ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
KOLOIDNOG SREBRA SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA
OD PRIMORSKOG VRISKA (Satureja montana)

Sutalo, Mara

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, Faculty of Chemistry and Technology / SveuciliSte u Splitu, Kemijsko-tehnoloski
fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://ur.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:914118

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-23

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of chemistry and
technology - University of Split

AN

zir.nsk.hr

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII

% UNIVERSITY OF SPLIT i i O E ;O r



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:167:914118
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://repozitorij.ktf-split.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ktfst:1358
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/ktfst:1358
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ktfst:1358

SVEUCILISTE U SPLITU
KEMIJSKO-TEHNOLOSKI FAKULTET

ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI KOLOIDNOG
SREBRA SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA OD PRIMORSKOG
VRISKA (Satureja montana)

ZAVRSNI RAD

MARA SUTALO
Mati¢ni broj: 1363

Split, lipanj 2024.



SVEUCILISTE U SPLITU
KEMIJSKO-TEHNOLOSKI FAKULTET
PRIJEDIPLOMSKI STUDIJ KEMIJSKE TEHNOLOGIJE
SMJER: KEMIJSKO INZENJERSTVO

ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI
KOLOIDNOG SREBRA SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA OD
PRIMORSKOG VRISKA (Satureja montana)

ZAVRSNI RAD

MARA SUTALO
Maticni broj: 1363

Split, lipanj 2024.



UNIVERSITY OF SPLIT
FACULTY OF CHEMISTRY AND TECHNOLOGY
UNDERGRADUATE STUDY OF CHEMICAL TECHNOLOGY
STUDY ORIENTATION: CHEMICAL ENGINEERING

DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
COLLOIDAL SILVER SYNTHESIZED USING MOUNTAIN
SAVORY (Satureja montana) HONEY

BACHELOR THESIS

MARA SUTALO

Parent number: 1363

Split, June 2024.



TEMELJIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

ZAVRSNI RAD
Sveuciliste u Splitu
Kemijsko-tehnoloski fakultet
Prijediplomski sveu¢ili$ni studij kemijske tehnologije
Smjer: Kemijsko inZenjerstvo

Znanstveno podrudje: Tehnicke znanosti
Znanstveno polje: Kemijsko inZenjerstvo
Mentor: Prof. dr. sc. Pero Dabi¢
Komentor: Doc. dr. sc. Anita Raki¢

ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI KOLOIDNOG SREBRA
SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA OD PRIMORSKOG VRISKA (Satureja montana)

Mara Sutalo, 1363

Sazetak:

U ovom radu proucavana je sinteza nanocestica koloidnog srebra dobivenih pomoc¢u meda od primorskog
vriska (Satureja montana) s dalmatinskog podruéja, te odredena antibakterijska vrijednost dobivenog
koloidnog srebra. Kao izvor srebra koriSten je srebrov nitrat, a pH vrijednost otopine meda je podeSena s
3,53 na 6 s otopinom natrijeva karbonata. Sinteza je provedena pri 20 °C uz mijesanje. Prvi dokaz nastanka
koloidnog srebra bilo je odredivanje intenziteta Tyndallova efekta uslijed propustanja laserske zrake kroz
koloide. UV—Vis spektrofotometrom u podru¢ju valnih duljina 330-500 nm, SEM (Scanning Electron
Microscope) analizom i DLS metodom izvrSena je karakterizacija uzoraka nastalog koloidnog srebra.
Antibakterijska efikasnost koloidnog srebra testirana je uz pomo¢ bakterija Escherichia coli NCTC 13216
i Staphylococcus aureus ATCC 25923. Dokazano je antibakterijsko djelovanje koloidnog srebra dobivenog
pomocu meda od primorskog vriska (Satureja montana) za ove dvije bakterije do odredenih koncentracija.

Kljuéne rijeci: koloidno srebro, med od primorskog vriska (Satureja montana), zelena sinteza, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus.

Rad sadrzi: 49 stranice, 35 sliku, 1 tablicu, 6 priloga, 43 literaturnih referenci
Jezik izvornika: hrvatski

Sastav Povjerenstva za ocjenu i obranu zavr$nog rada:

1. lzv. prof. dr. sc. Damir Barbir  predsjednik
2. Doc. dr. sc. Anita Raki¢ ¢lan/komentor
3. Prof. dr. sc. Pero Dabi¢ mentor

Datum obrane: (datum upisuje Studentska sluzba nakon uspjes$ne obrane rada)

Rad je u tiskanom i elektroni¢ckom (PDF) obliku pohranjen u Knjiznici Kemijsko-tehnoloskog fakulteta
u Splitu, Rudera Boskovi¢a 35, u javnoj internetskoj bazi Sveucilisne knjiznice u Splitu te u javnoj
internetskoj bazi zavrSnih radova Nacionalne i sveuciliSne knjiZnice.



BASIC DOCUMENTATION CARD

BACHELOR THESIS
University of Split
Faculty of Chemistry and Technology
Undergraduate study of Chemical Technology
Study Orientation: Chemical Engineering

Scientific area: Technical Sciences

Scientific field: Chemical Engieering
Supervisor: PhD, Pero Dabié, full prof.
Co-supervisor: PhD, Anita Rakic¢, assist. prof.

DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF COLLOIDAL SILVER
SYNTHESIZED USING MOUNTAIN SAVORY (Satureja montana) HONEY

Mara Sutalo, 1363

Abstract:

In this work, the synthesis of colloidal silver nanoparticles using mountain savory (Satureja montana) honey
from the Dalmatian region was studied, and the antibacterial activity of the resulting colloidal silver was
determined. Silver nitrate was used as a source of silver, and the pH value of honey solution was adjusted
from 3.53 to 6 with a solution of sodium carbonate. The synthesis was carried out at 20 °C with mixing.
The first evidence of colloidal silver was the determination of the intensity of the Tyndall effect by passing
a laser beam through the colloids. UV-Vis spectrophotometer in the area of wavelengths 330-500 nm, SEM
(scanning electron microscopes) analysis and DLS method was performed characterization of samples of
colloidal silver. The antibacterial efficiency of colloidal silver was tested with the help of Escherichia coli
NCTC 13216 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. It was demonstrated the antimicrobial activity of
colloidal silver obtained by using mountain savory (Satureja montana) honey for these two bacteria up to
certain concentrations.

Keywords: colloidal silver, mountain savory (Satureja montana) honey, green synthesis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus.

Thesis contains: 49 pages, 35 figures, 1 tables, 6 supplements, 43 references

Original in: Croatian

Defence committee for evaluation and defense of bachelor thesis:

1. Damir Barbir, associate professor, PhD - chair person

2. Anita Raki¢, assistant professor, PhD - member/co-supervisor

3. Pero Dabié¢, full professor, PhD - supervisor

Defence date: (Employee of Student office fulfill the date after successfully defended thesis)

Printed and electronic (PDF) form of thesis is deposed in Library of Faculty of Chemistry and

Technology in Split, Rudera Boskoviéa 35, in the public library database of the University of Split Library
and in the digital academic archives and repositories of the National and University Library.



Dio zavr$nog rada je izraden u Zavodu za anorgansku tehnologiju, Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta u Splitu pod mentorstvom prof. dr. sc. Pere Dabica, a drugi dio izraden je u
Nastavhom zavodu za javno zdravstvo Splitsko-dalmatinske Zupanije na Odjelu za

mikrobioloske podloge i sterilizaciju pod komentorstvom doc. dr. sc. Anite Rakic.



ZAHVALA

Zahvaljujem mentoru prof. dr. sc. Peri Dabicu i komentorici doc. dr. sc. Aniti Raki¢ na

svom prenesenom znanju, savjetima i pomoci prilikom izrade ovog zavr$nog rada.

Neizmjerno sam zahvalna svojim roditeljima i sestri na iznimnoj podrsci i razumijevanju

koju su mi pruzali tijekom mog prijediplomskog studija.

Veliko hvala mojoj obitelji, prijateljima i kolegama s fakulteta koji su me ohrabrivali i

motivirali na ovom putu. Bez vas bi bilo mnogo teZe!

I za kraj, ovaj rad posvecujem roditeljima i onima koji me ponosno gledaju s neba.

,U Njega se srce moje pouzdalo, On mi pomognu; stoga kli¢e srce moje, pjesmom mu

svojom zahvaljujem.*

(Ps 28,7)



ZADATAK ZAVRSNOG RADA

® Pripremiti 100 mL suspenzije koloidnog srebra pomo¢u meda od primorskog
vriska (Satureja montana) s dalmatinskog podrucja.

e (drediti koncentraciju i veli¢inu koloidnih Cestica srebra.

o Kvantitativno odrediti antibakterijsku aktivnost sintetiziranog koloidnog srebra na
Escherichia coli i Staphylococcus aureus odnosno minimalnu inhibicijsku
koncentraciju primijenjenog koloidnog srebra.

e Na osnovi dobivenih rezultata usporediti dobivene vrijednosti antibakterijske

aktivnosti s podacima iz literature te napisati valjane zakljucke.



SAZETAK

U ovom radu proucavana je sinteza nanocestica koloidnog srebra dobivenih pomocu
meda od primorskog vriska (Satureja montana) s dalmatinskog podrucja, te odredena
antibakterijska vrijednost dobivenog koloidnog srebra. Kao izvor srebra koriSten je
srebrov nitrat, a pH vrijednost otopine meda je podesena s 3,53 na 6 s otopinom natrijeva
karbonata. Sinteza je provedena pri 20 °C uz mijesanje. Prvi dokaz nastanka koloidnog
srebra bilo je odredivanje intenziteta Tyndallova efekta uslijed propustanja laserske zrake
kroz koloide. UV—Vis spektrofotometrom u podruc¢ju valnih duljina 330-500 nm, SEM
(Scanning Electron Microscope) analizom i DLS metodom izvrSena je karakterizacija
uzoraka nastalog koloidnog srebra. Antibakterijska efikasnost koloidnog srebra testirana
je uz pomo¢ bakterija Escherichia coli NCTC 13216 i Staphylococcus aureus ATCC
25923. Dokazali smo antibakterijsko djelovanje koloidnog srebra dobivenog pomocu
meda od primorskog vriska (Satureja montana) za ove dvije bakterije do odredenih

koncentracija.

Klju¢ne rijeci : koloidno srebro, med od primorskog vriska (Satureja montana), zelena

sinteza, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.



