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RESUMO

Nanomateriais vem atraindo bastante atencdo nos Gltimos anos em virtude das suas propriedades que permi-
tem aplicacBes em diversas areas como: quimica, fisica, medicina, fA&rmacos e engenharias. No universo dos
nanomaterias, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tem despertado o interesse de varios pesquisadores devido
ao seu potencial bactericida. Estudos recentes correlacionaram a eficacia da atividade antimicrobiana com a
razdo superficie-volume, morfologia, polidispersividade, tamanho de particula e estabilidade das AgNPs.
Este trabalho teve como objetivo compreender a influéncia do borohidreto de sédio (NaBH,) e do peroxido
de hidrogénio (H,0,) nas propriedades das AgNPs. A sintese das AgNPs foi realizada através da redugdo
guimica de ions de prata com NaBHj,, na presenca de H,O, e Citrato de Sddio (SCT). Para determinar a in-
fluéncia causada pelo H,O, e NaBH,, foram empregados diferentes variacfes de concentracfes e volumes e
ao resultado foi aplicado o Teste de Fisher para determinar a significancia entre essas variaveis. As amostras
foram caracterizadas por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e Potencial Zeta. Como resultado, o Teste
de Fisher em conjunto com os valores obtidos de tamanho de particula, estabilidade e polidispersividade de-
terminaram variaveis estatisticamente iguais, ou seja, as variaveis que ndo influenciam estatisticamente na
formacdo das particulas, bem como, a influéncia causada pela variagdo do H,0, e do NaBH,4 nas proprieda-
des das AgNPs. Por fim, a variacdo da concentracdo de NaBH, e volume de H,O, causam efeitos sob o dia-
metro, estabilidade e polidispersividade de AgNPs os quais foram estudados e aqui estdo descritos.

Palavras-chave: Nanociéncia, nanoparticulas de prata, Teste de Fisher.

ABSTRACT

Nanomaterials has attracted a lot of attention in recent years due to its properties that allow applications in
several areas such as chemistry, physics, medicine, pharmaceuticals, and engineering. In the nanomaterial
universe, silver nanoparticles (AgNPs) have awakened the interest of several researchers because of their
bactericidal potential. Recent studies have correlated the efficacy of antimicrobial activity with the surface-
volume ratio, morphology, polydispersity, particle size and AgNPs stability. This work aimed to understand
the influence of sodium borohydride (NaBH,) and hydrogen peroxide (H,O,) on the AgNPs properties. The
synthesis of AgNPs was performed by chemical reduction of silver ions with sodium borohydride in the pres-
ence of hydrogen peroxide and sodium citrate. To determine the influence caused by H,O, and NaBHj,, dif-
ferent concentrations and volume variations were used and a Fisher’s exact test was applied to determine the
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significance between variables. The samples were characterized by Dynamic Light Scattering (DLS) and
Zeta Potential. Results determined that the Fisher’s exact test along with the obtained results of variables of
particle size, stability and polydispersity are statistically the same, that is, the variables do not influence sta-
tistically the formation of the particles, as well as the influence caused by H,0, and NaBH, variation on the
AgNPs properties. In summary, variation of NaBH, concentration and H,O, volume causes effects under the
diameter, stability and polydispersity of AgNPs which have been studied and described herein.

Keywords: Nanoscience, silver nanoparticles, Fisher’s exact test.

1. INTRODUCAO

A nanotecnologia tem ganhado crescente interesse nos Ultimos anos devido ao aumento das possibilidades de
aplicacGes nas areas de construgdo civil [1, 2], indUstria de alimentos [3], dispositivos eletroeletrénicos [4] e
na medicina, principalmente associada aos biomateriais [5-7]. Elevada area superficial e baixa citotoxicidade
sdo caracteristicas que tornam interessante o uso de materiais nanoparticulados. Na literatura, varios traba-
Ihos relatam a sintese de nanoparticulas metalicas, tais como: Au [8-10], Ag [11-13], Co [14, 15] e Cd [16,
17].

