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Abstract: (1) Background: Several properties of silver nanoparticles (AgNPs), such as cytotoxic, an‐

ticancer, and antimicrobial activities, have been subjects of  intense research; however,  important 

aspects such as nanoparticle aggregation are generally neglected, although a decline  in colloidal 

stability leads to a loss of the desired biological activities. Colloidal stability is affected by pH, ionic 

strength, or a plethora of biomolecules that interact with AgNPs under biorelevant conditions. (2) 

Methods: As only a few studies have focused on the relationship between aggregation behavior and 

the biological properties of AgNPs, here, we have systematically evaluated this issue by completing 

a thorough analysis of sterically (via polyvinyl‐pyrrolidone (PVP)) stabilized AgNPs that were sub‐

jected  to different circumstances. We assessed ultraviolet–visible  light absorption, dynamic  light 

scattering, zeta potential measurements, in vitro cell viability, and microdilution assays to screen 

both colloidal stability as well as bioactivity. (3) Results: The results revealed  that although PVP 

provided outstanding biorelevant colloidal stability, the chemical stability of AgNPs could not be 

maintained completely with this capping material. (4) Conclusion: These unexpected findings led 

to the realization that stabilizing materials have more profound importance in association with bi‐

orelevant applications of nanomaterials than just being simple colloidal stabilizers. 

Keywords: chemical stability; steric stabilization; aggregation behavior; antimicrobial activity; cy‐

totoxicity; anticancer activity 

 

1. Introduction 

Due to the numerous favorable features of nanomaterials, their application in various 

fields,  including medical,  food, consumer, health care, and  industrial purposes,  is con‐

stantly increasing. However, characterization of their chemical and biological behavior is 

fundamental to ensure safe and predictable application, especially upon encountering liv‐

ing organisms. In recent years, the design and fabrication of next‐generation silver‐based 

nanomaterials have been subjects of intense research in the field of material sciences [1,2]. 

Silver nanoparticles (AgNPs) are considered to be one of the most heavily investigated, 

most  frequently synthesized and commercialized nanomaterials owing  to  their optical, 

electrical, and thermal features as well as catalytic activities [3,4]. 
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In the biomedical field, the excellent properties of nanosilver are especially exploited 

since AgNPs  are known  to  exhibit outstanding  antimicrobial,  anti‐inflammatory,  anti‐

cancer,  and  antiangiogenic  activities.  These  unique  chemical,  physical,  and  biological 

properties of AgNPs are massively influenced by a number of factors such as nanoparticle 

size and morphology or by surface coating, which are generally determined at nanoparti‐

cle  synthesis  [5–7].  Therefore,  proper  selection  of  the  synthesis method  is  crucial  for 

achieving the desired particle properties for specific applications [8,9]. In the last decade, 

a plethora of procedures have been developed for AgNP production; however, the most 

common approach, which is also highly effective and easy to control, is the chemical re‐

duction of a silver salt using various reducing and capping agents [10]. 

Employment  of  nanoparticles  for  any  function  requires  nanoparticles  of  reliable 

long‐term stability, with controlled and well‐defined properties. In fact, colloidal stability 

and aggregation propensity are issues that should be more profoundly regarded. Aggre‐

gation might cause a substantial decrease in the effective surface area of nanomaterials, 

which can  lead  to  the reduction or complete  loss of  the advantageous nano‐properties 

[11]. As the synthesis method might also govern the lasting stability of silver nanoparticle 

suspensions, numerous chemical and biological approaches have been adopted and opti‐

mized (reaction circumstances, reducing and stabilizing agents) to improve the parame‐

ters influencing the stability of silver nanoparticles [12,13]. Different types of capping and 

stabilizing agents, such as surfactants (e.g., cetrimonium bromide (CTAB)), polymers (e.g., 

polyvinyl pyrrolidone (PVP)), and green materials (such as extracts of plant parts, e.g., tea 

leaves or coffee beans) have been utilized for the surface modification of AgNPs to prevent 

aggregation  [14–16]. Various  stabilization mechanisms  such as electrostatic,  steric, and 

electrosteric stabilization were engaged upon synthesis, yielding nanoparticles with dif‐

ferent physical, chemical, and biological characteristics and colloidal stability  [17]. The 

colloidal stability of nanoparticles designed for therapeutic utilization is absolutely essen‐

tial since nanoparticle aggregation  in  living systems, under biorelevant conditions, can 

not only directly determine the biological (such as antimicrobial, cytotoxic, or drug deliv‐

ery) activity of the particles, but it can also have life‐threatening consequences [15]. It is 

therefore intriguing that although plenty of studies have reported how the various reduc‐

ing and stabilizing entities affect the size, size distribution, and shape as well as the bio‐

logical activity of AgNPs, nevertheless, the scientific literature is largely lacking in data 

on the aggregation behavior of nanoparticles, especially the effects that particle aggrega‐

tion exerts on the bioactive features of the produced nanomaterials. 

In our  recently published papers, we described environmentally benign  synthesis 

approaches to AgNP formation, and we also showed that the various green materials used 

for stabilization and reduction of metal ions have a defining role in determining the col‐

loidal stability and biological activity of the obtained green nanoparticles [8,18]. The effect 

of particle size on the aggregation behavior of different AgNP suspensions and the mod‐

ulation of antimicrobial activity and toxicity as the function of nanoparticle aggregation 

were also investigated. Thereafter, we systematically analyzed and compared the aggre‐

gation behavior of electrosterically and electrostatically stabilized AgNPs in different bi‐

ological systems using an experimental procedure consisting of a series of chemical and 

in vitro biological measurements  [19]. We demonstrated  that  the electrostatically stabi‐

lized AgNPs completely lost their biological activity due to aggregation, while the elec‐

trosterically  stabilized AgNPs were  less prone  to  aggregate under  biorelevant  experi‐

mental conditions. Through these experiments, we highlighted the need for careful selec‐

tion of the proper nanomaterial synthesis method to achieve the desired particle proper‐

ties  and  raised  awareness  for  a  compulsory  comprehensive  chemical  and  biological 

screening procedure to assess the stability and aggregation propensity of nanoparticles to 

estimate their fate and behavior under biorelevant conditions prior to their application. 

However, sterically stabilized silver nanoparticles have never been involved in a system‐

atic evaluation of the aggregation–biological activity relationship; therefore, the present 
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paper aims to fill that void in order to provide a complete view on the possible nanopar‐

ticle stabilization  types regarding  this  issue. For  this purpose,  the most common steric 

stabilizer, the natural biopolymer PVP, was used to produce silver nanoparticles. The ob‐

tained particles were examined thoroughly under biorelevant conditions to delineate the 

effects of varying pH and differing concentrations of sodium chloride, glucose, glutamine, 

and fetal bovine serum (FBS) on particle stability. Moreover, the aggregation behavior of 

these PVP‐stabilized particles was measured in a time‐dependent manner to evaluate the 

nanoparticle aggregation grade and its impact on cytotoxicity and antimicrobial activity 

in  the function of  time. This experimental setup provided further evidence on the pro‐

found significance of the degree of silver nanoparticle aggregation in modulating biolog‐

ical activity against cancerous and non‐cancerous human cells as well as various microbes 

and how this feature could be affected, in particular, by steric stabilization. 

