, ndo reduza o efeito bactericida da

prata.

8. Conclusoes

Nesse trabalho, foi realizada a sintese de nanoparticulas de prata para
posterior recobrimento com silica, formando um sistema conhecido por core-
shell, que foi posteriormente funcionalizado com ampicilina. Durante o

trabalho, duas sinteses distintas foram adotadas para a obtencdo das AgNPs. A
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primeira delas se baseou na reducdo quimica dos fons Ag® por boroidreto de
s6dio (NaBH,), utilizando citrato de s6édio como agente protetor. Através
desse método, nao foi possivel recobrir as AgNPs com silica, pois, segundo a
literatura, a presenca dos fons citrato utilizados como agente protetor pode
afetar a estabilidade das AgNPs. No entanto, essa metodologia possibilitou
estudar o fendmeno de crescimento e agregacdo parcial das nanoparticulas
sintetizadas. Dessa forma, a segunda alternativa para sintetizar as AgNPs foi
baseada na redu¢do quimica dos fons Ag* em etileno glicol (EG), na presenga
de polivinilpirrolidona (PVP). Essa estratégia permitiu o recobrimento das
AgNPs com silica e essas nanoparticulas foram entdo utilizadas para os
procedimentos de funcionalizagdo com a ampicilina.

As propriedades bactericidas dos materiais sintetizados foram testadas
contra Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli e
Escherichia coli resistente a ampicilina (Gram-negativas), mostrando que
todos os materiais sintetizados apresentam propriedades antibacterianas, que
aumentam com o aumento da concentragdo dos materiais utilizados. Além
disso, os resultados obtidos através da andlise de TGA, permitiu calcular a
quantidade de ampicilina presente nos materiais sintetizados e ensaios
bioldgicos com a ampicilina pura foram realizados. A partir dos ensaios
bioldgicos, foi possivel notar que o sistema Ag@SiO, possui elevado efeito
antimicrobiano, causando 100% de redu¢do do nimero de colonias para todas
bactérias estudadas, exceto em baixas concentragdes (0,1 ug/mL). A
efetividade desse material pode estar relacionada ao efeito de liberacdo de ions
Ag" através da camada porosa de silica, além de um possivel sinergismo entre
a prata e a silica, que quando empregados separadamente apresentaram efeitos

inferiores ao sistema Ag@SiO,.
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Além disso, € possivel notar que a funcionalizacdo com ampicilina
aumentou as propriedades bactericidas das nanoparticulas de silica e, em altas
concentragdes, o sistema de prata funcionalizado com ampicilina (Ag@SiO,-
Ampicilina), apresentou resultados semelhantes ao seu respectivo precursor
sem funcionalizacdo. Comparativamente, ndo era esperada uma diminuicao
nas propriedades inibitorias dos compositos Ag@SiO, e Ag@Si0,-Ampicilina
em baixas concentracdes. Uma explicacdo vidvel para a reducdo do efeito
bactericida do material pode estar relacionado ao efeito de lixiviacdo da prata
i0nica estar sendo impedida por oclusdo parcial dos poros durante o processo
de funcionaliza¢do, como mostra os resultados obtidos por adsorcdo/dessor¢ao
de nitrogénio. Além disso, simulagdes por dinamica molecular realizadas pelo
Prof. Dr. Hubert Stassen, mostraram que o fato da funcionalizacdo das
nanoparticulas ocorrer através da formacgao da ligacdo entre o grupo —COQO" do
antibiético com o NH," da superficie da silica, ocasiona a diminui¢do da
polaridade da parte carboxilica da ampicilina, permitindo a interacdo mais
forte com a bicamada lipidica da membrana celular. Assim, existe a
possibilidade que a ampicilina facilite a acdo antibacteriana das
nanoparticulas. Apesar dos resultados satisfatorios obtidos para os sistemas
sintetizados, ainda € preciso investigar uma alternativa que ndo ocasione a
obstrucdo dos poros da silica (o que ocorre com o material Ag@SiO,-
Ampicilina) e, dessa forma ndo reduza o efeito da prata presente no sistema

estudado.
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10. Anexos

10.1. Curva experimental de SAXS usando o parametro cut-off D
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Figura A1: Curva de SAXS para as nanoparticulas de prata da amostra A3 usando o

parametro cut-off D = raio da nanoparticula.
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10.2. Grdfico de chi-square determinado para os diferentes raios

durante o procedimento de ajuste da curva experimental de SAXS
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Figura A2: Grifico de chi-square determinado para os diferentes raios durante o
procedimento de ajuste da curva experimental de SAXS. (A) Al, (B) A2, (C) A3, (D) A4,
(E) A5 e (F) A6.
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10.3. Citometria de Fluxo

No exame de qualificacdo foi discutida a possibilidade de realizar os
ensaios bioldgicos aqui apresentados, utilizando o citometro de fluxo, de
forma a tentarmos eliminar os possiveis erros de amostragem e contagem das
células viaveis.

A citometria de fluxo € uma técnica muito utilizada em andlise de
células eucaridticas e foi adaptada para a andlise de viabilidade, do estado
metabélico e de marcadores antigénicos de bactérias.*® Em particular, a
citometria de fluxo pode ser facilmente aplicada para a contagem de bactérias
vidveis numa amostra. Além disso, essa técnica permite a anélise simultanea
de varios parametros das células, tornando-se uma poderosa ferramenta para a
diferenciacdo e andlise funcional. No entanto, a aplicacdo da citometria de
fluxo em microbiologia clinica ainda é pouco freqiiente.®’

Com a medi¢do multiparamétrica de células individuais a uma taxa de
varios milhares por segundo, a citometria de fluxo oferece um método rapido
para a andlise detalhada dos microorganismos.®’ Esta técnica proporciona
dados quantitativos para o tamanho da célula ou granulosidade através de
espalhamento de luz e sinais de fluorescéncia. Além disso, também fornece
informagdes quantitativas sobre a expressdo de antigenos de superficie, ou
componentes intracelulares, tais como dcidos nucléicos, proteinas ou lipidios e

A . 87
fluxos 10nicos.

10.3.1. Procedimento Experimental
Como descrito na Sec¢ao 5, inicialmente, foi preparado um pré-indculo

utilizando 5 mL de meio LB (sem d4gar bacteriolégico) € uma pequena
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quantidade de bactéria obtida por repique de placas com cultura das células de
Escherichia coli, o qual foi colocado em shaker a 200 rpm e a 37 °C por cerca
de 5 h. Em seguida, foram feitas 2 dilui¢des (em meio LB liquido) do pré-
in6culo, na propor¢cdo de 50 mL de meio LB para 5 pL do pré-indculo
(dilui¢do 1) enquanto que a segunda diluicdo foi feita na propor¢cdao de 40 mL
de meio LB para 10 mL da diluicdo 1 (diluicdo 2). Posteriormente, foram
incubadas 50 puL de Escherichia coli provenientes da diluicao 2, com 1 mL de
meio LB e 700 pL de solucdo aquosa de Si0,, de forma que a concentragdo
final das nanoparticulas na solucdo fosse de 5,43 pug/mL. Outros dois tubos
foram preparados, sendo um com 50 pL de Escherichia coli provenientes da
dilui¢dao 2 e 1,7 mL de meio LB (branco E. coli) e um outro tubo com 1 mL de
meio LB e 750 pL de solucdo aquosa de Si0O,, de forma que a concentragcdo
final das nanoparticulas na solucdo fosse de 5,43 ug/mL (branco SiO,). Os
tubos foram agitados em um shaker a 200 rpm e a 37 °C por cerca de 5 h.
Ap6s as Sh de agitagdo, 1 mL dessas suspensdes foram diluidas em 1
mL de EDTA 1 mM (4cido etilenodiamino tetra-acético). Entdo, 5 uL de
solucdo de PI 1,9 mM (iodeto de propideo) e 5 puL de solucdo de TO 17 uM
(laranja de tiazol) foram adicionados a solucdo, sendo vortexados e mantidos
em total auséncia de luz por 5 minutos, a temperatura ambiente. A andlise de
citometria de fluxo foi realizada no equipamento FACSCantoll, que ¢é
composto por uma fonte de excitacao laser azul (488 nm, refrigerado a ar, de
20 mW de estado sélido) e vermelho (633 nm, 17 mW-HeNe). Cerca de
10.000 eventos de cada amostra foram adquiridos usando o BD FACSDiva
software. A andlise dos dados foi realizada através do software FCSExpress
v3. A populagdo de bactéria foi plotada em um grafico de pontos FSC-SSC

(side scatter versus forward scatter) que se refere a drea superficial celular
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(tamanho) e granulosidade da célula, respectivamente, além de serem

apresentados histogramas com relac@o aos dois diferentes corantes utilizados.