SUMMARY

In this work, the synthesis of colloidal silver nanoparticles using mountain savory
(Satureja montana) honey from the Dalmatian region was studied, and the antibacterial
activity of the resulting colloidal silver was determined. Silver nitrate was used as a source
of silver, and the pH value of honey solution was adjusted from 3.53 to 6 with a solution
of sodium carbonate. The synthesis was carried out at 20 °C with mixing. The first
evidence of colloidal silver was the determination of the intensity of the Tyndall effect
by passing a laser beam through the colloids. UV-Vis spectrophotometer in the area of
wavelengths 330-500 nm, SEM (scanning electron microscopes) analysis and DLS
method was performed characterization of samples of colloidal silver. The antibacterial
efficiency of colloidal silver was tested with the help of Escherichia coli NCTC 13216
and Staphylococcus aureus ATCC 25923. It was demonstrated the antimicrobial activity
of colloidal silver obtained by using mountain savory (Satureja montana) honey for these

two bacteria up to certain concentrations.

Keywords: colloidal silver, mountain savory (Satureja montana) honey, green synthesis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.
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UuvoD

Mnogi narodi poput Grka, Rimljana, Egip¢ana i Perzijanaca koristili su srebro za
skladistenje prehrambenih proizvoda unazad pet tisu¢a godina. Od 8. stoljeéa srebro se
koristi u medicinske svrhe. NajviSe se upotrebljavalo za izradu nakita, posuda, ukrasnih

predmeta, kovanog novca te za izradu ogledala. *

Nazivali su ga mjeseCevim metalom, a za vrijeme egipatskog i rimskog carstva koristio
se za ocuvanje pitke vode (ponajvise od mikroba). Tijekom 20. stoljeca njegova uporaba
se smanjuje, ali se ponovno povecao interes za proucavanjem srebra i njegovog

antibioti¢kog djelovanja.

Koloidno srebro je tekuca suspenzija mikroskopskih Cestica srebra, koja je dovoljno mala
da prode kroz membrane stanica i lako se apsorbira u tijelu pa se koristi kao alternativni
lijek, koji je popularnost stekao sredinom devedesetih godina 20. stoljeca. Koloidno
srebro je vrlo alkalno i smatra se da ja¢a imunoloSki sustav i djeluje kao prirodni

antibiotik.?

Suspenzija moze ubiti mnoge bakterije, viruse i mikroorganizme te je stoga ucinkovita

kod lijecenja mnogih medicinskih stanja, ukljucujudi lisajeve, akne, dijabetes i cistitis.

Postoji par metoda koje se koriste za dobivanje koloidnog srebra, a najcesce se koristi
redukcija srebrovih iona u otopini pomoc¢u nekog reducensa uz prisustvo stabilizatora. Od

drugih metoda izdvajaju se kemijska, elektrokemijska i fizikalna metoda. 3

Posljednjih godina sve se viSe koristi tehnika ,,zelena kemija* koja je ekoloSki
prihvatljivija jer ne koristi toksi¢ne kemikalije 1 ne zahtjeva visoke temperature, tlakove
i veliki utrosak energije. Zadatak joj je ukloniti i smanjiti Stetne ucinke tijekom
proizvodnje. U zamjenu za fizikalnu 1 kemijsku sintezu koriste se metode koje ukljucuju

sintezu pomoc¢u meda, gljivica, biljaka 1 mikroorganizama.

U ovom radu proucavat ¢e se zelena sinteza koloidnog srebra pomocu meda od
primorskog vriska (Satureja montana) s dalmatinskog podrucja te njegovo antibakterijsko

djelovanje na bakterije Escherichiu coli i Staphylococcus aureus.



1. OPCI DIO

1.1. SREBRO

Srebro, simbol Ag (lat. Argentum), kemijski je element s protonskim ili atomskim brojem
47 i pribliznom relativnom atomskom masom od 107,8682. Smjesten je u 11. skupini
periodnog sustava elemenata, odnosno klasificiran kao dio skupine bakra. Elektronska

konfiguracija srebra je [Kr] 4d°5st, 4

Iako je stabilan metal, podlozan je otapanju u vrucoj koncentriranoj sulfatnoj i dusi¢noj
kiselini dok spojevi sumpora utjeCu na njega formiraju¢i crno obojeni sulfidni sloj.
Upravo zbog toga srebrne predmete je potrebno povremeno Eistiti. Elementarno srebro je
mekani plemeniti metal bijele boje, visokog sjaja 1 visoke plasti¢nosti. Ima gusto¢u od
10,5 g/cm?, taliste od 961,8 °C i vreliste priblizno 2162 °C. Srebro se isti¢e kao najbolji
vodi¢ elektriciteta i topline medu svim metalima. U kemijskim spojevima pretezito ima
stupanj oksidacije +1, dok spojevi srebra sa stupnjem oksidacije +2 i +3 su rijetki zbog
teSkoc¢a u dobivanju te stoga nemaju znacajnu prakti¢nu vrijednost. Slika 1. prikazuje

srebro u elementarnom obliku. °

Slika 1. Elementarno srebro ©



1.1.1. Dobivanje srebra

Danas se vecina srebra (oko 80%) dobiva nakon preradbe olovnih i bakrenih ruda, dok se

preostali dio dobiva iz samorodnog srebra ili njegovih ruda, te iz sekundarnih sirovina.

Sirovo olovo koje sadrzi Cestice srebra dobiveno je preradom olovne rude, a naknadno
se preraduje Parkesovim postupkom gdje se rastaljenom sirovom olovu dodaje cink i
zagrijava pri temperaturi ve¢oj od temperature taljenja uz mijesanje. Srebro iz olova se
ekstrahira, a cink se ukloni destilacijom. Olovo, kao najmanje plemenit metal, najprije se
oksidira i s povrsine taline konstantno se uklanja olovo(Il) oksid. Tako dobiveno srebro
potrebno je procistiti elektrolitskim putem, a kao elektrolit koristi se otopina srebrova(l)

nitrata.

Iz bakrene se rude srebro izdvaja elektrolitskim procis¢avanjem anodnog mulja koji je

zaostao nakon procesa rafinacije.

Za dobivanje srebra iz njegovih ruda Kkoristi se cijanidni postupak. Najprije je potrebno
rudu fino usitniti, a potom kroz deset dana propuhivati zrak kroz suspenziju usitnjene
rude u razrijedenoj vodenoj otopini natrijevog cijanida (NaCN). Ovaj proces rezultira
stvaranjem cijanidnog kompleksa Ag(CN).". Da bi se dobilo srebro iz otopine cijanidnog

kompleksa nuzno je provesti redukciju s cinkom ili aluminijem u luZznatom mediju.
2Ag(CN)2" + Zn(s) + 30H" - 2Ag(s) + Zn(OH)3™ + 4CN" (1)

Za dobivanje srebra mogu se koristiti i sekundarne sirovine kao $to su: stari nakit, ostatak
fotografskog materijala, ukrasni predmeti i posude, otopine od galvanizacije srebrom i

dr.’

1.1.2. Primjena srebra

Srebro se najcesce koristi u obliku slitina, a najvaznije su one s cinkom, niklom i bakrom.
Te slitine su otpornije na troSenje, jeftinije su i ¢vrS¢e u odnosu na Cisto srebro. Najveca
koli¢ina srebra koristi se za izradu kovanog novca, nakita, posuda, pribora za jelo,
ogledala i ukrasnih predmeta. Zbog visoke elektri¢ne i1 toplinske vodljivosti velika mu je
uporaba u elektronici gdje se kao kontakt koristi mala koli¢ina srebra. Zanimljiva je
upotreba srebra u proizvodnji slatki$a, gdje se listovi Cistog srebra debljine nekoliko
mikrometara koriste kao premazi za slatkise. Sto se ti¢e kemijske industrije, srebro je
izvrstan katalizator koji se koristi za proizvodnju vaznih kemikalija kao §to je etilen oksid

3



1 formaldehid. Obje su kemikalije vazne za izradu razlic¢itih vrsta plastike. Od srebra se
mogu izraditi i razne sprave i posude za rad s kemijskim elementima. Velika je vaznost
srebra u medicini gdje se koristi za izradu raznih lijekova te lijeCenje rana zbog svojih
antibakterijskih svojstava. Kako bi se osigurala potpuna sterilnost, u nekim bolnicama su
mnogi predmeti posrebreni, pa ¢ak i ograde kreveta i druge stvari koje pacijent dodirne.
Zbog sposobnosti halogenida srebra da se reduciraju do metala, uz prisustvo svijetlosti,
primjenu srebra 1 njegovih legura moze se pronaci i u fotografskoj industriji. Najveci
proizvodaci srebra danas su: Australija, Peru, Kanada, SAD, Meksiko, Cile, Kina, i

Poljska. ®

1.2. DISPERZNI | KOLOIDNI SUSTAVI

1.2.1. Disperzni sustavi

Heterogeni sustavi s jednom fazom (heterogenom ili homogenom) rasporedenom u
mediju (tekucem, plinovitom ili ¢vrstom) na nacin da su rasprSene Cestice medusobno
odvojene nazivaju se disperzni sustavi. Fino razdijeljena faza zove se disperzna faza, a

faza u kojoj su Cestice disperzne faze raspriene naziva se disperzno sredstvo. °
Disperzni sustavi se dijele prema:

e Velicini dispergiranih Cestica i

e Obliku dispergiranih Cestica
Prema veli€ini dispergiranih Cestica, disperzni sustavi se dijele na:

e Grubo disperzne sustave — sustavi gdje je veliina Cestica disperzne faze reda
veli¢ine preko 200 nm. Primjer takvog sustava je pijesak + voda.

e Kaoloidno disperzne sustave — sustavi u kojima je veli¢ina disperzne faze veli¢ine
koloida, odnosno dimenzija od 1 — 200 nm. Primjer koloidnog sustava je
deterdZent + voda.

e Prave otopine — sustavi gdje je veliCina Cestice manja od 1 nm. Otopina NaCl i

vode je primjer prave otopine.
S obzirom na oblik, disperzni sustavu mogu se podijeliti na:

e Laminarno disperzni sustav - estice oblika tankih listi¢a.

e Fibrilarno disperzni sustav — ¢estice Stapicastog oblika i oblika vlakna.



e Korpuskularno disperzni sustav — cestice potpuno okruglog oblika.

Suma povrsine Cestica disperzne faze u odnosu na sumu njihovog volumena definira se

kao stupanj disperzije, koji se moZze izracunati koristeci sljede¢u formulu:

Y povrsina (2)

Yvolumen

Stupanj disperzije =

Iz prethodne jednadzbe moze se zakljuciti da je stupanj disperzije u odnosu na dimenziju

Zestica obrnuto proporcionalan, odnosno manje &estice imaju veéi stupanj disperzije. 1°

1.2.2. Koloidni sustavi

Disperzni sustavi se mogu nazvati koloidnim ako barem jedna faza sadrzi Cestice
dimenzija izmedu 1 — 200 nm. [ako im gusto¢a moze biti i nekoliko puta veca od gustoce
vode, ove koloidne cestice nemaju moguénost odijeljivanja iz vode procesima
sedimentacije i filtriranja. Zbog malih dimenzija nisu vidljive optickim mikroskopom, te

ne dolazi do taloZenja ve¢ one lebde u otopini praveci koloidnu otopinu.

