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1. UVOD

Zelena kemija predstavlja filozofski pristup koji kroz svoja nacela pridonosi odrzivom
razvoju bez Stetnog utjecaja na okolis. U zelenoj sintezi nanocestica srebra koriste se
ekstrakti prirodnih materijala kao $to su na primjer biljni ekstrakti. Takvi prirodni
materijali sadrze biomolekule koje sluze kao reducensi iona srebra. Nanocestice srebra
imaju sve vecu primjenu u medicini, prvenstveno zbog svojih antibakterijskih
svojstava. Cilj ovog rada je sinteza nanocestica srebra u vodenom ekstraktu gljive
Fomes fomentarius. U prvom poglavlju opisana su osnovna svojstva vrste Fomes
fomentarius §to ukljuCuje sistematiku, morfologiju, staniSte i upotrebu kako u
medicinske tako i u ostale dosad poznate svrhe. Zatim slijedi poglavlje kratkog opisa
zelene sinteze 1 zelene sinteze nanocCestica srebra posredovane gljivama. U
eksperimentalnom dijelu kratko je opisan postupak sinteze. Na kraju su objasnjeni
rezultati, sposobnost razlaganja boje vodene otopine metilnog plavila i antibakterijska
aktivnost nanocestica srebra. Za karakterizaciju nanocestica koriStene su metode: UV-
Vis spektroskopija (engl. Ultraviolet-visible spectroscopy, UV-Vis), infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FT-IR), rendgenska difrakcija na prahu (engl. Powder x-ray diffraction,
PXRD) i transmisijska elektronska mikroskopija (engl. Transmission Electron

Microscopy, TEM)



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Opéenito o gljivama

Gljive spadaju u heterotrofne organizme jer nemaju klorofil u plodnom tijelu. Zive na
racun drugih zivi organizama. Parazitske gljive crpe gotove asimilate ili zive i rastu
kao saprofiti na mrtvoj organskoj supstanciji. Gljive mogu Zivjeti i u simbiozi s drugim
biljkama (mikoriza). Od biljaka dobivaju ugljikohidrate, a zauzvrat im omogucavaju
bolju apsorpciju mineralnih tvari iz tla [1]. Zbog velike moguénosti mutacije, broj

novih vrsta gljiva u stalnom je porastu [2].

2.1.1. Sistematika gljiva

Zbog velikog broja vrsta gljiva koji se svakoga dana povecava vrlo je vazna njihova
sistematizacija. Sistematika omogucuje njihovu determinaciju i stalno je podlozna
promjenama u klasifikacijama gljiva upravo zbog njihove moguénosti mutiranja i
ostalih Cudesnih karakteristika. Opcenito se gljive mogu podijeliti na Cetiri

filogenetska razreda:

1. Myxomycetes (sluznjace) - vrlo sli¢ne bi¢asima, zbog morfologije spora

2. Phycomycetes (algaSice) - imaju dobro razvijen micelij, uglavnom su paraziti
ili saprofiti

3. Ascomycetes (mjeSinarke) - mnoge vrste imaju jako razvijen micelij 1 spore
koje se stvaraju u mjesini (ascus)

4. Basidiomycetes (stapcarke )- gljive koje su najviSeg razvojnog stupnja

2.2. Karakteristike gljive Fomes fomentarius

Gljiva Fomes fomentarius (L.) (slika 1) ¢iji su bioloski sastojci posluZili u sintezi
nanocestica srebra ubraja se u posljednji razred Basidiomycetes (stapcarke). Spada u
C 3.1L rod, Fomes Fries te je jedna od predstavnika roda uz Fomes marginatus (Fries)
Gill. 1 Fomes oficinalis (Vitt.) Bresadola. Gljive ovog razreda imaju vrlo tvrda,
drvenasta plodista. Izgledom podsjecaju na konjska kopita. Plodiste raste godinama i
na presjeku se mogu jasno vidjeti godovi. Uglavnom rastu na zivim ili mrtvim stablima

listopadnog drveca [1].



Slika 1. Fomes fomentarius (L.), pogled odozgo.

2.2.1. Porijeklo imena gljive

Fomes fomentarius (L.) ili kresiva guba pripada porodici rupicavki (Polyporaceae),
klase bazidiomiceta. Prvi znanstveni opis gljive pojavio se u literaturi ,,Species
Plantarum® Carla Linnaea 1753. godine, gdje je bila opisana pod nazivom Boletus

fomentarius. Rije¢ fomentarius potjece od latinske rije¢i "fomes", §to znaci kresivo,

dok latinska rije¢ "fomentum" znace oblozi ili zavoji koji griju.

Kresiva guba je poznata jo§ po raznim sinonimima: trud, vlasuljak, kresiva guba i

bukov tartuf [3].

2.2.2. Morfologija gljive Fomes fomentarius

Plodiste je Siroko od 10 do 30 centimetara, a prirasta za podlogu gdje raste godinama.
Vrlo je nepravilnog izgleda, polukruzno i kvrgavo. Gornja povrsina plodista je reljefna
i glatka. Boja je najprije crvenkastosmeda, potom tamnosiva. Rub je debeo i bjelkast
[4]. Hife su generativne, vezivne i skeletne. Takva struktura hifa je trimitska [3].