2. Results and Discussion 

2.1. Nanoparticle Morphology and Crystallinity 

The morphological properties of the synthesized AgNPs are presented in Figure 1 

with the corresponding TEM  images, electron diffraction patterns, and  their respective 

particle size distribution histograms. Both PVP‐utilizing  reactions  resulted  in spherical 

nanoparticles. The smaller molecular weight (MW) PVP‐stabilized system yielded larger 

particles, around 12 nm, while the larger molecular weight system generated smaller par‐

ticles of about 6 nm diameter in accordance with the relevant literature. In their contribu‐

tion, Madkour et al. proposed that during nanoparticle synthesis, one end of the stabiliz‐

ing polymers may attach to the forming particles, while the rest of the chain forms a loose 

adsorbate layer around them [20]. The degree of coverage around the particles increases 

with polymer molecular weight, thus inhibiting further Ag+ reduction on the surface to a 

higher degree, resulting in smaller particles compared to systems utilizing smaller MW 

stabilizers, where the particles have a larger free surface, rendering particle growth pos‐

sible. The sample prepared with 40k PVP demonstrated prominent Debye‐Scherrer rings, 

corresponding  to 2.35 and 1.44 Å  lattice distances, or Miller  indices of  (111) and  (220), 

respectively; to a smaller degree, rings corresponding to (220) and (311) were detected, 

verifying the chemical composition of the particles [8,18,21,22]. AgNPs synthesized by 50k 

PVP also demonstrated these rings, although in a much more diffuse manner, due to their 

smaller particle size. Furthermore, an additional ring appeared, which, according to the 

Inorganic Crystal Structure Database (ICSD), corresponds to the (202) crystal facet of sil‐

ver oxide  (2.73 Å), demonstrating the somewhat reduced chemical uniformity of silver 

nanoparticles stabilized through 50k PVP [23]. 
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Figure 1. Transmission electron microscopic (TEM) images, electron diffraction (ED) patterns, and 

size distribution histograms of silver nanoparticles stabilized by 40k (top) and 55k (bottom) molec‐

ular weight PVP. 

2.2. Chemical Stability Analysis 

According to the literature and our previous results, the characteristic surface plas‐

mon peaks of silver nanoparticles can undergo various changes due to interfering agents 

in the liquid media [16,18,24]. Their λmax may redshift due to surface interactions, and their 

absorbance intensities can decrease with aggregation [25,26]. However, the results in Fig‐

ure 2, describing the effect of NaCl on silver nanoparticles stabilized by various concen‐

trations of PVP, cannot be explained by the above‐mentioned phenomena. Each spectrum, 

corresponding to AgNP samples mixed with 100 mM NaCl, demonstrated slight SPR blue 

shifts and absorbance increases at the local minima around 325 nm compared to the un‐

treated AgNP samples. Blue shifts may occur due to a decrease in nanoparticle diameter, 

while the intensity increase of the absorbance valley can be explained by the formation of 

AgCl precipitation [24,27]. 
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Figure 2. UV–Vis spectra demonstrating the chemical degradation of 40k (left panels) and 55k (right 

panels) molecular weight PVP‐stabilized silver nanoparticles through AgCl precipitation induced 

by incubation with 100 mM NaCl for 20 h under various PVP concentrations (indicated on the left 

side of the panels). 

The UV–Vis results implied that all measured samples are prone to decomposition 

upon surface contact with Cl‐ ions through AgCl formation, although to varying degrees. 

As these experiments were aimed at aiding in the selection of the most proper AgNP@PVP 

system, to be examined in the subsequent part of the study, according to these findings, 

the sample with the smallest blue shift accompanied by the largest absorbance intensity 

difference between the 325 nm valley and the SPR peak was chosen. Smaller molecular 

weight PVP proved to be more favorable for AgNP stabilization as smaller polymer chains 

in the same mass result in a larger number of single chains, which can spread out more 

evenly on the nanoparticle surfaces [28,29]. Gaining better PVP coverage by increasing the 

PVP concentration (from 2 to 10 mg/mL) proved to be ineffective as increasing the amount 

of PVP most likely pushed its concentration beyond a critical point, where polymer–pol‐

ymer interactions became more prominent than polymer–nanoparticle interactions, lead‐

ing  to  the  reduced  chemical  stability  of  AgNPs  in  an  environment  containing  large 
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amounts of chlorine (AgNP samples mixed with 100 mM NaCl). The best results were 

produced with PVP of 40k average MW, applied in a concentration of 2 mg/mL. As this 

sample demonstrated better chemical uniformity as well, it was labeled AgNP@PVP and 

used in later experiments, and subsequent references to this abbreviation will always cor‐

respond to the sample stabilized by 2 mg/mL (13.3 mg/mg AgNP) 40k MW PVP. 

2.3. Aggregation Behavior Assays 

2.3.1. The Effect of pH 

Figure 3 demonstrates the effects of pH on the colloidal stability of AgNP@PVP. 

 

Figure 3. The effect of pH on the aggregation behavior of PVP‐stabilized silver nanoparticles. Dy‐

namic light scattering (DLS) results (top) are represented as average hydrodynamic diameter (Z‐av‐

erage) and zeta potential changes; UV–Vis absorbance spectra (bottom) of PVP‐stabilized silver na‐

noparticles taken over 24 h under various pH values. 

According to the dynamic light scattering (DLS) and zeta potential results, the alka‐

line condition of pH 9 was the most favorable environment, closely followed by the neu‐
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tral pH of 7.2. Under these circumstances, the smallest hydrodynamic diameters were de‐

tected, which did not increase substantially throughout the experiments. This finding is 

important since a significant rise  in the hydrodynamic diameter would mean extensive 

particle aggregation [30,31]. Moreover, the lowest zeta potentials—a marker for high col‐

loidal stability—were measured under pH 7.2 and pH 9 conditions as a result of the in‐

creasing OH‐ concentration of the systems. However, a further decrease in the pH led to 

higher Z‐average values under pH 5, which were higher than those obtained in a pH 3 

environment.  The  proposed mechanism  explaining  these  observations  is  surmised  in 

Scheme 1. 

 

Scheme 1. The effect of environmental conditions on the steric stabilization of silver nanoparticles 

protected by polyvinyl pyrrolidone. 

At  pH  5,  the  moderately  increased  H+  concentration  allows  the  formation  of 

“bridges” between pyrrolidone groups, contracting the AgNP cappings or possibly inter‐

connecting adjacent AgNPs, resulting in an increased aggregation grade [32]. Neverthe‐

less, further increase in the H+ concentration of the samples led to the swelling of PVP, in 

good agreement with the literature [33]. This swelling granted steric stabilization of the 
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nanoparticles, and, therefore,  lower average hydrodynamic diameters were detected at 

this pH. 

In our previous publication, changes in the Z‐average values were closely accompa‐

nied by alterations in the zeta potential, which was understandable, given the fact that the 

samples investigated there possessed stronger electrostatic characteristics [18]. However, 

AgNP@PVP is an overwhelmingly sterically stabilized system, and, as such, the interrela‐

tionship of hydrodynamic diameter and zeta potential and the changes within are not so 

straightforwardly linked. Even though the sample corresponding to pH 5 demonstrated 

the largest aggregates, the highest zeta values were detected at pH 3. The other three con‐

ditions all facilitated decreasing zeta potential tendencies. These observations can be ex‐

plained by the gradual formation of AgCl precipitation on the surface of the nanoparticles, 

which is known to decrease the overall zeta potential, induced by the presence of the 10 

mM NaCl background electrolyte concentration [30,34]. 

The DLS and zeta potential results are in close correlation with the UV–Vis spectra 

shown  in Figure 3. Aggregation can be  interpreted  from  the redshift and  intensity de‐

crease of the characteristic SPR absorbance peaks of AgNPs, while the formation of AgCl 

is once again demonstrated by the absorbance increase of the local minima before the SPR 

peaks (around 325 nm). Slight nanoparticle aggregation was observed in all samples, with 

increasing intensity towards acidic pH. Interestingly, a very steep SPR decline is observed 

on the spectra obtained at pH 3, although the spectral baselines did not increase. Thus, 

this feature is most likely due to the formation of compact aggregates rather than chemical 

decomposition through AgCl. This explains why the zeta potential of this system trended 

in the opposite direction compared to the rest of the pH‐related experiments. 

In summary, the colloidal stability of AgNPs stabilized by PVP remained largely un‐

affected on alkaline pH values, while mildly acidic pH caused notable aggregation due to 

the formation of H+ bridges among pyrrolidone groups. However, the chemical stability 

of the particles was not secured through steric stabilization, and the chemical decomposi‐

tion of AgNPs via AgCl precipitation was noticeable. 