Uzimajuc¢i u obzir agregatno stanje disperznog sredstva 1 faze, koloidne sustave moze se
podijeliti na emulzije, pjene, gelove, koloidne otopine ili solove te tekuce ili krute

aerosole.

e Emulzija— kapljevina fino dispergirana u drugoj kapljevini.
o Gel — tekucina rasprsena u krutini.

e Solovi — krutina rasprsena u tekucini.

e Pjena— plin dispergiran u kapljevini.

e Kruti aerosoli — krutina dispergirana u plinu.

e Tekuci aerosoli — tekucina rasprsena u plinu.

Koloidne ¢estice s obzirom na ponaSanje koloidno rasprSene faze i disperznog sredstva u
sustavu, moZze se podijeliti na liofobne 1 liofilne. Liofobne Cestice ne pokazuju afinitet
prema disperznom sredstvu, dok liofilne Cestice pokazuju afinitet prema disperznom

sredstvu.



Koloidni sustavi koriste se u razliitim industrijama, ukljuc¢ujuéi proizvodnju lijekova,
prehrambenih i1 poljoprivrednih proizvoda, kozmetike, boje, a sve vecu primjenu

pronalaze u gradevinarstvu, farmaciji, medicini, kemijskoj industriji i dr. **

1.2.3. Svojstva koloidnih sustava

1.2.3.1. Tyndallov efekt

Tyndallov efekt predstavlja opti¢ko svojstvo koloida. Kada snop svjetlosnih zraka prolazi
kroz koloidnu otopinu, stvara se svjetlosni stozac ¢iji se vrh nalazi na mjestu ulaska zrake
svijetlosti, a §iri se duz putanje zrake kroz nehomogeni medij. Ovo rasprsivanje svijetlosti
koje je u obliku osvijetljenog stoSca poznato je kao Tyndallov fenomen. Pri pojavi
Tyndallovog efekta, otopina koloida izgleda mutno kada se promatra okomito na zraku.
Gustoca dispergiranih Cestica i frekvencija svijetlosti utjecu na koli¢inu rasprSenja. Za
razliku od koloidnih sustava u kojima je vidljiv Tyndallov efekt, prave otopine ne
pokazuju tu pojavu, pa se nazivaju "opti¢ki prazne otopine". Primjer pojave Tyndallovog
efekta je prodiranje zraka sunca kroz otvor u zamracenu sobu, §to rezultira rasprSivanjem
svijetlosti na povrsini koloidnih Gestica. 12 Na slici 2. prikazana je pojava Tyndallova

efekta pri prolazu laserske zrake kroz koloidnu suspenziju.

Tyndallov efekt

' Zraka lasera

Cista voda koloidna suspenzija
(zraka svjetlosti nije vidljiva)  (zraka svjetlosti je vidljiva)

Slika 2. Prikaz pojave Tyndallovog efekta pri prolazu laserske zrake kroz koloidnu
suspenziju. 13



1.2.3.2.  Brownovo gibanje

Brown je prvi primijetio da se Cestice u disperznom sustavu brzo gibaju i mijenjaju smjer.
Brownovo gibanje karakteristi¢no je za koloidne sustave. Cestice koloida Gesto prave
male pravocrtne pomake prilikom svog gibanja. Uzrok gibanja je disperzija Cestica
koloida u disperznom sredstvu uz pomo¢ slucajnih kolizija s ostalim molekulama i
atomima. Na brzinu gibanja znatno utjeCu: temperatura, viskoznost uzorka i veli¢ina
Cestice, oblik Cestice i svojstva fluida. Smanjenjem veliine Cestice i povecavanjem
temperature dolazi do povecavanja Brownovog gibanja. * Prikaz Brownova gibanja

koloidnih Cestica u disperznom sustavu prikazan je na slici 3.

Slika 3. Prikaz Brownova gibanja koloidnih &estica u disperznom sustavu. *°

Koloidne cestice pokazuju 1 elektri¢na svojstva radi pojave povrSinskog naboja. Zbog
neravnomjerne raspodjele naboja unutar Cestice i na njithovoj povrsini, koloidne Cestice u
vodi se ponasaju kao istovrsno elektricno nabijene Sto uzrokuje njihovo medusobno

odbijanje i nemoguénost flokulacije.



1.3. KOLOIDNO SREBRO

Jedno od najaktivnijih podrucja suvremenih istrazivanja koja se bave sintezom, dizajnom
i rukovanjem novim materijalima, posebice metalnih nanocestica je nanotehnologija.
Rije¢ nano ima vise implikacija u mnogim podrucjima istrazivanja zbog svojih fizikalno-
kemijskih karakteristika kao §to je visok omjer povrSine i volumena. Sinteza nanocestica
razlicitih oblika, kemijskog sastava i veli¢ina Cini temeljno istrazivanje u podrucju
nanokemije, gdje razlika u veli¢ini i1 obliku nastoji promijeniti svojstva same Cestice.
Zbog svojih specificnih svojstava doslo je do velike primjene metalnih nanocestica u
podrucju obrade tekstilnog otpada, poljoprivrede, obrade 1 prociS¢avanja voda, medicine
i kozmetike. Uz sve pozitivne karakteristike, nanocestice srebra vrlo lako dospijevaju u
okoli§ tijekom transporta, proizvodnje, pranja i odlaganja proizvoda koji sadrze Cestice
srebra. lako se vjeruje da je srebro netoksicno za stanice sisavaca, sve je viSe dokaza da

nanodestice srebra mogu uzrokovati $tetne u¢inke na vodene i kopnene Zivotinje. 16

Koloidno srebro je tekuca suspenzija mikroskopskih Cestica srebra koja je dovoljno mala
da prode kroz membrane stanice i lako se apsorbira u tijelu. Suspenzija sadrzi dva oblika
srebra: ione srebra (75-99%) i Cestice srebra (1-25%). Da bi otopina bila idealno koloidna
mora sadrzavati samo Cestice srebra. Sredinom devedesetih godina 20. stoljec¢a steklo je
popularnost i od tada se koristi kao alternativni lijek u lijeCenju akni, liSajeva, gljivicnih
infekcija, dijabetesa i cistitisa, a moze ubiti mnoge bakterije, mikroorganizme i viruse.
Prevelika konzumacija srebra moze dovesti do pojave argirije, odnosno pojave plavicaste
nijanse, $to je rezultat viska srebra u organizmu (slika 4). Ukoliko dode do te pojave,

potrebno je smanjiti ili potpuno zaustaviti unos koloidnog srebra. 2

Slika 4. Pojava argirije zbog prekomjernog uzimanja koloidnog srebra’



1.4. METODE DOBIVANJA KOLOIDNOG SREBRA

1.4.1. Elektrokemijske metode

Dva osnovna nacina dobivanja koloidnog srebra elektrokemijskim putem su LVDC (engl.
Low Voltage Direct Current — niski napon istosmjerne struje) i HVAC (engl. High
Voltage Alternate Current - visoki napon izmjeni¢ne struje). Metoda visokog napona
izmjeni¢ne struje (HVAC — engl. High Voltage Alternate Current) cesto se koristi za
proizvodnju velikih koli¢ina koloidnog srebra, dok se LVDC (engl . Low Voltage Direct

Current — niski napon istosmjerne struje) metoda primjenjuju u laboratorijskim uvjetima.?

Kod metode niskog napona istosmjerne struje (LVDC - engl . Low Voltage Direct
Current) koristi se istosmjerni napon u rasponu od 20 do 30 V, dvije srebrene elektrode,
Zice Cistoce srebra 99,99%, plasti¢na ili staklena ¢asa, spojni vodovi od izvora istosmjerne
struje do elektroda i destilirana voda. Postupak se vodi do pojave Zute maglice izmedu
elektroda ($to obicno traje od trideset do Sezdeset minuta) i nakon jo§ deset minuta proces
se prekida. Elektrode se potom ostave deset minuta u otopini na mra¢nom mjestu. Na ovaj
nacin se dobiva koloidno srebro odgovarajuce kvalitete. Kvaliteta proizvoda ovisi o
Cisto¢i 1 kvaliteti materijala i vode te o faktorima kao $to su kvaliteta zraka u prostoriji i
intenzitet svijetlosti. Cilj je dobiti koncentraciju srebra od 3 do 5 ppm, okruZzenu samo
¢esticama vode. Za dobivanje Cestica veli¢ine od 1 do 40 nm, vazno je regulirati gustocu
struje koja se kontrolira mjerenjem jakosti struje. Mjerenje jakosti struje i napona
kontrolira se digitalnim multimetrom. Prevelika gustota struje moze rezultirati
izbacivanjem cijelih komadica elektrode u otopinu, a pozeljno je da u otopinu dolaze $to

sitnije Cestice. 218

1.4.2. Fizikalne metode

Najvazniji postupci dobivanja koloidnog srebra fizikalnom metodom su isparavanje-
kondenzacija i laserska ablacija, a od drugih zna€ajnih spominju se elektri¢na radijacija,
gama iradijacija i litografija.’*?° Ove metode najéesce ne koriste redukcijsko sredstvo ili
stabilizator, a mogu se koristiti 1 primjenjivati uz jo§ neku dodatnu metodu. Fizikalne
metode imaju neke prednosti, ali i mane u odnosu na druge metode dobivanja koloidnog
srebra. Prednost fizikalnih metoda u odnosu na kemijske je ravnomjerna raspodjela
nanocestica 1 odsutnost oneciS¢enja otapala, a nedostatak im je Sto cijevne peci koje se

koriste pri atmosferskom tlaku zauzimaju dosta prostora. Takoder, za zagrijavanje se
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koristi velika koli¢ina elektricne energije 1 tako se povecava temperatura oko samog
materijala te je potrebno dosta vremena da dode do toplinske stabilnosti. Da bi se izbjegli
navedeni problemi poZeljno je koristiti manji keramicki grija¢ za isparavanje materijala,
a paru koja isparava moze se hladiti prikladnom brzinom zbog temperaturnog gradijenta

koji je strmiji u blizini povrsine koja se zagrijava u odnosu na gradijent u pe¢i.!®%

Metoda laserske ablacije koristi se pri sintetiziranju metalnih materijala ve¢ih dimenzija
u otopini. Prednost ove metode u odnosu na druge fizikalne metode je odsutnost potrebe
za kemijskim reagensima u otopini, §to rezultira dobivanjem cistog metalnog koloida
pogodnog za daljnje primjene. Parametri koji utjeCu na ucinkovitost laserske ablacije i
karakteristiku dobivenih nanocestica srebra su valna duljina lasera, trajanje laserskih

impulsa i trajanje ablacije. ??

