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SAZETAK

Zelena sinteza nanocestica je relativno nova grana nanotehnologije koja ima mnoge prednosti
u odnosu na kemijske i fizicke metode sinteze nanocestica. Proces je siguran, jednostavan,
isplativ, ekoloski prihvatljiv, smanjuje koli¢inu potrebne energije i Cesto rezultira stabilnijim
materijalima te nema potrebe za visokim temperaturama niti tlakovima. Zbog bogate
bioraznolikosti biljaka i njihovih potencijalnih sekundarnih metabolita, biljke i dijelovi
biljaka u novije su vrijeme dobro iskoriteni za sintezu raznih nanocestica. U ovom radu
sintetizirano je koloidno srebro na ekoloski nacin bez koriStenja organskih ili toksi¢nih
otapala. Sinteza je provedena koristenjem zelenog ¢aja kao redukcijskog i stabilizacijskog
sredstva pri pH vrijednostima 6, 7, 8 19 uz koriStenje otopine srebrovog nitrata koncentracije
0,001 mol dm i otopine natrijevog karbonata koncentracije 0,1 mol dm=za podesavanije pH
vrijednosti i destiliranu vodu kao otapalo. Zeleni ¢aj bogat je katehinima koji pripradaju grupi
flavanola, a sudjeluju u reakciji redukcije srebrovih iona. Karakterizacija koloidnog srebra
provedena je UV-Vis spektrofotometrom, FT-IR analizom uzoraka, DLS (Dynamic Light
Scattering) analizom te pomocu odredivanja Tyndallovog efekta propustanjem laserske zrake
kroz otopinu. Analiza dinamiog rasprSenja svjetlosti je koriStena za procjenu veli¢ine
nastalih nanocestica srebra i uniformnosti uzorka nastalih nanocestica, dok se UV-Vis
spektrofotometrom dokazala prisutnost nanocestica srebra pojavom povrsinskog plazmona
rezonancije. Raspon veli¢ina dobivenih nanocestica kemijskom redukcijom pomocu otopine

zelenog Caja je od 32 nm do 143 nm.

Kljuéne rijeci: zelena sinteza, koloidno srebro, zeleni ¢aj, katehini, kemijska redukcija



ABSTRACT

Green synthesis of nanoparticles is a relatively new branch of nanotechnology that has many
advantages over chemical and physical methods of nanoparticle synthesis. The process is
safe, simple, cost-effective, environmentally friendly, reduces the amount of energy required
and often results in more stable materials, and there is no need for high temperatures or
pressures. Due to the rich biodiversity of plants and their potential secondary
metabolites, plants and plant parts have been well utilized in recent times in the synthesis of
various nanoparticles. In this work, colloidal silver was synthesized in an ecological way
without the use of organic or toxic solvents. The synthesis was carried out using green tea as
a reducing and stabilizing agent at pH values of 6, 7, 8 and 9 with the use of silver nitrate
solution with a concentration of 0.001 mol dm-3. Sodium carbonate solution with a
concentration of 0.1 mol dm-3 was used to adjust the pH value and distilled water was used
asasolvent. Green tea is rich in catechins that belong to the group of flavanols and participate
in the reduction reaction of silver ions. The characterization of colloidal silver was carried
out with a UV-Vis spectrophotometer, FTIR analysis, DLS (Dynamic Light Scattering)
analysis and determination of the Tyndall effect by passing a laser beam through the solution.
Dynamic light scattering analysis was used to assess the size of the silver nanoparticles and
the uniformity of the sample, while the UV-Vis spectrophotometer was used to prove the
presence of silver nanoparticles by the appearance of surface plasmon resonance. The size
range of nanoparticles obtained by chemical reduction using green tea solution is from 32

nm to 143 nm.

Keywords: green synthesis, colloidal silver, green tea, catechins, chemical reduction
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UvoD

Antimikrobna svojstva srebra poznata su stolje¢ima, stare civilizacije poput Rimljana,
Egipéana i Grka koristila su srebrni pribor i posude.! Na koloidnom srebru provedena su
brojna istrazivanja koja su dokazala njegova antibakterijska, antimikrobna i antimikoti¢na
svojstva. IzloZenost srebru samo nekoliko minuta uniStava preko 650 patogena. Koloidno

srebro pospjesuje proces regeneracije na kozi i drugim mekim tkivima ljudskog organizma.?

Karakteristi¢na svojstva nanocestica srebra pripisuju se velikoj specifi¢noj povrSinskoj
energiji nastaloj uslijed visokog omjera povrsine i volumena. lako je ovaj omjer jedinstven i
prikladan, on takoder komplicira sintezu nanocestica. Velika vrijednost specificne
povrsinske energije ima tendenciju pada s rastom ¢estica, zbog aglomeracije velikog broja
manjih Cestica, Sto dovodi do gubitka specificnih svojstava. Stoga je rast Cestica inhibiran
i/ili kontroliran na razli¢ite nacine. Opcenito, sinteza metalnih nanocestica provodi se u
organskim otapalima ili vodi, Cesto u prisutnosti stabilizatora. To osigurava elektrostatsko 1
elektricno odbijanje izmedu pojedina¢nih nanocestica, sprje¢avajuci njihovu agregaciju i

kontroliraju¢i rast.®®

U nekim slu¢ajevima stabilizator moze djelovati kao redukcijsko sredstvo u isto vrijeme.
U ovom radu koristit ¢e se vodeni ekstrakt Camellia sinensis (zeleni ¢aj) kao redukcijsko
sredstvo 1 stabilizator. Ova metoda je ekoloski prihvatljiva kao zelena sinteza nanocestica
srebra jer se ne koriste organska ni toksi¢na otapala. Flavonoidi, odnosno katehin sudjeluje
u redukeciji nanocestica srebra. Katehini su skupina prirodnih tvari fenolne strukture, rasirena
u biljnim vrstama. Listovi biljke Camellie sinensis (zelenog Caja) bogati su katehinima, a
dobivaju se ekstrakcijom. Katehini su odgovorni za mnoge blagotvorne ucinke zelenog Caja

na ljudsko zdravlje zbog svoje antioksidativne aktivnosti.®

Antioksidativni kapacitet flavonoida je vrlo visok. Snizavaju razinu LDL kolesterola,
triglicerida 1 fibrinogena (bjelancevine koja sudjeluje u stvaranju krvnih ugrusaka), dok
povecavaju razinu LDL (loSeg) i HDL (dobrog) kolesterola, ¢ime se u¢inkovito smanjuje
rizik od ateroskleroze. Flavonoidi povecavaju otpornost organizma na viruse, djeluju
antivirusno protiv virusa uzro¢nika gripe, herpes simplexa, djecje paralize pa ¢ak 1 HIV-a,

Stite rad stitnjace i pomazu u lijeCenju bolesti jetre.



1. OPCI DIO

1.1. Disperzni sustavi — koloidni sustavi

Disperzni sustavi ili disperzije su heterogeni sustavi koji imaju jednu fazu (homogenu ili
heterogenu) rasporedenu u nekom mediju (¢vrstom, teku¢em ili plinovitom), tako da su
rasprsene Cestice odvojene jedne od drugih. Disperzni sustav je na¢injen od najmanje dvije
faze — od disperzne faze (dispergirane Cestice) i disperznog sredstva (medija u kome su
Cestice dispergirane). Disperzne sustave karakterizira veli¢ina Cestica, velika specifi¢na

povrsina, entropija mijesanja i broj Cestica.

Podjela po veli¢ini Cestica je prema promjeru Cestica 1 prema broju atoma u Cestici. Podjela

prema promjeru dispergiranih Cestica je:
a) grubo disperzni sustav

b) koloidni disperzni sustav

c) visokodisperzni sustav.

Grubi disperzni sustavi nazivaju se suspenzijama ili emulzijama. Najveci stupanj disperzije
karakteristiCan je za prave otopine u kojima su tvari otopljene u molekularnoj ili ionskoj
disperziji. Molekule ili ioni u disperziji su istog reda veli¢ine kao molekule otapala. Koloidne
otopine su odredene stupnjem disperzije koji je manji od stupnja disperzije pravih otopina i
veci od suspenzija odnosno emulzija. Koloidni sustavi koji se sastoje od koloidnih Cestica ili
makromolekula jednake veli¢ine, zovu se to monodisperzni sustavi. Kada su u koloidnom

sustavu prisutne Cestice ili makromolekule razli¢itih veli¢ina, sustav je polidisperzan.

Promjer Cestica pravih otopina je 1 nm, $to je gornja granica za veli¢inu disperznih Cestica.
Veli¢ine Cestica izmedu 1 nm i 100 nm karakteriziraju koloidne otopine (kao §to su npr.
proteini, polisaharidi, razli¢iti polimeri itd.). Ime koloidi uveo je $kotski kemic¢ar Thomas
Graham koji je definirao prvu podjelu koloidnih otopina. Grani¢na povrsina disperzne faze
koja dolazi u kontakt s okolinom jedna je od znacajnijih ¢imbenika o kojemu ovise svojstva
koloidnih sustava. Tekucine s koloidno razdijeljenom krutom fazom su solovi. Kada je jedna
tekucina dispergirana u drugu tekuéinu, stvaraju se emulzije, a kada je plin dispergiran u
tekuc¢ini, nastaje pjena. Koloidne otopine mogu biti anorganski solovi (hidroksidi,

halogenidi), makromolekularne otopine (polisaharidi, polipeptidi, proteini).®



Koloidni se sustavi mogu podijeliti prema veliCini Cestica na:

e monodisperzne i

e polidisperzne koloidne sustave.