2.3.2. The Effect of NaCl 

The  impact of physiological NaCl concentrations on  the stability of AgNP@PVP  is 

represented in Figure 4. According to the results, increasing NaCl content somewhat de‐

creased  the average hydrodynamic diameter of  the samples and caused an  increase  in 

their zeta potential. The UV–Vis results indicate AgCl generation, but this was not accom‐

panied by zeta potential decrease, which was previously observed during the pH‐related 

measurements. No SPR blueshift was detected (in fact, redshifts were visible on the ab‐

sorbance spectra). Therefore, the decreased Z‐average values cannot be explained solely 

by AgNP degradation despite that AgCl formation was substantial on physiological NaCl 

concentrations according to the UV–Vis graphs. 
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Figure 4. The effect of physiological NaCl concentrations on the stability of AgNP@PVP. Average 

hydrodynamic diameter (Z‐average) and zeta potential changes (top panels) obtained by dynamic 

light scattering  (DLS) and UV–Vis absorbance spectra  (bottom panels) of polyvinyl‐pyrrolidone‐

stabilized silver nanoparticles, recorded under various NaCl concentrations over a 24‐h timeframe. 

Upon reviewing the related literature, the interconnection of PVP molecules through 

PVP–water–PVP hydrogen bonds seems a plausible reason for these observations [35]. As 

the  increasing NaCl concentration  led to a decreased Z‐average value while simultane‐

ously  increased  the zeta potential of  the nanoparticles,  it can be hypothesized  that  the 

increasing Na+ ion presence at the slipping plane of the nanoparticles interfered with the 

interconnecting H‐bonds among PVP chains, which resulted in a decrease of average ag‐

gregate size, illustrated in Scheme 1. This explains the observed optical changes within 

the samples since changes in the dielectric constant due to increasing electrolyte concen‐

tration can affect surface plasmon resonance [24]. 

2.3.3. The Effect of Glucose and Glutamine 

According to Figures 5 and 6, the addition of small biomolecules to the colloids in‐

duced similar changes in the aggregation behavior of silver nanoparticles, regardless of 

the chemical composition or the concentration of the given biomolecule. Based on the DLS 

measurements taken at the early time points (between 1.5 and 6 h), the presence of glucose 
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in the physiological concentration and the application of glutamine in a concentration typ‐

ically used in in vitro cell culture systems both decreased aggregate diameters and zeta 

potentials, ultimately converging towards the reference experiments (where the measure‐

ment was carried out on pH 7.2 without interfering agents). The UV–Vis spectra of the 

colloids placed under these circumstances imply that the zeta potential results cannot be 

simply explained by AgCl formation as the characteristic AgNP SPR peaks were detecta‐

ble (albeit redshifted) even after 24 h. These results suggest that the investigated biomol‐

ecules get adsorbed on the NP surfaces, which feature moderately improved chemical and 

colloidal stability [36,37]. This surface adsorption (Scheme 1) is commonly referred to as 

biomolecular corona formation in more complex systems, and it can affect the optical and 

colloidal properties of AgNPs [25,38,39]. 

 

Figure 5. Dynamic light scattering (DLS) results (top), represented as average hydrodynamic diam‐

eter (Z‐average) and zeta potential changes, and UV–Vis absorbance spectra (bottom) of polyvinyl‐

pyrrolidone‐stabilized silver nanoparticles over 24 h under physiological glucose concentrations. 
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Figure 6. The presence of glutamine affects the stability of polyvinyl‐pyrrolidone‐stabilized silver 

nanoparticles. The average hydrodynamic diameter (Z‐average) and zeta potential values were as‐

sessed  by  dynamic  light  scattering  (DLS)  (top)  and  UV–Vis  absorbance  spectra  (bottom)  of 

AgNP@PVP, recorded over 24 h in the presence of glutamine. 

2.3.4. The Effect of Cell Culture Medium Components 

In this section, the effect of two different cell culture components, Dulbecco’s modi‐

fied Eagle’s medium (DMEM) and fetal bovine serum (FBS), was investigated on nano‐

particle aggregation. From a chemical standpoint, DMEM can be considered a complex 

salt solution, and FBS a mixture of various biomolecules, overwhelmingly proteins [40]. 

Recognizing these solutions as chemically similar analogs for an environment of differing 

NaCl  concentrations,  tested previously, and another  environment  containing biomole‐

cules such as glucose/glutamine, also examined  in the preceding experiments,  the data 

gathered here can be easily compared with the results described above in the manuscript. 

Compared to the control experiment, the addition of DMEM slightly decreased the 

average hydrodynamic diameter and zeta potential and simultaneously stabilized the SPR 

absorbance of the particles. As a result of those experiments, where we assessed the effects 

of NaCl on particle aggregation, the accumulation of Na+ ions around the slipping plane 

was hypothesized as the guiding feature behind the size decrease of AgNP@PVP aggre‐

gates. In those experiments, this phenomenon was accompanied by AgCl formation, in‐

dicated by  ζ‐potential decrease and UV–Vis spectral changes. Here,  in  the presence of 

DMEM, we found a similar trend (Figure 7); however, silver chloride precipitation was 

not detected based on the UV–Vis spectra. The observation can be justified by inspecting 

the composition of DMEM. The same ionic strength is achieved by the addition of DMEM 

as NaCl (see in Section 2.3.2.), only with a lower Cl‐ content; thus, the chemical stability of 
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AgNPs was not so severely compromised under these conditions as within the milieu of 

the NaCl solution. 

 

Figure 7. Aggregation behavior of silver nanoparticles characterized by dynamic  light scattering 

(DLS) measurements  (top)  (average hydrodynamic diameter  (Z‐average) and zeta potential) and 

UV–Vis absorbance spectra (bottom)  in  the presence of cell culture components DMEM and FBS 

over a 24 h interval. 

FBS induced analogous changes in the stability of AgNP@PVP just as glucose or glu‐

tamine did, with a moderately decreased Z‐average and increased zeta potential. How‐

ever, the presence of FBS induced a rather unique effect on the SPR of AgNPs, revealing 

interesting details of the mechanisms associated with nanosilver degradation due to NaCl. 

According  to  the  literature,  the observed changes of SPR characteristics  in  the UV–Vis 

spectra can be attributed to the formation of clusters consisting of silver or silver chloride 

[41,42]. These clusters were most likely formed in the previous experiments as well but 

were immediately converted to bulk AgCl precipitation. The presence of FBS, however, 

prevented this process by creating a protective corona around the clusters. At the same 

time,  it also displays how  the chemical degradation of AgNPs due  to NaCl  involves a 

certain degree of particle fragmentation. These observations highlight that biomolecular 
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coronas are not simply accessories for immune reactions, which is their most prominently 

discussed feature in the literature, but manifest an even more valuable characteristic as 

colloidal stabilizers of nanoparticles under biorelevant conditions [18,39,43,44]. 

As DMEM and FBS both  improved  the overall chemical and colloidal  stability of 

AgNP@PVP particles separately, their combination was expected to exert a positive effect. 

Indeed,  the  DMEM+FBS  experiment  provided  the  smallest  detected  aggregate  sizes 

within the entire work. The ζ‐potential of the system increased similarly to what was ob‐

served in the presence of only FBS, indicating considerable surface adsorption of various 

compounds. In contrast, the UV–Vis spectra of AgNP@PVP did not change substantially 

throughout  the experiment despite a slight broadening, redshift, and  intensity decline, 

which complemented the corona formation suggested by the zeta potential results. 

The information gathered from the experiments revealed that during the biological 

application of AgNP@PVP, chemical stability rather  than colloidal stability  is  the main 

point of contention; the latter proved to be the biggest weakness of nanosilver samples 

prepared with electrostatic stabilization, e.g., citrate groups [18]. 