1.4.3. Kemijske metode

Koloidno srebro veéinom se dobiva kemijskom redukcijom pomocu organskih i
anorganskih redukcijskih sredstava. Najcesc¢e koristeni reducensi su elementarni vodik,
natrijev borohidrid (NaBH4), natrijev askorbat, Tollensov reagens, poli(etilen-glikol),
natrijev citrat, N,N-dimetilformamid (DMF) i dr. Ovi reducensi reduciraju srebrove ione

Ag" u elementarno srebro Ag. °
Ag+1e - Ag °=+0,799 V (3)

Sitne Cestice elementarnog srebra aglomeriraju u oligomere, §to na kraju rezultira

formiranjem cestica koloidnog srebra.

Vrlo je vaZzna uporaba stabilizatora koji ograni¢avaju rast ¢estica, sprjeavanju talozenje

1 aglomeraciju te gubitak povrsinskih svojstava.

Od drugih kemijskih metoda za proizvodnju nanocestica srebra u upotrebi su 1 metoda

gama zradenja, sintetska bioloska metoda, metoda elektronskog zracenja i dr. 2

1.5. ZELENASINTEZA

Nova pouzdana i ekoloski prihvatljiva tehnika pod nazivom ,,zelena kemija* pojavila se
posljednjih godina, a zadatak joj je uklanjanje i smanjenje Stetnih ucinaka koji se javljaju

tijekom proizvodnje. Ova tehnika je vrlo pouzdana i brza jer ne koristi toksi¢ne kemikalije
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I ne zahtjeva upotrebu visokih temperatura, visokih tlakova i energije, te je pogodna za

sintezu velikih razmjera.

Biosinteza nanocCestica sve je viSe privlacna zbog potrebe za razvojem ekoloski
ucinkovitijih tehnologija pri sintezi materijala, te zbog toga se ¢esSée istrazuju metode
zelene sinteze koje koriste prirodne spojeve kao redukcijske agense poput meda, bijelog
Secera, ekstrakta mirisne metvice, Secera dobivenog iz kukuruza, sericina dudovog svilca
1dr. Dijelovi biljke kao §to je korijen, stabljika, cvijet i lis¢e koriste se za sintezu razlicitih

oblika metalnih nanocestica. 2

Metalne nanocestice kao $to su zlato, srebro, nikal, titanov oksid, bakar, magnetit i platina
sintetizirane su i istrazivane pomocu prirodnih resursa. Na slici 5. prikazana je primjena

zelene sinteze. %

l.manje
12. analiza u otpada
stvarnom 2. jeftina
vremenu

11. sigurna
kemiia

3. bezopasna

otapala

10. plan za 4. siglfrna
degradaciju analiza
5.b s
9. kataliza ‘ €zopasna

6. bezopasna

pomoéna
7. energetska sredstva

ucinkovitost

8. obnovljivi
izvori

Slika 5. Znacajke primjene zelene sinteze

1.5.1. BioloSke metode

Brojni literaturni izvori ukazuju na ekolosku neprihvatljivost sinteze nanocestica
kemijskim 1 fizikalnim putem zbog koriStenja opasnih 1 toksi¢nih kemikalija koje
uniStavaju okoliS. Ve¢ dugi niz godina istrazuje se potencijal biljaka kao izvor lijekova,
a zaklju€eno je da imaju jaku bioloSku aktivnost. Shodno tome, krenula je potraga za

biologkim metodama dobivanja koloidnog srebra. *°

Istrazivanja pokazuju da organizmi poput gljiva, biljaka, bakterija i biomase imaju velik

utjecaj pri proizvodnji nanocestica metala, te su kljuan c¢imbenik u danasnjim
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suvremenim istrazivanjima nanotehnologije. Molekule nastale od Zivih organizama

djeluju kao stabilizirajuci i redukcijski agensi, §to dodatno potvrduje njihovu vaznost.

Biljke imaju veliku prednost u primjeni nad pojedinim sojevima bakterija zbog svoje lake
dostupnosti. Uz to, velik spektar aktivnih funkcionalnih skupina koje biljke sadrze potice

da se srebrovi ioni reduciraju. 24

1.5.1.1. Sinteza pomocu bakterija

Prva sinteza metalnih nanoCestica pomocu bakterija (slika 6) provedena je pomocu
bakterijskih sojeva otpornih na srebro, a koje su uzgajane u visokim koncentracijama
srebrova nitrata. Bakterijski soj koji je koristen bio je Pseudomonas stutzeri AG259, a
izoliran je iz rudnika srebra. Dokazano je da srebrove nanocestice sintetizirane ovim

putem imaju veli¢inu od 5-200 nm.

Nanocestice je moguce sintetizirati iz suspenzije stani¢ne kulture ili iz biomase, a
bakteriogena sinteza mozZe biti unutarstani¢na ili izvanstani¢na. Pojedini mikroorganizmi
mogu opstati uz visoke koncentracije metalnih iona i u takvim uvjetima rasti, a to je
rezultat njihove otpornosti prema tom metalu. Mehanizmi koji stvaraju otpor su,
bioakumulacija, nedostatak sustava za transport metala, stvaranje izvanstani¢nog
kompleksa, biosorpcija, promjena topljivosti 1 toksi¢nosti redukcijom ili oksidacijom itd.
Nedostatak bakteriogene sinteze je velika raspodjela nanocCestica i spora sinteza, te su

zbog toga istrazene sinteze metalnih nanodestica pomocu gljivica. 28

Adicija bakterijske biomase
otopini AgNOs

Bakterije
Biomasa

Antibakterijsko >._<

djelovanje

Dezinfekeija zraka ( %
Pakiranie hrane Frimiens Karakterizacija

Slika 6. Sinteza nanodestica pomo¢u bakterija 2’

‘ l-‘ r".. .
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1.5.1.2.  Sinteza pomocu gljivica

Zbog sposobnosti bioakumulacije metala, velikog kapaciteta vezanja i unutarstani¢nog
unosa, gljivice su bile zanimljive za bioloSku proizvodnju metalnih nanocestica. One su
neSto jednostavnije za rukovanje u laboratorijskom procesu u odnosu na bakterije.
Gljivice izlucuju veliku koli¢inu enzima koji se koristi za smanjenje iona srebra, a poti¢u
stvaranje stabilnih nanocestica. Stabilnost nanocestica proizlazi iz otpustanja proteina
tijekom blokade cestica, a vecu stabilnost u otopini imaju Cestice pri visSim pH

vrijednostima.

Biosinteza nanocCestica srebra sa stani¢nim ekstraktima uocena je kod Fusarium
acuminatum EIl. I Ev. (USM-3793). Dobivene nanocCestice sferi¢nog su oblika s

promjerom od 13 nm, a dobivene su u razdoblju od 15-20 min.

Phanerochaete chrysosporium, poznata kao gljivica bijele trulezi, takoder moze formirati
nanocestice i reducirati ione srebra. Nanocestice dobivene pomocu gljivice bijele trulezi

najcesce su piramidalnog oblika i razli¢itih veli¢ina, a uocena je i heksagonalna struktura.

Uz ve¢ spomenute, Aspergillus flavus, Penilcillium fellutanum, Penicillium sp. J3,
Coriolus versicolor samo su neke od gljivica koje mogu proizvesti nano&estice srebra. !>

Slika 7. prikazuje sintezu nanocestica pomocu gljivica.

Nanodestice srebra

* 20 min

Vodena
- kupka,
40°C

Slika 7. Sinteza nanodestica pomocu gljivica 2’
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1.5.1.3. Sinteza pomocu biljaka

Za sintezu nanocestica srebra pomocu biljaka koriste se razni dijelovi biljaka poput
plodova, korijena, lis¢a, cvijeca i podanaka. Prednost koriStenja ove metode je §to su

biljke lako dostupne, sigurne za rukovanje i imaju velik izbor aktivnih sredstava.

Biljke se skupljaju s razli¢itih podrucja, ispiru se s obicnom, a potom destiliranom vodom
kako bi se uklonile necisto¢e. Nakon toga suhi dijelovi biljaka se melju u prah ili se mogu
koristiti neobradeni za proizvodnju ekstrakta. Za proizvodnju ekstrakta, prah ili usitnjeni
dijelovi biljaka mijeSaju se s alkoholom ili deioniziranom vodom i zagrijavaju pri 60 °C
nekoliko sati. Do sinteze nanocestica dolazi dodavanjem biljnog ekstrakta u otopine s
razli¢itim pH vrijednostima pri razli¢itim temperaturama. Kada je sinteza uspjesno
provedena, smjesa se centrifugira da se nanocestice odvoje, ispire otapalima i susi pri

niskim temperaturama.

Sinteza nanocCestica srebra pomocu biljaka (slika 8) predstavlja ekonomski opravdanu i
vrijednu opciju za proizvodnju vecih koli¢ina nanocestica. Takoder, Cesto se za biosintezu
nanocestica koristi ekstrakt Camellie sinesis (zelenog €aja) 1 ekstrakti lista crnog Caja.
Ekstrakt zelenog ¢aja koristi se kao reducens i stabilizator, a biomolekule fenolne kiseline
prisutne u ekstraktu zelenog ¢aja odgovorne su za formiranje nanocestica. Nanocestice

nastale iz ekstrakta crnog Caja su stabilne i razli¢itih oblika, poput kugle, Stapica i prizme.

Vrste biljaka koje se koriste za sintezu nanoCestica su: Aloe vera, Eclipta albe, Skimmia

laureole itd.26:28

&

//ngnakhiljnog%

ekstrakta otopini
I X AgNOs S
S ——
BN  EEedl

Biljke E kstraks biljke Otopina AgNO:

Kateteri Primiena Karakterizacija

Antifugalno djelovanje e - ﬁ

Stomatologija

Formiranje nano&estica srebra

Slika 8. Sinteza nanodestica srebra pomoéu biljaka?’

14



1.5.1.4.  Sinteza pomocu kvasca

U prirodi se Cesto nailazi na kvasac Saccharomyces cerevisiae, poznatiji kao ,,pekarski
kvasac®. Koristi se u tradicionalnoj ili industrijskoj fermentaciji vina, piva i kruha. Danas
je kvasac vazno sredstvo za lijeCenje dijareje uzrokovane antibioticima, a neizostavan je
dodatak prehrani. Ako se ioni srebra dodaju kulturi kvasca, tijekom inkubacije, moze se
primijetiti promjena boje uzorka iz bezbojne u crveno smedu. Do intenzivne crveno-
smede boje doslo je nakon 72 sata inkubacije. Promjena boje dokazuje stvaranje
nanocestica srebra, gdje se zakljucuje da je kvasac Saccharomyces cerevisiae pokazao

potencijal za izvanstani¢nu sintezu nano&estica srebra. 2°

1.5.1.5. Sinteza pomo¢u meda

Med je dobar kandidat za sintezu koloidnog srebra te je predmet istrazivanja znanstvenika
Sirom svijeta. Prirodni med sadrzi mnogo vitamina i minerala, a pokazuje izvanredna
ljekovita svojstva (analgetska, antibakterijska te protuupalna). Zbog svojih
antioksidativnih svojstava, med sadrzi sastojke koji mogu sprijeciti nastajanje raka.
Koristi se kao lijek za opekline 1 Cireve, a pomaZe i u zacjeljivanju rana jer djeluje

umirujucée kada se primjenjuje na otvorene rane.