Druga podjela odnosi se na afinitet Cestica u odnosu na disperzno sredstvo, tako koloidne
otopine mogu biti liofobne ili liofilne. Koloidno srebro pripada liofobnim koloidnim

otopinama.®1°

1.1.1. Svojstva koloidnih otopina

Kod mikroheterogenih koloidnih otopina dolaze do izrazaja opticka svojstva. Preko debljeg
sloja otopine koloida prolazna svijetlost daje zamucenje, a u nekim slucajevima i
fluorescenciju. Uzrok zamucenja je rasipanje svjetlosti na obodu pojednih Cestica. To
rasipanje svjetlosti koje se pojavljuje u nekom mikroheterogenom sustavu u obliku
osvijetljenog stoSca naziva se Tyndallov fenomen. Tyndallov fenomen je posebno izrazen u

tre¢oj koloidnoj otopini (Slika 1.).*

Slika 1. Prikaz Tyndallovog efekta?

Rezonanca povrSinskog plazmona je karakteristicno opticko svojstvo nanocestica. Do ove

pojave dolazi zbog oscilacija (pobudivanja) elektrona na povrsini Cestice uslijed upadnog



elektromagnetskog zracenja vidljivog i blisko infracrvenog dijela spektra. Ova pojava opisuje

prijelaz boje kolodine otopine iz svijetlije u tamno smedu.*?

Neke od primjena metalnih nanodestica ovise o njihovim optickim svojstvima. Cestice
apsorbiraju i/ili reflektiraju zracenje odredene frekvencije. Od svih metala, plemeniti metali
poput srebra i zlata imaju svojstvo najintezivnije rezonancije povrsinskog plazmona koji se
nalazi u vidljivom dijelu spektra kao apsorpcijski maksimum izmedu 380 i 780 nm, dok

veéina prijelaznih metala pokazuje $iroke ili vrlo slabe apsorpcijske maksimume.

Ova pojava oStrog pika pri priblizno 400 nm UV-Vis analizom ukazuje nam na prisutnost
nanocestica srebra. Povecanjem veli¢ine nanocestica dolazi do pomicanja apsorpcijskog
maksimuma prema veéim valnim duljinama.'? Nanodestice se danas Koriste u proizvodnji
naocala otpornih na ogrebotine, boja otpornih na pucanje, premaza protiv grafita za zidove,

za detekciju analita u hrani, kao katalizatori i nosa¢i biomolekula.'*

1.1.2. Molekularno Kkineti¢ka svojstva
Koloidne ¢estice u disperznom sredstvu nikad ne miruju, Sto se moze vidjeti ako ih se
promatra mikroskopom ili ultramikroskopom. Brown je prvi opazio u disperznom sustavu da

se Cestice vrlo brzo gibaju i pri gibanju mijenjaju smijer, a Perrin je objasnio ta gibanja.®

Brownovo gibanje nastaje uslijed sluCajnog kretanja Cestica uzrokovanim sudarom
molekula otpala koje okruzuju Cestice. Neki od parametara koji utjeCu na brzinu gibanja su
viskoznost, temperatura i veli¢ina same Cestice. Kako se temperatura povecava tako i

Brownovo gibanje raste. Brownovo gibanje je obrnuto proporcijonalno veli¢ini Cestice.

Prema Stokes-Einstein relaciji ozna¢enoj kao (1) brzina Brownovog gibanja je definirana
translacijskim difuzijskim koeficijentom, te se pomocu relacije ove mozZe izracunati

hidrodinamicki promjer cestice:
dH = kT/ 3nnD 1)

gdje je dH-hidrodinamicki promjer, k-Boltzmannova konstanta, T-apsolutna temperatura,

n-koeficijent viskoznosti D-difuzijski koeficijent.®

Na brzinu gibanja utjecu svojstva fluida, veli¢ina i svojstva Cestica, viskoznost fluida, ionska

jakost fluida, oblik &estice i svojstva povrine ¢estice.*®



Stabilnost koloida uvjetovana je interakcijom izmedu Cestica tijekom sudara jer se koloidne
Cestice sudaraju jedna s drugom. U Brownovom gibanju postoje dvije interakcije: odbijanje
i privlacenje. Kod nedispergiranih oblika dominira privla¢enje i dolazi do srastanja,
aglomeriranja. Kada dominira odbijanje, sustav ostaje u dispergiranom obliku te dolazi do

stabilizacije.'’

1.1.3. Elektrokineti¢ke pojave

Elektrokineticke pojave su posljedica djelovanja elektriénog polja ili ubrzavanja koloidnih
Cestica. Ove pojave nazivaju se elektroforeza i elektroosmoza. Elektroforeza se opisuje
gibanjem nabijenih Cestica u odnosu na teku¢inu u elektricnom polju, dok elektroosmoza
gibanjem otapala u odnosu na stacionarnu nabijenu povrSinu. Elektroforetsko rasprsenje
svjetlosti karakterizira zeta potencijal koji se odreduje pomocu rasprsenja svjetlosti prilikom

elektroforeze.’

1.1.4. Elektrostatska stabilizacija i steri¢ka stabilizacija

Dispergirane ¢estice u vodenim koloidima obi¢no imaju odredeni naboj, a njihov naboj je na
neki nacin zaklonjen visokom koncetracijom iona suprotnog naboja blizu povrsine. Svaka
Cestica je okruzena elektricnim dvoslojem (Slika 2.) ¢ime dolazi do elektrostatske
stabilizacije. Kako bi se neutralizirao naboj na povr$ini nanostrukture formira se dvostruki

sloj unutar koloidne disperzije.

Ovaj dvosloj takoder uzrokuje elektrokineticki potencijal na povrSini nanoc¢estica. Zeta
potencijal (ili elektrokineti¢ki potencijal) je mjera efektivnog elektri¢nog naboja na povrsini
Cestice. Zeta potencijal smatra se vaznijim od povrSinskog potencijala te je mjera

elektrostatske stabilnosti.

Kemisorpcijom 1/ili derivatizacijom makromolekula ili polimera na povrsinu koloida postize

se stabilnost koja djeluje kao zastitni omotag te sprjecava aglomeriranje.*’



..._.. Elektriéni dvosloj
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Slika 2. Shematski prikaz elektricnog dvosloja na
povrsini nanocestice’

1.2. Nanomaterijali

Nanomaterijali se klasificiraju u dvije podgrupe: nanostrukturni i nanofazni/nanocesti¢ni
materijali. Nanostrukturne povrSine su jednodimenzionalne povrsine kod kojih je debljina
povrsine strukture izmedu 0,1 i 100 nm. Nanomaterijali koji su nano razmjera u jednoj
dimenziji su slojevi npr. tanki filmovi ili povr$inski premazi. Materijali koji su na nano skali

u dvije dimenzije ukljucuju nano zice i cjevcice ¢iji je promjer na nano skali, dok im duzina

moze biti veca.

Kuglaste nanoc¢estice su trodimenzionalne na nano skali s prostornim dimenzijama izmedu
0,1 i 100 nm, npr. Cestice taloga i koloida. U odnosu na konvencionalne materijale,
nanomaterijali imaju ve¢i udio grani¢nih povrSina §to rezultira boljim mehani¢kim 1
funkcionalnim svojstvima.*® Primjena nanomaterijala je $iroka, a neki od primjera prikazani

su u Tablici 1.1



Tablica 1. Primjena nanomaterijala

Vrsta nanomaterijala

Primjena i prednosti kod uporabe

Nanokristali koji se koriste u

fotovolti¢nim uredajima.

Obnovljiva, zelena energija, novi samoosvjetljujuéi

zasloni za elektroni¢ke uredaje.

Nanosrebro u antimikrobnim

zavojima za rane.

Medicinska primjena, zacjeljivanje rana i smanjen

rizik od infekcija.

Nanosilikati koji se koriste u
rekonstrukciji kosti.

Strukturni popravci zubi i kosti koriste¢i prirodne

materijale koji nisu citotoksi¢ni.

Nanomaterijali u

pakiranjima za hranu.

Antibakterijsko pakiranje za duzi rok trajanja koji

povecava sigurnost hrane.

Nanomaterijali koji se
koriste kao katalizatori.

Poboljsana ekonomic¢nost industrijskih procesa,

stvaranje manjih koli¢ina otpada.

Nanomaterijali koji se

koriste obradi otpadnih voda.

Smanjeno izlaganje stetnim mikroorganizmima poput

E.Coli, virusima i razli¢itim toksinima.