2.4. Biological Activity 

2.4.1. Toxicity on Human Cells 

In order to evaluate how cytotoxic propensity can be influenced by the different ag‐

gregation states of AgNPs, we decided to use a two‐step MTT cell viability assay‐based 

approach, utilizing human cervical cancer  (HeLa) cells as well as  immortalized human 

keratinocyte (HaCaT) cells. 

For these analyses, in the first step, cell viability was measured after exposing both 

cell lines to AgNP@PVP in different concentrations to obtain the corresponding IC50 val‐

ues. The IC50 values on HeLa cells were found to be 15.22 ppm, whereas IC50 values on 

HaCaT cells were 2.74 ppm. Then, in the second step, the changes in AgNP cytotoxicity 

as the function of particle aggregation were explored  in a time‐dependent manner. For 

this, different silver nanoparticle aggregation states were formulated by adding 150 mM 

NaCl to silver samples for 0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h prior to the beginning of the toxicity 

assays. We selected this approach based on our preliminary results and previous contri‐

butions, which indicated that among the tested experimental conditions, the electrolyte 

concentration had the greatest impact on nanoparticle stability [18,19]. AgNP samples of 

differing aggregation degrees (NaCl‐treated AgNP samples) were created at nanoparticle 

concentrations corresponding to the respective cell line‐specific IC50; then, the cells were 

incubated for 24 h with these AgNP samples, followed by MTT experiments. This way, 

the aggregation‐dependent toxicity of AgNP@PVP samples could be measured. 

The MTT viability assays performed on HeLa cervical cancer cells and  the HaCaT 

keratinocyte cell line revealed that the toxicity of PVP‐stabilized nanoparticles remained 

largely unchanged with increasing aggregation grades (Figure 8). These results implied 

that no aggregates were formed and all investigated AgNPs were stable and preserved 

their colloidal stability and toxicity for the entire aggregation timeframe. Despite the ob‐

served colloidal stability, by this point, we knew that the chemical stability of the particles 

was, in fact, compromised (Figures 2 and 4) since these particles were prone to decompo‐

sition upon surface contact with Cl‐ ions through AgCl formation. Therefore, the results 

reflected the combined effect of AgNP@PVP and the generated AgCl. Consequently, the 

IC50 values of AgCl on both cell lines were determined as well, which were comparable 

with the IC50 values of AgNP@PVP (IC50 values of AgCl: 10.37 ppm on HeLa cells; 2.31 

ppm on HaCaT cells). These results are in good agreement with the fact that toxicity was 

maintained at the same level throughout the experimental time frame. 
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Figure 8. The effect of nanoparticle aggregation on the cytotoxicity exhibited on immortalized hu‐

man keratinocyte  (HaCaT)  cells and human  cervical  cancer  (HeLa)  cells.  Increasing aggregation 

states of PVP‐stabilized silver nanoparticles were created by incubating the particles with 150 mM 

NaCl  for different  time periods  (0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h) prior  to cell  treatments. The statistical 

significance of the experiments was calculated through unpaired t‐tests and are marked with * (p ≤ 

0.05), ** (p ≤ 0.01), and **** (p ≤ 0.0001). 

2.4.2. Antimicrobial Activity 

In order to provide the most reliable results, the changes in antibacterial and antifun‐

gal activities of AgNP@PVP samples in differing aggregation grades were also examined. 

For these, a similar procedure to the cytotoxicity studies on human cells was used. 

The minimal inhibitory concentrations (MICs) were defined first and then used through‐

out the microbiology experiments. Then, the antimicrobial effect of the NaCl‐treated silver 

samples (where the aggregation grade was modulated by the addition of NaCl) was tested 

against Cryptococcus neoformans, Bacillus megaterium, and Escherichia coli strains. The selec‐

tion of the pathogens was based on the idea of having a representative strain of Gram (+) 

and Gram (‐) bacteria as well as of eukaryotic microorganisms. 

The minimal inhibitory concentration of AgNP@PVP was 3.90 ppm for B. megaterium 

and E. coli and 1.95 ppm for Cr. neoformans. We found that the viability of all three strains 

remained unaffected; the antimicrobial efficiency of the nanoparticles remained the same 

even under growing nanoparticle aggregation grades (Figure 9). This was in accordance 

with the cytotoxicity results. In all cases, microbial cell viability was the lowest when cells 

were exposed to AgNPs that were not previously treated with NaCl. In the case of samples 

where NaCl was supplemented  to  induce particle aggregation,  the  toxicity was not af‐

fected by the loss of particle stability; only a small difference in the extent of the toxic effect 

could be noticed. Cr. neoformans was the most sensitive, and E. coli was the most resistant 

strain  against AgNP@PVP.  In  line with  the  human  toxicity  data, we  concluded  that 

AgNP@PVP samples could retain a significant degree of inhibitory activity on the tested 

microbes for the entire experimental timespan (~above 80% effectiveness for all strains). 
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Figure 9. The effect of nanoparticle aggregation on the antimicrobial activity against Cr. neoformans, 

B. megaterium, and E. coli. Increasing aggregation degree was achieved by incubating the particles 

with 150 mM NaCl  for different  time periods  (0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h) prior  to  treatments. The 

statistical significance of the experiments was calculated through unpaired t‐tests and are marked 

with *** (p ≤ 0.001), and **** (p ≤ 0.0001). 

It is not sufficiently emphasized, but nanoparticle stability is an important physico‐

chemical feature that must be seriously considered when nanoscale materials are designed 

and produced since aggregation could be a huge barrier in efficient nanoparticle applica‐

tion. It is known that the various materials used for stabilization have a defining role in 

determining and fine‐tuning the biological activities of the obtained nanoparticles, such 

as toxicity, anticancer features, or antimicrobial activity, all of which can be seriously com‐

promised by particle aggregation [45]. In our previous research, we found that the elec‐

trostatic repulsion provided by the most commonly used stabilization method, i.e., citrate 

capping, results in nanoparticles that are highly susceptible towards aggregation under 

biorelevant conditions, which can  lead  to  the complete  loss of  their  toxicity  in specific 

circumstances. The results suggest that the loss of toxicity can be counteracted by either 

increasing the primary nanoparticle size or the introduction of additional repulsive forces 

among particles or through stronger (electrosteric) capping or biomolecular corona for‐

mation [18,19,46,47]. The use of PVP as a biocompatible and robust steric stabilizer was a 

suitable continuation of this research, as PVP already has numerous relevant uses, from 

the food industry to the pharmaceutical industry and drug delivery [32,33]. Our compre‐

hensive chemical and biological data verify that PVP‐stabilized silver nanoparticles are 
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quite  resistant  against  aggregation under  biorelevant  conditions  and demonstrate  the 

highest time‐dependent toxicity we have reported to date. However, the chemical stability 

of the particles was weaker than what we observed within the systems of our previous 

contributions, where electrostatic repulsive interactions were also utilized. Interestingly, 

the degradation of the particles via AgCl precipitation did not substantially affect the tox‐

icity  of  the particles,  indicating  that  colloidal  stability might  be more  important  than 

chemical  stability  regarding  the  longevity  of  silver  nanoparticle  toxicity. However,  it 

should be considered that biomedical (especially therapeutic) applications generally re‐

quire well‐defined, unchanging, long‐term chemical characteristics and biological effects, 

which, according to our results, might not be plausible through PVP capping alone. On 

the other hand, certain environmental applications (for instance, wastewater treatment) 

could potentially benefit from a nanoparticulate system that can be administered in a way 

where the initial nano‐size properties can be effectively utilized while the separation of 

the nanomaterial can be realized through the removal of the water‐insoluble precipitation 

that is generated over time. 