Zakljucuje se, da se uz upotrebu prirodnog meda, jeftinog redukcijskog sredstva, moze
proizvoditi nanocestice koloidnog srebra zelenom sintezom bez prisutnosti opasnih i

toksi¢nih otapala. 303

Posebnu paznju privlaci manuka med, dobiven iz stabla manuke (Leptospermum
scoparium), porodice mirtovki. Porijeklo manuke dolaze iz Novog Zelanda i Australije,
a danas se smatra najkvalitetnijim i najskupljim medom. Koristi se u tradicionalnoj
medicini kao sedativ i kao lijek za zacjeljivanje rana, a zbog svog kemijskog sastava dobar
je 1 za CiS¢enje infekcija, opeklina i1 traumatskih rana. Trenutno se proucavaju glavni

bioaktivni spojevi u medu manuke koji su odgovorni za njegovu biolosku aktivnost.

Nova otkri¢a mogla bi podrzati povecanu upotrebu manukinog meda u medicini koze, a
predstavljali bi dodatnu ekonomsku vrijednost koja bi pogodovala péelarima u njihovoj

proizvodnji. 2 Cvijet manuke prikazan je na slici 9.
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Slika 9. Cvijet manuke 3

1.6. KARAKTERIZACIJA SREBRA

Koncentracija srebra u otopini jedno je od vaznijih svojstava koloidnog srebra, a
oznacava sumu koncentracija koloidnih Cestica srebra i iona srebra. IzraZzava se obi¢no u
ppm (parts per milion), a odgovara koncentraciji izrazenoj kao miligram srebra po

kubi¢nom decimetru (mg/dm?).

Kod mjerenja koncentracije srebra bitno je znati koliki dio od ukupnog srebra se sastoji
od iona srebra, a koliki dio od Cestica srebra. U vecini procesa oko 75 do 99% ukupnog

srebra prisutno je u obliku iona, a jako mali dio &ine Eestice srebra. 3

Osnovne karakteristike koloidnog srebra su: zeta potencijal, Tyndallov efekt, prisutnost

onecisSéenja, elektricna vodljivost, velic¢ina Cestice, pH koloidne otopine i dr.

Koncentraciju koloidnog srebra dobivenog elektrolitickim putem moguce je procijeniti
pomocu Faradayevog zakona. Mjeri se koli¢ina naboja koja je potrosena kroz elektrolit
za vrijeme trajanja procesa elektrolize. Za preciznije odredivanje koncentracije koloidnog
srebra u upotrebi su uredaji poput PWT (engl. Pure Water Tester; tester Ciste vode) i TDS

(engl. Total Dissolved Solids; ukupno otopljene krutine). 2

Osim koncentracije srebra u otopini, karakterizacija koloidnog srebra provodi se uz
pomo¢ mikroskopije s atomskom silom (AFM), ultraljubicaste i vidljive (UV-Vis)
spektroskopije, pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM), rendgenske difrakcije X-
zraka (XRD), dinamickog rasprSenja svijetlosti (DLS), transmisijske elektronske
mikroskopije (TEM) itd.
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Ultraljubicasta i1 vidljiva (UV-Vis) spektroskopija koristi se za odredivanje veli¢ine

nanocestica koloidnog srebra. Siri pik oznacava veéu raspodjelu i veli¢inu Cestica.

DLS tehnika koristi se pretezito za mjerenje veli¢ine nanocestica srebra jer moze izmjeriti
svega nekoliko nanometara do nekoliko mikrometara. Ova metoda mjeri frekvencije
svijetlosti tijekom interakcije s Cesticama srebra razli¢itih veli¢ina. Manja Cestica

oznacava vec¢i pomak u frekvenciji svijetlosti.

Metoda za istrazivanje agregacije i disperzije nanocestica materijala, uz njihov oblik,
strukturu 1 veli¢inu je AFM tehnika. Kontaktni nacin, povremeni kontaktni nacin i

beskontaktni nacin su tri razli¢ita nacina skeniranja.

XRD analizom se provjerava Cistoca dobivenih Cestica, a transmisijskom elektronskom

metodom (TEM) odreduje oblik i veli¢ina gestica. 233

1.7.  ODREPIVANJE ANTIBAKTERIJSKE UCINKOVITOSTI KOLOIDNOG
SREBRA

U svrhu odredivanja bakterioloskih ispitivanja, bakterije je potrebno uzgajati van njihove
prirodne sredine. Taj postupak naziva se kultivacija, a provodi se na mikrobiolo§kim
podlogama. One predstavljaju kompleks u kojem su prisutni svi elementi potrebni za

razmnoZavanje, rast, razvoj te odvijanje svih fizioloskih procesa neke bakterije.

Danas se za pripremu Koriste dehidrirane podloge u prahu ili granulama, a pripremaju se
jako brzo 1 jednostavno. Sinteticke hranjive podloge sadrze kemijske sastojke Cije su
koli¢ine tocno odredene i uravnoteZene za normalan razvoj odredene mikrobioloske vrste.

Hranjive podloge se pripremaju prema uputama proizvodaca dehidriranih podloga.®

1.7.1. Escherichia Coli

Stapicasta bakterija Escherichia coli (slika 10) je gram — negativni kokobacil, §to znaci
da bojenjem po gramu dobiva crvenu boju. Ova bakterijska vrsta pripada porodici
enterobakterija. Prvi ju je opisao znanstvenik Theodor Escherich 1885. godine kada ju je
izolirao iz stolice novorodenceta. Duljina ove bakterije je od 2-6 pm, a Sirina 1-3 pm.

Krece se pomocu specifi¢ne rotacije trepetljika i za njezin rast nije potreban kisik, ali ga
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moze koristiti ako je prisutan. Bakterija sadrzi i dobro razvijenu kapsulu oblika sluzave

opne koja je Stiti od nepovoljnih uvjeta.

Pretezito raste na selektivnim i obi¢nim hranjivim podlogama gdje nakon osamnaest sati

inkubacije pri 37 °C dolazi do nastajanja velikih, okruglih i sjajnih kolonija.

Moze prezivjeti u vodi, na zemlji 1 na razliCitim predmetima. Ova bakterija je dio
normalne crijevne flore, a njezino pretjerano razmnozavanje moze dovesti do infekcije.
Infekcija moze biti povezana s cijelim tijelom. Escherichia coli je mikroorganizam koji

je najces¢i uzrocnik infekcije kod ¢ovjeka, te mu se zbog toga posvetilo mnogo paznje.

Slika 10. Escherichia coli ¥’

Kao ljudski patogen najcesce se prenosi putem kontaminirane vode, nedovoljno opranog
povréa, mlijecnih proizvoda itd. Obi¢no koncentracija Escherichia coli po gramu fekalija

u ljudskom organizmu doseze 107-10°%, a kod Zivotinja 10%-108, 3

Teske infekcije najces¢e zahvacaju djecu. Tijekom 2011. godine, u srednjoj Europi,
zarazilo se viSe od 4 000 ljudi. U Hrvatskoj, tocnije u Splitu, zabiljeZen je slucaj febrilnog
kolitisa, pri ¢emu je Escherichia coli identificirana kao uzro¢nik infekcije, a izolirana je

iz zagadene lubenice.®®
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1.7.2. Staphylococcus aureus

Bakterija Staphylococcus aureus (slika 11) najvazniji je ljudski patogen iz roda
Staphylococcus. To je gram — pozitivna kuglasta bakterija, Sirine oko 1 pum, Siroko je
rasprostranjena u prirodi, a najvise na kozi, koznim zlijezdama i sluznicama ljudi, ptica i

sisavaca. 4°

Mogu rasti uz prisustvo i bez prisustva kisika, pri temperaturama izmedu 18 °C i 40 °C.
Nakon dijeljenja, stanice ostaju povezane, te nastaju nakupine slicne grozdovima. U
teku¢im podlogama mogu se na¢i u parovima, pojedinacnim stanicama ili u obliku kratkih
lanaca. Mlade kulture bakterija su striktno gram — pozitivni, dok stari koki postaju gram

— negativni.

Stafilokoki su otporni na loSe uvjete okolisa. Otporni su na visoke temperature, ekstremne
pH vrijednosti, suSenje, visoke koncentracije soli i SeCera te na djelovanje mnogih
antibiotika 1 dezinfekcijskih sredstava. Mogu se pronaéi u zraku zatvorenog prostora,

prasini 1 namirnicama.

Najcéescée se prenose zrakom i dodirom, a izvor infekcija pretezito je medicinsko osoblje

i osobe koje se bave proizvodnjom i distribucijom hrane. 34

Slika 11. Staphylococcus aureus 4
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2.
2.1.

EKSPERIMENTALNI RAD
KORISTENE KEMIKALIJE I APARATURA

U ovom eksperimentalnom radu koriStene su sljedece kemikalije 1 aparatura:

med od primorskog vriska (Satureja montana) s dalmatinskog podrucja,
proizvodaca OPG Milkovi¢ (Zagreb, Hrvatska)

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

destilirana voda, specifi¢ne elektricne provodnosti 5 pS/cm

natrijev karbonat bezvodni, Na,COs, proizvodaca Kemika d.o.o. (Zagreb,
Hrvatska)

podloga Mueller Hinton Broth, proizvodaca Biolife (Milano, Italija)

0,002% otopina 2,3,5-trifeniltetrazolij klorid, proizvodaca Merck KGaA
(Darmstadt, Njemacka)

pufer pH 4,00

pufer pH 7,00

reaktor (staklena caSa od 250 mL)

Erlenmeyerova tikvica od 1000 mL

epruvete od 130 mm

menzura

nastavci na klipne pipete

magnetna mijesalica, IKA, RCT basic (Njemacka)

kapaljka za dokapavanje

analiti¢ka vaga, Mettler -Toledo Balance, model ME104E (Svicarska)
konduktometar, proizvodaca Schott (Mainz, Njemacka)

digitalni pH metar, handylab pH'LF 12, proizvodaéa Schott (Mainz, Njemacka)
pH metar, model SevenDirectSD20, proizvoda¢a Mettler -Toledo (Svicarska)
konduktometar, model HI5522, proizvoda¢a Hanna (UK)

pumpa za razlijevanje, model Integra dose it P910 (Svicarska)

Klipna pipeta od 100 pL

denzimat, model bioMerieux, (Francuska)

autoklav, Tuttnauer-3870ELVD (Francuska)

bireta za dokapavanje srebrova nitrata
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e izvor laserske zrake za provjeru prisutnosti koloida u otopini

e DLS (Dynamic Light Scattering) uredaj, Litesizer DLS 500, proizvoda¢a Anton
Paar (Austrija)

e UV-Vis spektrofotometar, Cary 60 UV-Vis, Agilent (SAD)

e SEM (Scanning Electron Microscope) uredaj, JSM-7610FPlus Schottky Field

Emission, Jeol (Japan)

Na slici 12. prikazan je med od primorskog vriska (Satureja montana) s dalmatinskog

podrucja proizvodaca OPG Milkovi€.