Cjevcice su slojevite, a u sredini poprime smedu boju. Rupice su okrugle. Trama (tkivo

3



koje je izgradeno od isprepletenih hifa) je u pocetku mekana, zatim zilava i odrveni.
Prerez trame pokazuje godine starosti (slika 2). Ima miris karakteristi¢an za gljive, a
okus je gorak. Spore su veli¢ine od 18-24 % 4, 5 - 6.5 um. Elipti¢no su valjkastog
oblika te glatke povrSine [4]. Micelij se nastanjuje na stablu, a nakon dvije do tri
godine se pocinju pojavljivati plodovi ili karpofori. Izbijanje plodova dogada se u
prolje¢e nakon Cega slijedi permanentni rast. Kresiva guba moze dosti¢i starost do
nekoliko godina. Veli¢ina gljive ¢e varirati u ovisnosti o okolisnim ¢imbenicima, vrsti
substrata 1 o samoj starosti gljive. Veli¢ina promjera moze varirati od 5 do 45
centimetara, debljina od 2 do 25 centimetara i Sirina od 3 do 45 centimetara. Kora je

tvrda, debljine od 1 do 2 milimetara koja prekriva zilavo meso [3].

Slika 2. Tvrda povrSina trame gljive Fomes fomentarius.

2.2.3. StaniSte gljive Fomes fomentarius

Nastanjuje osteéena, oslabljena ili mrtva stabla listopadnog drvecéa. Najcesce se radi o
stablima hrasta, bukve, graba, topole, johe i breze. U planinskim dijelovima obi¢no se
nastanjuje na bukvi, a u nizinama i na ostale vrste. U sjevernim krajevima najcesce se

nalazi na brezi, a u juznim na bukvi. U pocetnim fazama razvoja zivi kao parazit,



nakon odumiranja drveta preuzima ulogu saprofita gdje razgraduje i ne celulozni
materijal stabla, te ga pretvara u humus. Veze se na stablo vrlo jako te se zbog toga
tesko 1 otkida (slika 3). Gljiva Fomes fomentarius je zastupljena gotovo Sirom svijeta.

Optimalni interval temperature za rast gljive je od 27 do 30°C [3].

Slika 3. Gljiva Fomes fomentarius se lako prilagodava i ¢vrsto veze za supstrat na

kojem raste.

Tablica 1. Nutritivne vrijednosti suhe gljive Fomes fomentarius (L.) [5]

Nutritivne vrijednosti na 100g

Energetska vrijednost 210.99 + 1.75 kcal
Bjelancevine 1296 £0.17 g
Ugljikohidrati 2.06+033 ¢
Masti 145+£0.19¢g
Ukupna koli¢ina (dijetalnih) vlakana 68.92+0.81¢g
B- glukan 20.32 £ 0.29mg
Kolic¢ina vlage 12.28+0.13 g
Pepeo 2.33+0.06 g




U medicinski vazne sastojke gljive mogu se svrstati beta glukan, steroli: ergosterol,
isoergosteron i fungisteron, fomentarole A, B, C 1D, terpeni: mono-, di- i seskviterpeni
[6] (tablica 1). Kumarini su spojevi koji mogu dati vodikov atom 1 prije¢i u fenoksi
radikal koji ima viSe rezonantnih struktura $to ga ¢ini dobrim antioksidansom. U gljivi

Fomes fomentarius identificiran je kumarin dafnetin [5].

2.2.4. Upotreba gljive Fomes fomentarius u tradicionalnoj medicini

Ova se gljiva tradicionalno koristila kao kresivo 1 za sprjecavanje krvarenja. Najstariji
podatak o upotrebi gljive Fomes fomentarius poznat je otkricem mumije "Otzi" ili
ledenog Covjeka, pronadenog 1991. godine na granici Austrije i Italije. Pretpostavlja
se da je gljivu najvjerojatnije koristio kao kresivo. Moguc¢nosti njene medicinske
upotrebe opisao je ¢ak i Hipokrat. U medicinske svrhe upotrebljavala se na podruc¢ju
Europe, u Kini, Japanu i Indiji. U spisima je opisana primjena gljive za tretman
inficiranih rana, njihovo oblaganje 1 zaustavljanje krvarenja te kod lijecenja
hemoroida, u ginekologiji za vanjske upale, bolne menstruacije, za poremecaje
mokra¢nog mjehura, oboljenja pluca 1 astmu. Koristila se 1 za organe probavnog

sustava, to¢nije za bolju probavu, mrsavljenje, rak Zeluca i jednjaka [3].

2.2.5. Imuno-stimulirajuca i protuupalna svojstva gljive

Beta glukan se pokazao odlicnim stimulatorom za jaanje imuniteta. Beta glukan i
Fomentariol pokazuju antihiper glikemijsku funkciju tj. pomazu u snizavanju Secera
u krvi. Uz beta glukan u gljivi Fomes fomentarius prisutni su i mnogi antioksidansi

koji blagotvorno djeluju na krvozilni sustav [3].