10.3.2. Resultados e discussdao

As células de bactérias vivas possuem membranas integras e sao
impermedveis aos corantes, tais como iodeto de propidio (PI), o qual apenas
penetra em células com membranas comprometidas. O laranja de tiazol (TO),
por sua vez, ¢ um corante que consegue penetrar todas as células, vivas e
mortas, em diferentes graus. Por isso, uma combinag¢ao destes dois corantes
proporciona uma andlise rdpida e um método confidvel para a viabilidade
celular de microoganismos.™

As Figuras 1, 2 e 3 mostram os resultados obtidos através da andlise de
citometria de fluxo da E. coli, das nanoparticulas de silica e da E. coli na

presenca de nanoparticulas de silica, respectivamente.
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Figura 1: (A) Gréfico de pontos de Granulosidade (SSC — side scatter) versus area
superficial celular (FSC — forward scatter) da E. coli marcada com PI e TO, (B) grafico de
pontos do corante PI versus o corante TO. Os quadrantes mostram a porcentagem de
bactéria marcada com cada corante. (C) Histograma de E. coli na presenca de TO e (D)

Histograma de E. coli na presenca de PI.

A Figura 1A mostra o gréfico de pontos de granulosidade (SSC — side
scatter) versus area superficial celular (FSC — forward scatter) da E. coli
marcada com PI e TO. Ja a Figura 1B mostra o grafico de pontos do corante
PI versus o corante TO. Podemos verificar que, em sentido horério, o primeiro
quadrante se refere a porcentagem de E. coli marcada com PI (cerca de 1,8%),
correspondendo as células mortas ou danificadas. O segundo quadrante mostra

a porcentagem de células marcadas com ambos os corantes (cerca de 1,8%). O
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terceiro quadrante apresenta a porcentagem de células marcadas com TO
(cerca de 48,5%), correspondendo as células vivas ou intactas; e por dltimo o
quarto quadrante, mostra a porcentagem de células que ndo foi marcada por
nenhum dos dois corantes (cerca de 47,8%).

Na auséncia de qualquer agente bactericida, era esperado uma
porcentagem maior de células marcadas com TO. Porém, para organismos
gram-negativos, a camada de lipopolissacarideo interfere na captacdo desse
corante. Por isso, € necessario tratar as células com EDTA, que é responsavel
pela remogao dessa camada de lipopolissacarideo. No entanto, mesmo com
esse tratamento, observamos que ndo foi possivel marcar todas as células
presentes no experimento, o que pode ser confirmado pela Figura 1C, que
apresenta o histograma das bactérias na presenca do corante TO, mostrando
que apenas 50% das bactérias foram coradas com TO. Como esperado, ha
apenas uma pequena porcentagem de bactérias marcadas com PI (responsavel
por marcar as células mortas ou danificadas), como mostra o histograma

mostrado na Figura 1D.
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Figura 2: (A) Gréfico de pontos de Granulosidade (SSC — side scatter) versus drea
superficial celular (FSC — forward scatter) das nanoparticulas de silica marcadas com Pl e
TO na presenca de, (B) grafico de pontos do corante PI versus o corante TO. Os quadrantes
mostram a porcentagem de silica marcada com cada corante. (C) Histograma de silica na

presenca de TO e (D) Histograma de silica na presenca de PI.

A Figura 2A mostra o grafico de pontos de granulosidade (SSC — side
scatter) versus drea superficial (FSC — forward scatter) das nanoparticulas de
silica marcada com PI e TO. Podemos notar que as nanoparticulas de SiO,
aparecem praticamente na mesma regido que as bactérias. J4 a Figura 2B
mostra o grafico de pontos do corante PI versus o corante TO. Podemos
verificar que, em sentido hordrio, o primeiro quadrante se refere a

porcentagem de nanoparticulas de silica marcada com PI (cerca de 3,5%). O
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segundo quadrante mostra a porcentagem de SiO, marcadas com ambos o0s
corantes (cerca de 0,05%). O terceiro quadrante apresenta a porcentagem de
S10, marcadas com TO (cerca de 0%) e por ultimo o quarto quadrante, mostra
a porcentagem de SiO, que ndo foi marcada por nenhum dos dois corantes
(cerca de 96,6%). De acordo com o histograma apresentado na Figura 2C,
podemos notar que as nanoparticulas de SiO, ndo sdao marcadas com TO.
Porém, como mostra o histograma mostrado na Figura 2D, as nanoparticulas
de Si0O, sdo marcadas com o PI, o que pode interferir na identificagdo das

células mortas.
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Figura 3: (A) Gréfico de pontos de Granulosidade (SSC — side scatter) versus drea
superficial celular (FSC — forward scatter) da E. coli marcada com PI e TO na presenca de
nanoparticulas de silica, (B) grafico de pontos do corante PI versus o corante TO. Os
quadrantes mostram a porcentagem de bactéria marcada com cada corante. (C) Histograma
de E. coli na presenca de nanoparticulas de silica marcadas com TO e (D) Histograma de E.

coli na presenca de nanoparticulas de silica marcadas com PI.

A Figura 3A mostra o gréfico de pontos de granulosidade (SSC — side
scatter) versus area superficial (FSC — forward scatter) da E. coli em presenca
de nanoparticulas de silica marcada com PI e TO. E possivel notar que ha uma
pequena sobreposi¢do dos pontos referentes as nanoparticulas de SiO, e aos
referente a E. coli. Ja na Figura 3B, no grafico de pontos do corante PI versus

o corante TO, € possivel verificar que, em sentido horario, o primeiro
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quadrante se refere a porcentagem de células marcadas com PI (cerca de
4,4%), o segundo quadrante mostra a porcentagem de células marcadas com
ambos os corantes (cerca de 0,6%), o terceiro quadrante apresenta a
porcentagem de SiO, marcadas com TO (cerca de 13,7%) e por ultimo, o
quarto quadrante, mostra a porcentagem de c€lulas que ndo foi marcada por
nenhum dos dois corantes (cerca de 81,2%). De acordo com a Figura 3C,
podemos notar que hd duas populagdes presentes no sistema, mostrado pelos
dois picos no histograma. Somente 13% das células foram marcadas e se
referem as células de E. coli, pois as nanoparticulas de SiO, ndo sdo marcadas
com TO. Porém, o histograma mostrado na Figura 3D, mostra apenas a
contribui¢do de uma populacdo, pois tanto as nanoparticulas de Si0, quanto as
células de E. coli sao marcadas com o PI, o que interfere na identificacdo das
células mortas.

De acordo com os resultados obtidos através da citometria de fluxo, nao
foi conclusivo se a técnica poderia ou ndo ser utilizada para o nosso sistema
que consiste de nanoparticulas revestidas por silica. Isso devido ao fato de que
as nanoparticulas de silica interagem com o corante iodeto de propideo (PI),
que ¢ utilizado na marcac¢ao de células mortas e/ou danificadas.