Slika 12. Med od primorskog vriska (Satureja montana)

2.2. PRIPRAVA OTOPINE SREBRA POTREBNE ZA ZELENU SINTEZU
KOLOIDNOG SREBRA

Za sintezu koloidnog srebra pripremljene su otopine srebrova nitrata, otopina meda od
primorskog vriska s dalmatinskog podruéja i otopina natrijeva karbonata za naknadno
podesavanje pH vrijednosti otopine. Otopina meda od vriska pripremljena je mijeSanjem
30,0501 g meda od vriska s 80 mL destilirane vode (slika 13) do ujednacenog sastava pri
temperaturi od 20 °C. MijeSanje je provedeno na magnetnoj mijesalici uz 600

okretaja/min.

Peludnu analizu izvrSio je Stanko Montana, Agronomski fakultet SveuciliSta u Zagrebu,

Zavod za ribarstvo, pcelarstvo, lovstvo i specijalnu zoologiju, gdje je utvrdeno vise od
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20% peludi vriska (Satureja montana). Specifi¢na elektri¢na provodnost otopine iznosila
je 272 uS/cm, a pH vrijednost 3,53. Za pripravu otopina natrijeva karbonata i srebrova

nitrata odredenih koncentracija izraCunata je masa natrijeva karbonata i srebrova nitrata.

Slika 13. Priprava otopine meda mijesanjem meda od vriska i destilirane vode

Proracun:

Budu¢i da su vrijednosti molarne mase, koncentracije i volumena srebrova nitrata
zadane, moguce je izraCunati mnozinu i masu potrebnog srebrova nitrata i natrijevog

karbonata za pripravu otopine zadane koncentracije pomoc¢u formula (4) i (5).

Potrebna masa natrijevog karbonata:
c= % —n=cxV 4)
n= 5 —m=nxM (5)
¢(Na2C0O3) = 0,1 mol/dm?
V(NaCOs3) = 0,1 dm?
M(Na2COs3) = 105,00 g/mol
n(Na2COz) = ¢(Na2C03) - V(Na2COz)

n(Na;CO3) = 0,1 mol/dm*- 0,1 dm?
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n(Na.COs3) = 0,01 mol
m(Na2COz) = n(Na;CO3) - M(Na2CO3)
m(Na2COz) = 0,01 mol - 150,00 g/mol

m(NazCO3) = 1,0599 g =~ 1,06 g

Potrebna masa natrijevog karbonata je 1,06 grama.

Potrebna masa srebrova nitrata:
¢(AgNO3) = 0,001 mol/dm?3

V(AgNOs3) = 0,1dm?

M(AgNO3z) = 169,87 g/mol

N(AgNOs3) = c(AgNO3) - V(AgNOs)
n(AgNO3) = 0,001 mol/dm?- 0,1 dm®
n(AgNO3z) = 0,0001 mol

m(AgNOs) = n(AgNO3) - M(AgNOs)
m(AgNO3) = 0,0001 mol - 169,87 g/mol
m(AgNOs) = 0,016987 g

Potrebna masa srebrova nitrata je 0,016987 g

Nakon §to se izraCuna mase natrijeva karbonata 1 srebrova nitrata, uspjesSno su priredene

i njihove otopine.

Vaganje srebrova nitrata, kao i pripremljena otopina srebrova nitrata prikazani su na slici

14.i 15.)
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Slika 14. Vaganje srebrova nitrata Slika 15. Pripremljena otopina srebrova nitrata

2.3. ZELENA SINTEZA KOLOIDNOG SREBRA

Sinteza uzorka zapocela je s dodavanjem 80 mL otopine meda u staklenu ¢asu u kojoj se
nalazi magnetno mijesalo i dokapavanjem 20 mL otopine srebrova nitrata. pH vrijednost
iznosila je 3,53, te je zeljena pH vrijednost (pH = 6) postignuta dodavanjem kap po kap

prethodno pripremljene otopine natrijeva karbonata.

Dokapavanje natrijeva karbonata u otopinu koloidnog srebra (slika 16) izvrSeno je vrlo
oprezno zbog moguceg naglog porasta pH vrijednosti otopine koloidnog srebra pri jako
malim koli¢inama otopine natrijeva karbonata. Na dobivenom uzorku ispitano je
postajanje koloidnih Cestica srebra Tyndallovim efektom (Slika 17), nakon ¢ega je uzorak

pohranjen na tamno mjesto.

Slika 16. Podesavanje pH vrijednosti u otopini koloidnog srebra dokapavanjem
natrijeva karbonata
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Slika 17. Dokaz postojanja koloidnih Cestica srebra prolazom laserske zrake kroz
koloidnu suspenziju

2.3.1. ODREDPIVANJE ANTIBAKTERIJSKE UCINKOVITOSTI KOLOIDNOG
SREBRA

Nakon sinteze koloidnog srebra pomo¢u meda od primorskog vriska, odredena je

antibakterijska u€inkovitost na bakterijama Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus.

Najprije je pripremljena dvostruka koncentracija Mueller Hinton Brotha u
Erlenmayerovoj tikvici, otapanjem 42 g uzorka u 1 L demineralizirane vode. (Slika 19)

Koristeni Mueller Hinton Broth prikazan je na slici 18.

Slika 18. Mueller Hinton Broth Slika 19. Otopina Mueller Hinton Brotha
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Potom je bilo potrebno pripremiti kulture testnih mikroorganizama. (Slike 20 i 21)

Za pripremu Kkulture testnin mikroorganizama Escherichia coli NCTC 13216 i
Staphylococcus aureus ATCC 25923 te za razrjedivanje pocetne suspenzije

mikroorganizama koristio se Mueller Hinton bujon proizvodac¢a Biolife (Milano, Italija).

Prema konzistenciji radi se o tekucoj hranjivoj podlozi ¢iji je osnovni sastojak bujon ili

mesna voda.
Sastav dehidrirane podloge:

- govedi ekstrakt 2,0 g/L
- kiseli digest kazeina 17,5 g/L
- Skrob 1,50 g/L

Izrada zapoc€inje vaganjem, potom slijedi otapanje u demineraliziranoj vodi, sterilizacija,
hladenje i razlijevanje. Prije koristenja potrebno je kalibrirati preciznu vagu s umjerenim
utezima te demineraliziranoj vodi odrediti pH vrijednost i specificnu elektricnu
provodnost. Prije mjerenja specificne elektricne provodnosti i pH vrijednosti vrsi se
kalibracija konduktometra i pH metra u dvije tocke. Izmjerene vrijednosti moraju biti u
suglasju s normom HRN EN ISO 11133:2014 Mikrobiologija hrane, hrane za zivotinje i

vode — Priprema, proizvodnja, skladistenje i ispitivanje hranjive podloge.

Odvaze se 22 g podloge Mueller Hinton bujon na 1000 mL demineralizirane vode u
Erlenmayerovu tikvicu. Na tikvicu se stavlja Al — folija, stisne se i stavlja u autoklav na

sterilizaciju. Podloga se sterilizira 10 min pri temperaturi od 121 °C.

Sterilizacija se obavlja u atmosferi zasi¢ene vodene pare pod tlakom, a prisustvo zraka t].
zracnih jastuka unutar komore autoklava smanjuje efikasnost autoklaviranja. Prije
razlijjevanja mjeri se pH vrijednost podloge i prema potrebi korigira na odredenu
vrijednost sukladno uputama proizvodaca. Korekcija se vrsi sa sterilnom 1 mol/L HCl ili
1 mol/L NaOH. pH vrijednost koriStene podloge izmjerene s umjerenim pH metrom

iznosila je 7,21 te nije bilo potrebe za korigiranjem.

Mueller Hinton bujon se razlijeva pomoc¢u pumpe za razlijevanje, a prije razlijevanja se

vrsi kalibracija pumpe za odabrani volumen s podlogom koja se razlijeva.
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Slika 20. E. coli i S. aureus Slika 21. Kulture testnih mikroorganizama

Potom su pripremljene suspenzije mikroorganizama (' S. aureus i E. coli) 0,5 McF koja
odgovara broju 102 cfu/mL (slika 22). Razrjedenja testnih mikroorganizama provode se

s MHB (Mueller Hinton Brothom), a njihove koncentracije se provjeravaju na denzimatu.

Slika 22. Suspenzije mikroorganizama

Najvece koncentracije mikroorganizama su u prvoj epruveti gdje je koncentracija
mikroorganizama 108 cfu/mL (colony-forming unit /mililiter) tj. broj nastalih bakterijskih

kolonija po mililitru). Razrjedenjem se dolazi do 10° cfu/mL.
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U nultu jazicu ide + kontrola s 100 uL suspenzije 0,5 McF (McFarland), 108 S. aureus
(provjera radi li testni soj)

e U prvu jazicu dodati 100 pL suspenzije 0,5 McF, 108 S. aureus.

e U drugu jazicu dodati 11,1 puL iz prve + 100 uL MHB, 10’

e U tre¢u jazicu dodati 11,1 pL iz druge + 100 pL MHB, 10°

e U ¢getvrtu jazicu dodati 11,1 pL iz tre¢e + 100 uL. MHB, 10°

e U petu jazicu dodati 11,1 pL iz Setvrte + 100 uL MHB, 10*

e U Sestu jazicu dodati 11,1 ul iz pete + 100 uL. MHB, 10%, promijesati i izbaciti
11,1 pL iz Seste.

e U sedmoj jazici je — kontrola, 100 pL. MHB.

U mikroplocice sa svakim razrjedenjem dodati + 100 puL otopine Ag. Otopine srebra su

pripremljene iz AgNO:s.

Pripremljene podloge s bakterijama idu na inkubaciju pri 37 °C 24h.