3. Materials and Methods 

3.1. Nanoparticle Synthesis 

All chemicals were purchased from Merck KGaA (Darmstadt, Germany). PVP‐stabi‐

lized silver nanoparticles (AgNP@PVP) were prepared by chemical reduction based on 

the approach proposed by Wan et al. with slight adjustments, the same procedure that we 

used in our previous contributions [18,48,49]. While the original method is based on the 

chemical reduction of silver nitrate  (AgNO3) by sodium borohydride  (NaBH4) with so‐

dium citrate capping, here we used PVP in two different (40k and 55k) average molecular 

weights as stabilizing agents. Firstly, 0.17 g PVP (40k or 50k) was dispersed in 96 mL of 

ion‐exchanged water and was heated  to 70 °C  in a beaker. Then, 2 mL 1% w/v AgNO3 

solution was administered to the polymer solution, followed by the dropwise addition of 

2 mL 0.1% w/v freshly prepared sodium borohydride. The resulting AgNP samples were 

kept at 70 °C under vigorous stirring for 1 h and, afterward, left to cool to room tempera‐

ture. Any remaining contaminants were removed by dialysis using a cellulose membrane. 

Ultimately, the volumes of the samples were set to 85 mL; thus, each suspension was 150 

ppm regarding AgNPs and 2 mg/mL (or 13.3 mg/mg AgNP) for PVP, respectively. 

3.2. Nanoparticle Characterization 

The morphological characteristics of the nanoparticles were assessed by transmission 

electron microscopy  (TEM) with an FEI Tecnai G2 20 X‐Twin  instrument using 200 kV 

accelerating voltage (FEI Corporate Headquarters, Hillsboro, OR, USA). The size distri‐

bution of the samples was demonstrated through histograms assessed by evaluating 15 

representative images. The crystallinity and, thus, the chemical composition of the parti‐

cles was verified through electron diffraction (ED). 

3.3. Selection of the Proper AgNP@PVP System Based on Chemical Stability 

Preliminary experiments were performed on an Ocean Optics 355 DH‐2000‐BAL UV–

Vis spectrophotometer (Halma PLC, Largo, FL, USA) to investigate the chemical stability 

of AgNPs in the abundance of chloride ions by observing changes in the surface plasmon 

resonance (SPR) of the nanosilver samples [50]. To identify the most chemically resistant 

AgNP@PVP system produced via the synthesis method, both AgNP samples (stabilized 

by 40k and 55k molecular weight PVP, respectively) were examined by UV–Vis spectros‐

copy. The PVP concentrations of the as‐prepared samples were adjusted with the appro‐

priate molecular weight polymer  to 2, 4, 8, and 10 mg/mL  (or 13.3, 26.6, 53.3, and 66.6 

mg/mg AgNP, respectively), and their initial SPR spectra were collected after a 30 s long 

sonication. Then, the samples’ NaCl concentrations were set to 100 mM, and their UV–Vis 

absorbance was once again measured after 20 h. The best sample regarding the molecular 
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weight and concentration of PVP was  identified and used  for  the subsequent colloidal 

stability experiments. 

3.4. Aggregation Behavior Assays 

We have previously demonstrated  that biologically relevant conditions may affect 

the stability and the behavior of citrate‐capped and green‐tea‐extract‐stabilized silver na‐

noparticles; furthermore, in a following contribution, we highlighted the importance of 

primer particle size as a parameter with profound importance on colloidal stability and, 

hence, toxicity using a novel experimental setup of our own [18,19]. As the applied meth‐

odological approach proved to be adequate and highly competent to reliably characterize 

these features, we performed the same methodology here to describe the aggregation pro‐

pensity of the selected AgNP@PVP sample. The effect of pH, sodium chloride, glucose, 

and glutamine, as well as Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Sigma‐Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA) and  fetal bovine  serum  (FBS, Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, 

USA) (both in water and DMEM) were investigated at biologically and environmentally 

important values and concentrations, according to Table 1 [51–55]. Each experiment lasted 

24 h, with measurements performed at the 0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h checkpoints. At the 

checkpoints, the characteristic UV–Vis spectra of the samples were captured; furthermore, 

the Z‐average (using dynamic light scattering) and ζ‐potential of the samples were also 

investigated on a Malvern Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern Instruments, Malvern, 

UK). In all experiments, the concentration of AgNPs was set to 22 ppm. This nanoparticle 

concentration was selected because this concentration corresponded to ~0.8 absorbance, 

allowing the low‐noise and sensitive detection of spectral changes; furthermore, this way, 

all considered biorelevant agents were in concentrations of higher orders of magnitude 

compared to that of nanoparticles, adequately simulating the lifelike circumstances. Un‐

less otherwise stated, all measurements were performed at pH 7.2 and 37 °C, with a 10 

mM NaCl background salt concentration to negate long‐distance particle interactions; fur‐

thermore, the pH of the samples was always checked before measurements and corrected 

when necessary [56]. 

Table 1. List of applied biorelevant conditions; (†) represents the reference point for the measure‐

ments. All samples were measured at 37 °C, pH~7.2, with a 10 mM NaCl electrolyte background 

unless otherwise stated. 

Condition  Value(s) 

pH  3; 5; 7.2 †; 9 

NaCl concentration (mM)  10; 50; 150 

Glucose concentration (mM)  3.9; 6.7 

Glutamine concentration (mM)  4 

DMEM (v/v%)  45 

FBS (v/v%, both in water and DMEM mixture)  5 

3.5. Cytotoxicity Assays 

Human cervical carcinoma (HeLa) cells and immortalized human keratinocyte (Ha‐

CaT) cells were purchased from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

USA). Cells were routinely maintained in DMEM containing 4.5 g/L glucose (Sigma‐Al‐

drich, Saint Louis, MO, USA),  supplemented with 10% FBS, 2 mM L‐glutamine, 0.01% 

streptomycin, and 0.005% penicillin (all components were obtained from Sigma‐Aldrich, 

Saint Louis, MO, USA). Cells were cultured under standard conditions in a 37 °C incuba‐

tor at 5% CO2 in 95% humidity. 

Similar to our previous experiments, a well‐defined system was employed to meas‐

ure the changes in AgNP cytotoxicity affected by particle aggregation in a time‐dependent 

manner, as proposed by our previous contributions [18,19]. A two‐step approach based 

on MTT assays was carried out, where, first, the IC50 values of the PVP‐stabilized silver 

sol were determined as a reference for the toxicity of non‐aggregated particles for both the 
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cancerous and healthy human cell lines, and the effect of aggregation was demonstrated 

on these concentrations in a subsequent round of MTT assays. For this, both types of cells 

were seeded into 96‐well plates in a 104 cells/well density and treated on the following 

day with  silver nanoparticles  in  increasing  concentrations. After 24 h  treatments,  cells 

were washed with PBS and incubated with a culture medium containing 0.5 mg/mL MTT 

reagent (Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, USA) for 1 h at 37 °C. The resulting formazan 

crystals were dissolved in DMSO (Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, USA), and the absorb‐

ance of  the samples was measured at 570 nm using a SPECTROstar Nano plate reader 

(BioTech‐Hungary, Budapest, Hungary). Absorption values of the untreated control sam‐

ples were considered 100% viability. The experiments were carried out three times using 

four independent biological replicates. IC50 was calculated using the dose–response curve 

based on the viability results. 

Thereafter, different silver nanoparticle aggregation states were formulated by incu‐

bating the particles (at the IC50 concentration) with 150 mM NaCl for different time periods 

(0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h) prior to cell treatments. Subsequently, the MTT assay was per‐

formed, as described above, to explore the changes in cell viability caused by particle ag‐

gregation. 

3.6. Assessment of the Antimicrobial Activity 

To evaluate  the changes  in antimicrobial activities caused by particle aggregation, 

first, a microdilution method was employed to determine the minimum inhibitory con‐

centration (MIC) of the nanosilver sample as a reference for the toxicity of non‐aggregated 

particles. The MIC was defined against microbial strains that were the subjects of our pre‐

vious studies  [18,19]. The  initial cell concentration of Cryptococcus neoformans  IFM 5844 

(IFM; Research Center for Pathogenic Fungi and Microbial Toxicoses, Chiba University), 

Bacillus megaterium SZMC 6031, and Escherichia coli SZMC 0582 (SZMC: Szeged Microbi‐

ology Collection) strains in RPMI 1640 medium (Sigma‐Aldrich, Saint Louis, MO, USA) 

was 105 cells/mL, respectively. Two‐fold dilution series of nanoparticles were made in the 

0–75 ppm concentration range. From each cell suspension, 50 μL aliquots were  loaded 

into the wells of a 96‐well microplate, and 50 μL of individual AgNP dilutions were added 

to the cells. Suspensions supplemented with 50 μL RPMI 1640 were used as growth con‐

trol. Then, microplates were  incubated at 30 °C  for 48 h, and the optical density of the 

cultures was detected at 620 nm using a SPECTROstar Nano plate reader (BMG LabTech, 

Offenburg, Germany). The experiments were carried out three times in triplicates. 