1.3. Nanocestice srebra

Podrucje nanotehnologije jedno je od najaktivnijih podrucja istrazivanja u suvremenoj
znanosti o materijalima. Nanocestice pokazuju nova svojstva ovisno o njihovoj velicini,
obliku 1 morfologiji, Sto im omogucuje ucinkovitu interakciju s biljkama, zivotinjama i
mikrobima. Njihova jedinstvena fizikalna i opticka svojstva kao §to su povrSinska
plazmonska rezonancija (SPR), visok omjer povrSine i volumena i1 povrSinsko pojacano
ramansko rasprSenje (SERS) rezultirala su nedavnim razvojem nanocestica metala. Ove
jedinstvene znafajke dovele su do povecane primjene metalnih nanocestica u podrucju
kozmetike, medicine, poljoprivrede, senzora, pro¢is¢avanja i obrade vode, obrade tekstilnog
otpada.?® Nanodestice se koriste kod novih tehnologija izrade solarnih éelija, kemijskih

senzora kao i u medicini gdje se koriste se kao sredstvo protiv gljivica i virusa.?!?2



Nanocestice metala (Au, Se, Cu) kao i nanocestice srebra posjedujuju antimikrobni potencijal

za suzbijanje rasta patogenih mikroorganizama koji su uzro¢nici razli¢itih infekcija.?*2*

Antimikrobna svojstva srebra djeluju prema Sirokom spektru patogena, ukljucujuéi viruse,

Gram-pozitivne, Gram-negativne bakterije i gljivice.?®

Srebrov nitat se prvi koristio kao dezinfekcijsko sredstvo, a porast znanstvenih radova
istrazivanja o antimikrobnim svojstvima zapoc&eo je 1920. godine.?® Upotreba srebra u obliku
nanodestica pada 1940-ih, nakon izuma prvih antibiotika.?’” U novije vrijeme sve je vise
istrazivanja na temu srebrovih nanocestica koji djeluje antimikrobno na sve ceSce pojave
multirezistentnih sojeva mikroorganizama. GodiSnja proizvodnja srebrovih nanocestica

iznosi blizu 320 tona na svjetskoj razini.?

1.3.1. Mehanizam antimikrobnog djelovanja nanocestica srebra

Brojna su istrazivanja pokazala kako nanocestice srebra imaju ve¢u antimikrobnu aktivnost
od slobodnih iona srebra.?®3® Zbog male dimenzije i velike povrsine mogué je bolji kontakt
nanoCestica s mikroorganizmima. Pretpostavka je da nanoCestice srebra sluze kao
“rezervoar” iz kojeg se oslobadaju ioni, tako da antimikrobni u¢inak nije posljedica samo
fizickih svojstava samih nanodestica, veé¢ i oslobadanja iona srebra.®! Snazna antimikrobna
aktivnost sirokog spektra proizlazi iz kombiniranog djelovanja nanocestica i slobodnih
iona.®? Burne reakcije organizma na elementarno srebro veoma su rijetke.>® PredloZzeni
mehanizmi obuhvacaju interakciju srebrovih nanodestica i Ag* iona na razli¢itim strukturama
stanice kao Sto su peptidoglikani, lipopolisaharidi, nukleinske kiseline i enzimi, stani¢na
membrana, risobosomi itd. Nakon interakcije dolazi do promjene stani¢nog metabolizma i
stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta. Sve to dovodi do naruSavanja strukturnog integriteta
stanice ¢ime nastupa smrt stanice.?’31323% QOksidativni stres je izazvan nekontoliranim
stvaranjem reaktivnih vrsta Kisika te dolazi do oStecenja proteina, lipida, mitohondija, DNK,

i stani¢ne membrane.3%36:37

Tiolne, fosfatene, hidroksilne, imidazolne i indolne funkcionalne skupine su elektron-
donorske funkcionalne skupine prema kojima ioni srebra pokazuju veliki afinitet. Ove
funkcionalne grupe prisutne su u enzimima, proteinima i nukleinskim kiselinama te su mjesta

u stanici na koja djeluju ioni srebra.?



1.4. Metode dobivanja koloidnog srebra

Sinteza nanocestica srebra opisuje se kroz dva razliita pristupa:

e “’top down”’ pristup, odnosno postupak odozgo prema dolje i

e “’bottom’s up’’postupak, odnosno odozdo prema gore.>®

U prvoj metodi nanomaterijal se dobiva postupcima smanjenja veli¢ine pocetnog uzorka.
Prema literaturi u ovu grupu se ubrajaju metode: mehanicko mljevenje/legiranje, intenzivna
plasti¢na deformacija masivnih uzoraka, kristalizacija iz amorfne faze, litografija i posebne
kemijske metode.

Postupak odozdo prema gore ukljuuje otapanje metala srebra u otapalu uz reducens i

formiranje nanocestica srebra.

Neki od “’bottom’s up’’ postupaka su sol gel postupci, piroliza, sinteza superkritiénim
fluidima, kemijska depozicija para (CVD), depozicija pomoc¢u pare (PVD), termicko
isparavanje, naparavanje pomocu elektrona, ablacija laserom, epitaksijalni rast (MBE) te

postupci zelene sinteze (biljke, alge, bakterije, kvasci, aktinomiceti).*

1.4.1. Fizikalne metode
Fizikalne metode sinteze srebrovih nanocestica ukljucuju metode kojima se dobivaju Cestice

od 1 do 100 nm, tipi¢no u ¢vrstom stanju. Fizikalne metode pripadaju “’top-down’’ pristupu.

Fizikalne metode najces¢e ne ukljucuju koristenje redukcijskog sredstva ili stabilizator te se
mogu primjenjivati uz jo§ neku dodatnu metodu. Neke od fizikalnih metoda su metoda
kondenzacije pare, metoda praznjenja elektricnog luka, metoda laserske ablacije, mehanicko
mljevenje — kugli¢no mljevenje, isparavanje-kondenzacija te pirolizu rasprSivanjem (eng.

Spray pyrolysis process).

Proces kondenzacije pare sastoji se od dva koraka, isparavanja i kondenzacije, koji se vodi
pomocu cijevne peci pri atmosferskom tlaku. Nanocestice razli¢itih materijala, kao Sto su
Ag, Au, PbS, mogu se pripremiti ovom metodom. Kako bi se sintetizirale Ag nanocestice,
cesto se koristi metoda isparavanja, u kojoj ciljni materijali isparavaju pomocu izvora topline,

a zatim se brzo kondenziraju Sto rezultira sintetiziranim nanocesticama.



Metoda lu¢nog praznjenja za sintezu nanocestica je ucinkovita metoda u kojoj se napon
istosmjerne struje primjenjuje preko dvije grafitne elektrode uronjene u inertni plin kao $to
je He, Ar ili Ne. Tijekom luénog praznjenja, povrsinski sloj srebrove zice prvo isparava te
nakon isparavanja, kondenzira u sloju vode. Nakon toga prozirna otopina prelazi u
karakteristicnu blijedozutu boju koja postaje sve tamnija, svijeto smeda do smeda koloidna
suspenzija nanocestica srebra. Nanocestice srebra mogu se sintetizirati laserskom ablacijom
iz metalne soli srebra u otopini. Prednost metode laserske ablacije u odnosu na druge
konvencionalne metode za pripremu metalnih koloida je odsutnost kemijskih reagensa u

otopinama.*°

Proces kuglicnog mljevenja jedan je od konvencionalnih procesa koji se koristi kao mehano-
kemijsko kugli¢no mljevenje za proizvodnju srebrovih nanocestica u ¢vrstom stanju. Ova
metoda ima dobru kontrolu nad velicinom cCestica, ali nije primjenjiva za veliku proizvodnju,
sam proces mljevenja moze rezultirati agregacijom Cestica te je potros$nja energije u odnosu

na alternativne metode velika.

Proces pirolize rasprSivanjem zahtjeva koriStenje atomizatora, cijevne peci, reakcijske cijevi,
filtera i vakum pumpe. Ova metoda se Cesto koristi za proizvodnju metalnih prahova te
odlikuje manjom agregacijom Cestica, Cestice su vece Cistoce 1 veceg stupnja kristalnosti u
usporedbi s onima proizvedenim kemijskim metodama. Metoda je jednostavna i ponovljiva,

medutim proces zahtjeva visoke temperature.