Nanoparticulas de prata (AgNPs) possuem propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas Unicas, dentre
elas estdo: propriedades Opticas, cataliticas, antimicrobianas, fungicidas e bactericidas [13, 18, 19]. Estudos
apontam que a acdo antimicrobiana das AgNPs acontece diretamente na estrutura do DNA dos microorga-
nismos, 0s mesmos Sa0 menos propensos a desenvolver resisténcia ao tratamento quando submetidos ao con-
tato com as nanoparticulas (NPs), requerendo diversas muta¢des para suportar este tipo de tratamento [20].

Trabalhos relatam que existe uma correlagdo entre a eficiéncia bactericida das AgNPs com sua estru-
tura cristalografica, superficie-volume, tamanho de particula, presenca de estabilizantes e morfologia [21-25].
Pesquisadores informam que essas propriedades podem ser controladas através de condicBes de sintese, como
concentragdo de reagentes e ligantes, temperatura e tempo, contudo, essa afirmacgéo ainda esta em questéo
devido a sensibilidade da nucleagéo e crescimento das NPs serem sensiveis a pequenas mudancgas destas con-
digcdes. [26] Adicionalmente, outras pesquisas se voltam para obtencdo de NPs através de novos agentes re-
dutores (verdes e bioldgicos) [7, 18] e sua incorporagdo em novos materiais, contudo, sem entendimento e
controle das propriedades [27]. Assim, é de grande importancia compreender a influéncia de cada fator na
nucleacéo e crescimento das AgNPs.

O entendimento da influéncia dos reagentes a partir do uso de ferramentas estatisticas na sintese, no
tamanho, morfologia e estabilidade de AgNPs se apresenta como potencial inovagdo para estudos que visam
a aplicacdo desse tipo de NPs. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo compreender a influéncia do
borohidreto de s6édio (NaBH,) e do peréxido de hidrogénio (H,O,) nas propriedades das AgNPs.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Nitrato de prata (AgNO3), Citrato de Sédio Tribasico Dihidratado (NasCgHs07.2H,0) e Peréxido de Hidro-
génio 35% (H,0,) foram adquiridos da Neon (S&o Paulo, Brasil). Borohidreto de Sédio (NaBH,) foi adquiri-
do na Sigma-Aldrich (Missouri, Estados Unidos). As solucGes aquosas foram preparadas com agua ultrapura,
obtida a partir de um Sistema Master System MS2000 GEHAKA (Séo Paulo, Brasil).

2.2 Métodos

Na sintese de AgNPs foi utilizada uma modificacdo do método de reducdo quimica, descrito por ZHANG, LI
[28]. Este método possibilita a obtencdo de nanoprismas de prata de forma simples e rapida. Em um becker
com 30 mL de &gua ultrapura foram adicionados 30 pL de uma solugéo de AgNO; (0,1 mmol.L™), 1,5 mL de
Citrato de Sédio (SCT)(90 mmol.L™Y), H,0, (35% P.A.) e 200 pL de NaBH, Em seguida, a solugdo foi man-
tida sob agitagdo vigorosa por ~3 minutos a temperatura ambiente. Verificou-se uma mudanga da coloracdo
da solugdo que passou de transllcida para amarela e, subsequentemente, azul.

Um total de 12 amostras foram sintetizadas variando concentracfes e volumes de H,O, e NaBH, de
acordo com a Tabela 1:
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Tabela 1: Variagdes de concentragdo e volume de H,0, e NaBH, utilizados na sintese.

VARIAVEL AMOSTRA VARIAGAO

H1 30

H2 60

H3 90

H,0, (Volume - pL) Ha 100
H5 120

H6 150

B1 50

B2 60

NaBH, (Concentragéo — mmol.L™) B3 70
B4 80

B5 90

B6 100

2.3 Caracterizacao das AgNPs

O DLS foi usado para determinagdo do tamanho e dispersdo das AgNPs. As anélises foram realizadas em um
Instrumento ZetaPals da Brookhaven. As medidas foram conduzidas a temperatura de 25 °C com um angulo
de espalhamento fixado em 90°.

