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Rezumat

Compozitele de tip nanoparticule (NP) metalice — silice functionalizata pot fi utilizate in domeniul
biomedical deoarece sunt biocompatibile, prezinta porozitate ridicatd avand capacitatea de a gazudui si
transporta substante bioactive, activitate antibacteriana datoritd NP metalice de Ag si Au si sunt usor
de functionalizat prin legarea de suprafata silicei a diverselor grupari organice care pot interactiona cu
receptori prezenti in celule. Scopul acestei lucrari a fost obtinerea unor compozite metal-silice cu
proprietati optime in vederea utilizarii acestora in designul unui imunotest rapid, dar si pentru alte
aplicatii biomedicale. Pentru indeplinirea scopului acestui studiu, S-au sintezat si caracterizat coloizi
de aur si argint, precum si nanoparticule bimetalice AgAu, care apoi au fost utilizati pentru obtinerea
unor compozite de tip NP metalice — silice prin doud metode. S-a studiat influenta naturii gruparilor
functionale si a metodei de incorporare a NP metalice in vederea optimizarii incorporarii NP
bimetalice in silice mezoporoasa functionalizata astfel incat compozitele rezultate sa aiba proprietati
corespunzatoare pentru designul de imunoteste rapide.
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1. Introducere

Nanoparticulele (NP) de aur sunt usor de sintetizat in mediu apos, iar datorita
proprietatilor acestora, precum biocompatibilitatea, toxicitatea redusa si usurinta cu care
suprafata acestora poate fi functionalizata, pot fi utilizate in variate aplicatii biomedicale,
precum administrarea substantelor terapeutice, in imagistica, analize biologice sau in
dezvoltarea de biosenzori, inclusiv imunoteste rapide [1-3]. De suprafata nanoparticulelor de
aur se pot lega covalent compusi farmaceutici activi, iar datorita dimensiunilor reduse, acestea
pot penetra peretele celular si pot elibera substantele biologic active in interiorul celulelor. De
asemenea, datorita rezonantei plasmonice de suprafatd, manifestata cand asupra NP ajunge
radiatie luminoasa cu lungime de unda ce variaza in domeniul 500-550 nm, nanoparticulele de
aur pot fi utilizate in fototerapie [1].

Nanoparticulele de argint prezinta efect antibacterian si sunt depuse pe instrumente
chirurgicale, incorporate in pansamente sau produse cosmetice. Totusi, acestea pot fi
citotoxice, fiind necesare masuri suplimentare pentru a diminua efectele negative la nivel
celular [4,5]. Multe studii au demonstrat cd activitatea antibacteriand a NP de Ag este
dependentd de dimensiunea acestora, o dimensiune mai micd determinand o activitate
antibacteriana mai buna [6].

Silicea mezoporoasa functionalizatd prin legarea de suprafata silicei a diferite grupari
organice sau prin modificarea acesteia cu nanoparticule anorganice prezintd interes pentru
cercetarea biomedicala datoritd numeroaselor aplicatii in care poate fi utilizata, precum
administrarea tintitd a medicamentelor, imagistica, fototerapie, radioterapie si in ingineria
tisulara [7-9]. Propriettile unice ale acestor nanomateriale care le fac adecvate pentru
utilizarea lor in terapie si diagnostic sunt: structura retelei de pori, volumul mare al porilor,
biocompatibilitate buna si functionalizarea cu usurinta a suprafetei si astfel posibilitatea de a
modula interactiile fie cu substantele bioactive In cazul in care sunt utilizate drept
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transportori, fie cu tesutul biologic, in cazul aplicatiilor de tip imagistica sau eliberare tintita
de medicamente [7].

Folosind silice mezoporoasa impregnata cu nanoparticule de metale nobile, se pot
realiza imunoteste rapide pentru identificarea unor biomarkeri (precum proteine) din probe
biologice [10]. Compozitele de tip silice-metal se aglomereaza in benzile testului, in functie
de prezenta speciei de identificat (Fig. 1). Astfel, se pot realiza analize rapide pentru o
diversitate mare de specii biochimice, inclusiv virusuri, fara alte echipamente costisitoare,
limitarile constand numai in disponibilitatea anticorpilor.

