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DETECTION AND QUANTIFICATION OF SILVER NANOPARTICLES BY spICP-MS. The growing interest in nanotechnology
has led to an increase in the production and application of nanoparticles worldwide. Due to the unique functional properties of
nanoparticles, these materials are being used by many industries, including the agricultural and food sectors. Among the commercially
available nanomaterials, it is possible to highlight those produced with silver nanoparticles. One of the most promising techniques
for the analysis of metallic nanoparticles is the Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) performed in single particle
mode (spICP-MS). However, the use of the technique in the detection and measurement of nanoparticles requires that the equipment
be operated differently than when used to analyze dissolved metal solutions. Thus, this article presents the use of the spICP-MS
technique for the measurement and quantification of nanoparticles, as well as their validation. The method proved to be adequate for
the purpose, presenting a satisfactory result for the selectivity test and recovery of 83.7 (40 nm) and 77.6% (80 nm). The detection
limits, determined for the most frequent size, dissolved silver concentration and particle concentration, were 17.5 nm, 0.736 ng mL"!,
146 particles mL™!, respectively. Thus, the results obtained indicated the possibility of using the technique to determine the size and

concentration of silver nanoparticles.
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INTRODUCAO
Nanotecnologia

O conceito de nanotecnologia foi introduzido por Richard
Feynman em 1959, em uma reunido da Sociedade Americana
de Fisica. Desde entdo, tornou-se um campo multidisciplinar da
ciéncia e da tecnologia aplicada. A nanotecnologia € a capacidade
de trabalhar em uma escala de cerca de 1-100 nm, com o objetivo
de compreender, criar, caracterizar e utilizar estruturas materiais,
dispositivos e sistemas com novas propriedades derivadas de suas
nanoestruturas.’

Devido ao grande nimero de diferentes defini¢des referentes
aos processos, materiais, produtos e aplica¢des nanotecnoldgicas,
existe a necessidade de harmonizacio sobre as defini¢cdes que se
relacionam com os setores agricola e alimenticio. A Organizacio
das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura/ Organizagdo
Mundial da Sadde (Food and Agriculture Organization of the
United Nations/World Health Organization) - FAO/WHO, baseada
em opinides da Organizagdo Internacional para Padronizacdo
(International Organization for Standardization) — ISO, Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (European Food Safety
Authority) — EFSA e Comité Cientifico dos Riscos para a Satide
Emergentes e Recentemente Identificados (Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risks) - SCENIHR, adotou a
seguinte terminologia para nanoparticulas: “entidades discretas que
apresentam todas as trés dimensdes em nanoescala”.?

A Recomendacdo da Comissdo n°® 2011/696/EU de 18 de outubro
de 2011, da Unido Europeia, estabelece que para fins de regulacéo,
com o objetivo de determinar se o material pode ser classificado
como nanomaterial, deve ser avaliada a distribui¢do de tamanho das
particulas. De acordo com a recomenda¢@o, um nanomaterial deve
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ser constituido por 50% ou mais de particulas compreendidas entre
1 nm e 100 nm.?

Nanomateriais

O crescente interesse em nanotecnologia levou ao aumento da
producdo e aplicag¢do de nanoparticulas em todo o mundo.* Devido
as propriedades funcionais exclusivas das nanoparticulas, esses
materiais estdo sendo utilizados por muitas industrias, incluindo
os setores agricola e alimenticio. Assim, um nimero crescente de
produtos de consumo contendo nanoparticulas ja pode ser encontrado
no mercado. Esses incluem eletronicos, produtos de limpeza, tintas e
revestimentos, produtos esportivos e téxteis, cosméticos e produtos
de cuidados pessoais e produtos alimenticios.>”’

Dentre os nanomateriais disponiveis comercialmente, ¢
possivel destacar os produzidos com nanoparticulas de prata.®’ O
Projeto sobre Nanotecnologias Emergentes (Project on Emerging
Nanothecnologies) - PEN mantém um inventdrio com produtos
nanotecnoldgicos de consumo, introduzidos no mercado. No
inventdrio sdo listados 1833 nanomateriais, dentre os quais, 443
(24%) contém nanoparticulas de prata.'