A técnica de Potencial Zeta foi empregada para avaliar a estabilidade das AgNPs diante das diferentes
condigdes de sintese. O software Action Stat foi utilizado na aplicagdo do Teste de Fisher.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O NaBH;, possui fungdo redutora e fungdo secundaria como agente de encapsulamento, podendo estabilizar
AgNPs de acordo com o tempo de crescimento prolongado diante de altas concentragdes. O H,0,, ja é bem
conhecido em seu uso como agente oxidante [29], promovendo a formacdo de estruturas anisotropicas.
ZHANG, LI [28] em seus estudos relataram que, inicialmente, com a adi¢do de NaBHy,, 0s ions de prata sdo
parcialmente reduzidos para formar AgNPs, que sdo temporariamente estabilizadas. Simultaneamente, o
crescimento de NPs é inibido devido ao H,O,. Como resultado do equilibrio dindmico entre a reducéo e a
oxidacdo, a prata permanece na forma de nanoparticulas de cor amarela clara. Com o consumo do NaBH,
durante a reacéo, a prote¢do dos ions borohidreto € enfraquecida, permitindo a producéo de nicleos de prata.

A Figura 1 ilustra a evolugdo do didmetro de NPs de acordo com a variagdao do H,O,e NaBH,;. Uma
linha de tendéncia foi utilizada para melhor visualiza¢do dos resultados.
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Figura 1: a) Comportamento do didmetro hidrodindmico das AgNPs em fung¢do da variacdo de NaBH, e H,0,. b) Linha
de tendéncia do didmetro hidrodindmico em fun¢do do H,O,. ¢) Linha de tendéncia do didmetro hidrodindmico em
funcdo do NaBH,.

De acordo com os resultados ilustrados na Figura 1 b), observa-se que o aumento de H,0O, até o volu-
me de 120 pL proporcionou um aumento do didmetro das NPs, possivelmente devido a sua agdo no cresci-
mento das NPs como também diminuiu o efeito retardante de crescimento gerado pelo NaBH, devido a nao
existéncia de um equilibrio dindmico entre a reducéo dos ions de Ag e a dissolugdo oxidativa da prata metali-
ca [28].

ZHANG, LI [28] relataram em seus estudos que o aumento da concentracdo de NaBH, proporcionou
uma reducgdo da espessura das AgNPs. Nos resultados apresentados nesse trabalho o aumento da concentra-
¢do de NaBH, pouco contribuiu com a alteragdo do didmetro das AgNPs visto que, 0 aumento da concentra-
¢do de NaBH, conduziu a uma producdo mais lenta de AgNPs, reduzindo o tempo de inicializacdo de forma-
¢do dos nucleos de NPs, no entanto, apds passado seu efeito o crescimento do didmetro das AgNPs foi pouco
afetado.

A correlagdo entre a variacdo do didmetro de particulas e da polidispersividade é ilustrado na Figura 2.
Nota-se que existe uma tendéncia no comportamento do diametro versus polidispersividade diante da varia-
¢do do NaBH, e H,0,.
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Figura 2: Polidispersividade versus Diametro. a) H,O, e b) NaBHj,.
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Pesquisas relatam a forma de crescimento de AgNPs semeadas e nucleadas, obtendo nanoparticulas
com espessuras de 4nm para AgNPs ainda em fase de crescimento (sementes) e de até 10nm para AgNPs ja
nucleadas, contudo ndo correlacionaram a influéncia dos reagentes com a polidispersividade das AgNPs [26,
28, 30-32].

Analogamente aos efeitos causados no didmetro de particula, o aumento de H,O, e NaBH, causou
aumento na distribuicdo dos tamanhos, favorecendo a formacdo de uma solucéo polidispersa, fora da ideali-
dade >0,300 [33] (fator considerado negativo para NPs, visto que a obtencdo de NPs monodispersas permite
a correlagdo direta das propriedades das NPs do sistema obtido com as propriedades das NPs individuais)
[34-36]. Dessa forma, quanto maior a monodispersividade, maior a homogeneidade das propriedades da
amostra obtida.
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Figura 3: Comportamento da polidispersividade diante das variaces de: a) H,O, e b) NaBHj.

O potencial zeta é uma técnica que permite avaliar a estabilidade de dispers6es coloidais através da
medic&o do seu potencial eletro cinético[37]. A Figura 3 ilustra o comportamento da estabilidade das NPs em
funcéo do H,0, e NaBH,.