2.2.6. Citotoksi¢na aktivnost

Provedene studije ukazale su na mogucnost upotrebe eksopolisaharida iz gljive Fomes
fomentarius u lijeCenju tumora i ¢ira na zelucu [7]. Provedena je i studija djelovanja
ekstrakta gljive na stani¢ne kulture karcinoma grli¢a maternice i karcinoma Zeluca.
Istrazivanje je provedeno s ekstraktima gljive u cikloheksanu, diklormetanu, metanolu
1 vodi. Vodeni ekstrakt je pokazao jaku citotoksi¢nost na stanice karcinoma grli¢a
maternice i stanice karcinoma zeluca, dok na zdrave pluéne stanice nije imao utjecaja.
Metanolni je ekstrakt pokazao takoder jako citotoksicno djelovanje na stanice
karcinoma grli¢a maternice 1 umjerenu citotoksi¢nu aktivnost na stanice karcinoma
zeluca. Kao 1 vodeni ekstrakt nije imao utjecaj na zdrave plu¢ne stanice. Ekstrakti u
diklormetanu i cikloheksanu imali su znacajan utjecaj na stanice karcinoma grli¢a
maternice, ali nikakav citotoksi¢ni efekt nisu pokazali na stanice karcinoma zeluca
[5]. Polisaharid-K je sastojak koji moze ublaziti simptome kemoterapije kao Sto su
smanjena produkcija leuikocita i unistavanje kostane srzi. Polisaharid-K je sastojak

ove gljive 1 vezan je za proteine [3].

2.2.6. Antimikrobna aktivnost gljive

Gljiva Fomes fomentarius je u provedenim istrazivanjima pokazala veéu
antioksidativnu 1 antibakterijsku aktivnost od ostalih ispitivanih gljiva. Isto tako jedina
je pokazala aktivnost protiv Herpes simplex virusa. Sastojak gljive koji pokazuje
antivirusni efekt je lignin [8]. Uz njega tu je i patent ChGMC-kompleksa znanstvenika
L. F. Gorovoj-a. Hitin-glukan-melanin-kompleks zbog hitinskih vlakana moZze vezati
teSke metale 1 radioaktivne elemente. Kompleks se sastoji od (~70%) hitina, (~20%)
B-glukana 1 (~10%) melanina. Kompleks je bio aktivan protiv gljivice Candida
albicans, bakterije Helicobacter pylori i imao je izrazenu antivirusnu aktivnost protiv
HIV-a [3,9]. Klju¢ni sastojci koji omogucuju antimikrobnu aktivnost su polifenoli 1 -
glukan [10]. Za prevenciju i lijeCenje infekcije bakterijom H. pylori vazno je u redovnu
prehranu ukljuciti gljive koje su bogate polisaharidima koji imaju znacajnu ulogu u

borbi protiv bakterijskih infekcija [5].



2.2.7. Ostale upotrebe gljive Fomes fomentarius

Gljiva Fomes fomentarius (L.) ima visok sadrzaj proteina 1 minerala koji sudjeluje u
stimulaciji proizvodnje faktora rasta zivaca, NGF (Neurotrophic Growth Factor). Na

taj nacin se c¢uva zdravlje kognitivnih funkcija.
Gljiva Fomes fomentarius smatra se biosorbentom za procis¢avanje otpadnih voda.

Suha gljiva Fomes fomentarius Koristi se u pcelarstvu za proizvodnju Cistog prirodnog

dima. Najbolji izbor su gljive s hrasta ili bukve.

Zbog svojih raznih prirodnih oblika i boja kresiva guba koristi se kao ukras. Zbog
svoje tvrdoce koristi se za izradu umjetnickih predmeta, a natopljena u vodi i obradena

tako da se dobije "crveni amadou" koristi se za izradu raznih odjevnih predmeta [3].

2.3. Zelena sinteza

Zelena sinteza je filozofski pristup koji bi trebao pridonijeti odrzivom razvoju. U
kemijskim procesima koriste se reagensi koji nisu Stetni i nastaju produkti koji su
sigurni za okoli§ [11]. Zelena sinteza se sastoji od tri glavna koraka u koje spadaju:
odabir prihvatljivog otapala, reduciraju¢i agens koji je ekoloski neskodljiv i

neskodljive supstance ¢ija je svrha stabilizacija nanocestica [12].

2.3.1. Zelena sinteza nanocestica srebra

Zbog svojih specificnih kemijskih, fizikalnim i1 bioloSkih svojstava nanocestice
pobuduju zanimanje u najve¢oj mjeri na podruc¢ju medicine. Medutim, imaju veliku
primjenu u nanobiotehnoloskim istraZzivanjima zbog svoje kataliticke 1 antibakterijske
aktivnosti [ 13]. Veliki znacaj imaju zbog moguénosti povecanja povrsine u odnosu na
njihov volumen. Na taj nac¢in mijenjaju mehanicke, kataliticke i toplinske osobine

materijala [14].

Ekstrakti organizama iz carstava Monera, Protista, Fungi i Plantae pokazali su se kao

dobri reducensi 1 stabilizatori u sintezi nanocestica [15]. U reducense srebrovih iona



spadaju molekule aminokiselina, vitamina i1 polisaharida [12]. Indikator nastanka
nanocestica srebra je promjena boje otopine iz Zuckaste u smedu, Sto se naziva SPR-

fenomen (eng. Surface plasmon resonance) ili rezonancija povrsinskih plazmona [13].