1.4.2. Kemijske metode

Sinteza nanocestica srebra kemijskom redukcijom naj¢esée je primjenjivana metoda za
pripremu stabilnih, koloidnih disperzija u vodi ili drugim prikladnim organskim otapalima.
Opcenito, proces kemijske redukcije Ag nanocestica u otopini ukljucuje sljedece tri glavne
komponente: prekursore metala, redukcijska sredstva i sredstva za stabilizaciju. Cjelokupni
proces ukljucuje suprecipitaciju u kojoj se uocava istovremenost razli¢itih podfaza kao Sto

su redukcija, nukleacija, rast i aglomeracija.**

Kemijska redukcija ili konvencionalna kemijska sinteza je najcesci pristup za sintezu Ag
nanocestica. Ovaj proces izvodi se pomocu metalnog prekursora kao $to je AgNOs,

redukcijskog agensa kao $to je hidrazin, natrijev borohidrid, etilen glikol ili dimetilformamid
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(DMF) uz prisutnost stabilizatora kao §to je polivinilpirolidon (PVP) ili polivinilalkohol

(PVA). Kemijska sinteza nanodestica jedna je od tehnika “odozdo prema gore”.*

Stabilizator se uvodi u mati¢nu otopinu prije reakcije talozenja kako bi se izbjegla
aglomeracija nastalih Cestica. Pripremljene nanocestice se odvajaju centrifugiranjem, isperu
i suse u vakuumu. Postoji nekoliko tipi¢nih redukcijskih sredstava uklju¢ujuci NaBHa, N2Ha,
polioli, natrijev citrat i N,N-dimetilformamid (DMF). Kako bi se sprijecila agregacija izmedu
Ag nanocestica, natrijev dodecil sulfat (SDS) i neki polimerni sustavi poput polimetakrilne
Kiseline i polimetilmetakrilata korisna su sredstva za stabilizaciju. Neke od kemijskih
redukcijskih reakcija mogu se izvesti pri sobnoj temperaturi, dok vecina njih treba povisene

temperature za poveéanje brzine reakcije.*!

Medutim, tijekom sinteze na morfologiju nanoCestica snazno utjeCe temperatura.
Nanocestice Ag pokazuju mnogo varijacija u obliku, nastaju sferne, trigonalne/heksagonalne
strukture. Askorbinska kiselina kao redukcijsko sredstvo pogoduje stvaranju nanocestica na
sobnoj temperaturi s prosje¢nom veli¢inom ¢estica od 20 nm. Za pripremu monodisperznih
Cestica jednake veliCine, potrebno je istovremeno formiranje jezgri za kasniji rast. PoCetna
nukleacija i naknadni rast jezgri mogu se kontrolirati podeSavanjem parametara reakcije kao
Sto su temperatura, pH, tipovi prekursora, otapala, redukcijska sredstva i sredstva za

stabilizaciju.**

1.4.3. Elektrokemijske metode

Koloidno srebro moZze se dobiti na dva osnovna nacina elektrokemijskim putem, metodama
LVDC (eng. low voltage direct current — niski napon istosmjerne struje) i HVAC (eng. high
voltage alternate current - visoki napon izmjeni¢ne struje). LVDC je metoda koja se koristi
u pripravi koloidnog srebra na manjoj skali, dok se HVAC metoda koristi za masovnu,

komercijalnu proizvodnju.

Potreban je istosmjerni napon od 20-30 V, dvije srebrne elekrode, ¢asa (staklena/plasti¢na) i
destilirana voda za dobivanje srebra zadovoljavajuce kakvoce. U procesu je potrebno vrsiti
provjeru koncentracije, vazno je automatsko odrZavanje gustoce struje koje se kontrolira
mjerenjem jakosti struje. Koncentracija srebra tada iznosi od 3-5 ppm te su veli¢ine
dobivenih &estica od 1-40 nm. Sto su Gestice srebra manje, pogodnije su za apsorpciju u

organizam i lakse stupaju u kontakt s patogenim organizmima. Laserom se provjerava jakost
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Tyndallovog efekta radi kontrole nastajanja koloidnog srebra. Treba imati u vidu kako niza

gustoca struje reakcije daje kontrolirane uvjete.*?

1.5. Zelena sinteza koloidnog srebra i nanocestica srebra

Zelena sinteza nanocestica nova je grana nanotehnologije koja ima mnoge prednosti u odnosu
na kemijske 1 fizicke metode sinteze nanocestica. Proces je siguran, jednostavan, isplativ,
relativno ponovljiv, ekoloski prihvatljiv, smanjuje koli¢inu potrebne energije i ¢esto rezultira

stabilnijim materijalima te nema potrebe za visokim temperaturama niti tlakovima.

Integracija nacela zelene kemije s nanotehnologijom postala je klju¢no podrucje u
nanoznanosti i posljednjih je godina dobila veliku pozornost. U sintezi metala 1 nanocestica

metalnih oksida koriste se bioloske metode buduci da su dobivene Cestice Zeljene veliCine 1

Zbog bogate bioraznolikosti biljaka i njihovih potencijalnih sekundarnih metabolita, biljke i
dijelovi biljaka u novije su vrijeme dobro iskoriiteni u sintezi raznih nanocestica.?® Osim
biljaka i biljnih ekstrakata, koriste se i razni sojevi bakterija, kvasaca, ostaci iz prehrambene

industrije, virusi, alge itd.(Slika 3.)
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Slika 3. Zelena sinteza srebrovih nanocestica pomocu razlicitih bioloskih komponenti*®

1.5.1. Sinteza pomocu bakterija i kvasaca

Kod bakteriogene sinteze Kkoriste se bakterijski sojevi rezistentni na srebro koji imaju
sposobnost akumuliranja srebra na stani€noj stijenci, a bakteriogena sinteza moZe biti
izvanstanicna 1 unutarstani¢na. NanoCestice mogu biti sintetizirane iz biomase ili iz
suspenzije stanicne kulture. Srebrove nanocCestice sintetizirane ovim putem sferi¢nog su
oblika 1 veli¢ine od 5-200 nm. Mehanizam kojim bakterije sintetiziraju nanocestice nije

potpuno razjasnjen.*® Brzina sinteze ovisi o bakterijskom soju, literatura navodi kako sinteza
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iz stani¢ne kulture sojevima poput E. Coli i K. Pneumonie daje brze rezultate sinteze.
Medutim, glavni nedostatak bakteriogene sinteze je spora brzina sinteze i velika raspodjela
veli¢ina nanoCestica u usporedbi s drugim zelenim metodama. KoriStenje bakterijski
sintetiziranih Ag nanocestica koriste Se u razvoju antimikrobnih sredstava, biosenzora,
optike, solarne energije i isporuke lijekova kroz organizam. Sojevi E. Coli, Enterobacter
cloacae, Bacillus brevos, Bacillus safensis, Pseudomonas stutzeri, Bacillus methylotrophicus
sposobni su reducirati srebro, najcesce iz njegovih soli, uz koristenje nekog od otapala, kao

npr. deionizane vode.*°

Kvasci imaju zna¢ajan potencijal za sintezu nanocCestica srebra zbog visoke sposobnosti
vezanja i bioakumulacije. Istrazivanja su pokazala da proces sinteze pomo¢u kvasaca prati
enzimski proces koji utjeCe na stvaranje stabilnih nanocestica u rasponu od 5-15 nm, ovisno
o reakcijskim uvjetima. Manje patogeno ponaSanje kvasaca i mogucénost brze sinteze upucuju
na prednost upotrebe nad bakterijama. Sinteza uz pomo¢ kvasaca pokazala se obecavaju¢im
pristupom proizvodnje Ag nanocestica; medutim patogeno ponasanje kvasaca i duga
razdoblja sinteze u usporedbi s drugim zelenim metodama ¢ini ga inferiornim medu zelenim

procesima sinteze.*

1.5.2. Sinteza pomocu biljaka i biljnih ekstrakata

Zbog bogate bioraznolikosti biljaka i njihovih potencijalnih sekundarnih metabolita, biljke i
dijelovi biljaka u novije su vrijeme dobro iskoriSteni u sintezi raznih nanocestica. Biljni
ekstrakti mogu djelovati i kao redukcijski i kao stabilizirajuc¢i agensi za stvaranje nanocestica,
stoga se moze izbjeci upotreba kemijskih reducensa i stabilizatora. Biljni ekstrakti mogu
posluziti za sintezu metalnih nanocestica koje su mnogo stabilnije u usporedbi s metodama
koje ukljucuju zive organizme te mogu reducirati metalne ione brze od bakterija i gljivica.
Sinteza pomoc¢u biljaka 1 biljnih ekstrakata smanjuje takoder troSkove izolacije 1 uzgoja

bakterija i gljivica §to je jedna od prednosti biljne zelene sinteze.?°

Biljni ekstrakti sadrze spojeve poput flavonoida i alkaloida koji su topivi u vodi. Ovi spojevi
djeluju kao redukcijsko i stabilizacijsko sredstvo. Polifenolna funkcionalna grupa odgovorna
je za redukciju srebrovih iona i stabilizaciju srebrovih nanocestica. Sinteza je vrlo
jednostavna, potreban je prekursor kao $to je AgNOs i biljni ekstrakt u obliku praha topivog

u vodi. Veli¢ina dobivenih nanocestica ovisi o omjeru prekursora i redukcijskog sredstva,
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odnosno o koncentraciji, vremenu sinteze, brzini mijesanja, temperaturi i pH vrijednosti pri
kojoj se provodi sinteza.*® Literaturni primjeri sinteze pomocu biljaka i biljnih ekstrakata
prikazanih na Slici 4. ukljucuju vrste poput Skimmia laureole, Aloe vere, Eclipta albe,
Rosmarinus officinalisa, s promjerom dobivenih nanocestica od 38 nm, 70 nm, 310 nm i 29

nm.*

Slika 4. Primjeri biljaka iz literature koristenih za zelenu sintezu a) SKimmia laureola, b) Aloe
vera, c) Eclipta alba, d) Rosmarinus officinalis