Além disso, foi observado que as nanoparticulas de silica ndo interagem
com o corante laranja de tiazol (TO). No entanto, as células de E. coli também
ndo conseguiram interagir completamente com esse corante. Isso porque, para
organismos gram-negativos, a camada de lipopolissacarideo interfere na
captacdo desse corante. Por isso, foi necessdrio tratar as células com EDTA,
que € responsavel pela destruicdo dessa camada de lipopolissacarideo. Apesar
disso, mesmo com esse tratamento, foi observado que nado foi possivel marcar

todas as células presentes no experimento. Dessa forma, ndo foi possivel
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utilizar tal metodologia para tentar eliminar os possiveis erros de amostragem

e contagem das células vidveis, em nosso experimento.
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Abstract

It is well known that nanomaterials properties and applications are dependent
on size, shape and morphology of these structures. Among nanomaterials,
silver nanoparticles (AgNPs) have attracted attention since they present
considerably versatile properties, such as variable surface area to volume ratio,
which is very useful for many biomedical and technological applications.
Within this scenario, small nanoparticle aggregates can have their properties
reduced due to the increased size and alterations in their shape/morphology. In
this work, silver nanoparticles aggregation was studied through the chemical
reduction of silver nitrate in presence of sodium borohydride (reducing agent)
and sodium citrate (capping agent). By changing the amount of reducing agent
along the reaction, unaggregated and partially aggregated samples were
obtained and characterized by UV-Vis, zeta-potential and SAXS techniques.
pH was measured in every step of the reaction in order to correlate these
results with the ones obtained from structural techniques. The addition of the
reducing agent first causes the reduction of Ag® to silver nanoparticles. For
higher concentrations of sodium borohydrate, the average AgNPs size is
increased and NPs aggregation is observed. It was found that zeta potential
and pH values have a strong influence on AgNPs formation, since reducing
agent addition can induce the partial removal of citrate weakly associated on
the AgNPs surface and increase the ionic strength of the solution, promoting
partial aggregation of the particles. This aggregation state was duly identified
by coupling SAXS, zeta potential and pH measurements. In addition, SAXS
technique showed that the aggregates formed along the process are elongated-

like particles due to the exponential decay evidenced through SAXS curves.

Keywords: Silver nanoparticles, chemical reduction, SAXS, zeta potential, pH
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1. Introduction

Nanomaterials presenting tailored chemical and physical properties
have been the focus of many areas of chemistry, physics and material science
as their chemical and physical characteristics strongly differ from their
corresponding bulk materials.'> Among nanomaterials, silver nanoparticles
(AgNPs) have attracted attention due to their versatile properties.> ® 7 For
example, AgNPs can be potentially used in emerging areas such as
nanomedicine® '’ since these nanoparticles are considered a promising
alternative to overcome the increase of bacterial resistance to antibiotics.'' "
Thus, several works have been dedicated to develop AgNPs synthesis and
characterization tools in order to better understand silver nanoparticle
properties and improve their applications.” '* °

Several techniques have been employed to study and detect aggregates
as a product of a chemical reaction.'® Among them, UV-Vis and electron
microscopy (EM) techniques have been considered as the most reliable and

17-1
used ones.> 7P

UV-Vis spectra of metal nanoparticles usually present
absorption features due to the collective electronic interactions between metal
atoms and electrons which are known as surface plasmons (SP).?® SP bands
are usually characterized by wavelength maximum and peak intensity, which
are commonly related to particle shape, size, concentration and dielectric
medium properties.”>* In general, aggregates can be easily identified when
characterized by UV-Vis since their wavelength peak position (L) is
significantly shifted to larger values of A. In parallel, electron microscopy has
been used as a tool for imaging either non-aggregated or aggregated samples.

Differently from other spectroscopy techniques, EM directly provides real

images of the studied systems.’ However, UV-Vis presents sensitivity
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problems since it is not reliable to distinguish between a non-aggregated
sample and a slightly aggregated system because the resulting shift is very
subtle. Similarly, EM is a local technique and the obtained images of a slightly
aggregate system are always dubious since it could be a visualization effect of
two or more nanoparticles together or an artifact due to the drying process.

On the other hand, small-angle X-ray scattering (SAXS) is a powerful
technique for studying nanoparticles in solution since it is noninvasive
technique and allows the direct characterization of the colloidal solution

without any pretreatment.”* *

Consequently, it avoids any possible
experimental aggregation artifact due to the drying process.' Different from
EM, SAXS experimental results are an ensemble of a high statistical
measurement because a very large number of NPs are probed during the
experiment.® SAXS is often used to provide information about size, size
distribution, polydispersity, etc.' However, SAXS provides only structural
information about the sample. On the other hand, when SAXS is associated to
other physico-chemical characterization techniques, a broader view of the
entire system can be obtained. For instance, zeta potential and pH
measurements provide stability information that when combined with
structural evidences obtained by SAXS provide a broad and clearer view of
NPs formation and aggregation.

In this paper, we study the effect of NaBH, concentration during the
growth and AgNPs partial aggregation obtained in the same reaction batch.
Nanoparticles aggregation phenomenon is an important and fundamental
subject when related to many applications of NPs, such as in biomedicine and
optical-technological fields. Here, we used a combination of SAXS, UV-Vis,

zeta potential and pH measurements to investigate AgNPs and their aggregates
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formation. The aggregation of AgNPs was attributed to the ionic strength
increase caused by NaBH, addition that reduces the electrical double layer
thickness and induces particle-to-particle interaction increasing the
aggregation level.”® An in depth study is presented in order to identify the
formation of aggregates in parallel to efforts of obtaining structural

information about them.

2. Experimental Procedure
2.1. Materials

Silver nitrate (AgNO3), trisodium citrate (TSC) and sodium borohydride
(NaBH,) were obtained from Sigma-Aldrich. All chemicals and reagents were
used as received without further purification. Water used in all procedures was
obtained from a water purification system (Purelab from ELGA) and had a

measured resistivity of 18.2 MQ cm’.

2.2. Silver nanoparticles synthesis

Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized as previously described
by Nezhad and co-workers.”” Briefly, 0.0102 g of AgNO; and 0.0141 g of
TSC were dissolved in 200 mL of deionized water, under vigorous stirring
while the solution was kept in an ice-bath. NaBH, aqueous solution (0.1 M)
was added at a rate of 10 uL./30 s and we collected a 20 mL sample when 100,
200, 300, 400, 500, 600 uL. of NaBH,4 were respectively reached. The obtained
samples were named Al, A2, A3, A4, AS and A6 and stored in total absence
of light. As the concentration of NaBH, increases from Al to A6, the
[NaBH,]/[Ag"] ratio was determined and presented in Table 1.
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Table 1. Ratio of NaBH, and Ag" [NaBH4/Ag"] used for preparing the samples, dilution
factor (df) employed for samples dilution, absorption maximum position (), radius of the
particles (R), radius standard deviation (o) and forward scattering (/p) obtained from SAXS.

Sample [NaBHy/Agl df A(mm) Rmm)® o Ip(ecm?)

Al 0.17 0.86 391 2302 047 0.86
A2 0.20 2.40 391 29+x0.1 042 1.10
A3 0.23 4.45 392 3401 0.27 1.29
A4 0.27 6.00 392 3402 0.28 1.54
AS 0.30 7.07 393 3.5+01 0.28 1.70
A6 0.33 7.46 393 3501 0.29 1.73

* Values obtained from SASfit

2.3. Nanoparticles characterization

Surface plasmon resonance of silver nanoparticles was investigated at
room temperature with Agilent 8453 equipment using UV-Vis quartz cuvette
(10 mm optical length). Deionized water was recorded as reference before
recording the absorbance spectrum of the samples. All samples were diluted
until the absorption maximum of 1.0 was reached since the optical density of
the as-synthesized samples was excessively high for recording the spectrum.

Zeta potential measurements were performed at room temperature using
Malvern Zetasizer — Nano ZS90 equipment. An electric field was applied to
the AgNPs solution, which caused the particles movement. The velocity
associated to this movement is related to zeta potential and was measured
using a laser technique called M3-PALS (Phase analysis Light Scattering). It
enables electrophoretic mobility calculation and, consequently, the zeta
potential of particles. All measurements were made in triplicate.

pH measurements were performed using Orion Analyser pHmeter

(Model 410A). First of all, the electrode was calibrated using three-point
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calibration with standard buffers at pH of 4, 7 and 10. Then, the electrode was
immersed in the AgNPs solution and the pH values were acquired
simultaneously as NaBH, solution was added.