2.3.2. Zelena sinteza nanocestica srebra posredovana gljivama

Sinteza nanocestica sa stanicnom masom ili ekstracelularnim komponentama iz gljiva
ima mnogih prednosti. Njihov micelij moZe podnijeti pritisak, tok, uzburkanost i ostale
pojave u bioreaktorima. Lako se uzgajaju i rukovanje je relativno lako. Precipitat s
nanocesticama nema nepotrebnih komponenata, pa se moze direktno upotrebljavati
[16]. Za nastanak nanocestica srebra potrebno je imati ekstrakt s intracelularnim ili
ekstracelularnim materijalom koji se zatim pomijeSa s otopinom soli metala. Najbolje
se pokazala otopina srebrovog nitrata [15]. Reducirajuci agensi u ekstraktu mogu biti
kombinacija biomolekula: enzima, proteina, vitamina, flavonoida, aminokiselina,
alkaloida 1 ostalih. Biomolekule daju elektron ionu srebra prevodeci ga u atome srebra
(Ag" u Ag®), zatim slijedi aglomeracija nakon koje slijede stvaranje i stabilizacija
nanocestica srebra [12][15]. Na morfologiju, veli¢inu i oblik nanocCestica utjeu
fizikalno-kemijski parametri. Kako bi se dobile nanocestice odredenih karakteristika
potrebno je uskladiti parametre. Parametri koji odreduju njihovu morfologiju su
temperatura, koncentracija iona, vrsta ekstrakta, pH, omjeri ekstrakta i vodene otopine

AgNOs 1 temperatura.

O vrsti ekstrakta ovisi koja ¢e se temperatura koja ¢e se koristiti tijekom sinteze. Tako
mezofilni mikroorganizmi zbog inaktivacije enzima ne podnose temperature ve¢e od

40°C [15].

2.3.3. PredloZeni mehanizmi djelovanja nanocestica srebra na stanice bakterija

Postoje dva predlozena mehanizma djelovanja nanocCestica na bakterije. Prvi
mehanizam je formiranje kompleksa iona srebra s nukleinskim kiselinama. Ako
bakterija ima negativni naboj na stani¢noj membrani, pozitivni ioni srebra se
nakupljaju na povrSini bakterije te na posljetku ulaze u stanicu [17][18]. Pretpostavlja
se da dolazi do remecenja osmoregulacije, transporta elektrona 1 stanicne

permeabilnosti. Nanocestice srebra manje velicine imaju bolja antibakterijska svojstva
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[19]. U drugom mehanizmu nanocestice srebra dolaze u interakciju s
makromolekulama (DNA, enzimi) mehanizmom oslobadanja elektrona i tako
uzrokuju inhibiciju sinteze proteina i stanicne stjenke bakterije [17]. Zbog sve vece
primjene i razvoja nanotehnologije dolazi do vece izlozenosti nanocesticama. Klju¢ni
aspekti toksicnosti su veli¢ina 1 oblik nanocestica jer utjecu na ulazak u organizam. U
okoli§ mogu dospjeti putem vode i zraka. Stoga se u novije vrijeme sve veca pozornost

usmjerava na istrazivanja toksi¢nog utjecaja nanocestica na okolis i Covjeka [20][21].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Cilj

U ovom radu po prvi puta je provedena sinteza nanocestica srebra iz vodenog
ekstrakta gljive Fomes fomentarius uzorkovane na podrucju Isto¢ne Hrvatske. Cilj
rada bio je sintetizirati nanocestice srebra zelenom sintezom iz ekstrakta gljive Fomes
fomentarius (L.), okarakterizirati ih, a potom ispitati njithovu kataliticku 1
antimikrobnu aktivnost. Karakterizacija i1 uspjeSnost sinteze nanocestica srebra
provedena je pomoc¢u UV-VIS, FTIR, PXRD 1 TEM metode analize, a dodatno je
ispitano 1 njeno svojstvo razgradnje boje otopine metilenskog plavila, kao i

antibakterijska aktivnost.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Prikupljanje uzoraka

Gljiva Fomes fomentarius (L.) Fr. uzorkovana je na podru¢ju Osjecko-baranjske

zupanije (Satnica) s bjelogori¢nog stabla bukve Fagus sylvatica (L.).

3.2.2. Ekstrakcija

U casu je dodano 15g uzorka usitnjenog uzorka gljive Fomes fomentarius (L.) 1 150
ml deionizirane vode. Otopina je stavljena u ultrazvu¢nu kupelj na 10 minuta. nakon
Cega je zagrijavana 1 sat na 50°C. Nakon hladenja otopina je profiltrirana (Whatman

No.1) i spremljena u svrhu daljnjeg postupka u hladnjak na 4°C.

3.2.3. Sinteza nanocestica srebra

Kako bi se istrazili optimalni uvjeti sinteze nanocestica srebra radena su preliminarna
mjerenja uz razli¢ite koncentracije vodenih otopina AgNO3 (0.01 mM, 1 mM, 3 mM
1 5 mM ), razli¢ite pH vrijednosti (5.4, 6, 7, 8, 9, 10), razli¢ite temperature (20°C,
40°C, 60°C, 80°C) i razlic¢ite omjere ekstrakta i vodenih otopina AgNOs (1:1, 1:2, 1:5,
1:9).
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3.2.3. Karakterizacija nanocestica

Nastale nanocCestice okarakterizirane su uporabom UV-VIS, FT-IR, rendgenske
difrakcije na prahu, TEM analizom, a dodatno je istraZena njihova sposobnost

razlaganja boje 1 antibakterijska aktivnost.

3.2.4. Sposobnost razgradnje boje metilenskog plavila

Izvorna otopina metilenskog plavila priredena je otapanjem 10 mg metilenskog
modrila u 1000 ml deionizirane vode. U 100 ml otopine dodano je uz mijeSanje 2
mg sintetiziranih nanocestica srebra, poslije ¢ega je otopina ostavljena na suncevom
svjetlu od izlaska do zalaska sunca. U svrhu pracenja uspjesnosti razgradnje boje, u
jednakim je vremenskim intervalima uzorkovano nekoliko mililitara otopine kako bi

se snimili UV-Vis spektri. Razgradnja boje pracena je pri 660 nm.