1.6. Flavonoidi

Opcenito, osnovna strukturna jedinica flavonoida sastoji se od dva aromatska prstena koja su
oznacena slovima A i1 B te su povezana s tri ugljikova atoma u obliku heterocikli¢kog prstena

ozna¢enim slovom C (Slika 5.).%
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Slika 5. Osnovna strukturna jedinica flavonoida*

Prema strukturnim razlikama u prstenu C flavonoidi se dijele na flavanone, flavone,
flavonole, flavanole, flavane, izoflavone, flavanonole, halkone, dihidrohalkone, flavan-2,4-

i (-)-epikatehin galat (ECG) koji pripadaju podskupini katehina.®

Flavonoidi, odnosno katehini sudjeluju u redukciji nanocestica srebra. Katehini su skupina
prirodnih tvari fenolne strukture, rasirena u biljnim vrstama. Listovi biljke Camellie sinensis
(zelenog ¢aja) bogati su katehinima, a dobivaju pomocu ekstrakcije. Katehini su odgovorni
za mnoge blagotvorne u¢inke zelenog ¢aja na ljudsko zdravlje zbog svoje antioksidativne

aktivnosti.®

OH
OH OH

HO (0] HO 0 o

OH & OH

OH OH
H OH

Slika 6. Strukure (-)-Epigalokatekina-3-galata(EGCG) lijevo i (-)-Epikatekina-3-galata (ECG) desno*®
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Slika 7. Strukture (-)- Epikatekina (EC) lijevo i (-)-Epigalokatekina desno (EGC)

Strukture najzastupljenijih katehina u zelenom ¢aju odgovornih za redukciju srebrovih iona

prikazani su na slikama 6. i 7.

Postoji nekoliko vrsta katehina prisutnih u zelenom c¢aju, a najzastupljeniji je (-)-
epigalokatehin galat (EGCG). Zeleni ¢aj sadrzi sljedece spojeve: (-)-epigalokatehin (EGC),
(-)-epikatehin (EC) i (-)-epikatehin galat (ECG). Prisutni su i epimeri: (-)-katehin galat (CG),
(+)-katehin (C) i (-)-galokatehin (GC).®

1.6. Flavonoidna sposobnost redukcije nanocestica srebra

Flavonoidi, koji pripadaju velikoj obitelji polifenola, imaju sposobnost reducirati srebro
otpustanjem reaktivnog vodikovog atoma procesom tautomerizacije (Slika 8.) u kojem
flavonoidi prelaze u keto-taumer stanje u kojemu se reducira Ag* u Ag° pretpostavljenim

mehanizmom prikazanim na slici 9.4

OH %)

D @Hé‘H@ ng

Slika 8. Prikaz stabilizacije fenoksidnog radikala rezonantnom delokalizacijom®
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Slika 9. Predlozeni mehanizam rekacije izmedu srebrovih iona i (-)-epigalokatekina-3-galata (ECGC)*

1.7. Utjecaj temperature, pH i koncentracije na zelenu sintezu

Temperatura 1 pH jedni su od najvaznijih faktora u kontroli svojstava dobivenih nanocestica
srebra, takoder se navodi da pH kontrolira zeta potencijal. Alkalni pH ima potencijal
povecanja brzine reakcije zbog pojac¢ane deprotonacije fenolnih spojeva u bazi¢nom mediju.
Osim toga, alkalni pH omogucuje ve¢u koncentraciju hidroksilnih skupina koje sudjeljuju u
reakciji redukcije. Povecanje temperature jednako je povecanju brzine reakcije Sto je

povoljno za brzu sintezu.

Medutim, visoke temperature (vise od 60 °C) mogu dovesti do denaturacije spojeva
ekstrakta, dolazi do promijene redukcijskog potencijala koji rezultira zna¢ajnim povecanjem
veli¢ine dobivenih Cestica 1 aglomeracijom. Madivoli et al. sintetizirali su nanocestice srebra
koriste¢i ekstrakt Lantana trifolia pri temperaturi 20 °C i 35 °C. Smanjenje temperature
rezultiralo je Sirim pikom povrSinskih plazmona te ve¢om raspodjelom veli¢ina nanocestica.
U slucaju sinteze pri uvjetima 20 °C dobivene su nanocestice veli¢ine 48 nm, a pri 35 °C
veli¢ina je iznosila 60 nm.*® Koncentracija AgNO3 otopine i omjer redukcijskog sredstva u
odnosu na prekursor je od velike vaznosti, navodi se da sniZavanjem koncentracije AgNOs3

dolazi do smanjenja veli¢ine dobivenih nanogestica.*’

1.8. Karakterizacija koloidnog srebra
Najjednostavniji kvalitativan test za dokazivanje koloidnih sustava je pomocu lasera,
odnosno procjena Tyndallovog efekta. Tyndallov efekt oznacava rasprsenje svjetlosti na

Cesticama U koloidnom sustavu. Kod koloidnih sustava dolazi do apsorpcije svjetlosti, a kod
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suspenzija najéesée dolazi do pojave Tyndallovog efekta.*® Ovaj efekt nastaje kao posljedica

prisutnosti koloidnih Cestica, a rasprsenje je proporcionalno koncentraciji koloidnih Cestica.

Koncentracija srebra u otopini je suma koncentracija koloidnih Cestica srebra i iona srebra, a
najéesée se izrazava kao ppm odnosno part per milliom (mg/dm?®). Cestice srebra su one koje
odreduju koloid te su one pozeljne zbog apsorpcije u organizmu. loni srebra tijekom
konzumacije reagiraju s klorom iz zelu€ane kiseline te dolazi do stvaranja AgCl, dok Cestice

srebra napustaju probavni trakt i apsorbiraju se u krv nepromijenjene.*®

Pomoc¢u Faradayevog zakona moze se odrediti koncentracija nastalog kolodnog srebra,no
ovaj pristup nije dovoljno tocan i1 pouzdan te se koristi za odredivanje koncentracije
koloidnog srebra dobivenog elektrokemijskim putem. Za kvalitativnu procjenu koncentracije
koloidnog srebra koristi se PWT (eng. Pure Water Tester; tester Ciste vode) i TDS (eng. total

dissolved solids; ukupno otopljene krutine).*?

Obje metode imaju svoje nedostatke, a za sveobuhvatnu analizu primjenjuju se kvantitativne
analize mjerenja. Mjerenje dinamickog rasprSenja svjetlosti koristi Se za mjerenje zeta
potencijala kao mjere stabilnosti koloidne otopine. DLS analiza procjenjuje veli¢ine nastalih
Cestica | odreduje uniformnost uzorka. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom
transformacijom (FTIR) daje informacije o kemijskom sastavu, strukturi i konformacijama

molekula te se stoga koristi kao identifikacijska metoda.

Kod karakterizacije koloidnog srebra bitno je odrediti velicinu nastalih Cestica jer je veliCina
disproporcionalna antimikrobnom djelovanju, odnosno nanocestice manjih dimenzija su
povoljnije u interakciji s razli¢itim patogenim organizmima. Za odredivanje to¢ne veli¢ine
Cestica kao i karakterizaciju koriste se transmisijski elektronski mikroskop (TEM) i pretrazni

elektronski mikroskop (SEM).%°

Metoda dinamic¢kog rasprSenja svjetlosti (DLS) takoder je poznata kao fotonska
korelacijska spektroskopija (PCS) ili fotonska korelacijska spektroskopija (kvazielasti¢no
rasprienje svjetlosti, QELS)Y’. Eksperimentalna metoda temelji se na mjerenju vremenske
autokorelacijske funkcije intenziteta svjetlosti rasprSene na razrijedenoj otopini
makromolekula ili razrijedenoj disperziji Cestica. Komponente uredaja prikazane su na slici

10.
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Slika 10. Princip rada DLS uredaja
Obicno se koristi za odredivanje veli€ine Cestica u disperziji, mjerenje hidrodinamicke
pokretljivosti ¢estica u odredenom mediju i odredivanje stabilnosti otopina. *’ Koloid se

smatra stabilnim ako je apsolutna vrijednost zeta potencijala koloidnih Cestica veca od =+

30 mV.

Ako je apsolutna vrijednost zeta potencijala ve¢a od 30 mV, koloid postaje nestabilan i

postoji mogucénost agregacije (koagulacije) koloidnih Cestica.

Stabilnost koloida ovisi o pH, ionskoj jakosti, koncentraciji aditiva, koagulanata, povrSinski

aktivnih tvari itd.>*

FTIR analiza mjeri raspon valnih duljina u infracrvenom podrucju koje apsorbira materijal.
To se postize primjenom infracrvenog zraenja (IR) na uzorke materijala. Mjeri se
sposobnost uzorka da apsorbira energiju infracrvenog svjetla na razli¢itim valnim duljinama

kako bi se odredio molekularni sastav i struktura materijala.