The antimicrobial activity of the aggregated nanoparticles was tested on the above‐

mentioned strains with the same approach described in the previous paper [18]. Briefly, 

suspensions of 105 cells/mL were prepared in RPMI 1640 medium. Then, 50 μL aliquots 

from Cr. neoformans, B. megaterium, and E. coli cell suspensions were loaded into the wells 

of a 96‐well microplate, and, this time, 50 μL of the individual aggregated nanoparticle 

samples were added to the cells. The different silver nanoparticle aggregation states were 

created by incubating the particles (at the MIC concentration) with 150 mM NaCl for dif‐

ferent time periods (0, 1.5, 3, 6, 12, and 24 h) before cell treatments. Suspensions supple‐

mented with 50 μL RPMI 1640 were used as growth control, while suspensions with non‐

aggregated nanoparticles were used as controls of  toxicity. The  light absorbance of the 

samples was measured at 620 nm using a SPECTROstar Nano plate reader (BMG LabTech, 

Offenburg, Germany). The experiments were carried out three times in four replicates. 

3.7. Statistical Analysis 

All the experiments were carried out three times in four replicates. The final results 

of  the  cytotoxicity  and  antimicrobial  assays were  assessed  using  GraphPad  Prism  7 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA); the statistical significance of the experiments 

was calculated through unpaired t‐tests, and their levels are marked as * (p ≤ 0.05), ** (p ≤ 

0.01), *** (p ≤ 0.001), and **** (p ≤ 0.0001). 
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4. Conclusions 

Silver nanoparticles are among the most biologically significant nano‐sized materials 

due to their exceptional antimicrobial, anti‐inflammatory, anticancer, and antiangiogenic 

properties. However, due to nanoparticle aggregation—a phenomenon often occurring in 

biological  conditions—these  advantageous  characteristics  are  easily perturbed.  In  this 

work, the effectiveness of PVP as a silver nanoparticle‐capping agent was assessed against 

biologically relevant materials and conditions. The first objective of our research was the 

synthesis and characterization of polymer‐capped silver nanoparticle samples stabilized 

by 40k or 55k MW PVP, aiming to find a sample with high chemical uniformity and sta‐

bility. In the following steps, through the subsequent aggregation behavior experiments, 

the sample possessing the best characteristics (AgNP@PVP, stabilized by 40k MW PVP in 

13.3 mg/mg AgNP relative concentration) demonstrated robust colloidal stability against 

most of the investigated conditions apart from mildly acidic pH, where the crosslinking 

of polymer chains became possible through H+ bridges. Despite the outstanding colloidal 

stability of the sample, the chemical degradation of AgNPs through AgCl precipitation 

was detected in the presence of elevated Cl‐ concentrations. While chemical degradation 

could be observed with as low a NaCl concentration as 10 mM, biomolecular corona for‐

mation demonstrated a protective effect against precipitation via the surface adsorption 

of biomolecules on nanoparticle surfaces. In fact, corona formation revealed the presence 

of silver clusters in the precipitating samples, indicating that the chemical degradation of 

AgNPs under biorelevant conditions might involve nanoparticle fragmentation. Through‐

out  the  in  vitro  studies, AgNP@PVP demonstrated  excellent  and  long‐lasting  toxicity 

against cancerous and non‐cancerous human cell lines and microbial strains alike. In con‐

trast with our previous contributions,  it can be assessed  that colloidal stability  is more 

important than chemical stability for the longevity of silver nanoparticle toxicity, although 

when  facing real biomedical challenges, such as  in vivo  therapeutic applications, extra 

attention must be paid to exclude the possibility of adverse reactions due to precipitation. 

Author Contributions: Conceptualization, A.R., P.B., Z.K. and M.K.; methodology, A.R., P.B., N.I., 

E.B. and I.P.; software, A.R., P.B., N.I. and B.S.; validation, P.B. and A.R.; investigation, A.R., P.B., 

N.I., E.B., D.Z. and B.S.; resources, Z.K., I.P. and M.K.; data curation, N.I., B.S., P.B. and A.R.; writ‐

ing—original draft preparation, A.R., P.B., M.K., N.I., I.P. and B.S.; writing—review and editing, 

M.K., A.R. and P.B.; visualization, N.I., B.S., A.R. and P.B.; supervision, M.K., Z.K. and I.P.; funding 

acquisition, Z.K., M.K. and I.P. All authors have read and agreed to the published version of the 

manuscript. 

Funding: This research was supported by the New National Excellence Program of the Ministry for 

Innovation  and  Technology  from  the  National  Research,  Development,  and  Innovation  Fund 

(ÚNKP‐20‐4‐SZTE‐580 for P.B. and ÚNKP‐20‐5‐SZTE‐655 for M.K.) and the János Bolyai Research 

Scholarship of the Hungarian Academy of Sciences (BO/00878/19/8 for M.K. and BO/00384/21/7 for 

A.R.). Financial support by the National Research, Development, and Innovation Office—NKFIH 

through projects GINOP‐2.3.2‐15‐2016‐00038 and GINOP‐2.3.2‐15‐2016‐00035 is gratefully acknowl‐

edged. The APC was funded by the Open Access publication funding of the University of Szeged. 

Institutional Review Board Statement: Not applicable. 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data Availability Statement: The data presented  in this study are available on request from the 

corresponding author. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest. 

References 

1. Rónavári, A.; Igaz, N.; Adamecz, D.; Szerencsés, B.; Molnar, C.; Kónya, Z.; Pfeiffer, I.; Kiricsi, M. Green Silver and Gold Nano‐

particles: Biological Synthesis Approaches and Potentials for Biomedical Applications. Molecules 2021, 26, 844. 

2. Lee,  S.H.;  Jun,  B.‐H.  Silver  Nanoparticles:  Synthesis  and  Application  for  Nanomedicine.  Int.  J. Mol.  Sci.  2019,  20,  865, 

doi:10.3390/ijms20040865. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8673  20  of  22 
 

 

3. Xu, L.; Wang, Y.‐Y.; Huang, J.; Chen, C.‐Y.; Wang, Z.‐X.; Xie, H. Silver nanoparticles: Synthesis, medical applications and bi‐

osafety. Theranostics 2020, 10, 8996–9031. 

4. Verma, P.; Maheshwari, S.K. Applications of Silver nanoparticles in diverse sectors. Int. J. Nano Dimens. 2019, 10, 18–36. 

5. Ivask, A.; Kurvet, I.; Kasemets, K.; Blinova, I.; Aruoja, V.; Suppi, S.; Vija, H.; Kakinen, A.; Titma, T.; Heinlaan, M.; et al. Size‐

Dependent Toxicity of Silver Nanoparticles to Bacteria, Yeast, Algae, Crustaceans and Mammalian Cells In Vitro. PLoS ONE 

2014, 9, e102108, doi:10.1371/journal.pone.0102108. 

6. Xu, R.; Wang, D.; Zhang, J.; Li, Y. Shape‐Dependent Catalytic Activity of Silver Nanoparticles for the Oxidation of Styrene. 

Chem.—Asian J. 2006, 1, 888–893, doi:10.1002/asia.200600260. 

7. Osonga, F.J.; Akgul, A.; Yazgan, I.; Akgul, A.; Eshun, G.B.; Sakhaee, L.; Sadik, O.A. Size and Shape‐Dependent Antimicrobial 

Activities of Silver and Gold Nanoparticles: A Model Study as Potential Fungicides. Molecules 2020, 25, 2682, doi:10.3390/mole‐

cules25112682. 