Small-angle X-ray scattering (SAXS) measurements were carried out on
the DIB-SAXS1 beamline at the LNLS in order to determine the size, shape,
polidispersity and aggregation state of silver nanoparticles. The scattered X-
ray beam presenting wavelength (1) of 1.488 A was detected on a Pilatus 300k

detector. The sample-to-detector distance was 944.2 mm, covering a scattering
am : ] :
vector g (q = 7” sin @) ranging from 0.1 to 2 nm™" where 26 = scattering angle.

The measurements were performed at room temperature and silver
behenate was measured under the same conditions to calibrate the sample-to-
detector distance, the detector tilt and the direct beam position. Transmission,
dark current and mica sheet corrections were performed. The normalized
scattering image of the samples was then subtracted from the normalized
scattering image of pure water and the isotropic result was radially averaged to
obtain the /(g) vs g. The absolute calibration was achieved by the use of water
as a standard of known differential cross section (1.65 X 107 cm'l).28

The I(g) vs g scattering profiles of silver nanoparticles were fit by using

the form factor of homogeneous spheres

3[sin(qR)—qR cos(qR)]

2 .
@Ry ) (Equation 1)

I(q) = NV*(Ap)*(

where N is the number of particles per unit volume, V is the volume of the
particle, R is the radius of the particle and Ap is the contrast difference
between silver nanoparticles and the solvent. The form factor was associated

with a log-normal distribution where p and ¢ are the mean and standard
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deviation of the variable’s natural logarithm, respectively. Fitting procedures

were carried out using the SASfit software.

3. Results and discussion

All nanoparticles studied along this work were synthesized from the
same reaction batch and UV-Vis spectroscopy was the first characterization
technique employed to verify the formation of AgNPs. We have arbitrarily
decided to dilute the solutions until the absorption maximum had intensity
equal to 1.0 since all samples were excessively concentrated to be analyzed in

our spectrometer. Table 1 gives the dilution factor values (df) which is defined

volume of water used for diluting the sistem
by df = >

, and indicates the overall
volume of AgNP solution

concentration of AgNPs in every sample. In agreement with literature results,
it was found that the increase in NaBH, amount led to an increase of the
absorbance maximum.” As a consequence, larger df values are related to more
concentrated solutions.

Figure 1A presents UV-Vis absorption spectra for all silver

nanoparticles after samples dilution.
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Figure 1. (A) UV-Vis absorption spectra of silver nanoparticles synthesized after sample
dilution. Sample A1 to A6 are observed from left to right as indicated by the arrow. (B)

Enlargement of the maximum absorption region of all spectra presented in (A).

Figure 1A shows that the wavelength (A) position for all samples is
located at ~390 nm which is an indication of AgNPs formation within the
range of few nanometers-size.® In addition, it is observed that the spectra of all
samples are reasonably symmetric in shape. According to Mie’s theory,
optical properties of metal nanoparticles are dominated by localized surface
plasmon resonances (LSPR) and the profile of LSPR bands depends on the
shape of the particle.® Depending on their symmetry, two or more plasmon

8,30 Nevertheless, all

bands are expected for non-spherical (irregular) particles.
NPs presented only a single absorption band (Figure 1A) suggesting that

nanoparticles synthesized along this work are likely to present spherical shape.
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Due to the significant overlap of the spectra in Figure 1A, the
enlargement of the maximum absorption region is presented in Figure 1B.
Samples Al and A2 presented A located at 391 nm while the other samples are
slightly red shifted to 392-393 nm. The A values are given in Table 1 where
we observe a subtle increasing tendency while the [NaBH,]/[Ag'] ratio is
augmented. This shift to longer wavelengths might be related to a particle size
increase.

In order to validate the UV-Vis findings related to shape and size,
SAXS measurements were performed. Figure 2 shows the experimental SAXS
curves for the as-synthesized sample solutions and their corresponding best

fittings.
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Figure 2. SAXS patterns for silver nanoparticles samples and their corresponding fittings
(solid line). (A) A1, (B) A2, (C) A3, (D) A4, (E) AS and (F) A6. Scattering intensities are

provided in absolute units.

Samples Al and A2 (Figures 2A and 2B, respectively) have scattering
profiles described by a polydisperse spherical form factor as described in

Equation 1. Both scattering profiles can be divided in three distinct parts
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highlighting structural characteristics of the samples.”" ** At low-¢ region (g <
0.3 nm™"), a typical shoulder-type Guinier region is seen. This region is
important for determining the radius of the particle. At mid-g region (g ~ 1.0
nm’l), a subtle oscillation is observed and can be also related to the overall
size of AgNPs as well as to their degree of polydispersity. Finally, the high-¢
region (¢ > 1.1 nm™") corresponds to the ¢ exponential decay, which is
associated to the smooth surface of AgNPs, followed by the background. The
mean radius obtained from the fits for samples Al and A2 are, respectively,
2.3 and 2.9 nm as shown in Table 1.

Although this conventional approach can also be used for samples A3-
A6, we found significant deviations at low-q region which have hindered the
proper fitting by using exclusively the spherical form factor.** * These
deviations could be assigned either to the aggregated-like state of the
nanoparticles or to the presence of larger structures. The presence of these
larger particles is discarded since the fractal concept used to fit the SAXS data
(Equation 2) does not agree with the scattering curve of a bimodal
distribution. Thus, in order to fit the whole scattering curve, we have
introduced Power-law regime (¢") at low-g region to extract structural
information about the aggregates. The cut-off concept described by Beaucage
was used due to the correlations between elementary AgNPs and their

34,35

aggregates. Finally, the equation used to fit the data is

2n2

I1(q) = NV?(Ap)?[BqF exp (%) n (3[Sin(qR)—qR cos(qR)

L 2] (Equation 2)

where B is a scaling factor specific to the type of Power-law regime, P is

defined according to the regime in which the exponent Power-law decays and
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D is the cut-off dimension. Thus, the scattering curves presented in Figures
2C-F can be divided in two different parts: (a) low-g region where the
scattering curves decay following a Power-law regime (dotted line) and (b)
mid to high-g region where conventional spherical form factor is used (dashed
line).

Taking into account the low-g region, B scaling factor is reduced from
0.16 (sample A3) to 0.08 (sample A6) when the amount of NaBH, is increased
into the system. It probably indicates that the overall amount of aggregates is
kept almost constant along the reaction since the scattering related to the
spherical form factor is increased with the addition of reducing agent while the
total scattering weight from the aggregates is reduced (B scaling factor
reduction) due to the formation and increase of AgNPs. The exponent P is
invariable along the reaction process. P ~ 1 was observed for samples A3-A6
which suggests that the aggregation process occurs preferentially along an axis
of symmetry since P = 1 is related to elongated structures. Two cut-off D
parameters were tested. Initially, radius of the particles was used as D and fits
of low chi-square values were obtained. An example of a fit where D = radius
of the particle is presented in Figure S1 of Supporting Information Material. It
1s possible to observe that the model is not able to fit the subtle oscillation
region at ¢ ~ 1 nm™' as indicated by the arrow. Later, the diameter of the
particles was used as D and better fits were obtained (Figures 2C-F) when
compared to the one presented of Figure S1. By using D = diameter of the
particle, it was possible to duly fit the region at ¢ ~ 1 nm™ and, consequently,
the chi-square was reduced. The mid to high-g region in Figures 2C-F is
attributed to the spherical form factor contribution like those already presented

in Figures 2A and B. Although a shoulder-type Guinier region is not seen for
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samples A3-A6, the oscillation at ¢ ~ 1 nm™ allows determining the average
size and the polydispersity of AgNPs. Samples A3 and A4 present AgNPs
radius of 3.4 nm while, for samples A5 and A6, the average radius is 3.5 nm.
The chi-squares determined for different radius are presented in Figure S2 of
Supporting Information Material.

Figure 3 presents log-normal radius distributions for all samples
obtained from SAXS fittings. It must be pointed out that for samples A3-A6,
the Power-law region was not taken into account for obtaining these radius

distributions.
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Radius (nm)
Figure 3. Particle size distribution of all silver nanoparticles samples obtained from SAXS

fittings presented in Figure 2.