Nanoparticulas de prata sdo adicionadas aos materiais em vdrias
formas, por exemplo, como zedlitos de prata, incorporados ao material
plastico. Os zedlitos sdo cristais de alumino-silicatos com elementos
da primeira e da segunda familia de metais da tabela periddica, nos
quais uma porg¢ao dos fons do metal € substituida em geral por fons
prata, que sdo liberados gradualmente no alimento.!' A forma iénica
da prata exibe atividade bactericida pela inibi¢do de uma série de
processos bioldgicos de bactérias, principalmente, gram-negativas. '?
A liberacdo sustentada de fons Ag*, pelas nanoparticulas de prata,
danifica a membrana celular microbiana, causando a interrupgdo da
funcdo de enzimas e grupos de dcidos nucléicos nas proteinas e no
DNA bacteriano.'*!* Diversos nanocompdsitos de nanoparticulas de
prata t€m sido descritos na literatura.'
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Determinacio da concentragfo e tamanho de nanoparticulas

Uma das técnicas mais promissoras para a andlise de
nanoparticulas metdlicas € a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) executada no modo de deteccdo
individual (single particle — sp) - spICP-MS.>1620 A técnica &
capaz de determinar caracteristicas como: composicdo inorganica,
concentracdo, dimensao e distribuigdo de tamanho.>!® Assim, existe
evidente crescimento no interesse pela técnica nos dltimos anos,
com um crescente nimero de laboratdrios investindo recursos no seu
desenvolvimento e aplicacdo.?!

A utiliza¢@o da técnica de ICP-MS na detecgio e medigdo de
nanoparticulas requer que o equipamento seja operado de forma
diferente do que quando utilizado para andlise de solugdes de metais
dissolvidos.?? O principio bésico da técnica de spICP-MS consiste na
deteccdo individual de nanoparticulas, introduzidas em suspensdes
diluidas com alta frequéncia de medidas do detector, fazendo com que
estatisticamente apenas uma nanoparticula por vez entre no plasma.
As nanoparticulas que chegam ao plasma formam uma massa de fons,
proporcional ao seu tamanho, e ao chegar ao detector, geram um pulso
com intensidade superior a medi¢@o continua do metal dissolvido. O
tamanho de cada nanoparticula pode entdo ser calculado por meio da
intensidade do pulso correspondente.??-2

Diante desse cendrio, este artigo tem como objetivo apresentar
a utilizacdo da técnica de spICP-MS para a medicéo e quantificacio
de nanoparticulas, assim como a sua validacdo.

PARTE EXPERIMENTAL
Padroes e reagentes

Para o preparo das solugdes de prata dissolvida, foi utilizado
um padrao multi-elementar contendo 10.000 pg L' de prata (Perkin
Elmer, Massachusetts, EUA). As solu¢des de nanoparticulas foram
preparadas a partir de padrdes de nanoparticulas esféricas de prata de
30,40 e 80 nm (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), contendo 1,6 x 10,
7,2 x 10'e 7,4 x 10° particulas mL™!, respectivamente. No ensaio de
seletividade, foi utilizada como matriz para o preparo das solug¢des
de nanoparticulas de prata, 4gua mineral alcalino-terrosa fluoretada
(Pureza Vital, Nestlé, Vevey, Suiga).

Equipamentos

A medicdo e quantificagdo das nanoparticulas de prata em
suspensdo foi realizada em um espectrometro de ICP-MS, equipado
com um nebulizador concéntrico de vidro, cAmara de nebulizacdo
ciclonica de vidro e cone do tipo hiper-skimmer (NexION 300D,
Perkin Elmer, Massachusetts, EUA). O ICP-MS foi operado no
modo de detec¢do de particula individual - SP, com poténcia RF
de 1600 W e vazdes de gis no nebulizador, plasma, e auxiliar de:
1,1 L min", 13 L min"' e 0,7 L min’', respectivamente. O tempo de
andlise por replicata foi de 100 s, o “dwell time” de 50 ps e a vazao
de amostra de 0,20 mL min™'. Para obtencdo da dgua desionizada,
utilizada nos ensaios, foi utilizado o sistema de purificagdo de agua
modelo Simplicity (Merck, Darmstad, Alemanha).