Potom su napravljene suspenzije mikroorganizama (E. coli) 0,5 McF koja odgovara broju
cfu/mL 108,

U nultu jazicu ide + kontrola s 100 pL suspenzije 0,5 McF, 108 E. coli (provjera radi li
testni soj).

e U prvu jazicu dodati 100 uL suspenzije 0,5 McF, 108 E. coli

e U drugu jazicu dodati 11,1 uL iz prve + 100 uL. MHB, 10’

e U treéu jazicu dodati 11,1 pL iz druge + 100 uL MHB, 10°

e U ¢getvrtu jazicu dodati 11,1 pL iz tre¢e + 100 uL. MHB, 10°

e U petu jazicu dodati 11,1 pL iz etvrte + 100 uL MHB, 10*

e U Sestu jazicu dodati 11,1 uL iz pete + 100 uL. MHB, 103, promijesati i izbaciti
11,1 pL iz Seste jaZice

e U sedmoj jazici je - kontrola, 100 uL. MHB.

U mikroplocice sa svakim razrjedenjem dodati + 100 puL otopine Ag. Otopine srebra su

pripremljene iz AQNOa.
Slika 24. prikazuje izgled mikroplocice prije inkubacije i dodatka TTC-a.

Pripremljene podloge s bakterijama idu na inkubaciju pri 37 °C 24 h.
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+ kontrola, bakterijska suspenzija bez antimikrobnog agensa

- kontrola, 100 pL Mueller Hinton bujon bez bakterijske suspenzije i bez antimikrobnog

agensa.

Nakon 24 h inkubacije, u jazice je dodano 40 uL TTC ( 0,02 mg/mL otopine 2,3,5-
trifeniltetrazolij klorid, pripremljene otapanjem 0,002 g TTC u 100 mL demineralizirane

vode te autoklaviranjem). Na slici 23. prikazana je otopina TTC-a.

TTC se koristi se kao dodatak u mediju kulture za oznacavanje bioloSke aktivnosti
mikroorganizama, jer se bezbojni oblik otopine reducira na netopljivi crveni pigment,

trifenil formazan, koji je lako vidljiv.

Dodatkom te otopine nakon pola sata od dodavanja dolazi do promjene boje u

mikroplo¢ici od intenzivno Zute do promjene u crveno-rozu koja je pozitivna (slika 25).

Takoder (+) reakcija se tumaci i kroz stvaranje crvenih precipitata na dnu mikroplocice

kao 1 zamucenje bujona u mikroplocici.

Slika 23. Otopina TTC-a
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Slika 24. Mikroplocica prije inkubacije i dodatka TTC-a

Slika 25. Mikroplo¢ica nakon dodatka TTC-a

30



2.4. INSTRUMENTI ZA ANALIZU KOLOIDNOG SREBRA

2.4.1. UV-Vis spektrofotometar

UV-Vis spektrofotometar koristi se za odredivanje apsorbancije nastalih koloida uz
koriStenje Agilent ksenonske lampe kao izvor svjetlosti. Mjerenja se obavljaju bez
fotodegradacije uzoraka. Ovom analizom se potvrduje nastanak nanocestica srebra. Radi
se s razli¢itim teku¢im 1 krutim uzorcima. Softver uredaja moze se prilagoditi razli¢itim
zahtjevima analize. Za preciznija mjerenja u djelicu sekunde uredaj koristi senzor na
osnovi optickih vlakana. Visoko rezolucijski rezultati garantiraju precizna mjerenja malih
volumena i vaznih uzoraka. Na slici 26. prikazan je koristeni Uv-Vis spektrofotometar

Agilent cary 60 UV-Vis Spectrophotometer.

Slika 26. Uv-Vis spektrofotometar Agilent cary 60 UV—Vis Spectrophotometer (SAD)

2.4.2. SEM (SCANNING ELECTRON MICROSCOPE)

Pretrazna elektronska mikroskopija je tehnika koja se koristi za dobivanje slika visoke
razlucivosti 1 detaljnih podataka o povrsini uzoraka. To je vrsta elektronske mikroskopije
koja koristi fokusirani snop elektrona za skeniranje povrSine uzorka i generiranje slika u
mnogo vecoj razlucivosti u usporedbi s opticCkom mikroskopijom. Razlucivost SEM
instrumenata moZze se kretati od < 1 nanometra do nekoliko nanometara. Elektronski
mikroskop projicira i skenira fokusirani tok elektrona preko povrsine uzorka i prikuplja
signale proizvedene koriStenjem detektora. Elektroni u snopu stupaju u dodir s atomima

unutar uzorka, proizvodec¢i razliCite signale koji se kasnije koriste za dobivanje
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informacija o topografiji i sastavu povrsine. JSM-7610FPlus Schottky Field Emission
Scanning Electron Microscope prikazan na slici 27. koristen je za dobivanje podataka o

povrsini uzorka.

Slika 27. JSM-7610FPlus Schottky Field Emission Scanning Electron Microscope

2.4.3. DLS (Dynamic Light Scattering)

DLS tehnika koristi se pretezito za mjerenje veli¢ine nanocestica srebra jer moze izmjeriti
svega nekoliko nanometara do nekoliko mikrometara. Ova metoda mjeri frekvencije
svijetlosti tijekom interakcije s Cesticama srebra razli¢itih veli¢ina. U dinami¢kom
rasprsenju svijetlosti (DLS), svijetlost prolazi kroz uzorak, a rasprSena svijetlost se
otkriva i biljezi pod odredenim kutom. Vremenska ovisnost raspr§enog intenziteta otkriva
koliko se Cestice brzo krecu. Iz ovih informacija moZe se izraCunati prosjecna veli¢ina

Cestice kao 1 velicine Cestice. Na slici 28. prikazan je upotrebljeni DLS ureda;.

Slika 28. Dynamic Light Scattering Litesizer 500
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3.  REZULTATI

3.1. UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

Nakon sinteze koloidnog srebra sintetiziranog pomo¢u meda od primorskog vriska
izvrSena je spektrofotometrijska analiza koriste¢i Agilent Cary 60 UV-Vis
spektrofotometar. Apsorpcija nanocestica srebra mjerena je pri valnim duljinama od 330

do 500 nm. Rezultati spektrofotometrijske analize prikazani su graficki na slici 29.

1.00
0.8
0.6
0.4

0.2

O-m T T T T T T T T 1
330.0 360 380 400 420 440 460 480 500.0
nm

Slika 29. Apsorpcijski spektar koloidnog srebra dobiven pri pH = 6

3.2.  DLS (Dynamic Light Scattering) ANALIZA

DLS metoda je koriStena za odredivanje raspodjele veli¢ine nanocestica u uzorku. Na

slikama 30, 31 i 32 prikazane su veliCine Cestica pri razli¢itim pH vrijednostima.
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Slika 30. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH = 6
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Slika 31. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH =7
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Slika 32. DLS analiza koloidnog srebra sintetiziranog pri pH =9

3.3.  SEM (Scanning Electron Microscope) ANALIZA

Za dobivanje podataka o veli¢ini i obliku nanocestica srebra koristena je SEM
(Scanning Electron Microscopy) metoda. Na slici 33. prikazana je SEM analiza

koloidnog srebra sintetiziranog pomoc¢u meda od primorskog vriska, dok je na slici 35.

prikazana SEM analiza koloidnog srebra sintetiziranog pomocu zelenog caja.
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Slika 33. SEM analiza koloidnog srebra dobivenog pomoc¢u meda od primorskog vriska

3.4. ODREDPIVANJE ANTIBAKTERIJSKE UCINKOVITOSTI KOLOIDNOG
SREBRA SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA OD PRIMORSKOG
VRISKA

Nakon sinteze koloidnog srebra odredena je njegova antibakterijska ucinkovitost na
bakterije Escherichia coli NCTC 13216 i Staphylococcus aureus ATCC 25923. U tablici
1. prikazani su rezultati antibakterijskog djelovanja koloidnog srebra sintetiziranog

pomoc¢u meda od primorskog vriska na ove dvije bakterije pri razli¢itim koncentracijama.

Tablica 1. Ocitovanje rezultata antibakterijske ucinkovitosti koloidnog srebra
sintetiziranog pomoc¢u meda od primorskog vriska

SUSPENZITE MHEB
MIKROORGANIZAMA
+ 108 | 107 | 106 | 10| 104 | 103 -
kontrola Kontrola
1 2 3 4 5 6
OTOPINA Ag S.
+ + |+ | + - - - - AR
ATCC
25922
E. coli
+ + |+ - - - - - NCTC
13216
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4. RASPRAVA
41. UV-VIS SPEKTROSKOPIJA

Rezultati UV-Vis spektroskopije pokazuju naslici 29. kako pojava apsorpcijskog spektra
nije uocljiva. Razlog tome je pH vrijednost otopine meda koja je bila 3,53, a dodatkom
natrijeva karbonata podeSena je na 6. Medutim, ni to nije bilo dovoljno da bi
spektrometrija prikazala jasno uocljiv spektar. Iz dostupne literature potvrdeno je da pri
pH vrijednosti 7 i viSe spektar je jasno vidljiv zajedno s apsorpcijskim maksimumima.

Na slici 34. jasno su prikazani spektri pri razli¢itim pH vrijednostima.*?

1
_ —pH=11
3 0.8 -1 pH=10
E 06 PH=0
a nH=8.5
2
® H=7

_p -
0.2
(VI T T :
300 400 200 600 700

wavelength (nm)

Slika 34. UV-Vis spektroskopija pri razli¢itim pH vrijednostima®®

Iz ovog se moze zakljuciti da luZnata sredina viSe pogoduje ve¢oj koncentraciji koloidnog

srebra sintetiziranog pomoc¢u meda od primorskog vriska (Satureja montana).

4.2. DLS (Dynamic Light Scattering) ANALIZA

U ovom radu odreden je indeks polidisperznosti (PDI) i promjer Cestica. PDI vrijednost
koristi se za opisivanje Sirine raspodjele veli¢ine cestice i daje informacije o
polidisperznosti uzorka. Sustav je polidisperzan ako je PDI vrijednost veca od 0,400. U
analiziranoj otopini PDI vrijednost iznosi 0,2181, §to ukazuje na to da su Cestice relativno
ujednacene, odnosno smatraju se monodisperznim sustavom jer je PDI vrijednost manja

od 0,4. Na slikama 30, 31 i 32 uocavaju se ostri pikovi $to je potvrda monodisperznog
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sustava. Pri pH = 6 vidi se da je promjer Cestica oko 50-60 nm, dok je pri pH =9 promjer

oko 70 nm. Zakljucuje se da se promjer Cestice povecava pri povisenju pH vrijednosti.