As expected, sample Al presents the smaller average size and,
consequently, its radius distribution is located in the left region of Figure 3.
Once the concentration of NaBH, starts to increase, the average AgNP size is
shifted to larger values of radius. Thus, sample A2 presents its distribution
shifted to larger values of radius if compared to sample A1l. On the other hand,
samples A3-A6 have shown a reasonable overlap among their radius

distributions. The maximum of radius distribution is very similar for samples
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A3-A6 and the differences on the average radius are obtained since the
distributions widths are slightly different.

In Figure 4, the forward scattering intensity (/y; experimental intensity
extrapolated to g = 0) from SAXS data and the already defined dilution factor
(df) from UV-Vis measurements are plotted against NaBH, concentration. It is
known that [, is related to number of particles in solution (concentration), size
and polydispersity of nanoparticles (Equation 1). Also, the absorption
maximum intensity is related to concentration of the solution. As a

consequence, larger I, and df values are related to more concentrated

solutions.
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Figure 4. Forward scattering SAXS intensity (/y) and dilution UV-Vis factor (df) plots as a
function of NaBH4 concentration. Sample Al corresponds to the leftmost point in the
graph, samples A6 is the rightmost point in the figure and samples A2 to A5 are

respectively plotted between samples Al and A6.

It is clear that I, and df factors increase almost linearly with the
reducing agent concentration for the first four less concentrated NaBH,
solutions. On the other hand, a subtle deviation of the linearity can be seen
from sample A5 ([NaBH,] = 9x10” mol.L™") onwards which may indicate that

the AgNPs concentration become constant and no more formation of
105



nanoparticles are noticed. A good agreement between both approaches is
observed since a significant overlap between them is observed. Nevertheless,
neither the variations in [ intensity nor in the dilution factor were able to
precisely infer about possible aggregates formation. Although [, intensity is
quantitatively used in SAXS experiments, probably it is not sensitive enough
to point out a partially aggregated sample. Similarly, df values associated to
the subtle shift in the maximum position of UV-Vis spectra are not conclusive
to confirm aggregates formation. On the other hand, modeling of SAXS data
presented in Figure 2 points out meaningful differences when the synthesized
samples are compared. Samples Al and A2 (those obtained using,
respectively, [NaBH,] = 5x10” and 6x10” mol.L™") are well fitted using only a
sphere form factor while a more complex fitting approach is used to adjust
samples A3-A6.

Although several works have been dedicated to study the structural

1.24.36 4 the best of our

evolution of nanoparticles (growth and aggregation),
knowledge, there are no reports correlating this structural evolution and the
overall charge of the system. It is suggested that the electrostatic stabilization,
which is described by DLVO theory (Derjaguin and Landau, Verwey and
Overbeek), is strongly correlated with the formation mechanism of NPs.>” *
However, the overall stability of a given system is defined by its surface
charge, which is based on the aggregation tendency and in the possible
redispersibility of NPs.” Considering that the surface charge density is not
directly measured, a relative term, called zeta potential (), can be obtained.*® {
is defined as the potential at the plane (slipping or shear plane) where the
liquid velocity relative to the particle is zero. It is related to the surface charge

of the particle and the nature and composition of the surrounding medium
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(pH, conductivity). Zeta potential measurements were obtained in order to
correlate electric potential information with structural evidences obtained by

SAXS. Figure 5 shows the zeta potential for all samples.
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Figure 5. Zeta potential (black squares) and pH variation (white circles) plots as a function
of NaBH, concentration. Red line indicates parabolic fit for pH values as the NaBH4
concentration increases. Both zeta potential and pH values for samples Al to A6 are

observed from left to right, indicated by arrows.

Samples Al and A2 present a zeta potential of -44.4 + 0.8 and -40.6 +
1.4 mV, respectively. When the volume of NaBH, is increased and sample A3
1s obtained, a significant increase in { can be observed (-25.1 £ 0.3 mV).
Following the addition of the reducing agent, it is possible to observe that zeta
potential values are reduced and kept almost constant around -32.5 mV for
samples A4, A5 and A6. Similar results were obtained by Zhang et al ** for
zeta potentials of citrate-stabilized AuNP suspensions at pH range of 5-10. To
be considered stable, solutions must have zeta potential above +30 mV or
below —30 mV.* It suggests that sample A3 is not within the optimal stability
range when ( is taken into account.

Further, the pH value is known to have influence on the zeta potential

since it directly affects the ionization and adsorption mentioned above.”’ For
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the samples prepared in this work, the negative surface charges depend on the
degree of ionization of COOH citrate groups (used as capping agent), the
adsorption of borate species and the counter ions in the diffuse double layer.*®
*! The pH variation during the synthesis procedure was simultaneously
measured while adding NaBH, to the solution. Figure 5 also shows the pH
variation as a function of the addition of NaBH, during the synthesis process.
The pH data presents a parabolic shape where the minimum found through the
fit corresponds to 257 pL. of NaBH,.

Although it is not possible to infer the exact nature related to the
changes seen in Figure 5, we speculate that this stability decrease is probably
associated to changes on AgNPs surface. In our system, AgNPs present
negative charges which are most likely related to the adsorption of citrate and
borate ions on NPs surface. It is known that cations can interact and enter into
the diffuse ionic layer around AgNPs as counterions, through electrostatic
attractive forces.*' It can clearly change the ionic strength of the solution and
result in changes like the ones observed in Figure 5. The ionic strength
increase can reduce the electrical double layer thickness which would induce
particle-to-particle interaction increasing the aggregation level.”® Thus, we
suggest that the increase in NaBH, concentration (from sample Al to A3)
induce the partial removal of citrate weakly associated with the AgNPs
surface while the ionic strength of the solution is augmented. It would explain
the formation of small aggregates seen by SAXS. In parallel, we speculate that
the exact point of formation of these larges species is located in the minimum
of the parabola of Figure 5. Further, this minimum is located between samples
A2 and A3 and can be correlated with  values. Comparing both samples,

sample A2 is within the stable range for zeta potential while sample A3 is
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considered as a non-stable solution. It reinforces the SAXS modeling and
interpretation where few aggregates can be identified. We further suggest that
after this minimum, the pH starts to increase again making it a stable system
where no more aggregates are formed during the synthesis process (aggregates
amount is kept constant). Zeta potential measurements also support this
hypothesis since samples A4-A6 present ( of about -32.5 mV. We speculate
that the decrease and increase in AgNPs instability (before and after parabola
minimum) can be related to changes in the BH,/B(OH), ratio associated to
pH variations. It is known that NaBH, reacts slowly with water and forms
strongly basic metaborate ions.”” Thus, we observe that the pH value of the
mixture is increased when NaBH, is added after the minimum of Figure 5 is
reached.

Based on these results, we proposed a schematic representation (Figure

6) where growth and partial aggregation of the samples are emphasized.

Figure 6. Scheme of AgNPs aggregation as the [NaBH4]/[Ag"] ratio is augmented. The

first box shows the AgNPs formation with the NaBH, addition. The transition from
leftmost to the central box shows an increase in the NPs size. As the NaBH4 concentration
is increasing, the ionic strength increase and induce the partial removal of citrate weakly
associated on the AgNPs surface. Thus, the rightmost box indicates a system where a
coexistence of unaggregated and chainlike structures are seen as a result of the aggregation

process.
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We observed that the addition of NaBH, initially causes Ag" reduction
and consequent formation of AgNPs (leftmost box of Figure 6). When the
ionic strength of the solution is augmented, the increase of NaBH,
concentration (from sample Al to A3) can induce the partial removal of citrate
weakly associated on the AgNPs surface. Thus, the average size of AgNPs is
shifted to larger values of radius as presented in Figure 3 (middle box of
Figure 6). Further, for higher NaBH, concentrations, the ionic strength
increases and reduces the electrical double layer thickness. It induces particle-
to-particle interaction increasing the aggregation level.”® NPs aggregation 1is
observed when subtle deviations are seen in the scattering patterns and zeta
potential values of samples A3 — A6 (rightmost box in Figure 6). These
deviations in low-¢g scattering patterns were assigned to an exponential power-
law decay that follows the ¢ trend. It suggests that the aggregation process
occurs preferentially along an axis of symmetry since ¢ decay is related to
elongated structures, resulting in AgNPs possibly self-assembled as
“chainlike” structures. Also, sample A3 is located within a non-stable zeta
potential range, reinforcing the evidences showed by SAXS data of few
aggregates formation.