Incorporarea de NP de aur sau puncte cuantice de carbon in structuri poroase, de
exemplu in silicea mezoporoasa dendritica cu pori mari (diametrul mediu al porilor > 30 hm)
prezintd numeroase avantaje precum: capacitate mare de incarcare cu nanoparticule, reducerea
agregarii, uniformitate buna, posibilitatea de functionalizare a supfrafetei cu grupari carboxil
sau aminice pentru atasarea eficienta a anticorpilor [11].
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Figura 1. Principiul de functionare al unui imunotest rapid cu compozite silice-nanoparticule metalice
(SAAS — silice mezoporoasa functionalizata) [10].

Mostra

2. Obiectivele cercetarii

Scopul cercetarii a fost obtinerea unor compozite metal-silice cu proprietdti optime in
vederea utilizarii acestora in designul unui imunotest rapid. Pentru indeplinirea scopului
cercetarii, au fost avute in vedere urmatoarele obiective: (i) sinteza si caracterizarea unor
nanoparticule monometalice de aur si argint, precum si a unor nanoparticule bimetalice
AgAwu; (ii) sinteza si caracterizarea silicei mezoporoase functionalizate cu pori de diferinte
dimensiuni; (iii) optimizarea incorporarii NP monometalice/bimetalice in silice mezoporoasa
functionalizata.

3. Metode experimentale

Prima etapa in obtinerea compozitelor de tip nanoparticule bimetalice-silice a fost
sinteza suportului de silice mezoporoasa dendritica, acest tip de silice a fost aleasd pentru
diametrul mare al porilor si a volumului total de pori ridicat [11]. Suprafata silicei
mezoporoase trebuie functionalizata cu grupari organice pentru ca incorporarea NP bimetalice
AUA( sa fie eficientd rezultand compozite nanoparticule metalice — silice mezoporoasa.

In schema 1 se prezinta etapele studiului efectuat. Astfel, s-au sintetizat coloizi de Ag,
respectiv de Au in mediu apos, care au fost incorporati in diferite tipuri de silice mezoporoasa
functionalizata obtinuta prin metoda sol-gel. S-a ales metoda optima de incorporare si tipul de
grupdri organice care trebuie grefate pe suprafata silicei. Urmatoarea etapad a constat in
obtinerea nanoparticulelor bimetalice, care apoi au fost depuse prin doud metode in porii



silicei dendritice functionalizate. in continuare se prezinta detalii cu privire la obtinerea si
caracterizarea NP sintetizate.
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Schema 1. Etape in obtinerea nanomaterialelor (unde dSiO. — silice dendritica, APTES — 3-
aminopropiltrietoxisilan, MPTES — 3-mercaptopropiltrietoxisilan)

FUNCTIONALIZARE
A

DEPUNERE
A

a) Obtinerea nanoparticulelor de Ag si Au

Nanoparticulele de argint (AgNP) s-au sintetizat prin metoda reducerii azotatului de
argint (AgNOs) cu borohidrura de sodiu (NaBH4) in prezenta de polivinilpirolidona (PVP)
drept stabilizator. Peste 10 mL solutie apoasa de AgNOs 0,005 M si 10 mL solutie de PVP
0,05 M s-au adaugat 4 mL solutie apoasda de NaBHs 0,05 M. Amestecul de reactie s-a
mentinut sub agitare magnetica la 80°C, timp de 30 minute.

Nanoparticulele de aur (AuNP) s-au obtinut prin reducerea acidului tetracloroauric
(HAUCI4) cu citrat trisodic in solutie apoasa. In 20 mL solutie apoasi de acid tetracloroauric
0,001 M s-au adaugat 2 mL solutie citrat de sodiu 1%. Amestecul de reactie a fost incalzit la
80°C, timp de 30 minute, sub agitare magneticd energica.