Preparo da curva analitica

Solugdes de trabalho foram preparadas medindo-se aliquotas
apropriadas de uma solugdo intermedidria de 100 ug L' de prata
dissolvida. As solugdes de trabalho foram preparadas em dgua
desionizada, em sete niveis de concentragdo entre 1,5 e 20 ug L.
Em seguida, as solugdes de trabalho foram analisadas no ICP-MS e,
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com os dados obtidos para os padrdes analisados, foi construida uma
curva analitica de prata dissolvida, que € convertida, pelo software
do equipamento, na relagdo entre a intensidade de sinal (counts) e
fluxo de massas (ug mL™").

Determinacio da vaziao de amostra (V)

A vaziao de amostra (V) foi definida como o volume de amostra
(va) aspirado por unidade de tempo (minutos), calculado pela
diferenga entre o volume inicial da amostra (va;) e o volume restante
(vay) ap6s o tempo de 60 segundos de aspiragdo, com a rotagdo da
bomba em -20 RPM. Foram realizadas trés medigdes e a vazdo de
amostra foi determinada pela média dos resultados.

Determinacio da eficiéncia de transporte

Foi preparada uma solugdo de nanoparticulas de prata com 30 nm
(S5,) contendo 99.200 particulas mL'. Um branco, contendo somente
agua desionizada, isenta de nanoparticulas de prata, foi analisada
no ICP-MS e a Eficiéncia de Transporte - TE foi definida através da
andlise da solucdo S;,. Segundo Pace e colaboradores a TE € a razio
entre a quantidade de analito que entra no plasma e a quantidade de
analito aspirado.?”

Determinacao dos limites de deteccao

Limites de detecgdo de tamanho e concentragdo de prata
dissolvida

Para a determinacdo dos limites de detec¢do de tamanho e de
concentracdo de prata dissolvida — LOD, e LOD,, respectivamente,
foram realizadas quinze medidas de um branco (dgua desionizada,
isenta de nanoparticulas de prata). Com os resultados obtidos, foram
calculados a média e o desvio padrdo do tamanho mais frequente
encontrado para as medidas realizadas. O LOD, foi calculado conforme
descrito pela equag@o 1, para um nivel de confianca de 95% (o = 0,05).%

LOD, zfﬂ(n—l,l—a)’sry ey

em que: T = média dos tamanhos mais frequentes determinados para
os brancos, ¢ = abscissa da distribui¢do de Student, dependente do
tamanho da amostra e do grau de confianga, s, = desvio padrao dos
tamanhos mais frequentes determinados para os brancos.

Foram calculados também a média e o desvio padrdo da
concentracdo de prata dissolvida encontrada para as medidas
realizadas. O LOD,, foi calculado conforme descrito pela equagdo 2,
para um nivel de confianca de 95% (a = 0,05).

LOD, =D+1, ) Sc, )

em que:ﬁ =média das concentracGes de prata dissolvida, em ng mL™!,
determinadas para os brancos, ¢ = abscissa da distribui¢ao de Student
unicaudal, dependente do tamanho da amostra e do grau de confianga,
sc = desvio padrio das concentragdes de prata dissolvida, em ng mL™!,
determinadas para os brancos.

Limite de detecg¢do de concentragdo de particulas

Segundo Laborda e colaboradores, o limite de deteccdo de
concentracdo de particulas - LOD, € associado a capacidade do
método de contar 3 particulas.” Assim o LOD,, em particulas mL"!,
foi determinado pela equacéo 3.

-3 100
" Vxt, TE

LOD 3
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em que: TE = eficiéncia de transporte em%, V = vazdo de amostra
em mL ms’, ¢, = tempo de andlise em ms,

Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade do método, foram preparadas
solucdes de nanoparticulas de prata, com tamanhos de 40 (Ss,,)
e 80 nm (Ssg), contendo 100.800 e 100.147 particulas mL,
respectivamente, confeccionadas a partir de solugdes intermedidrias.
Adicionalmente, foi preparada uma solugao mista (Ss,,s,) contendo
nanoparticulas de 40 e 80 nm, com concentracdes de 52.800 e
50.320 particulas mL", respectivamente.