3.2.5. Antibakterijska aktivnost nanocestica srebra

Antibakterijska aktivnost ekstrakata nanocCestica srebra ispitivana je na cCetiri vrste
bakterijskih sojeva: Gram-pozitivne Bacillus subtilis 1 Staphylococcus aureus; Gram
negativne Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli. Cetiri bakterijska soja
izolirana su iz razli¢itih klinickih uzoraka koji su dobiveni od Sluzbe za
mikrobiologiju Zavoda za javno zdravstvo Osijek, Osjecko-baranjske Zupanije,
Hrvatska. Antibakterijsko djelovanje ekstrakta provedeno je kao minimum inhibitorne
koncentracije (MIC) modificiranom metodom mikrodilucije bujona [22]. Testovi
mikrodilucije bujona provedeni su s mikrotitarskim plo¢icama s 96 polipropilenskim
ravnim sterilnim jazicama (Kartell, Italija). Ekstrakti nanocestica su otopljeni u
DMSO 1 jednoj stotini mikrolitara Mueller-Hinton bujona (MHB) (Cultimed) u 96
mikro-jazica. Ekstrakti su serijski razrijedeni (13 do 0,0063 mg/mL) u bujonu
Mueller-Hinton (MHB) (Cultimed). Inokulum je pripremljen iz MHB suspenzije
kolonija 24-satne kulture mikroorganizama na plo¢i MHA (Cultimed). Svaka jaZica je
inokulirana s 300 x 10? bakterija (gusto¢a bakterijske suspenzije na 0,5 McFarlandove
skali, §to je 150 x 10° CFU/mL). Ciprofloksacin je kotestiran kao pozitivna kontrola,
a DMSO je koriSten kao negativna kontrola. Kontrolni uzorci (pozitivni i negativni)

inkubirani su pod istim uvjetima. Nakon inkubacije na 37 °C tijekom 24 sata u
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atmosferskom inkubatoru s 5% COz 1 50% vlage. Dodatna inkubacija provedena je s
trifeniltetrazolijevim kloridom u vremenu od tri sata na 37 °C. Jazice su ispitane na
rast ispitivanih mikroorganizama golim okom. MIC je definiran kao najniza
koncentracija spoja pri kojoj nije bilo promjene boje zbog rasta bakterija. Svi testovi

su izvedeni u duplikatu.

3.2.6. Obrada podataka

Podatci su obradeni u program Excel i Statistica Tibco 14.0.0.15
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3.2.7. UV-Vis spektroskopija

Elektromagnetsko zraCenje je vrsta energije koja se krece velikom brzinom kroz
prostor. Elektromagnetsko zraenje se moze opisati pomocu klasicnog valnoga
modela. Osnovni parametri klasicnog valnog modela su frekvencija, valna duljina,
amplituda 1 brzina. Pojave kao $to su apsorpcija i emisija energije zratenja mogu se
objasniti preko korpuskularne teorije koja govori o prirodi zracenja kao diskretnih
Cestica nazvanih fotonima. U spektroskopiji apsorpcija je pojava selektivnog
smanjenja intenziteta neke frekvencije elektromagnetskog zracenja zbog prisutnosti
kemijskih vrsta u propusnoj sredini. Apsorpcija je moguca ako energija fotona ima
jednaki iznos kao 1 razlika u energiji osnovnog i nekoga od visih energetskih stanja
Cestice [23]. Podrucje primjene u analitickoj spektroskopiji za vidljivo i ultraljubicasto
podrucje ima raspon od 1000 — 10 nm [24]. U tom podrucju dolazi do apsorpcije
energije fotona od strane atoma, iona ili molekula te dolazi do promjene raspodjele

elektrona.

Dijelovi instrumenta za UV-VIS spektroskopiju (slika 4) najcesce se dijele na pet
osnovnih dijelova: izvora zraCenja, sektora valnih duljina koji omogucuje snimanje u
odredenom valnom podrucju, spremnika za uzorke, detektora zrafenja i procesora
signala 1 uredaja za ocitanje signala. Spremnici u koje se nanose uzorci se nazivaju
¢elije ili kivete. Upotreba odredenih vrsta kivete ovisiti ¢e o spektralnom podrucju u
kojemu se vrsi ispitivanje. Tako se na primjer kiveta od kvarca upotrebljava za
ultraljubicasto 1 infracrveno podrucje, dok se plasticne kivete upotrebljavaju za
vidljivo podrucje. Najcesca debljina kiveta za ultraljubicasto 1 vidljivo podrucje

debljine je 1 cm.

14



Slika 4. UV-VIS spektrofotometar.

Apsorpcija ultraljubicastog svjetla je proporcionalna koli¢ini uzorka kroz koji prolazi
zraCenje. Odnos apsorpcije 1 koli€ine uzorka kvantitativno se opisuje Beer-

Lambertovim zakonom:
A=¢egXcXxl (1)
Gdje je 4 - apsorbancija

¢ - molarni apsorpcijski koeficijent, konstanta koja je svojstvena za pojedinacni

spoj pri valnoj duljini
¢ - koncentracija uzorka (mol/L)

[ - duljina kivete (cm) [25].
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3.2.8. FT-IR spektoskopija

FT-IR spektroskopija je metoda koja se u posljednjih nekoliko desetljeca koristi za
razumijevanje reakcijskih mehanizama, odredivanja plinovitih faza i identifikaciju

aktivnih mjesta na molekulama [26].