4.3. SEM (Scanning Electron Microscope) ANALIZA

Rezultati SEM analize pri karakterizaciji koloidnog srebra sintetiziranog pomo¢u meda
od primorskog vriska teSko su uocljivi. Problem zbog kojeg se nije uspjelo do¢i do jasnijih
slika povrSine uzorka je bio u medu koji se osusio i koji je prekrivao Cestice srebra, ali i

zbog njegove viskoznosti. Na slici 33. tesko je uociti Cestice koloidnog srebra.

Za razliku od meda koji se osusi pa prekriva Cestice srebra, slika 35. pri pribliZzno istom
povecanju jasno prikazuje Cestice koloidnog srebra dobivene redukcijom pomocu zelenog
Caja. Na toj slici jasno se vide bijele tockice koje prikazuju Cestice koloidnog srebra, ali
su vidljivi i kristali koji su zapravo oneéis¢enja zelenog ¢aja. Cestice srebra su pravilnog

oblika i odgovarajucih veli¢ina $to je potvrdeno DLS analizom, odnosno PDI vrijednosti.

" 1pm  JEOL
X 10,000 5.0kV SEI WD 7.9mm 15:16:28

Slika 35. SEM analiza koloidnog srebra dobivenog pomo¢u zelenog ¢aja*®
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44. ODREDIVANJE ANTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI KOLOIDNOG
SREBRA SINTETIZIRANOG POMOCU MEDA OD PRIMORSKOG
VRISKA

U tablici 1. prikazan je utjecaj koloidnog srebra na bakterije pri razli¢itim
koncentracijama. Koncentracija koloidnog srebra je uvijek bila ista, dok su se
koncentracije bakterija mijenjale. Minus (-) prikazuje da nema vise prisutnosti bakterija,
odnosno da je koloidno srebro dobiveno pomoc¢u meda od primorskog vriska unistilo
bakterije u tim koncentracijama. Iz tablice 1. vidi se da je otopina koloidnog srebra
uspjesnija za soj gram - negativne bakterije tj. Escherichiu coli jer je unistila bakterije do
koncentracije 107 cfu/mL, dok ima nesto slabije djelovanje na soj gram - pozitivne
bakterije tj. Staphylococcus aureus gdje ne postoji prisutnost bakterija do koncentracije
od 10° cfu/mL. Sve koncentracije iznad toga imale su prisustvo bakterija §to se uocava

promjenom boje te vidljivom tockicom na dnu same jazice.

Ovime se dokazuje antibakterijsko djelovanje koloidnog srebra sintetiziranog pomocu

meda od primorskog vriska.

38



5.

ZAKLJUCAK

Na osnovi dobivenih rezultata i rasprave mogu se izvuci sljede¢i zakljucci:

Upotrebom meda od primorskog vriska (Satureja montana), kao redukcijskog
sredstva, mogu Se proizvesti nanocestice srebra zelenom metodom Cime se
izbjegava prisutnost opasnih i otrovnih otapala i nastajanje Stetnog otpada.
Primjenom DLS metode procijenjena je veli¢ina nanocCestica srebra i krece se u
rasponu od 50-70 nm.

Primjenom UV-Vis metode na spektrogramu nije dobiven uoéljiv pik zbog niske
pH vrijednosti otopine koloidnog srebra.

Zbog viskoznosti meda i njegove suhoce, sloj osusenog meda je prekrivao Cestice
koloidnog srebra i stoga je SEM tehnikom tesko dobiti jasnu sliku veli¢ine i oblika
koloidnih Cestica srebra.

Koloidno srebro sintetizirano pomo¢u meda od primorskog vriska (Satureja
montana) ima antibakterijsko djelovanje tj. ubija bakterije Escherichiu coli do

koncentracije 10 cfu/mL i Staphylococcus aureus do koncentracije 10° cfu/mL.
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7.

7.1.

PRILOZI

Certifikat o analizi mikroorganizma - Staphylococcus aureus

2%,

\

ics

Microbiolog

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Madison C Springer

Catalog Number: 0360 Release Date: 2023/06/26
Lot Number: 360-609**

Reference Number: ATCC® 25923 ™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2025/05/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, smooth, SBAP
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive 'f

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive . < Phanio ,%ao—-
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm Amanda Kuperus

(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm Director of Quality Control
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

| p are toa d culture

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025,

L3

TESTING CERT #2655.01

ATCC Licensed (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derlvative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
crvative ) ATCC. Micrabiologics, Inc. Is fo use these tradi ks and to sell p derived from ATCC® cultures.
ACCREDITED)
REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2055.02
© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10f 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

BRUKER
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00 -3.00 High-confidence Identification (+++) Green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) Yellow
0.00 - 1.69 No Organism Identification Possible () Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or 3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2023-06-13T10:50:50.888 MCS
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
A8 (+++) (A) 360-609 Staphylococcus aureus Bl
Comments:
N/A ]
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7.2.  Certifikat o analizi mikroorganizma - Escherichia coli

N

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS:

Product Name: Escherichia coli
Catalog Number: 01192

Lot Number: 1192-20**
Reference Number: NCTC 13216
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 2025/04/30

RELEASE INFORMATION:
Quality Control Technologist: Kalina E George
Release Date: 2023/06/01

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, entire edges, grey, glossy SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative rods Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Resulis

(1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive (weak)

/1
Linand s
4 s ,.,,d~

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

lACCIEDITED'

TESTING CERT #2655.01

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303

Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

BRUKER
Meaning of Score Values
Range y Color
2.00 - 3.00 (+++) Green
1.70-1.99 (+) Yellow
0.00 - 1.69 (-) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category nterpretati

“f

(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or 3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2023-05-31T16:54:05.683 KEG
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B1 (+++) (A) 1192-20 Escherichia coli i
Comments:

Iglosely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment |
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Certifikat razrjedivaca Mueller Hinton Brotha

)
QUALITY CONTROL CERTIFICATE p. 11
Biolife Italiana s.r.I. DEHYDRATED CULTURE MEDIA / TERRENI DI COLTURA IN POLVERE
propuct/PRoDOTTO  MUELLER HINTON BROTH
100g REF 401741 1 Batch n° /Lotto n° PB4602
5009 REF 401741 2 Expiry date / Data di scadenza 2026-02-28
5000 g REF 401741 4
MICROBIOLOGICAL PERFORMANCES / CARATTERISTICHE MICROBIOLOGICHE
INOCULATION METHOD: MIC: INOCULATION OF MICROPLATES WELLS FILLED WITH GENTAMICIN DILUTIONS
MINIMAL INHIBITORY CONCENTRATION READING (MIC)
METODO DI SEMINA : MIC: INOCULO DEI POZZETTI DI UNA MICROPIASTRA IN CUI SONO INSERITE LE DIUIZIONI DI GENTAMICINA
LETTURA DELLA MINIMA CONCENTRAZIONE INIBENTE (MIC)
SUPPLEMENTATION / AGGIUNTE -
CONTROL STRAINS-INOCULATION METHOD INCUB.  [SPECIFICATIONS RESULTS
CEPPI DI CONTROLLO- METODO DI SEMINA T/ t/ ATM _|SPECIFICHE RISULTATI
E. coli ATCC 25922 MIC | 37°C-24h-A
Gentamicin 0,065 - 64 pg/ml MIC 0,25 - 1,0 pg/mi . 05  ugiml
S.aureus ATCC 25923 MIC | 37°C-24h-A
Gentamicin 0,065 - 64 pg/mi - _ |mico,12-1,0 ug/mi R - 018 ygml
P.aeruginosa ATCC 27853 MIC | 37°C-24h-A
Gentamicin 0,065 - 64 pg/ml M 0.5 -2,0 pg/ml - - 2 pgml
PHYSICAL CHARACTERISTICS SPECIFICATIONS RESULTS
CARATTERISTICHE FISICHE SPECIFICHE RISULTATI
CALCIUM/CALCIO _[0-25mr , - = -
'MAGNESIUM / MAGNESIO i 10-125mglL - -
ZNC/ZINcO A iy < 3mglL - ]
GEL STRENGHT / FORZA DEL GEL glem? NA

POWDER APPEARANCE / ASPETTO DELLA POLVERE

BEIGE, HOMOGENEOUS, FINE, FREE-FLOWING POWDER /

|conForME

___|FINE GRANULOMETRIA OMOGENEA, BEIGE y
SOLUTION APPEARANCE / ASPETTO DELLA SOLUZIONE | PALE YELLOW, LIMPID / PAGLIERINO, LIMPIDO CONFORME
MEDIUM APPEMCE IASPETT?PEL TERRENO lfROb{TO PALE YELLOW, LIMPID / PAGLIEiRINO. LIMPIDO CONFORME
pH (20-25°C) 73102 717
VWEEIGHT/PEVSO e - o - 100 g- 1029 /500 g- 510 g/ 5000 g - 5050 g CONFORME
IN PROCESS CONTROLS / CONTROLLI DI PROCESSO PROCESS SPECIFICATIONS / SPECIFICHE DI PROCESSO CONFORME
LABELLING, PACKAGING / ETICHETTATURA, CONFEZIONE PROCESS SPECIFICATIONS / SPECIFICHE DI PROCESSO CoNFORME
LEGENDA
A: AEROBIC INCUBATION / INCUBAZIONE IN AEROBIOS!
Doc. n® M 401741 Rev. 2A
Control N°/ N° del controllo 77863
Approved by Quality Control Manager / Approvato da Responsabile Controllo Qualita
A It}
* Ndanss Mavzems

Stetania Manzoni Date / Data 2022-02-24

This document has been released (end of d / Questo @ stato rilasciato (fine del

Biolife Italiana Srl, Viale Monza 272, 20128 Milano, ltalia.
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7.4.

Certificate of Analysis

Certifikat indikatora 2, 3, 5-trifeniltetrazolij klorida (TTC-a)

1.08380.0000 2,3,5-Triphenyltetrazolium chloride for microbiology

Batch K54343180
Spec. Values Batch Values
Assay (perchloric acid titration, calculated on = 98 % 100 %
dried substance)
Identity (UV/VIS-Spectrum) passes test passes test
Absorption maximum Amax (water) 245 -248 nm 245 -248 nm
Spec. Absorptivity A 1%/1cm (Amag; 0,01 gfl; 2770 797
water; calcul; on dried sub )
TLC-Test passes test passes test
Loss on drying (70 °C; < 1 hPa) <05 % 0.1 %
Suitability for testing the germinability of seeds passes test passes test
Suitability for microbiology passes test passes test

Date of release (DD.MM.YYYY) 13.05.2022
Expiry date (DD.MM.YYYY) 31.05.2025

Dr. Michael Memmel

Responsible laboratory manager quality control

This document has been produced electronically and is valid without a signature.

Merck KGaA The lifa scienca hisinase of Marrk K3aA Narmetadt

Dana 4 a4
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