Para o preparo das solugdes intermedidrias foram medidas
aliquotas de 15 pL de padrdes de nanoparticulas de prata de 40 (Silver
Nanospheres — 40 nm, Sigma Aldrich) e 80 nm (Silver Nanospheres
— 80 nm, Sigma Aldrich), com concentracoes iguais a 0,02 mg mL",
equivalentes a 7,2 x 10 e 7,4 x 10° particulas mL"!, respectivamente.
Os volumes finais das solugdes foram ajustados com matriz dgua
mineral. Segundo Laborda e colaboradores,* dgua mineral pode ser
utilizada como matriz para a avaliagio da seletividade.

Em seguida as solu¢des de nanoparticulas Ss,, e Ssg, foram
preparadas medindo-se aliquotas de 21 e 203 uL das solugdes
intermedidrias de 40 e 80 nm, respectivamente. Para o preparo da
solugdo mista e Ss,,g,, foram medidas aliquotas de 11 e 102 uL
das solucdes intermedidrias de 40 e 80 nm, respectivamente. Os
volumes das aliquotas foram medidos com o auxilio de micropipetas
calibradas de 100 e 1000 uL e os volumes finais das solu¢des foram
ajustados a 15 mL com matriz 4gua mineral. Foram determinadas
as concentracdes finais das solug¢des, em nimero de particulas mL,
através da concentracdo da solugdo intermedidria e dos volumes das
aliquotas e volumes finais.

As solucdes Sy, Sgy € S,o.50 foram analisadas por ICP-MS no
modo sp e a quantidade de particulas determinada para cada padrio
foi comparada. Os histogramas obtidos foram avaliados visualmente.*

Determinacao da concentracio e distribuicao de tamanho de
nanoparticulas

Foi analisada, por spICP-MS, uma soluc¢ao de nanoparticulas de
prata, em dgua desionizada, com tamanho e concentragio de particulas
desconhecida. Em seguida, de acordo com os tamanhos de particulas
apresentados para a amostra, foram definidas faixas (Tabela 1) de
tamanho de nanoparticulas. Por meio dos resultados apresentados,
para a contagem e tamanho das particulas medidas para a amostra,
foi determinado o nimero total de particulas mL™' para cada faixa
definida e foi calculada a distribui¢do percentual de cada faixa em
relag@o a concentragio total.

Tabela 1. Faixas de tamanho selecionadas

Faixa de tamanho (nm)
0-20
20-40
40-60
60-80
80-100
100-120
>120

Recuperacao

Para avaliagdo da recuperagdo do método, foram preparadas
solucdes de nanoparticulas de prata, de 40 (Sr,,) e 80 nm (Sry,)
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conforme descrito para as solugdes Ss,, € Ssg,, no ensaio de
seletividade. Contudo, todas as solugdes foram preparadas em dgua
desionizada.

As solugdes Sr,, e Srg, foram analisadas cinco vezes por
spICP-MS e a quantidade de particulas média determinada para
cada padrdo foi comparada com a esperada. A equagio 4 apresenta
a recuperagdo calculada R%.

R% =2 100, )
Cs
em que: Cd =média das concentragdes, em nimero de particulas por
mL, determinadas para a solugdo, Cs = concentra¢do, em nimero de
particulas por mL, calculada para a solugdo preparada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva analitica

Como parte dos resultados da andlise por spICP-MS, a curva
analitica € apresentada na forma da relacéio entre a concentracdo de
prata dissolvida e a intensidade do sinal medido (counts) e na forma
darelacdo entre fluxo de massas (ug/evento). Contudo, para um maior
conhecimento da técnica de spICP-MS € importante o entendimento
dos cédlculos matematicos empregados. Inicialmente, através da curva
analitica de prata dissolvida, € feita a correlagdo entre a concentragio
de prata e a intensidade de sinal medida no equipamento. Em seguida,
a concentracio de prata dissolvida € correlacionada a quantidade de
massa de prata referente a cada leitura (dwell time).”’” A equagéo 5
apresenta a relacdo entre a concentracdo da prata em ug mL' e a
massa de prata em cada evento (ug/evento). A relagdo € ainda ajustada
pela eficiéncia de transporte TE medida (6,17238%). As Figuras 1 e
2 apresentam as curvas analiticas construidas.