b) Obtinerea nanoparticulelor bimetalice AQAuU

Nanoparticulele bimetalice AgAu s-au sintetizat printr-o metoda raportata in literatura
[12], in mediu organic, la care s-au variat parametrii de reactie. Astfel, 4 mmoli AgNOs s-au
dizolvat in 20 mL oleilamina prin incalzire la 100°C. Peste amestecul de reactie, s-au adaugat
0,2 mmoli HAuUCl4 dizolvat in 5 mL octadecena si ImL oleilamind. Amestecul de reactie s-a
mentinut la 120°C, timp de 75 minute. Nanoparticulele s-au separat din mediul de reactie prin
centrifugare si au fost spalate de trei ori cu etanol. NP de AgAu s-au dispersat apoi in 15 mL
cloroform si au fost pastrate la 4°C [10]. Pentru a obtine NP de AgAu cu raport diferit intre
Ag si Au, s-a modificat raportul molar dintre reactanti, precum si timpul de reactie a fost
redus de la 75 minute la 1h.

C) Obtinerea silicei dendritice prin co-condensare (dSiO2-SH)

Silicea dendtricd functionalizatd cu grupari mercaptopropil s-a obtinut prin co-
codensarea tetraetil ortosilicatului si 3-mercaptopropiltrietoxisilan (MPTES) prin tehnica sol-
gel. Astfel, in 25 mL apa s-au dizolvat 0,082 g trietanolamina (TEA), sub agitare magnetica,
la 80°C. Apoi, o solutie formata din 0,161 g salicilat de sodiu (NaSal), 0,3665 g bromura de
cetiltrimetilamoniu (CTAB) si 5 mL apa a fost addugata peste solutia de TEA. Dupa o ora, 4,8
mL amestec de tetraetil ortosilicat (TEOS) si 3-mercaptopropiltrietoxisilan (MPTES), in
raport molar 1 : 0,1, a fost adaugat in amestecul de reactie. Amestecul de reactie a fost
mentinut la 80°C, timp de 3h. Silicea dendritica functionalizata cu grupari tiolice, denumita
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dSiO2-SH, a fost separata prin centrifugare. indepartarea surfactanctului din silicea dSiO2-SH
s-a facut prin extractie la reflux, in solutie etanolica de acid clorhidric 50%.

d) Obtinerea silicei mezoporoase functionalizata cu grupari aminopropil (MCM-NH2)

S-a preparat, de asemenea, o silice mezoporoasa de tip MCM-41 prin metoda sol-gel,
utilizand TEOS drept precursor de silice, clorurd de cetiltrimetilamoniu (CTAC) ca agent de
directionare a structurii, si pentru a asigura mediu usor bazic s-a folosit TEA in acord cu o
metoda raportata in literatura [13]. Amestecul de reactie s-a mentinut la 80°C, timp de 4 h.
Amestecul de reactie s-a turnat in etanol, iar particulele de silice au fost separate prin
centrifugare. Acestea au fost spalate cu apa si etanol din abundenta. Silicea de tip MCM-41 a
fost purificata prin extractie in solutie etanolicd de clorurd de amoniu cu concentratia 7 g/L.

Functionalizarea suprafetei silicei MCM-41 cu grupari 3-aminopropil s-a efectuat prin
metoda post-sinteza prin condensarea gruparilor silanol de pe suprafata silicei pure de tip
MCM-41 si 3-aminopropiltrietoxisilanului (APTES), in toluen, la reflux, intr-un raport molar
MCM-41 : APTES de 1 : 0,1. Produsul de reactie a fost separat prin centrifugare. Silicea
functionalizatad cu grupari aminopropil a fost denumitda MCM-NHa.

e) Obtinerea silicei mezoporoase dublu functionalizata cu grupari tiol si amino

Silicea dSiO2-SH a fost functionalizatd prin metoda post-sintezd cu grupari
aminopropil prin folosirea organosilanului APTES, la reflux, in toluen. Nanoparticulele astfel
obtinute au fost notate dSiO2-SH,NH2.

f) Obtinerea compozitelor nanoparticule metalice — silice mezoporoasa

Coloizii de Ag si Au au fost depusi pe suporturile MCM-NHz, respectiv dSiO2-SH
prin impregnare, sub agitare magnetica, timp de 3h. Apoi nanoparticulele au fost separate prin
filtrare si au fost spalate cu apa de doud ori. NP bimetalice au fost Incorporate in silicea
dendriticd cu dubla functionalizare prin doud metode: (1) contactare la temperatura camerei,
sub agitare magnetica si apoi separarea nanoparticulelor rezultate prin centrifugare, urmata de
spalare cu alcool etilic si (2) impregnare urmata de evaporarea solventului.