Nepoznati materijali se identificiraju pretraZivanjem IR spektra u bazi podataka koja ima
Sirok raspon referentnih spektara. FT-IR analiza moze se koristiti za identifikaciju nepoznatih
materijala, aditiva unutar polimera, povrSinske kontaminacije materijala 1 viSe. Rezultati

testova mogu to¢no odrediti molekularni sastav i strukturu uzorka.
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U ovoj se metodi koristi infracrveno svjetlo koje se apsorbira ili prolazi kroz uzorak.
Rezultiraju¢i spektar predstavlja molekularnu apsorpciju 1 transmisiju, stvarajuci
molekularni otisak uzorka. Poput otisaka prstiju, dvije molekularne strukture nece proizvesti
isti infracrveni spektar, pa se infracrvena spektroskopija moze koristiti za mnoge vrste

analiza.®®

UV-Vis spektroskopija koristi se u analizi uzoraka nanocestica srebra na nacin da UV-Vis
zraCenje ima dovoljnu energiju da uzrokuje pobudivanje valentnih elektrona u molekuli.
Osim za identifikaciju brojnih organskih i anorganskih vrsta tvari, primjenjuje se i za

kvantitativnu analizu koja se temelji na Beer-Lambertovom zakonu.>2

Pojava ostrog pika pri priblizno 400 nm UV-Vis analizom ukazuje nam na prisutnost
nanocestica srebra. Povecanjem veli¢ine nanocestica dolazi do pomicanja apsorpcijskog

maksimuma prema veé¢im valnim duljinama.*?
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Popis upotrebljenih kemikalija i koriStene aparature

U ovom radu koristene su sljedece kemikalije i aparatura:

srebrov nitrat 99,5% proizvoda¢a BDH PROLABO (UK)

destilirana voda s vodljivosti 4 pScm*

natrijev karbonat bezvodni, Na,COs, za podesavanje pH vrijednosti

proizvodaca Kemika. d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

eko zeleni ¢aj proizvodaca Darvitalis d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

reaktor (staklena ¢asa od 500 ml)

kapaljka za dokapavanje odredene kolicine Na,COs i titracijska kolona za
dokapavanje otopine AgNO3

magnetna mijesalica, Rotamix 550 MMH, proizvodaca Tehtnica

digitalni pH metar za mjerenje pH vrijednosti, Handylab, proizvodac¢a Schott,
Njemacka

centrifugalni taloznik

mikrofiltarska pumpa, Rocker 300 (Tajvan)

stakleno filtarsko platno veli¢ine pora 1 um (Meksiko)

izvor laserske zrake za provjeru prisunosti koloida u otopini

Slika 11. Prikaz koristenih kemikalija za sintezu koloidnog srebra: a) natrijev karbonat b) srebrov nitrat c) eko

zeleni caj
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2.2. Priprava otopina potrebnih za provedbu eksperimenta

Prije zelene sinteze koloidnog srebra prethodno je bilo potrebno pripraviti otopinu zelenog
Caja (Slika 12.), otopinu natrijevog karbonata koncentracije 0,1 M za nadknadno podesavanje
pH vrijednosti otopina (6, 7, 8, 9) i otopinu srebrovog nitrata koncentracije 0,0001 M koji se
koristio za dokapavanje u rashladenu i profiltriranu otopinu ¢aja. Otopina zelenog Caja je
pripravljena mijeSanjem 10 g suhog eko zelenog ¢aja s 500 mL prokljucale destilirane vode.
Zeleni ¢aj je kuhan u periodu od 20 minuta na temperaturi od 90 °C — 95 °C uz koristenje
magnetske mjeSalice. Vruca otopina profiltrirana je kroz filter papir, a nakon hladenja na
sobnoj temperaturi filtracija je provedena pomoc¢u vakuum filter pumpe, sa staklenim

vlaknima veli¢ina pora 1 pum, prikazane na slici 13.

Za pripravu otopina natrijevog karbonata i srebrovog nitrata odredenih koncentracija

izraCunata je masa kristala natrijevog karbonata i srebrova nitrata.

Slika 12. Prikaz pripravijenih otopina zelenog caja lijevo i otopine natrijeva
karbonata desno
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Slika 13. Vakuum filter pumpa s mikrofilterom za filtraciju otopine zelenog c¢aja
nakon hladenja otopine pri sobnoj temperaturi

2.2.1. Proracun koncentracija otopina za sintezu

Buduci da su vrijednosti molarne mase, koncentracije i volumena srebrovog nitrata zadane,
moguce je izraCunati mnoZzinu i masu potrebnog srebrovog nitrata i natrijevog karbonata za
pripravu otopine zadane koncentracije pomoc¢u formula (2) i (3). Potrebna masa natrijevog
karbonata:

¢(Na2CO3) = 0,1 mol dm?®

V(NaxCOs) = 0,1 dm®

M(Na.COs) = 105,00 g mol*

- n=c-V 2)
> m=n-M @)
n(Na2C0Oz) = ¢(Na2COs) - V(Na2COs)

n(Na,COs) = 0,1 mol dm® - 0,1 dm®

n(Na.COs) = 0,01 mol

m(Na2CO3z) = n(Na2COs) - M(Na2COs)

m(Na.COs) = 0,01 mol - 150,00 g mol*

m(Na2COs) = 1,0599 g =~ 1,06 g
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Potrebna masa natrijevog karbonata je 1,06 grama.
Potrebna masa srebrovog nitrata:
c(AgNOs) = 0,001 mol dm™

V(AgNO3) = 0,3 dm?

M(AgNO3) = 169,87 g mol™

N(AgNO3) = c(AgNOs) - V(AgNO3)
n(AgNOs) = 0,001 mol dm - 0,1 dm®
n(AgNOs) = 0,0003 mol

m(AgNO3) = n(AgNO3) - M(AgNO3)
m(AgNO3) = 0,0003 mol - 169,87 g mol*
m(AgNOs) = 0,50961 g

Potrebna masa srebrovog nitrata je 0,50961 g.

2.3. Instrumenti za analizu nastalog koloidnog srebra

2.3.1. Ispitivanje koncentracije uz pomo¢ Tyndallovog efekta

Jedan od nacina kako se moze procijeniti koncentracija koloidnog srebra je uz pomo¢ lasera.
Tyndallov efekt nastaje kao posljedica prisutnosti koloida u otopini. Na ovaj na¢in moze se
procijeniti priblizna koncentracija i1 kvaliteta otopine. Takoder, Tyndallov efekt moze
ukazivati i na koli¢inu veéih ¢estica. Tyndallov efekt odnosno rasprsenje svjetlosti pojavljuje
se na vrlo sitnim lebde¢im Cesticama disperznih sustava. Uzak snop svjetlosti koji u nekom
odredenom smjeru ulazi u disperzijski sustav vidjet ¢e se zbog rasprSenja svjetlosti ako se
sustav promatra bo¢no, sa strane. Sto je ve¢a koncentracija koloidnog srebra u uzorku, to je

intenzitet Tyndallovog efekta veci.

2.3.2. UV-Vis spektrofotometar

Apsorbancija nastalih koloida odredena je pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra Agilent Cary
5000. UV-Vis Spectrophotometer koji je prizakan na slici 14. Ovom analizom se potvrduje
nastanak nanocCestica srebra, a za koloidno srebro se o¢ekuje apsorbancija izmedu 380 i1 440
nm. Agilent Cary 5000 UV — Vis spektrofotometar je namijenjen za spektrofotometrijska

mjerenja u rasponu valnih duljina od 190 do 1100 nm. Analiza je provedena u podrucju
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mjerenja u rasponu od 300 do 600 nm. UV-Vis spektrofotometar sadrzi Agilent ksenonsku
izvornu lampu. Spektrofotometar koristi opticka vlakna za mjerenja, a rezultati mjerenja su
gotovi u vrlom kratkom vremenskom periodu, za manje od minute. Rezultati su visoke
rezolucije 1 garantiraju precizno mjerenje malih volumena i vaznih uzoraka u tekucem i

krutom agregatnom stanju.