Energije zracenja u infracrvenom podrucju izazivaju molekulske vibracije [25].
Infracrveni spektar sastoji se od veéih valnih duljina od 800 nm i preko 10° nm [27].
Dijeli se na blisko (NIR), srednje (MIR) i daleko (FIR). Uzorak koji je izlozen
infracrvenom zracenju apsorbira upadno zracenje koje je u rezonanciji s pojedinim
molekulskim vibracijama pri ¢emu dolazi do relativne promjene polozaja atoma u
molekuli. Izbacivanjem centralnog atoma iz ravnoteZe javlja se inducirani dipolni
moment [28]. Najces¢e su to podrucja apsorpcije u kojima se javlja deformacija

(savijanje) i rastezanje veza u molekuli [25].

Analizator infracrvene apsorpcije s Fourierovim transformacijama myjeri apsorbirano
infracrveno zracenje [26] 1 predstavlja metodu FTIR (eng. Fourier transform infrared
spectroscopy) [28]. Biljezenjem apsorpcije zracenja u ovisnosti o frekvenciji dobiva
se infracrveni spektar. Apsorpcija zraenja se biljezi u smjeru slijeva na desno.
Fizikalna veli¢ina koja se upotrebljava je valni broj i izrazava se u recipro¢nim
centimetrima (cm™). U molekuli atomi vibriraju na razli¢ite nacine i na odredenim
kvantiziranim energetskim razinama. Infracrveno zracenje s valnim brojevima izmedu
1200 - 4000 cm™' odgovara rasteznim vibracijama organskih molekula. Zbog toga se
to podrucje spektra naziva jo§ i podruc¢jem funkcionalnih skupina. Podrucje ispod
valnog broja 1600 cm™ zove se podrugje otiska prsta i korisno je za zavr$nu analizu
uzorka jer je specificno za svaki spoj. Odredeni spoj ima karakteristi¢an oblik koji

ocrtavaju zajedno sve vrpce.

IR-spektroskopija je metoda s kojom se mogu snimiti spektri ¢vrstih, tekuéih i
plinovitih uzoraka. Uzorci se stavljaju u celije koje su izradene od kristala soli,
najces¢e natrijevog klorida (NaCl). Rezultati se mogu prikazati na dva nacina, u

transmisijskom ili apsorpcijskom nacinu [25].
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FT-IR spektrometar se sastoji od izvora infracrvenog zracenja, interferometra, nosaca
za uzorak, detektora i racunala (slika 5). Interferometar je dio instrumenta kojeg Cine
kolimator, djelitelj zrake, pomi¢no i stacionarno zrcalo. Postoje razne metode
pripreme uzoraka i njihovih nosaca. Najc¢esca od njih je priprema pastile od kalijevog

bromida (KBr) i uzorka u omjeru 100:1 [28].

FTIR-84008

Slika 5. FT-IR spektrometar.

3.2.8. Rendgenska difrakcija na prahu

Metoda difrakcije rendgenskih zraka temelji se na Bragg-ovom zakonu. Braggovom
jednadzbom (2) moguce je odrediti razmak izmedu ravnina atoma d u kristalnoj resetki
ukoliko je poznata valna duljina upotrijebljenih rendgenskih zraka i1 ako je
eksperimentalno odreden Braggov kut ©. Rasute zrake koje su s upadnim zrakama u
istoj vertikalnoj ravnini ¢ine Braggov kut s ravninom atoma u kristalnoj resetci (Slika
6.). Pojava difrakcije rendgenskih zraka je zapravo njihova zrcalna refleksija na
atomskim plohama koje predstavlja medusobno djelovanje rendgenskih zraka i

elektrona atoma (Slika 7.).

17



nl=2dsing (2)[27]

-

u\ .
\/ pd

) N

2 a

BINLAD }

Slika 7. Refleksija X-zraka 1 Bragg-ov kut[29].

PXRD uredaj za rendgensku difrakciju na prahu je kompaktni napredni instrument
koji ima moguénost mjerenja na razli¢itim temperaturama i posjeduje komoru za vlagu
(Slika 8.). Upotreba uredaja je na taj nacin proSirena i na istrazivanja utjecaja razli¢itih

temperatura i stupnja vlage na razli¢ite materijale.

Metoda rendgenske difrakcije na prahu ne zahtjeva prisutnost pojedinaénih
(jedini¢nih) kristala. Difrakcijski uzorak prikazuje intenzitet nasuprot kuta detektora
26. Rezultati se prikazuju difraktogramom, gdje polozaj vrha ovisi o valnoj duljini
zrake. Difraktometri mogu biti prikazani u dvije konfiguracije, transmisijskoj i

konfiguraciji refleksije.

PXRD metoda ima brojne prednosti medu kojima su visoka osjetljivosti, pouzdanost,
laka priprema uzoraka, jednostavno koriStenje, velika brzina, niski troSkovi

odrzavanja, laka interpretacija podataka kvantitativnih i kvalitativnih analiza.
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Slika 8. Instrument za rendgensku difrakciju na prahu.

Prednost metode je i u tome S§to nije destruktivna, a nedostatak ove metode je

prisutnost zracenja, potreba za referentnim standardom 1 cijena samog uredaja [30].