4. Rezultate si discutii
a) Caracterizare coloizilor metalici

Coloizii metalici de argint si aur au fost caracterizati prin spectroscopie UV-vis si
granulometrie prin imprastierea dinamicd a luminii in vederea determindrii pozitiei
plasmonului de suprafata si respectiv a diametrului hidrodinamic mediu al NP metalice
precum si a distributiei dupa dimensiuni a acestora.
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Figura 2. Analiza granulometrica a coloizilor de Ag (a), respectiv de Au (b)
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Figura 3. Spectrul UV-vis al coloizilor de Ag si Au

Din analiza granulometrica, S-a observat ca diametrul hidrodinamic mediu al NP de
Ag a fost de 15,7 + 7,4 nm (Fig. 2a), iar cel al NP de Au de 5 nm (Fig. 2b). Prin inregistrarca
spectrelor in UV-vis pentru coloizii monometalici (Fig. 3), s-a observat pozitia maximelor de
absorbtie la 398 nm pentru NP de Ag, respectiv 530 nm pentru coloidul de Au. Pe baza
pozitiei maximului de absorbtie se poate trage concluzia ca NP de Ag sunt sferice, avand un
diametru de 5-10 nm [14].
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Figura 4. Spectrele UV-vis ale NP bimetalice AgAu dispersate in cloroform (a) si difractograma (b)
nanoparticulelor bimetalice de AgAu

NP bimetalice au fost caracterizate prin spectroscopie UV-vis si prin difractie de raze
X. Maximele de absorbtie ale coloizilor de AgAu au fost observate la lungimile de unda 412
nm, respectiv 431 nm (Fig. 4a). Deplasarea plasmonului spre lungimi de undd mai mari se
datoreaza unei proportii mai mari de Au in nanoparticulele bimetalice [12]. Difractia de raze
X a evidentiat formarea nanoparticulelor bimetalice AgAu cu simetrie cubica (Fig. 4b).

b) Caracterizarea suporturilor de silice functionalizata

Probele de silice functionalizate au fost investigate prin spectroscopie FTIR pentru a
evidentia prezenta grupdrilor organice legate de suprafata silicei, analizd termogravimetrica
(TG) pentru a determina continutul acestora, izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului
inregistrate la 77 K, iar pentru determinarea morfologiei, acestea au fost caracterizate prin
microscopie electronica de baleiaj (SEM).
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Figura 5. Spectrele FTIR (imaginea din stanga) si analiza termogravimetrica (imaginea din dreapta)
ale probelor dSiO>-SH si dSiO2-SH,NH:

In spectrul FTIR al probei cu functionalizare dubli (Fig. 5, curba rosie) se observi
banda de deformare specificd gruparii amino la 1520 cm™, vibratiile de intindere specifice ale
legaturilor C-H din domeniul 2850-2950 cm™ mai intense decat in cazul spectrului probei
dSiO2-SH (Fig. 5, curba neagri) si banda specifica grupdrilor silanol de la 952 cm™ mai putin
intensd ca urmare a utilizarii unei parti din aceste grupari in reactia de condesare cu APTES
(Fig. 5-imaginea din stanga). Din pierderile de masa determinate din analiza
termogravimetricd S-au calculat raporturile molare dintre silice, grupdri functionale:
SiO2/grupari SH=1/0,083 pentru suportul dSiO2-SH, respectiv SiO2 : grupari SH : grupari
NH2 =1:0,083: 0,106 pentru materialul dSiO2-SH,NH..
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Figura 6. Izotermele de adsorbtie - desorbtie ale probelor MCM-NH; (stanga) si respectiv dSiO2-SH si
dSiO.-SH, NH: (dreapta). Inserate distributiile dupa dimensiuni a porilor pentru probele de silice