It is also important to mention that after sample A6, if we keep adding
reducing agent in our reaction medium, large, multimodal and polydisperse
aggregates are formed.” However, this subject is out the scope of our work
since this kind of sample cannot be used in technological processes due to the
lack of size control. Finally, we suggest that the approach presented here can
be used to identify nanoparticles aggregation and efficiently employed for
scientists and industry as a tool to optimize biomedical and technological

applications of NPs.
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4. Conclusion

In this paper, we describe the partial AgNPs aggregation induced
through chemical reduction of silver nitrate by sodium borohydride using
sodium citrate as a capping agent. Along the process, it was evidenced that
spherical AgNPs were formed and their radius increased by augmenting the
amount of the reducing agent. It was found that when a critical amount of the
reducing agent is reached, SAXS profiles deviate from the typical patterns of
conventional spheres. Simultaneously, zeta potential and pH are deeply
changed and these abrupt variations are related to decrease of nanoparticle
stability. It 1s thought that NaBH, addition can induce the partial removal of
citrate weakly associated on the AgNPs surface, increasing the ionic strength
of the solution, and promoting partial aggregation of the particles. By
combining these different techniques, it was possible to infer about the partial
aggregate state of the AgNPs while SAXS exponential decay results indicated
that these aggregates present an elongated-like aspect. Finally, we anticipate
that the multi-technique approach described here seems to be very efficient
and sensitive to probe nanoparticle aggregates, which is an important
phenomenon to be considered when biomedical and technological applications

are being envisaged.
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Figure S2. Graph of the chi-square determined for different radii during the fitting process.
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Abstract

Nanotechnology is an interesting field of research that have grown
exponentially over the last decades. The potential for nanoparticles in
numerous areas 1s vast, with innovative applications constantly being
explored. Thus, in this paper we demonstrate for the first time the use of silver
nanoparticles (AgNPs) as synthesized for colorimetric ascorbic acid detection
in paper-based sensor. This device is constituted by spot tests modified with
AgNPs bordered by hydrophobic barrier which provides quantitative and fast
analysis of ascorbic acid, acting as point-of-care monitoring with a unique
drop of the sample. AgNPs paper-based sensor changed from light yellow to
gray color after the addition of ascorbic acid due to nanoparticle growth and
formation of clusters. The color intensities altered as a function of ascorbic
acid concentration was measured by scanner and homemade portable
transmittance colorimeter. Under the selected measurement conditions, results
present 0.3 and 0.2 mmol L™ limit of detection, respectively. Small-angle X-
ray scattering (SAXS) and scanning electron microscopy (SEM) techniques
were used towards AgNPs sensor characterization. The platform developed

was able to quantify ascorbic acid in remedy samples.

Keywords Paper-based sensor, silver nanoparticles, colorimetric detection, point-of-care,

ascorbic acid
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Introduction

By the advent of nanotechnology, the projection for using nanomaterials
with diameters < 100 nm in industrial applications, medical imaging, disease
diagnoses, and other areas have advanced rapidly. It is becoming evident that
reduction of size beyond a limit is challenging the classical application of the
material because the quantum effects start playing an important greater role
[1-2]. It is estimated that the worldwide market for products using
nanotechnology can reach US$ 1 trillion by 2015 [3]. Recent advances with
these materials this material have allowed the development of robust, highly
sensitive and selective detection methods that are envisaged to surpass some
limitations of conventional detection procedures [4]. Thus, gold and silver
nanoparticles have emerged as a powerful tool in sensing and imaging
applications due to their optical properties [S]. In the last few years, several
types of sensors using nanoparticles were developed [6-14].

Silver nanoparticles have been effective labels for sensors due to a
variety of analytical techniques that can be used to detect them [33-35].
Thompson et al. used oligonucleotide silver nanoparticle conjugates in a
sandwich assay to detect a target oligonucleotide with colorimetric analysis to
differentiate a single base mismatch with a lower concentration of a specific
DNA sequence [36]. In parallel, a simple but effective method to detect anions
(CI, Br, I', H,PO,4, and SCN"), in aqueous media, using silver nanoplates, was
developed where the sensitivity and selectivity toward inorganic anions are
dependent upon the shift in the surface plasmon resonance band [7].

Numerous analyses, at aqueous medium, using metal nanoparticles are

based on aggregation process. This process forms the basis of the simple,

122



highly sensitive and low cost colorimetric assays [37-41]. However,
investigations with silver nanoparticles on a solid substrate, as paper, are not
well described. Ratnarathorn et al. showed for the first time a modified silver
nanoparticles paper-based sensor for Cu** colorimetric analysis [34]. In this
investigation, AgNPs surface was modified by -COOH and —NH, functional
groups which have strong affinity to presence of Cu**. The sensor is based on
the aggregation of modified AgNPs and Cu®*, which leads to a shift in the
absorption spectrum [34].

Ascorbic acid has been widely used in the pharmaceutical, chemical,
cosmetic and food industry as antioxidant [15-16]. Furthermore, it is naturally
present in many fruits and vegetables, like orange, lemon, pineapple, cashew,
spinach, and tomato [17]. Specially, orange juice is a commodity broadly
traded in the world and Brazil and the United States are the largest producers
with 57.2 and 31.1 % of world production, respectively [18-20]. It is known
that determination of ascorbic acid is necessary for quality control of this
product. Numerous techniques have been reported for the determination of
ascorbic acid, including chromatographic [21-24], electrochemical [25-26] and
spectrophotometric techniques [27-28]. The official method for ascorbic acid
determination, titrimetric analysis, is based on a redox reaction with 2,6-
dichloroindophenol (DCIP) [29]. However, these analytical methods have the
disadvantage of using large volumes of reagents, time-consuming and sample
preparation. In this context, colorimetric methods are extremely attractive, in
particular, for field detection [30]. They can be easily read out with the naked
eye, offering advantages of inverter simplicity and rapidity, along with
additional benefits of cost-effectiveness and no requirement of any

sophisticated instrumentation [12, 31-32].
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In our study, we describe a point-of-care device using noble
nanomaterial for colorimetric ascorbic acid determination. This sensor utilizes
silver nanoparticles as synthesized like a chromogenic reagent. To the best of
our knowledge, there is no report about the use of AgNPs paper-based sensor
for ascorbic acid detection. The sensor demonstrates an efficient, compact and
low-cost platform for quantitative colorimetric analysis in real medicine
sample. Here we take advantage of the color changes resulting from
modifications on silver nanoparticles size and aggregation in response to the

analyte.

Materials and methods

Materials

All chemicals used in experiment were of analytical grade and solutions
were prepared using high pure water (DI) with a resistivity of 18 MQ cm™.
Silver  nitrate  (AgNQO;), ethylene glycol, ascorbic acid and
polyvinylpyrrolidone (PVP, MW = 40 000 g mol-1) were purchase from
Sigma-Aldrich. Trisodium citrate and citric acid were obtained from Merck
and J. T. Baker, respectively. All glassware was first rinsed with aqua regia
and then thoroughly washed with DI water before use. Paper devices were

made with Whatman no. 1 chromatographic paper.
Preparation of the silver nanoparticles

Silver nanoparticles, protected with PVP, were synthesized as
previously described in the literature [42]. Briefly, 1.5 g of PVP was dissolved
in 75 mL of ethylene glycol at room temperature. AgNO; (50 mg) was then
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slowly added to this solution and the formed suspension was stirred until
complete dissolution of the salt. The system was heated up to 120 °C at a
constant rate of 5 °C per minute and the reaction was kept for one hour at this
temperature under continuous stirring. The colloidal dispersion was cooled in
a water bath until the system reached room temperature. 500 mL of acetone
were added to the solution followed by centrifugation at 3300 g for 10
minutes. Then, the supernatant was removed and the precipitate resuspended
in ethanol with subsequent centrifugation at 20 500 g for 15 minutes. Silver
nanoparticles were obtained by isolating the supernatant from the precipitate

containing a concentration of 66.5 ug cm™.
Preparation of Silver Nanoparticles-Paper Based Sensor

Two different devices were prepared, one of them with reservoir of 3
mm diameter (Device 1) and another with 7 mm diameter circles (Device 2).
Both devices were printed in Whatman no. 1 chromatography paper. The
printer used was a Xerox Phaser 8560 DN, designed to print a hydrophobic
wax-based ink. The printed paper was placed on a hot plate set 120 °C for 2
min, and the wax melted and spread through the thickness of the paper as
previously described by Carrilho et al. (2009) [43]. Devices 1 and 2 were
modified with 0.5 and 2.5 pL, respectively, of a mixture from AgNPs and

AgNO3 solutions and allowed to air-dried for 5 minutes.