3.2.9. Transmisijska elektronska mikroskopija, TEM

Transmisijska elektronska mikroskopija ili TEM je mikroskopska tehnika koja se u
kristalografiji koristi za odredivanje lokalne veliCine kristalita i Cestica, te za
istrazivanja strukture kristala. Temelji se na detekciji elektrona koji su prosli kroz
tanki uzorak koji se nalazi na nosacu (Slika 9.). Ovom metodom omoguceno je prikaz
Cestica u 2D projekciji [31]. TEM se moze koristiti za analizu nanocestica kako bi se
okarakterizirala njihova struktura, za dokazivanje intracelularne lokalizacije
nanocestica i rijetko za odredivanje morfologije tkiva ili uzorka stanica [32-38].

Metoda je korisna i Cesto koriStena zbog moguénosti velike rezolucije [39].
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Slika 9. Shema dijelova uredaja za transmisijsku elektronsku mikroskopiju [40].
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati UV-Vis spektroskopije

Rezultati preliminarnih mjerenja pokazali su da su najbolji uvjeti sinteze nanocestica
srebra iz vodenog ekstrakta gljive Fomes fomentarius i AgNOs3 bili slijedeéi: pH 7,
omjer ekstrakta i AgNOs 1:9, koncentracija (AgNO3)=3 mM i temperatura od 80°C.
Uz prisutnu promjenu boje iz zute u smedu (Slike 10 i 11), apsorpcijski maksimum
(SPR fenomen) koji se nalazio u rasponu od 410-430 nm posluzio je dodatno kao

dokaz njihova nastanka.

Slika 10. Otopina ekstrakta prije dodatka AgNOs.

Slika 11. Otopina nakon dodatka AgNOs (SPR-fenomen).
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Slika 12. Apsorpcijski spektar nanocestica srebra pri c=3 mM, temperatura=80°C, pH

7, omjer 1:9.

Pomaci apsorpcijskih maksimuma ukazuju na promjene u veli¢ini Cestica, te je tako
plavi pomak (prema kra¢im valnim duljinama) pokazatelj smanjenja veli¢ine Cestica,
a crveni (prema ve¢im valnim duljinama) pokazatelj njihove aglomeracije [19].
Stabilnost sintetiziranih nanocestica srebra okarakterizirana je  apsorpcijskim
maksimumima koji tijekom tromjese¢nog perioda pracenja nisu pokazali vece

pomake, a niti promjenu oblika.
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4.2. Rezultati FT-IR spektroskopije

Metoda IR-spektroskopije s Fourierovim transformacijama (FT-IR) provedena je kako
bi se identificirale funkcionalne skupine u ekstraktu i njihovo moguée sudjelovanje u
sintezi 1 stabilizaciji nanocCestica srebra [25]. Za snimanje spektara FT-IR metodom

pomijeSano je 3 mg ekstrakta, a potom 1 nanocestica srebra s 100 mg KBr.

FT-IR

-1
1541 cm 1654 cm’

1043 cm™’ p
\ 2928 cm 3294 Cm—']
2857 cm™"

Ekstrakt

A (a.u)

AgNPs

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

cm’

Slika 13. FT-IR spektri prije i nakon sinteze nanocestica (AgNPs).

Na slici 13. prikazan je FT-IR-spektar uzorka gljive Fomes fomentarius (plavo) 1
uzorka nanocestica srebra (crveno). Dokaz jednakog kvalitativnog sastava vidljiv je
iz medusobne sli¢nosti spektara uzorka gljive Fomes fomentarius. 1 nanocCestica
srebra. Vrpca na 3294 cm'! karakteristi¢na je za O-H skupinu, dok one smjestene pri
2928 cm™ 12857 cm™! odgovaraju simetri¢nim i asimetri¢nim vibracijama istezanja C-
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H skupina ugljikovodika u proteinima ili enzimima.. Amidna I vrpca smjeStena je na
1654 cm™, a amidna vrpca II pri 1541 cm’!. Vrpca smjestena pri 1043 cm’
karakteristicna je za vibracije istezanja skupine C-N alifatskih amina. Nakon reakcije
s AgNOs dolazi do pomaka nekih od vrpci spektra gljive, njihovog nestanka i
smanjenja intenziteta. Do pomaka je doslo na slijede¢im vrpcama: s 3294 cm™ na
3288 cm’!, pri ¢emu se vrpca smjestena pri 2928 cm™! pomice na 2989 cm!, a ona
smjestena na 2857 cm™! nestaje u spektru nanodestica srebra. Pomaci su vidljivi i na
vrpci smjestenoj pri 1654 cm™! koja prelazi na 1647cm’, a zabiljeZzen je i pomak
maksimuma vrpce s 1043 cm™ na 1035 cm™, §to ukazuje da su proteini vjerojatno

ukljuceni u reakciji redukcije Ag” u Ag’ [19].
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4.3. Rezultati rendgenske difrakcije na prahu

Na slici 14. prikazan je difraktogram uzorka sintetiziranih nanocestica.

Scherrer-ovom jednadzbom odredena je prosjecna velicina kristalita:

_ Kx4
a [ cos @

€)

Gdje je :

L-veli¢ina kristalita izraZena u nm

K-faktor oblika

A-valna duljina

[-Sirina na pola visine vrha, vrijednost se oCitava iz difraktograma

6-kut ¢ija se vrijednost ocitava iz difraktograma

K=0,9,aA=1,5406 nm
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Slika 14. Difraktogram sintetiziranog uzorka nanocestica.