functionalizate respective

Izotermele de adsorbtie-desorbtie a azotului inregistrate la temperatura azotului lichid
(Fig. 6) sunt caracteristice materialelor mezoporoase. Din izotermele de adsorbtie-desorbtie
au fost determinati parametrii texturali (Tabelul 1) ai suporturilor de silice mezoporoasa
functionalizata. Suprafata specifica s-a obtinut prin metoda Brunauer-Emmett-Teller (BET) in
domeniul presiunilor relative, P/Po, 0-0.25, volumul total al porilor inregistrat la P/Po=0,99 si
diametrul mediu al porilor calculat cu modelul Barrett Joyner Halenda din curba de adsobtie a
izotermei. Se poate observa ca prin legarea gruparilor aminopropil de silice dSiO2-SH,
porozitatea scade (suprafata specifica si volumul total al porilor se micsoreaza). De asemenea,
se observda o distributic mai ingustd de dimensiuni a porilor. Silicea dendriticd prezinta
diametre ale porilor de 36-45 nm, in timp ce siliccea MCM-41 are pori mici, cu distributie
ingustd de dimensiuni (Fig. 6).

Tabelul 1. Parametrii texturali pentru probele de silice functionalizate

Proba Seet (M%g) Vpor (cm®/g) dpor (M)
dSiO2-SH 656 3,41 41,0
dSiO2-SH,NH> 464 2,51 36,0
MCM-NH: 735 1,05 2,26
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Figura 8. Imaginea SEM a probei dSiO,-SH (a) si analiza EDX a suprafetei acesteia (b)

Prin SEM s-a observat ca suporturile de silice functionalizate cu grupari organice
prezintd particule sferice de dimensiuni uniforme, cu diametrul de aproximativ 200 nm in
cazul silicei dendritice (Fig. 7a,b) si in jur de 100 nm in cazul probei MCM-NHz (Fig. 7c). De
asemenea, proba MCM-NHz2 a fost caracterizata si prin microscopie electronica in transmisie
(TEM) observandu-se nu numai forma si dimensiunea nanoparticulelor, dar reteaua de pori
(Fig. 7d). Functionalizarea cu grupari aminopropil a silicei dSiO2-SH nu a modificat morfologia
silicei cu dubla functionalizare, asa cum analiza SEM a demonstrat (Fig. 8a). Cartografierea
elementald prin analiza cu raze X cu dispersia energiei a confirmat distributia uniformd a
grupdrilor functionale (Fig. 8b).

c) Caracterizarea materialelor compozite nanoparticule metalice — silice

Materialele compozite nanoparticule metalice-silice functionalizatd au fost
caracterizate prin difractie de raze X, izoterme de adsorbtie-desorbtie a azotului si prin
microscopie electronicd. Din difractogramele de raze X se poate observa prezenta
nanoparticulelor de Au pe suportul dSiO2-SH sau a celor de Ag pe NP de silice de tip MCM-
NH2. Din analiza de difractie a compozitului de silice functionalizata-NP bimetalice se poate
observa cd aceastea au un grad de cristalinitate mai ridicat, ceea ce inseamnad cid s-au
aglomerat si sunt preponderent pe suprafata silicei.



750

o
s

Intensitate (cps)

N
S

]

% - Au

dSi0,-SH-Au

Intensitate (cps)

20(CuKa)
Figura 9. Difractogramele de raze X ale compozitelor dSiO,-SH-Au, MCM-NH>-Ag si a NP
bimetalice depuse pe dSiO,-SH,NH;

2000+

a
o
3
s

Intensitate (u.a.)

AUAZ@dSIO,-SH,NH,

20

30 40
20(CuKa)

50

60 2

30

50 0

40
26 (CuKer)

1400 .
- g %
212004 _*° 7o [ T s
E 2 f - 600 ¢
coo0{ 5 f 2 210
£ ls. [ . 5 1t
5 800 Ir_; E . e 3 £ 05
® S v \ 84004 5 ST
N 1 o8 o "2 4 6 8 1012 14 16 18 20, st
3 g0 3 d_,.(nm) *-fc&‘g#
© 20 40 60 80 100 I pore’ .{;’*
= 400 oo (NM) G 200 ey
2 o0 ._._.-.-"'"." 2 e
(=] B e % R —k— N _
= {...-.n-- e AncBio,8H S MCM-NH,-Ag
of : - - . > ok T T T : .
0.0 0.2 0.4 06 0.8 10 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
PIP, PIP,