Slika 14. UV-Vis spektrofotometar - Agilent Cary 5000 UV-Vis Spectrophotometer

2.3.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FT-IR)

Infracrvena spektroskopija provedena je pomocu Spectrum One Perkin-Elmer
spektrofotometra (slika 15.). Ovaj spektrometar ima mogucnost analize krutih, kapljevitih i
plinovitih uzoraka primjenom odgovaraju¢ih dodataka osnovnoj postavci uredaja. Perkin-
Elmer Spectrum One FT-IR je infracrveni spektrometar visoke kvalitete, dizajniran da
zadovolji zahtjeve €ak 1 najzahtjevnijih okruzenja. Za spektroskopiranje kapljevitih uzoraka
najprikladnije je koristiti tehniku vodoravne prigusene totalne refleksije (HATR). Uzorci su
snimljeni HATR tehnikom na kristalu od ZnS (kut upadne zrake 60°) u podrucju valnih
brojeva od 4000-650 cm™t. Snimanje IR spektra izvrseno je pomoc¢u Perkin Elmerovog
Spectrum One uredaja. Ovaj spektrofotometar proizvodi brze, pouzdane informacije o
molekularnom sastavu, generira visokokvalitetne spektralne informacije te daje brze

rezultate u stvarnom vremenu.
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Slika 15. Spectrum One Perkin-Elmer spektrofotometar

2.3.4. Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS)

Analiza uzoraka koloidnog srebra provedena je na instrumentu DLS Litesizer 500 Anton Paar
(Graz, Austija) ¢ije je mjerno podrucje od 3,8 nm do 100 um. Instrument je prikazan na slici
16. Analiza je provedena na uzorcima pri pH vrijednosti 6, 7, 8, 9. Metoda dinamickog
rasprSenja svjetlosti (DLS) najces¢a je mjerna tehnika za analizu veliCine Cestica u
nanometarskom podrucju. Dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS) temelji se na Brownovom
gibanju rasprSenih Cestica. Kada su Cestice rasprSene u koloidnom srebru one se krecu
nasumicno u svim smjerovima. Princip Brownovog gibanja je da se Cestice neprestano
sudaraju s molekulama otapala. Ti sudari uzrokuju prijenos odredene koli¢ine energije, Sto
potice kretanje Cestica. Prijenos energije je viSe-manje konstantan i stoga ima vec¢i u¢inak na
manje Cestice. Zbog toga se manje Cestice kre¢u ve¢im brzinama od ve¢ih. Ovom metodom
procjenjuje se hidrodinamicki promjer nastalih nanocestica srebra, kao i njihov intenzitet,

volumen i broj. Indeks polidisperznosti (PDI) dan je kako bi se opisala Sirina raspodjele
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veli¢ine Cestica. Ako je vrijednost PDI-a ispod 10 %, sustav je monodisperzan §to znaci da

Su sve izmjerene Cestice gotovo iste veliCine.

—
\—_‘—‘
| =
‘ | =
| EsR
kzar 500
Particle Analyzer =

Slika 16. Instrument DLS Litesizer 500 Anton Paar

2.4. Sinteza koloidnog srebra kemijskom redukcijom

Nakon $to su pripravljene otopine srebrovog nitrata koncentracije 0,001 mol dm, natrijevog
karbonata koncentracije 0,1 mol dm?3 i zelenog ¢aja koji je dvostruko filtritan, sinteza se
provodi na nac¢in da se u otopinu zelenog ¢aja dokapava otopina srebrova nitrata brzinom 1
kap/s uz mjeSanje na magnetskoj mjesalici brzinom 700 o/min §to se moze vidjeti na slici 17.
Naknadno podesavanje pH vrijednosti otopinom provodilo se otopinom natrijeva karbonata.
Potrebno je 45 mL otopine AgNOs i 15 mL otopine ¢aja za jedan uzorak odnosno sinteza se
provodila u omjeru 3:1 u Kkorist otopine AgNOs. Sintetizirano je 4 uzorka koloidnog srebra
(pH vrijednosti 6, 7, 8 i 9). Nakon sinteze uzoraka koloidnog srebra (slika 18.) i
naknadnadnog podeSavanja pH vrijednosti otopinom natrijeva karbonata koncentracije 0,1
mol dm? izvrseno je centrifugiranje svakog sintetiziranog uzorka pomoéu centrifuge

prikazane na slici 19.
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Slika 17. Dokapavanje otopine AgNOs u ohladenu
otopinu zelenog caja

= —_— N Yk,

Slika 18. Slike otopina nakon provedene sinteze redom s lijeva na desno: zeleni ¢aj, koloidno srebro pH
vrijednosti 9, 8, 7 i 6.

29



Slika 19. Centrifuga

Centrifugiranje svakog od uzroraka provodilo se u vremenu od 10 min brzinom od 3000 o/s.
Ovaj postupak omogucio je smanjenje mutnosti dobivenih suspenzija kao i1 olakSanu
karakterizaciju koloidnog srebra odabranim metodama analize. 1z slike 18. moze se vidjeti
kako su sve otopine tamno smede boje $to ukazuje na brzu i jaku redukciju srebrovih iona,
osim uzorka pri pH vrijednosti 7 koji je svijetlije smede boje. Zeleni ¢aj je pripremljen s
prevelikim omjerom suhog ¢aja u odnosu na destiliranu vodu te su svi uzorci u vrlo kratkom

roku postali tamno smede boje. Uzorak pri pH vrijednosti 6 je poprimio sivo-smedu boju.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Jedan od nacina kako se moze procijeniti koncentracija koloidnog srebra je uz pomo¢ lasera.
Intezitet Tyndallovog efekta prikazan je na slikama 20., 21., 22 | 23. pri pH vrijednosti redom
6,7,8109.

Slika 20. Tyndallov efekt pri pH=6

Slika 21.Tyndallov efekt pri pH=7
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Slika 22. Tyndallov efekt pri pH=8

Slika 23 .Tyndallov efekt pri pH=9

Tyndallov efekt najizraZeniji je pri pH vrijednostima 7 i 8. Suspenzija pri pH =8 je najsvjetlija

stoga je 1 laserska zraka najuocljivija dok su intentizeti podjednaki.
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UV-Vis analiza daje podatke o veli¢ini Cestica u suspenziji. Osnovno nacelo UV-Vis
spektroskopije je da analit apsorbira dio elektromagnetnog zracenja prilikom prolaska
zracenja kroz otopinu uzorka. Odredene valne duljine svjetlosti mogu potaknuti vodljive
elektrone u metalu na kolektivno osciliranje, sto se naziva pojavom povrsinske plazmonske
rezonancije. Srebrove nanocestice manjih dimenzija (10-20 nm) obi¢no imaju mali vrh
apsorbancije blizu Amax 0d 390-400 nm, dok vece nanocestice (100-220 nm) daju §iri vrh s
Amax koji se pomice prema duzim valnim duljinama blizu 470-500 nm. Spektri vecih Cestica
srebra imaju sekundarni vrh na krac¢oj valnoj duljini, §to je rezultat kvadropolne rezonancije,
uz primarnu dipolnu rezonanciju. Osim veli¢ine i oblika Cestica, koncentracija Cestica ima
utjecaj na promatranu boju i apsorbanciju na Amax. Na slikama 24.-27. prikazani su UV-Vis
spektri uzoraka koloidnog srebra sintetiziranih pri razli¢itim pH vrijednostima. Boja uzoraka
se kre¢e od smede pri pH=6 do tamno smede pri pH=9. Na slici 28. prikazan je zajednicki
dijagram apsorpcijskih spektara svih sintetiziranih suspenzija i otopine zelenog ¢aja na kojem

se moze uociti da se povec¢anjem pH vrijednosti valna duljina apsorpcije smanjuje.

[

A,.x=401.2
A<0.9354

Apsorbancija
© © ©o ©o o o o o o
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300 350 400 450 500 550 600
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Slika 24. Apsorpcijski spektar koloidnog srebra dobivenog pri pH=6
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Slika 25. Apsorpcijski spektar koloidnog srebra dobivenog pri pH=7
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Slika 26. Apsorpcijski spektar koloidnog srebra dobivenog pri pH=8
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Slika 27. Apsorpcijski spektar koloidnog srebra dobivenog pri pH=9
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Slika 28. Apsorpcijski spektri koloidnog srebra dobivenih pri pH=6, 7, 81 9
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Iz apsorpcijskih spektara dobivenog koloidnog srebra moze se uociti kako je apsorbancija na
svakom od uzoraka poprilicno visoka, od 0,73 do 0,93. Apsorbancija je najveca kod
koloidnog srebra pripravljenog pri pH=6, a najmanja pri pH=9. Apsorbancija i maksimumi
pikova se povecanjem pH vrijednosti smanjuju. Kod vrlo obojenih i tamnih suspenzija,
apsorbancija je visoka jer Cestice privlace veéi intenzitet svjetlosti od slabo obojenih
suspenzija. Sirina pika pri vrijednosti apsorbancije od 0,5 (intenzitet apsorbancije 50%) usko
je povezana s veli¢inom Cestica, stoga koloidno srebro sintetizirano pri pH vrijednosti 7 ima
najmanje veli¢ine nanocestica, §to se moze zakljuditi iz slike 28. FTIR analiza koristena je
za pracenje funkcionalnih grupa u strukturi zelenog ¢aja prije i nakon sinteze koloidnog

srebra kemijskom redukcijom.