Determination of Ascorbic Acid by Silver Nanoparticles Paper-

based Sensor

Ascorbic acid solution, prepared in 0.1 mol L™ citric buffer (pH = 4.3),

was spotted to the test zone of AgNPs paper-based sensors and allowed to dry.
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After 15 and 20 minutes for devices 1 and 2, respectively, the color change is
visualized. Each strip sensor had a reference zone (control zone) where only
citric buffer was applied. This procedure eliminates the contribution of the

paper and colorimeter reagent in the final result.
Detection Methods

After colorimetric reaction, Devices 1 were digitalized with a desktop
scanner. The images were converted to grayscale in Adobe® Photoshop® and
we used the arithmetic mean of pixel intensity within each test zone to
quantify the colorimetric response. Background-corrected response was
obtained subtracting the quantified colorimetric response in the presence of
the sample from the one of the blank assay [31].

On the other hand, Devices 2 were analyzed in a different way. A home-
made portable transmittance colorimeter was developed for measure the light
transmitted through the test regions [44]. The system consists in a
photodetector and a RGB tricolor light-emitting diode (LED). The signal is
sent to an active filter tuned at 2 kHz and only the signal from the LED is
amplified in a photodetector. The RGB LED was previously tested to choose
the color that offers the best signal intensity. Then, due to the better efficiency
results, the system was set to work with blue LED color. Fig. 1 illustrates each
step described for ascorbic acid colorimetric detection: (1) paper-based device
configuration; (2) modification of the spot test with AgNPs; (3) Addition of

the sample; (4) detection system by scanner and transmittance colorimeter.
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Fig. 1 Schematic representation of each step for colorimetric ascorbic acid determination:
(1) design of the paper-based sensor; (2) modification of the spot test; (3) addition of the

sample; (4) detection methods by (a) scanner (b) home-made transmittance colorimeter
Real samples: preparation and analysis

In order to evaluate the reliability of the proposed method, vitamin C of
colorless samples of medicine Cewin® (500 mg of ascorbic acid) were
prepared by taking the amount necessary to obtain 1.50 and 2.00 mmol L™
solutions. For comparison, the samples were simultaneously analyzed by
paper-based sensors and by titrimetric official method employing 2,6-

dichloroindophenol [29].
Characterization

Scanning electron microscope images were obtained with a FEG-SEM
at the CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais).

The SAXS experiments were performed on the DO1A-SAXS1 beamline
of LNLS. The scattered beam (A=0.1488 nm) was detected in a Pilatus 300k
area detector placed in two different distances 1500 and 3000 mm taking into
account the sample position in order to increase the scattering vector range

(where 20= scattering angle). Samples were sandwiched between two kapton
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foils placed perpendicular to the X-ray beam. Silver behenate powder was
used as standard to calibrate the sample-to-detector distance, the detector tilt
and the direct beam position. Transmission, dark current and kapton
corrections were performed on the 2D image before further data processing.
The isotropic scattering patterns were radially averaged. All measurements
were performed at room temperature.

SAXS data analysis was carried out using the Irena evaluation routine
implemented in commercially available Igor Pro Software [45]. A multi-level
unified fit was used to describe the two or three levels of structural
organization evident in the scattering data [46-47]. In this method, the
scattering provided by each structural level is the sum of a Guinier
exponential-form and a structurally limited Power-law tail. A generalized

equation, representing any number of levels, is written as [46-47]:

Pi
n _2R2 _J2R2 [E\3 1
I(q) = ZGi eXp[ q3Rg, J +B, exp[ q Rg“ﬂ)}[(erf(ng-/ 6)) } (1

3 q

where n is the number of structural levels observed, G is the Guinier prefactor,
R, 1s the radius of gyration and B is a prefactor specific to the Power-law

scattering which is specified as the decay of the exponent P.

Results and Discussion

Performance for the Detection of Ascorbic Acid

Nanotechnology has shown an intense impact on a wide range of
applications with many potential technological benefits. Thus, here we
describe the original concept for colorimetric detection of ascorbic acid on a

paper-based sensor modified with an AgNPs/Ag® mixture. First, it was
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investigated whether interaction of this mixture with vitamin C in a paper-
based sensor was able to induce a color change and if this color change was
concentration dependent. AgNPs paper-based sensor presents a light yellow
color. A gray color, that was distant from the control experiment, was
observed after adding ascorbic acid solution to the AgNPs sensor. The color
was homogenously distributed on entire surface and intensity was linearly
dependent upon the concentration of added ascorbic acid. On the other hand,
the surface coverage was not uniform when the fiber paper was modified
simply with AgNOs. It was observed a gray and/or brown color.

Colorimetric sensing on paper devices generally uses the colorimetric
reagent in a higher concentration than is used in solution phase because of the
low visibility of colors on the paper-sensor surface [12, 43, 48-49]. Thus,
different concentrations of AgNPs (22.16; 33.25 and 44.33 pg mL™") and
AgNO;5; (10; 50 and 100 mmol L") in the mixture were tested for the
optimization process. 33.25 ug mL™" and 50 mmol L' for AgNPs and AgNO;,
respectively, presented the best results and were chosen for the analytical
procedure. Performance for ascorbic acid detection was carried out using two
equipments: desktop scanner and homemade portable transmittance
colorimeter.

Fig. 2A shows the digitalized image of the Devices 1 after applying
ascorbic acid solution. It can be observed a gradient scale of gray color past 20
minutes of reaction. These images were converted to grayscale in Adobe®
Photoshop® and the arithmetic mean of pixel intensity of each test zone was
used to quantify the colorimetric response. The effect of the ascorbic acid
concentration on the reaction was studied. Fig. 2B presents the response of

this assay to concentrations ranging from 0 to 5.00 mmol L™, and its
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corresponding linear calibration curve with a linearity range from 1.00 to 4.00
mmol L.

In the Fig. 2C, it is showed the quantitative behavior of the paper-based
sensor obtained with home-made portable transmittance colorimeter.
According to Beer’s Law, the acquired transmittance follows a logarithm

relation represented by Equation 2:
- log qu.\'ay / Ic()nrrl)l =é&zce (2)

where, I,y Was the intensity of light transmitted to detector in each assay,
Leontror Was the intensity of light transmitted for only the solvent, € is the molar
absortivity, z 1s the paper thickness and c corresponds to concentration [44].
Then, this equation was applied to obtain the analytical curves with ascorbic
acid concentration ranging from 0 to 4.50 mmol L™ and a linearity range from
0 to 3.50 mmol L™, like it is presented in Fig. 2C.

The results provide evidence which quantitative colorimetric detection
of ascorbic acid is possible with this sensor in the concentration range from
1.00 to 4.00 mmol L™ with 0.3 mmol L' limit of detection (LOD) and 0 to
3.50 mmol L with 0.2 mmol L™ limit of detection for scanner and portable
transmittance colorimeter monitoring, respectively. Nowadays, rapid test
strips for ascorbic acid determination are commercialized in a semi-
quantitative visual colorimetric sensor [50]. In contrast to some tests available
on the marked, based on reflectometric method, the device based on
transmittance measure, proposed here, is able to monitor lower concentrations
in a quantitative way than ones [51]. It is important to point out that our device

can be useful for determining minimum ascorbic acid concentration measured

130



during the production of fruit’s juice, according to some worldwide legislation
[52-53].