TE
M="—=.v-,C, 5
100 )

em que: M = massa de prata em cada evento (ug/evento),
TE = eficiéncia de transporte em%, V = vazdo de amostra em mL ms™,
C = concentrac¢do da prata dissolvida em pg mL", 7, = tempo de
leitura “dwell time” em ms.

14
12

y =0,6234x - 0,6628
10 R?=0,9942

Counts

0 : : :
0 25 5 75 10 125 15 175 20 225

Concentragado de prata dissolvida (ug L")

Figura 1. Curva analitica de prata dissolvida

Limites de deteccido de tamanho, concentracao de prata
dissolvida e concentraciio de particulas

Os limites de detecciio de tamanho e de concentracio foram
obtidos por meio dos desvios padrdo calculados para os quinze
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Figura 2. Curva analitica de fluxo de massas

brancos analisados. A Tabela 2 apresenta as médias e os desvios
padrdo calculados e a Tabela 3 apresenta os limites obtidos.

Tabela 2. Médias e desvios padrio calculados

Replicata Tamanho mais Concentragdo de prata
frequente (nm) dissolvida (ng mL™")

1 17,5 0,750

2 17,4 0,723

3 17,5 0,718

4 17,6 0,723

5 17,4 0,723

6 17,4 0,721

7 17,5 0,727

8 17,5 0,719

9 17,4 0,720

10 17,4 0,718

11 17,4 0,718

12 17,4 0,718

13 17,4 0,717

14 17,4 0,716

15 17,3 0,717
Média 17,4 0,722
Desvio Padrao 0,1 0,008

Tabela 3. Limites de detecgao calculados

LOD, LOD, LoD,
(nm) (ng mL™") (particulas mL")

0,736 146

Limite de Detecgao 17,5

O limite de detec¢do de tamanho representa 0 menor tamanho
de particula capaz de gerar um sinal superior ao ruido. Assim, nas
condigdes dos ensaios realizados, o método nio € capaz de detectar
particulas menores que 17,5 nm.

O LOD, foi determinado com uma vazdo de amostra de
0,2 mL min"' e TE igual a 6,17238%. O tamanho das particulas
presentes na solucdo analisada e a concentra¢do de particulas sdo
apresentados nos resultados do ensaio por spICP-MS. A concentracio
em nimero de particulas mL! € calculada a partir do nimero de
particulas (eventos) determinado para cada faixa de tamanho, levando
em consideragdo o volume total de solugdo aspirado durante o tempo
de andlise (Equagio 6).
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__n 100
F-t, TE’

Q)

em que: N = Concentra¢do em nimero de particulas mL"!, n = Ndmero
de particulas (eventos), TE = eficiéncia de transporte em%, F = vazao
de amostra em mL ms, 7, = tempo de andlise em ms.

Para a determinagdo do tamanho das particulas presentes na
solucdo analisada, € possivel correlacionar, por meio da curva de
fluxo de massas (Figura 2), a intensidade do sinal medido para uma
particula com a sua massa e assim calcular o seu tamanho. De uma
forma geral, assumindo que a particula possui forma esférica, o seu
tamanho pode ser calculado pela equagéo 7.7

6
d:anip"-loﬁ %

emque:d= diémetrE) da partl’ct)lla em nm, p = densidade da particula
-1 -b
14 branco

em pg cm?, m, = , massa da particula obtida por

interpolagdo na curva de ﬂillXO de massas, em pg, I, € a intensidade
do sinal medido para a particula, /,,,,., € a intensidade média do sinal
do branco, b € o intercepto da curva e a € a inclinag@o da curva.

Uma vez que os dados utilizados para o cdlculo do tamanho da
particula sdo ajustados pelo TE, deve-se dar atengao especial para a
sua medi¢do. Assim como a curva analitica de prata dissolvida deve
ser preparada apropriadamente e com mdxima precisdo. Medigdes
imprecisas nessas determinacdes podem causar erros sistematicos na
determinagdo do tamanho da particula.