Mehanizam reakcije sinteze iz FT-IR analize moze se pretpostaviti, kao i prisutnost
odredenih spojeva koji su sudjelovali u reakciji redukcije srebrovih iona. Slike 29.-32.
prikazuju FT-IR apsorpcijski spektre dobivenih suspenzija pri pH 6, 7, 8, 9, dok slika 33.
prikazuje apsorpcijski spektar otopine zelenog caja. Na slici 34. prikazani su zajednicki
apsorpcijski spektri koloidnog srebra sintetiziranog pri pH vrijednostima 6, 7, 8, 9 i otopine
zelenog Caja. U tablici 2. prikazane su vrijednosti karakteristicnih pikova apsorpcijskih

spektara svih pripravljenih uzoraka.
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Slika 29. FT-IR apsorpcijski spektar koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=6
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Slika 31. FT-IR apsorpcijski spektar koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=8
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Slika 32. FT-IR apsorpcijski spektar koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=9
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Slika 33. FT-IR apsorpcijski spektar otopine zelenog caja
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Slika 34. Zajednicki FT-IR apsorpcijski spektri koloidnog srebra sintetiziranog pri pH vrijednostima 6, 7, 8, 9 i otopine

zelenog caja

Tablica 2. Karakteristicki pikovi apsorpcijskih spektara dobivenih suspenzija koloidnog srebra i otopine
zelenog caja

Karakteristicni  Zeleni Caj pH=6 pH=7 pH=8 pH=9
pikovi (cm™)
Istezanje OH- 3361,33  3385,94 3385,79 3384,84 3385,49
skupine
C-Oistezanje 2128,42  2130,41 2132,02 2122,93 2126,42
C=0Oistezanje 1638,75  1638,69 1639,03 1639,00 1638,75

Iz FT-IR spektara kao i tablice 2. moze se uoditi kako otopina zelenog Caja ima
karakteristicne pikove na valnim duljinama od 3361,33 cm™, 2128,42 cm™ i 1638,75 cm™.
Pik pri 3361,33 cm™ povezan je s istezanjem OH- skupina povezanih na aromatski prsten sto
je karakteristicno za polifenole, pik na 2128,42 cm™ s istezanjem veze C-O karboksilne
skupine i 1638,75 cm™ oznacava C=0 istezanje karbonilne skupine $to teorijski odgovara

grupi spojeva katehina koji su odgovorni za redukcijska svojstva zelenog ¢aja (slika 35.).4°
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Nakon provedene sinteze, pik koji je karakteristican za OH-skupinu pri svim pH
vrijednostima pomice se prema ve¢im valnim duljinama, pomak pika s manje na vecu valnu
duljinu znaci da je masa te molekule smanjena, jer je frekvencija vibracije obrnuto
proporcionalna masi vibriraju¢e molekule. Dakle, $to je lakSa molekula, veca je frekvencija

vibracije i veéi su valni brojevi.>

OH
OH

HO O

\‘\\\
-

OH

“"oH
OH

Slika 35. (-)- Epigalokatekin iz zelenog caja s prikazanim
karakteristicnim funkcionalnim skupinama*®

Valne duljine karakteristi¢nog pika zelenog Caja za C-O istezanje pomaknuo se prema vecoj
valnoj duljini samo pri pH=6 | pH=7 $to se moze pripisati smanjenoj stabilnosti katehina u
luznatoj sredini. Katehini su vrlo stabilni u kiselim otopinama (pH < 4), ali njihova stabilnost
progresivno opada kako se pH povecava od 4 do 8, a katehini postaju izuzetno nestabilni u
alkalnim otopinama iznad pH=8.%* Karakteristi¢an pik od 1638,75 cm™ pomaknuo se prema
ve¢im valnim duljinama samo pri pH=7 i pH=8. Valne duljine C=0 istezanja karbonilne
skupine pri pH=7 i pH=8 iznose 1639,03 i 1639,00 cm i prate trend povec¢anja valne duljine
u odnosu na ¢istu otopinu zelenog ¢aja, iznimka je pH=6 gdje je pik pomaknut prema nizoj
valnoj duljinu od 1638,69 cm™. Pri pH=9 koloidnog srebra valna duljina istezanja C=0
karbonilne skupine ostaje nepromijenjena. Za to¢an mehanizam reakcije potrebno je provesti

detaljniju kvalitativnu i kvantitativnu analizu redukcijskog sredstva.

40



DLS metoda se koristi za odredivanje raspodjele veli¢ina nanocestica u uzorku temeljem
promjene intenziteta rasprsene svjetlosti te daje podatak o hidrodinami¢kom promjeru Cestice

I monodisperznosti ili polidisperznosti uzorka (Slike 36.-39.).

U ovom su radu odredeni indeks polidisperznosti (PDI) i hidrodinamicki promjer te su
prikazani u Tablici 3. PDI vrijednost se krece u rasponu od 0 do 1. Koristi se za opisivanje
Sirine raspodjele veliCine Cestica i1 daje informacije o polidisperznosti uzorka. PDI vrijednost
veca od 0,400 ukazuje na polidisperzni sustav. Uzorci koji nisu sfericnog oblika mozda nece

biti prikladni za DLS mjerenje, a pruzeni podaci mogu biti nepouzdani.

Promjer koji je mjeren u DLS-u je vrijednost koja se odnosi na to kako Cestica difundira
unutar teku¢ine pa se naziva i hidrodinamickim promjerom. Vazno je spomenuti da
hidrodinamic¢ki promjer uklju¢uje promjer Cestice plus sloj molekule pricvrSéene ili

apsorbirane na povrSini, §Sto moze dovesti do precjenjivanja stvarnog promjera cestice.

pH=6

Intenzitet

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160

Hidrodinamicki promjer, nm

Slika 36. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=6
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Intenzitet

Intenzitet

pH=7

10

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Hidrodinamicki promjer, nm

Slika 37. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=7

pH=8

10

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Hidrodinamicki promjer, nm

Slika 38. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=8
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pH=9

Intenzitet

0 10 20 30 40 50 60 70 8 S0 100 110 120 130 140 150 160

Hidrodinamicki promjer, nm

Slika 39. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH=9

Tablica 3. Indeks polidisperznosti (PDI) i hidrodinamicki promjer uzoraka koloidnog srebra sintetiziranih pri
razlicitim pH vrijednostima.

Uzorak PDI Hidrodinamicki promjer (nm)
pH=6 0,243 50
pH=7 0,277 32
pH=8 0,177 95
pH=9 0,108 52

Iz tablice 3. moze se uoditi kako je PDI vrijednost uzorka koloidnog srebra sintetiziranog pri
PH=9 najmanja, odnosno uzorak pri pH=9 je najmonodisperiziraniji §to ukazuje na usku
raspodjelu veli¢ina nanocestica u uzorku. PDI je najveé¢i kod pH=7 §to ukazuje na pojavu
nanocestica manjih i ve¢ih promjera, ali se i dalje smatra monodisperznim sustavom jer je
vrijednost PDI indeksa manja od 0,4. PDI vrijednost opada s porastom pH vrijednosti,
iznimka je uzorak pri pH=7 ¢ija je monodisperznost najmanja, 0dnoso sustav se lagano
priblizava polidisperznosti. Uzorak pri pH=7 pokazuje pojavu najmanjih promjera

nanocestica, uniformnije i vece Cestice pojavljuju se pri pH=9 Sto se moze pripisati
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nestabilnosti katehina u luznatom mediju. Redukcijsko sredstvo je reagiralo s ionima srebra
u postupku sinteze gotovo odmah s jakim smedim obojenjem. Iz ovoga moze se zakljuciti da
je pri pH=9 redukcijsko sredstvo reagiralo s manje iona srebra nego pri pH=7 $to je dovelo
do pojave veée uniformnosti uzorka. Cilj sinteze je dobiti §to manje veli¢ine nanocestica,
stoga se neutralan pH pokazao izvrstan, no ako je potrebno staviti naglasak na uniformnosti
uzorka luznata sredina je povoljnija. Intenzitet rasprSenja svjetlosti najveci je pri pH=8 gdje

su dobivene Cestice najvece, a PDI indeks iznosi 0,177.
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4. ZAKLJUCAK

Zelena sinteza nanocestica srebra moze se uspjeSno provesti uz zeleni ¢aj koji je
prirodno redukcijsko i stabilizacijsko sredstvo.

Kod svih uzoraka je uocena pojava apsorpcijskih spektara pri valnim duljinama oko
400 nm $to je dokaz sinteze nanocCestica srebra. Intenziteti apsorbancije pri svim
vrijednostima pH su vrlo visoki. Najmanji intezitet apsorbancije pokazuje uzorak pri
pH=9. Pri pH=7 apsorpcijski pik je najostriji Sto ukazuje na najmanji promjer
nanocestica Sto potvrduje DLS analiza uzorka.

Analiza dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS) pokazala je raspodjelu cestica u
koloidnom srebru s veli¢inama nanocestica u rasponu od 32 nm do 95 nm. Visoka
uniformnost uzorka karakteristi¢na je za uzorke u luznatoj sredini dok su najmanje
dobivene Cestice pri pH 7 s Sirom raspodjelom veli¢ina nanocestica u uzorku. Svi
dobiveni uzorci koloidnog srebra su monodisperzni.

Tyndallov efekt najizrazeniji je kod suspenzije koloidnog srebra pri pH=7 i pH=8.
Zeleni ¢aj kao redukcijsko sredstvo djeluje vrlo jako i brzo na srebrove ione, stoga je
omjer otopine soli AgNOs i zelenog ¢aja kao reducensa (3:1) u ovoj sintezi previsok,
jako obojenje otopina izbjeglo bi se u omjeru 3:0.5 ili 3:0.1 u korist otopine AgNOa3.
Koncetracija soli AgNOs kao prekursora od velike je vaznosti kao i temperature
sinteze.

FT-IR analiza potvrdila je teorijski mehanizam redukcije srebrovih iona, a neutralan

pH se pokazao najboljim za sintezu najmanjih nanocestica, promjera 32 nm.
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