The selectivity of the ascorbic acid sensor was evaluated by testing the
response of the assay to some constituents normally present in fruit juices.
According to Moeslinger et al., reducing sugars, like glucose and fructose
were interferents from 2,6-dichloroindophenol method, titrimetric official
method [54]. Thus, 1.5 mmol L glucose, fructose and Fe”* solutions were
tested in the proposed sensor (Fig. 3). Regarding the values obtained, the
results showed no interference in this system with reducing sugars. However,
iron ions developed a yellow color at AgNPs paper-based sensor as observed

in Figure 3.
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Fig. 3 Images from selectivity test of the AgNPs sensor toward some fruit juices

constituents: (A) control — citrate buffer; (B) glucose; (C) fructose; and (D) Fe?*
Paper-based sensors characterization

Different techniques (small-angle X-ray scattering and scanning
electron microscopy) were used to characterize the silver nanoparticles paper-
based sensors. Specifically, SAXS technique was employed to obtain
nanometric information about the systems. This technique offers the
possibility of rapid determination of particle size and distribution due to the
high statistical averaging of the structure. In our specific case, silver
nanoparticles were characterized and the average sizes were sorted out. Fig. 4
shows the experimental SAXS curves for paper-based sensors containing a
AgNPs/Ag" mixture (A) before; and (B) after addition of ascorbic acid
solution. In Fig. 4A two scattering levels are observed. In the high-q region (q
> 0.8 nm" - dashed blue line) of the scattering curve, a should-type Guinier
region can be identified. This region allows us to determine a size of 15.6 nm
which is related to silver nanoparticles present in the system. In the low-q
region (q < 0.8 nm™ - dotted green line) of this same figure, an exponential
decay is seen and is related to the surface of the paper-based sensor.
Differently, in Fig. 4B, three distinct levels are clearly identified. In the high-q
part (q > 0.8 nm" - dashed blue line) of the scattering curve, the same
information about silver nanoparticles size is seen. The dimension is about the
same and a slight decrease in intensity is observed. Similar structural
information is also obtained in the low-q part (dotted green line) where the
exponential decay seen is Fig. 4A is still present. However, a new level has
appeared after the addition of ascorbic acid (dashed-dotted pink line). The

characteristic size of this level corresponds to about 24.5 nm. We suggest that
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when the reaction happens on the surface of the paper, a fraction of the silver
nanoparticles that were initially deposited in the sensor acts as a nucleation
point for the redox reaction. Thus, a size increase is expected like the one seen
from 15.6 to 24.5 nm. This interpretation also corroborates the intensity
reduction from the fraction of 15.6 nm particles (Fig. 4A-B) which suggests
that only a fraction of the particles were used as seeds to obtain larger particles
(24.5 nm in Fig. 4B) while another fraction kept the same size with no further
structural change.

Studies carried out by SEM enabled a thorough examination of AgNPs
devices morphology. Fig. SA and 5D illustrate the digitalized images of the
modified AgNPs/Ag" and Ag® paper after applying ascorbic acid solution,
respectively. The coloration is about the same, except by a slight decrease in
intensity and fail of uniformity with brown regions observed of the modified
Ag" paper. Fig. 5B-C show the SEM images from modified AgNPs/Ag” fiber
paper before and after ascorbic acid addition, respectively. In Figure 5B we
have not observed any particles at the analyzed conditions. However, after
reaction with ascorbic acid silver nanoparticles clusters were formed covering

the paper fiber (Fig. 5C).
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Fig. 5 Scanned image from AgNPs/Ag" paper-based sensor after reaction with ascorbic
acid (A); SEM micrographs of the modified AgNPs/Ag" fiber paper: before (B); and after
reaction with ascorbic acid (C); Scanned image from modified Ag" paper after reaction
with ascorbic acid (D); SEM micrographs of the modified Ag" fiber paper: before (E); and

after reaction with ascorbic acid (F)

Silver nanoparticles structure formed at AgNPs/Ag"* paper-based sensor
after addition of ascorbic acid is in clear contrast with that observed by
modified Ag" paper fibers. SEM images show spherical silver particles at
micrometer scale after reaction with ascorbic acid (Fig. SE-F). These results
demonstrate that in the AgNPs presence, silver ions are reduced on their
surface, increasing their size and forming clusters allowing a uniform
distribution on the sensor surface. On the other hand, in the AgNPs absence,
larger silver particles are formed on paper fibers not uniformly distributed
over whole surface; furthermore there are vacant regions that decrease the

ability of the analytical system. These images are agreeing with SAXS results.
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Reproducibility and Stability of the Sensors

The reproducibility of the silver nanoparticles paper-based sensors
assay was obtained probing 10 identical sensors prepared independently but
following the same procedure. Fig. 6A presents the average voltage, using the
transmittance colorimeter, after addition of 1.00 mmol L' ascorbic acid. The
average voltage was 0.625 (x 0.033) for n = 10 with a relative standard
deviation of 5.2 %.

For practical use, the devices must remain stable for weeks. Therefore,
it was studied, during 3 weeks, the stability of the sensors stored at room
temperature and in refrigerator, kept out of the light. The responses of the
sensors were evaluated by a home-made transmittance colorimeter. Fig. 6B
shows the data under the two conditions over a period of 3 weeks. The results
demonstrate a variation of 10 % from initial response for the sensors stored in
the refrigerator. At room temperature, the intensity decreased about 55 %
during this period. Thus, to apply the sensors for on-site, real-time detection
and quantification, the sensors must be stored under refrigeration (2 — 8°C)

and in the darkness.
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Fig. 6 (A) Reproducibility of the AgNPs/Ag" paper-based sensors. The results correspond
to the home-made transmittance colorimeter response of the sensors after addition of 1.00
mmol L™ ascorbic acid for n = 10 assays. (B) Storage stability of AgNPs/Ag" paper-based
sensors during 3 weeks: (black) at room temperature; (gray) in the refrigerator. The signal
color intensity corresponds to the response of the sensors to addition of 2.0 mmol L'

ascorbic acid solution measured by a home-made transmittance colorimeter
Analytical Application: Detection in real samples

To validate the sensing performance of sensors, real samples of ascorbic
acid were monitored with Cewin, a commercial medicine. Experiments were
performed in triplicate for each concentration. Table 1 presents the levels of
ascorbic acid measured by scanner and homemade transmittance colorimeter
and evaluated with the titrimetric official method. These values were

compared to reference method using 7-test and they are statistically equal at a
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confidence level of 95 % and 98 % for transmittance colorimeter and scanner,
respectively.

The results obtained clearly demonstrate that metallic nanoparticles and
paper-based analytical devices combination has a huge field to search.
Nanoparticles can be modified with functional groups for increase their
selectivity, as showed by Ratnarathorn et al. [34] or associated with any other
substance/metal as presented by wus. This system presents important
advantages such as portability, reliability and can be adapted to other analytes.
Thus, the configuration of the devices can also be designed to filter samples
before colorimetric reaction. As nanotechnology is becoming increasingly
accessible to research and clinical laboratories, significant advances in the area
of noble metal nanoparticles-based sensors will certainly occur in the near

future.
Conclusions

This study demonstrates for the first time the use of AgNPs, as
synthesized, for colorimetric sensing of ascorbic acid in paper-based sensors.
Proposed method requires reduced sample volumes and reagents, providing
quantitative and fast analysis, simple to use and portable devices for point-of-
care test. The assay does not require addition of external reagents, because all
the sensing components and reagents needed for detection are deposited onto
the paper substrate. The principle is based on the silver nanoparticles growth
and clusters formation becoming gray, visible to naked eye. These results
show that silver nanoparticles paper-based sensors are able to quantify
ascorbic acid concentrations in medicine samples. Thus, these devices can be

also applied for rapid analysis in quality control of citric industries in routine
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monitoring. Other developed methodologies using noble metal nanoparticles

can still find great application in research laboratories.
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