Para todas as variacfes de concentracdo do NaBH, e volume do H,0, os resultados demonstram que a
superficie das particulas estdo carregadas negativamente. Valores de potencial zeta abaixo de <-0,30mV é
sinal de NPs estaveis devido a repulsdo causada entre as NPs, impedindo sua aglomeragdo[38]. O aumento do
volume de H,0, favoreceu a estabilidade das particulas, demonstrando um aumento progressivo, fator este ja
esperado diante da atuacdo do H,0, na remogdo das particulas menos instaveis. O aumento das concentracdes
de NaBHj,, analogamente ao H,O, proporcionou uma melhoria na estabilidade das NPs. 1sso se explica atra-
vés de um possivel efeito estabilizador sinérgico entre ions de citrato e ions de borohidreto, onde uma con-
centracdo maior de fons de borohidreto aumenta a ligacdo preferencial do citrato a faceta (111), levando a
formacéo de nanoparticulas mais estaveis [28].

O método de Fisher € utilizado para comparar todos os pares de médias controlando a taxa de erro ao
nivel de significancia o para cada comparagdo. Uma vez que o nivel de significancia entre as médias € menor
gue 5% rejeitamos a hipotese de igualdade. Valores localizados acima do nivel de significancia (5%) sdo
considerados estatisticamente iguais, ou seja, estatisticamente o efeito causado pelas varidveis comparadas
nas propriedades fisico-quimicas é similar, ndo influenciando na formacgdo de NPs. Por outro lado, valores
abaixo do nivel de significancia sdo considerados estatisticamente diferentes (contribuem na formacao de
NPs). Em nosso estudo, o Teste de Fisher foi empregado para avaliar se existem diferencas significativas
entre as médias obtidas para o diametro, polidispersividade e estabilidade.
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A Figura 4 ilustra o intervalo de confianca do Teste de Fisher em funcdo da comparacdo das médias
dos valores de diametro, polidispervisidade e potencial zeta.
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Figura 4: Intervalo de confianga do Teste de Fisher relativo a diferenca das médias de didmetro, polidispersividade e
potencial zeta para: a) volume de H,0, e b) concentracédo de NaBH, em fun¢do dos valores da estatistica do Teste de Fis-
her.

Observando os valores na Figura 4 a): didmetro - todas as combinagdes H,-H,, com excecdo das inte-
racOes H;-Hs, H,-Hs e Hz-Hs (valores médios de didmetro significativamente diferentes) estdo acima do in-
tervalo de confianga, contribuindo no crescimento das NPs (baixa influéncia no didmetro de particula); com
relacdo ao potencial zeta e polidispersividade, todas as médias comparadas com a variagdo Hg (150pL) e H;
(30 pL), respectivamente, demonstraram-se estatisticamente diferentes (p<5%) demonstrando a grande in-
fluéncia do H,0, nestas propriedades.

Na Figura 4 b): didmetro - valores do teste Fisher em comparagdo das médias H,-Hs e Hs-H, demons-
traram-se estatisticamente diferentes, contrario ao observado na avaliacdo dos resultados quimicos onde a
variacdo da concentracdo de NaBH, pouco contribui para o aumento e/ou variacdo do didmetro de NPs; po-
tencial zeta - variagdes na concentracéo de NaBH, na faixa de 50 — 100mmol.L™ s&o estatisticamente iguais
(p>5%); Polidispersividade — diferencas significativas quando comparadas as variaveis grandes variagdes de
concentragdo (H,, Hs e Hg versus Hy, H, e Hj).
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4. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o aumento do volume de H,0, até o volume de 120 pL proporcionou o au-
mento do didmetro das NPs, removendo particulas instaveis durante o processo de crescimento. O compor-
tamento da polidispersividade foi similar ao observado no didmetro quando estudadas as variac@es de H,0, e
NaBH,. Adicionalmente, maiores concentracbes de NaBH, e volumes de H,0O, proporcionaram aumento na
estabilidade das NPs. No Teste de Fisher todas as concentraces de NaBH, ndo influenciaram estatisticamen-
te os valores de polidispersividade. Por outro lado, a estabilidade das AgNPs foi estatisticamente diferente
para volumes mais altos de H,0,, confirmando a forte influéncia do H,O, na estabilidade de NPs. Os resulta-
dos deste trabalho possibilitaram a compreenséo do efeito causado pela variagdo da concentracdo de NaBH, e
volume de H,0, sob o diametro, estabilidade e polidispersividade de AgNPs por meio do uso de técnicas de
caracterizagdo e ferramentas estatisticas.
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