Seletividade

Nos histogramas de distribuicdo de tamanho das particulas,
apresentados para as solucdes Ss,, e Ssg, a distribui¢do observada
indica a predominéncia de particulas de um tamanho em cada solucdo,
com médias de 37,4 e 73,3 nm, respectivamente. Os tamanhos de
particulas determinados experimentalmente sdo condizentes com os
declarados pelo fabricante, sendo iguais a 93,5 e 91,6% dos declarados
para os padrdes de 40 e 80 nm, respectivamente. Os resultados
apresentados indicam a capacidade do método em determinar o
tamanho das particulas mesmo na presenca da matriz. As Figuras 3 e
4 apresentam os histogramas da distribuicao de tamanho das solugdes.

Para a soluc@o Ss,,g, preparada com nanoparticulas de 40 e
80 nm, foram observadas duas distribui¢des normais, indicando
a presenga de dois tamanhos médios de particulas. A Figura 5
apresenta o histograma de distribuiciio de particulas para a solugao.
Os resultados apresentados demonstram a capacidade do método
em diferenciar “populacdes” de particulas com diferentes tamanhos,
indicando seletividade adequada com relagdo ao tamanho.

Determinacio da concentracio e distribui¢io de tamanho de
Nanoparticulas

A solugao contendo nanoparticulas apresentou um tamanho mais
frequente de particulas de prata de 66 nm, e concentragio de 8,0 x
10* particulas mL'. A Tabela 4 apresenta a distribui¢do de nimero
de particulas mL"! por faixa de tamanho.

Recuperacao

Foram determinadas as concentra¢des médias de particulas nas
replicatas das solucdes. A solugdo Ss,, apresentou uma concentragio
experimental de 83.870 particulas mL"!, correspondendo a uma
recuperacdo de 83,7%. Enquanto a solug@o Ssg, apresentou uma
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Figura 3. Histograma da distribui¢do de tamanho de particula da solug¢do Ss,,
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concentracdo experimental de 78.147 particulas mL"!, correspondendo de 83% para uma solugio de prata com 60 nm. Segundo esses autores,

a uma recuperagio de 77,6%. Os resultados sdo compativeis com os sdo reportadas na literatura recuperacdes entre 14 e 73%, quando
apresentados por Naasz e colaboradores,>' sendo obtida recuperagio analisadas matrizes complexas.
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Tabela 4. Distribui¢do de nimero de particulas mL"! por faixa de tamanho

Faixa de tamanho I\liiftliiruol;se Numero de Distribuicao das
(nm) em 100 s particulas mL"! particulas (%)
0-20 12 5,8 x 107 0,73
20-40 72 35x 103 4,38
40-60 338 1,6 x 10* 20,55
60-80 961 4,7 x 10* 58,42
80-100 200 9,7x 10° 12,16
100-120 33 1,6 x 103 2,01
>120 29 1,4x 103 1,76
Total 1645 8,0x 10* 100
CONCLUSOES

A técnica de spICP-MS apresentou resultados seletivos e
recuperagdo adequada, compativel com o apresentado na literatura. Os
resultados obtidos demonstram a sua capacidade de estimar o tamanho
de nanoparticulas de prata e ainda determinar a sua concentragdo
tanto em nimero de particulas por mililitro de solugdo, quanto
em percentuais de nanoparticulas de determinados tamanhos em
relagdo ao total de particulas. Assim, os resultados obtidos indicam a
possibilidade de utilizac@o da técnica para determinag@o do tamanho
e concentragdo de nanoparticulas de prata.

A dgua mineral € uma matriz utilizada na literatura para verificacdo
da seletividade do método, e foi utilizada neste estudo. Contudo, &
necessario verificar as condigdes de aplicacdo da técnica na rotina
do laboratdrio. Assim, para determinagdes de nanoparticulas de prata
em matrizes mais complexas, pode ser necessdria a verificagdo da
seletividade do método nessas matrizes.

A obten¢do dos resultados exige diversos cdlculos, muitos
dos quais realizados pelo software do equipamento. Porém a
compreensdo dos cédlculos envolvidos se faz importante para um
maior entendimento da técnica.
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