Figura 10. Izoterme de adsorbtie — desorbtie a azotului pentru compozitele dSiO,-SH-Au si
MCM-NH,-Ag

Prin inregistrarea izotermelor de adsorbtie-desorbtie a azotului (Fig. 10) s-a observat o
usoara scadere a porozitatii compozitelor, ceea ce conduce la concluzia ca NP metalice sunt
fixate pe gruparile functionale in interiorul porilor. O reducere mai semnificativa a porozitatii
a avut loc in cazul incorporarii NP bimetalice.

Tabelul 2. Parametrii texturali ai compozitelor dSiO»-SH-Au, MCM-NH,-Ag si
dSiO2-SH-NH2-AgAu

Proba SBET (m2/g) Vopor (cm3/g) dpor (NM)
dSiO2-SH-Au 578 1,58 21,8
MCM-NH2-Ag 595 0,82 2,46/2,78
dSiO2-SH,NH2-AgAu 149 0,80
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Figura 11. Imagea TEM a compozitului MCM-NH:-Ag (a), micrograful SEM pentru compozitul
dSiO.-SH-Au (b) si cartografierea elementala prin analiza EDX a probei dSiO»-SH-Au (c)
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Compozitele NP metalice-silice functionalizate au fost analizate prin prin microscopie
electronica. Investigarea prin TEM a materialului MCM-NH2-Ag a demonstrat depunerea NP
de Ag pe silicea functionalizatd cu grupari aminice. NPs de Ag sunt uniform distribuite,
neaglomerate pe suprafata silicei, diametrul acestora fiind in jur de 10 nm. Caracterizarea
SEM a compozitului dSiO2-SH-Au a evidentiat o usoara aglomerare a NP de silice
functionalizata. Analiza elementald prin EDX a confirmat distributia uniforma a NP de Au in
suportul de silice dendritica functionalizata cu grupari mercaptopropil (Fig. 11c), precum si
rapoartele masice intre NP si suport: 2,8%(gr) in cazul Ag, 1,5% pentru Au.
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Figura 12. Suprafata analizata prin EDX a compozitului Au,Ag-dSiO,-SH,NH; obtinut prin metoda
impregnarii urmata de evaporarea solventului (a). Distributia Au (magenta, b) si respectiv a Ag
(albastru, c) in cazul compozitului obtinut prin aceasta metoda. Suprafata analizata prin EDX a

compozitului Au,Ag-dSiO,-SH,NH; obtinut prin contactare (d)

Analiza EDX a celor doua compozite de tip AgAU-dSiO2-SH,NH2 obtinute prin cele doua
metode a aratat distributia NP bimetalice pe suprafata silicei (Fig. 12). In cazul celei de-a
doua metode, se poate observa o aglomerare a NP bimetalice pe suprafata silicei (Fig. 12d).

5. Concluzii

S-au sintetizat suporturi de silice mezoporoasd functionalizate cu grupari
mercaptopropil si aminopropil in vederea depunerii de nanoparticule mono- si bimetalice. De
asemenea, S-au studiat parametrii de reactie in vederea obtinerii de nanoparticulelor
bimetalice de AuAg. Acestea au fost impregnate in porii unui suport de silice dublu
functionalizate, atdt cu grupdri mercaptopropil, cat si cu grupdri aminopropil, prin doua
metode.

Compozitele dSiO2-Au si MCM-Ag au prezentat o distributie uniforma a NP metalice.
Evaluarea activitatii biologice a acestora compozite a evidentiat activitate antiinflamatoare si
antioxidanta, in special a compozitului cu aur, precum si o buna biocompatibilitate.

Ca perspective ale acestui studiu se pot enumera: optimizarea sintezei NP bimetalice,
astfel incat compozitia si intensitatea plasmonului de suprafatd sd fie cea doritd, depunerea
acestora pe silicea dublu functionalizatd cat mai uniforma si in final legarea anticorpilor de
compozitele silice-NP bimetalice.
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