Na difraktogramu (Slika 14.) prikazani su pikovi uoceni pri 26 vrijednostima od: 38°,
44.6°, 64.6°, 78" 1 81.5° 1 indeksirani su kao (111), (200), (220), (311) i (222)
kristalografske ravnine ploSno centrirane kubic¢ne strukture (FCC) srebra. Prosjecna
veli¢ina kristalita izracunala se pomoc¢u Scherrer-ove jednadzbe (3) i iznosila je 24
nm. [41].

Slika 15. Uzorak sintetiziranih nanocestica srebra.
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4.4. TEM analiza

Bolji uvid u strukturu uzorka pruzaju TEM slike produkata sinteze (Slika 16.). Iako su
prisutni tragovi aglomeracije, rezultati TEM analize pokazali su relativnho dobro

slaganje s rezultatom prosjecne veli¢ine kristalita dobivenog Sherrerovom formulom.
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Slika 16. TEM slika uzorka nanocestica srebra.
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4.5. Sposobnost razgradnje boje

Obrada otpadnih voda koje sadrZe razli¢ite pigmente je od velike vaznosti budu¢i da
je velika vecéina boja tesko biorazgradiva i ekstremno kancerogena. Nedavno su
razvijeni tehnoloski sustavi za fluktuaciju oneciS¢enja ukljucujuéi i kemijske sustave
kao Sto su kloriranje, ozoniranje, sustavi za adsorpciju i1 bioloSki sustavi za
biorazgradnju [42][43]. Zelena sinteza nanocestica metala je metoda biosinteze koja
se nedavno pocela primjenjivati zbog svojih raznih prednosti nad drugim metodama,
poput netoksi¢nosti, ekoloski prihvatljivih reaktanata i1 niskih cijena sirovina.
Istrazivaci koriste bioloSke sustave za biosintezu nanocestica. Protokol sinteze je
jednostavan, a molekule iz bioloskog sustava sluze kao reducensi ionima metala te
tako nastaju atomi koji se dalje aglomeriraju [44][45]. Primjer jo$ jedne zelene sinteze
je nastanak nanocCestica iz meda koje su se nakon toga koristile u razgradnji
metilenskog plavila. Med se pokazao kao vrlo dobar reducirajuci i1 zastitni agens u
sintezi nanocestica, a kao glavne komponente za izvor elektrona su molekule glukoze

i fruktoze [46].

Rezultati prikazani na slici 17. pokazuju da je vrlo mala koli¢ina sintetiziranih
nanocestica (2 mg) dodana u 100 ml vodene otopine metilenskog modrila utjecala na

znacajnu razgradnju boje ve¢ nakon 24 sata.
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Razgradnja vodene otopine metilenskog plavila
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Slika 17. Apsorpcijski spektari metilenskog plavila uz 2 mg/L otopine nanocestica
srebra sintetiziranih zelenom sintezom iz gljive Fomes fomentarius sniman pri

jednakim vremenskim intervalima.

29



4.6. Antibakterijsko djelovanje uzorka nanocestica srebra

Nanocestice srebra sintetizirane iz vodenog ekstrakta gljive Fomes fomentarius (L.)
pokazale su dobro antibakterijsku djelovanje protiv sojeva E. coli, P.aeruginosa, B.
subtilis i S. aureus (Tablica 2.). Najbolje antibakterijsko djelovanje uoceno je protiv
S. aureusa 1 E. coli. Najmanje antibakterijsko djelovanje opazeno je protiv P.
aeruginosa. P. aeruginosa pokazuje otpornost na razne antibiotike, ukljucujuci
aminoglikozide, kinolone i B-laktame. Glavni mehanizmi koji su zasluzni za veliku
otpornost P. aeruginosa na djelovanje antibiotika mogu se klasificirati u intrinzi¢nu,

steCenu 1 adaptivnu rezistenciju.

Tablica 2. Antibakterijska aktivnost ekstrakta gljive Fomes fomentarius (L.).

MIC (mg mL_])
B. subtilis S. aureus E. coli P, aeruginosa

0.050 0.0125 0.0125 0.100
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5. Zakljucak

U ovome su radu po prvi put nanocestice srebra sintetizirane postupkom zelene sinteze
uz pomo¢ vodenog ekstrakta gljive Fomes fomentarius uzorkovane na podrucju
istocne Hrvatske. UV-VIS spektroskopijom i promjenom boje otopine nakon dodatka
otopine AgNO3 dokazan je nastanak nanocestica srebra. Kao najbolji uvjeti sinteze
pokazali su se: temperatura od 80°C, pH 7, ¢c(AgNO3)=3 mM, i omjer ekstrakta i
vodene otopine AgNO3=1:9. Rezultati dobiveni usporedbom spektara dobivenih FT-
IR metodom ukazali su na molekule koje su sudjelovale u sintezi nanocestica srebra.
Prosjecna veli¢ina kristalita izraCunata pomocu Scherrer-ove jednadzbe iznosila je
24 nm. Sintetizirane nanocestice pokazale su dobru sposobnost razgradnje boje
vodene otopine metilenskog plavila. Uzorak nanocestica srebra pokazao je najbolju
antibakterijsku aktivnost na sojeve bakterija S. auerusa i E. coli, dok najmanju na soj
bakterija P. aeruginosa. Vodeni ekstrakt gljive Fomes fomentarius pokazao se kao

dobar reducirajudi i stabilizirajuci agens.
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