8. Rónavári, A.; Kovács, D.; Igaz, N.; Vágvölgyi, C.; Boros, I.M.; Konya, Z.; Pfeiffer,  I.; Kiricsi, M. Biological activity of green‐

synthesized silver nanoparticles depends on the applied natural extracts: A comprehensive study. Int. J. Nanomed. 2017, 12, 871–

883, doi:10.2147/IJN.S122842. 

9. Rónavári, A.; Igaz, N.; Gopisetty, M.K.; Szerencsés, B.; Kovács, D.; Papp, C.G.; Vágvölgyi, C.; Boros, I.M.; Kónya, Z.; Kiricsi, M.; 

et al. Biosynthesized silver and gold nanoparticles are potent antimycotics against opportunistic pathogenic yeasts and derma‐

tophytes. Int. J. Nanomed. 2018, 13, 695–703, doi:10.2147/ijn.s152010. 

10. Landage, S.M.; Wasif, A.I.; Dhuppe, P. Synthesis of nanosilver using chemical reduction methods‐Indian Journals. Int. J. Adv. 

Res. Eng. Appl. Sci. 2014, 3, 14–22. 

11. El Badawy, A.M.; Luxton, T.P.; Silva, R.G.; Scheckel, K.; Suidan, M.T.; Tolaymat, T.M. Impact of Environmental Conditions (pH, 

Ionic Strength, and Electrolyte Type) on the Surface Charge and Aggregation of Silver Nanoparticles Suspensions. Environ. Sci. 

Technol. 2010, 44, 1260–1266, doi:10.1021/es902240k. 

12. Jeevanandam, J.; Barhoum, A.; Chan, Y.S.; Dufresne, A.; Danquah, M.K. Review on nanoparticles and nanostructured materials: 

History, sources, toxicity and regulations. Beilstein J. Nanotechnol. 2018, 9, 1050–1074, doi:10.3762/bjnano.9.98. 

13. Ajitha, B.; Reddy, Y.A.K.; Reddy, P.S.; Jeon, H.‐J.; Ahn, C.W. Role of capping agents  in controlling silver nanoparticles size, 

antibacterial  activity  and  potential  application  as  optical  hydrogen  peroxide  sensor.  RSC  Adv.  2016,  6,  36171–36179, 

doi:10.1039/c6ra03766f. 

14. Prathna, T.; Chandrasekaran, N.; Mukherjee, A. Studies on aggregation behaviour of silver nanoparticles in aqueous matrices: 

Effect  of  surface  functionalization  and  matrix  composition.  Colloids  Surf.  A  Physicochem.  Eng.  Asp.  2011,  390,  216–224, 

doi:10.1016/j.colsurfa.2011.09.047. 

15. Tejamaya, M.; Römer, I.; Merrifield, R.C.; Lead, J.R. Stability of Citrate, PVP, and PEG Coated Silver Nanoparticles in Ecotoxi‐

cology Media. Environ. Sci. Technol. 2012, 46, 7011–7017, doi:10.1021/es2038596. 

16. Restrepo, C.V.; Villa, C.C. Synthesis of silver nanoparticles, influence of capping agents, and dependence on size and shape: A 

review. Environ. Nanotechnol. Monit. Manag. 2021, 15, 100428, doi:10.1016/j.enmm.2021.100428. 

17. El Badawy, A.M.; Scheckel, K.; Suidan, M.; Tolaymat, T. The impact of stabilization mechanism on the aggregation kinetics of 

silver nanoparticles. Sci. Total. Environ. 2012, 429, 325–331, doi:10.1016/j.scitotenv.2012.03.041. 

18. Bélteky, P.; Rónavári, A.; Igaz, N.; Szerencsés, B.; Tóth, I.Y.; Pfeiffer, I.; Kiricsi, M.; Kónya, Z. Silver nanoparticles: Aggregation 

behavior in biorelevant conditions and its impact on biological activity. Int. J. Nanomed. 2019, 14, 667–687, doi:10.2147/ijn.s185965. 

19. Bélteky, P.; Rónavári, A.; Zakupszky, D.; Boka, E.; Igaz, N.; Szerencsés, B.; Pfeiffer, I.; Vágvölgyi, C.; Kiricsi, M.; Kónya, Z. Are 

Smaller Nanoparticles Always Better? Understanding the Biological Effect of Size‐Dependent Silver Nanoparticle Aggregation 

Under Biorelevant Conditions. Int. J. Nanomed. 2021, 16, 3021–3040, doi:10.2147/ijn.s304138. 

20. Madkour, M.; Bumajdad, A.; Al‐Sagheer, F. To what extent do polymeric stabilizers affect nanoparticles characteristics?. Adv. 

Colloid Interface Sci. 2019, 270, 38–53, doi:10.1016/j.cis.2019.05.004. 

21. Dhand, V.; Soumya, L.; Bharadwaj, S.; Chakra, S.; Bhatt, D.; Sreedhar, B. Green synthesis of silver nanoparticles using Coffea 

arabica seed extract and its antibacterial activity. Mater. Sci. Eng. C 2016, 58, 36–43, doi:10.1016/j.msec.2015.08.018. 

22. Mehtab, S.; Zaidi, M.; Siddiqi, T.I. Designing Fructose Stabilized Silver Nanoparticles for Mercury(II) Detection and Potential 

Antibacterial Agents. Mater. Sci. Res. India 2018, 15, 241–249, doi:10.13005/msri/150305. 

23. Banua, J.; Han, J.I. Biogenesis of Prism‐Like Silver Oxide Nanoparticles Using Nappa Cabbage Extract and Their p‐Nitrophenol 

Sensing Activity. Molecules 2020, 25, 2298, doi:10.3390/molecules25102298. 

24. García, M.A. Surface Plasmons in metallic nanoparticles: Fundamentals and applications. J. Phys. D Appl. Phys. 2012, 44, 283001, 

doi:10.1088/0022‐3727/45/38/38950. 

25. Alarcon, E.I.; Bueno‐Alejo, C.; Noel, C.; Stamplecoskie, K.G.; Pacioni, N.; Poblete, H.; Scaiano, J.C. Human serum albumin as 

protecting agent of silver nanoparticles: Role of the protein conformation and amine groups in the nanoparticle stabilization. J. 

Nanoparticle Res. 2013, 15, 1–14, doi:10.1007/s11051‐012‐1374‐7. 

26. Badi’Ah, H.I.; Seedeh, F.; Supriyanto, G.; Zaidan, A.H. Synthesis of Silver Nanoparticles and  the Development  in Analysis 

Method. IOP Conf. Ser. Earth Environ. Sci. 2019, 217, 012005, doi:10.1088/1755‐1315/217/1/012005. 

27. Sharma, V.; Verma, D.; Okram, G.S. Influence of surfactant, particle size and dispersion medium on surface plasmon resonance 

of silver nanoparticles. J. Phys. Condens. Matter 2019, 32, 145302, doi:10.1088/1361‐648x/ab601a. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8673  21  of  22 
 

 

28. Kang, H.; Buchman, J.T.; Rodriguez, R.S.; Ring, H.L.; He, J.; Bantz, K.C.; Haynes, C.L. Stabilization of Silver and Gold Nanopar‐

ticles:  Preservation  and  Improvement  of  Plasmonic  Functionalities.  Chem.  Rev.  2018,  119,  664–699, 

doi:10.1021/acs.chemrev.8b00341. 

29. Yaqoob, A.A.; Umar, K.; Ibrahim, M.N.M. Silver nanoparticles: Various methods of synthesis, size affecting factors and their 

potential applications—A review. Appl. Nanosci. 2020, 10, 1369–1378, doi:10.1007/s13204‐020‐01318‐w. 

30. Fernando, I.; Zhou, Y. Impact of pH on the stability, dissolution and aggregation kinetics of silver nanoparticles. Chemosphere 

2018, 216, 297–305, doi:10.1016/J.CHEMOSPHERE.2018.10.122s. 

31. Ezra, L.; O’Dell, Z.J.; Hui, J.; Riley, K.R. Emerging investigator series: Quantifying silver nanoparticle aggregation kinetics in 

real‐time  using  particle  impact  voltammetry  coupled  with  UV‐vis  spectroscopy.  Environ.  Sci.  Nano  2020,  7,  2509–2521, 

doi:10.1039/d0en00490a. 

32. Nair,  B.  Final  Report  On  the  Safety  Assessment  of  Polyvinylpyrrolidone  (PVP).  Int.  J.  Toxicol.  1998,  17,  95–130, 

doi:10.1177/109158189801700408. 

33. Franco, P.; De Marco, I. The Use of Poly(N‐vinyl pyrrolidone)  in  the Delivery of Drugs: A Review. Polymers 2020, 12, 1114, 

doi:10.3390/polym12051114. 

34. Li, X.; Lenhart, J.J.; Walker, H.W. Dissolution‐Accompanied Aggregation Kinetics of Silver Nanoparticles. Langmuir 2010, 26, 

16690–16698, doi:10.1021/la101768n. 

35. Brahma, S.; Rao, K.J.; Shivashankar, S. Rapid growth of nanotubes and nanorods of würtzite ZnO through microwave‐irradia‐

tion of a metalorganic complex of zinc and a surfactant in solution. Bull. Mater. Sci. 2010, 33, 89–95, doi:10.1007/s12034‐010‐0027‐

7. 

36. Costa, C.; Medronho, B.; Filipe, A.; Mira, I.; Lindman, B.; Edlund, H.; Norgren, M. Emulsion Formation and Stabilization by 

Biomolecules: The Leading Role of Cellulose. Polymers 2019, 11, 1570, doi:10.3390/polym11101570. 

37. Shu, M.; He, F.; Li, Z.; Zhu, X.; Ma, Y.; Zhou, Z.; Yang, Z.; Gao, F.; Zeng, M. Biosynthesis and Antibacterial Activity of Silver 

Nanoparticles Using Yeast Extract as Reducing and Capping Agents. Nanoscale Res. Lett. 2020, 15, 14, doi:10.1186/s11671‐019‐

3244‐z. 

38. Riviere, J.E.; Scoglio, C.; Sahneh, F.D.; Monteiro‐Riviere, N.A. Computational approaches and metrics required for formulating 

biologically  realistic  nanomaterial  pharmacokinetic  models.  Comput.  Sci.  Discov.  2013,  6,  014005,  doi:10.1088/1749‐

4699/6/1/014005. 

39. Hadjidemetriou,  M.;  Kostarelos,  K.  Evolution  of  the  nanoparticle  corona.  Nat.  Nanotechnol.  2017,  12,  288–290, 

doi:10.1038/nnano.2017.61. 

40. Sigma‐Aldrich  Dulbecco’s  Modified  Eagle’s  Medium  Product  Information.  Available  online:  https://www.sigmaal‐

drich.com/content/dam/sigma‐aldrich/docs/Sigma/Formulation/d5796for.pdf (accessed on 9 September 2020). 

41. Pal, N.K.; Kryschi, C. A facile synthesis of highly stable and luminescent Ag clusters: A steady‐state and time‐resolved spec‐

troscopy study. Phys. Chem. Chem. Phys. 2015, 17, 1957–1965, doi:10.1039/c4cp03683b. 

42. Trinh, N.D.; Nguyen, T.T.B.; Nguyen, T.H. Preparation and characterization of silver chloride nanoparticles as an antibacterial 

agent. Adv. Nat. Sci. Nanosci. Nanotechnol. 2015, 6, 45011, doi:10.1088/2043‐6262/6/4/045011. 

43. Pulido‐Reyes, G.; Leganes, F.; Fernández‐Piñas, F.; Rosal, R. Bio‐nano interface and environment: A critical review. Environ. 

Toxicol. Chem. 2017, 36, 3181–3193, doi:10.1002/etc.3924. 

44. Srivastava, V.; Gusain, D.; Sharma, Y.C. Synthesis, characterization and application of zinc oxide nanoparticles (n‐ZnO). Ceram. 

Int. 2013, 39, 9803–9808, doi:10.1016/j.ceramint.2013.04.110. 

45. de Souza, T.A.J.; Souza, L.R.R.; Franchi, L.P. Silver nanoparticles: An  integrated view of green synthesis methods,  transfor‐

mation in the environment, and toxicity. Ecotoxicol. Environ. Saf. 2019, 171, 691–700, doi:10.1016/j.ecoenv.2018.12.095. 

46. Luo, Y.; Hong, Y.; Shen, L.; Wu, F.; Lin, X. Multifunctional Role of Polyvinylpyrrolidone in Pharmaceutical Formulations. AAPS 

PharmSciTech 2021, 22, 34, doi:10.1208/s12249‐020‐01909‐4. 

47. Fahmy, H.M.; Mosleh, A.M.; Elghany, A.A.; Shams‐Eldin, E.; Abu Serea, E.S.; Ali, S.A.; Shalan, A.E. Coated silver nanoparticles: 

Synthesis, cytotoxicity, and optical properties. RSC Adv. 2019, 9, 20118–20136, doi:10.1039/c9ra02907a. 

48. Wan, Y.; Guo, Z.; Jiang, X.; Fang, K.; Lu, X.; Zhang, Y.; Gu, N. Quasi‐spherical silver nanoparticles: Aqueous synthesis and size 

control by the seed‐mediated Lee–Meisel method. J. Colloid Interface Sci. 2013, 394, 263–268, doi:10.1016/j.jcis.2012.12.037. 

49. Szerencsés, B.; Igaz, N.; Tóbiás, Á.; Prucsi, Z.; Rónavári, A.; Bélteky, P.; Madarász, D.; Papp, C.; Makra, I.; Vágvölgyi, C.; et al. 

Size‐dependent activity of silver nanoparticles on the morphological switch and biofilm formation of opportunistic pathogenic 

yeasts. BMC Microbiol. 2020, 20, 13, doi:10.1186/s12866‐020‐01858‐9. 

50. Huang, T.; Xu, X.‐H.N. Synthesis and characterization of tunable rainbow colored colloidal silver nanoparticles using single‐

nanoparticle plasmonic microscopy and spectroscopy. J. Mater. Chem. 2010, 20, 9867–9876, doi:10.1039/c0jm01990a. 

51. Kararli, T.T. Comparison of the gastrointestinal anatomy, physiology, and biochemistry of humans and commonly used labor‐

atory animals. Biopharm. Drug Dispos. 1995, 16, 351–380, doi:10.1002/bdd.2510160502. 

52. Eichelberger, L.; Richter, R.B. Water, Nitrogen and Electrolyte Concentration in the Brain. J. Biol. Chem. 1944, 154, 21–29. 

53. Yao, T.; Asayama, Y. Animal‐cell culture media: History, characteristics, and current issues. Reprod. Med. Biol. 2017, 16, 99–117, 

doi:10.1002/rmb2.12024. 

54. Freckmann, G.; Hagenlocher, S.; Baumstark, A.; Jendrike, N.; Gillen, R.C.; Rössner, K.; Haug, C. Continuous Glucose Profiles in 

Healthy  Subjects  under  Everyday  Life  Conditions  and  after  Different  Meals.  J.  Diabetes  Sci.  Technol.  2007,  1,  695–703, 

doi:10.1177/193229680700100513. 



Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 8673  22  of  22 
 

 

55. Strazzullo, P.; Leclercq, C. Sodium. Adv. Nutr. 2014, 5, 188–190, doi:10.3945/an.113.005215. 

56. Bhattacharjee,  S.  DLS  and  zeta  potential—What  they  are  and what  they  are  not?  J.  Control.  Release  2016,  235,  337–351, 

doi:10.1016/j.jconrel.2016.06.017. 


