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1. UVOD

Veli¢ina nanocestica kre¢e se izmedu 1 i 100 nanometara (nm) zbog Cega nalaze veliku
primjenu u tehnologiji i znanosti. Svojstva im ovise o obliku i veli¢ini. Mogu se sintetizirati
koristenjem razlicitih tehnika uklju¢uju¢i kemijske, fizikalne i1 bioloSke metode. Novija
istrazivanja usmjerena su na razvoj metoda zelene kemije u cilju proizvodnje nanocestica bez
upotrebe tvari opasnih po ljudsko zdravlje i okoli§. Za razliku od tradicionalnih metoda
(kemijskih i fizikalnih), biosinteza nanocestica je brza, sigurnija i ekoloski prihvatljivija metoda.
Tradicionalne metode sinteze nanocestica ve¢inom su dugotrajne, opasne i temelje se na upotrebi
kemikalija koje nisu sigurne (citotoksi¢ne, kancerogene, genotoksi¢ne), onecis¢uju okolis, a zbog

nestabilnosti i toksi¢nosti ograni¢ena im je i biomedicinska primjena.

Do sada je objavljen niz znanstvenih radova koji opisuju postupke sinteze nanocestica uz
pomoc¢ ekstrakata dijelova razlicitih biljaka, voc¢a i povréa, gljiva, liSajeva, bakterija, algi, ljuske
jajeta, pa cak i kravljeg urina [1]. Sinteza nanocestica uz pomo¢ eckstrakata gljiva vazna je
bioloska metoda sinteze. U usporedbi s npr. bakterijama, poznato je da gljive izlu¢uju mnogo
vece koli¢ine bioaktivnih tvari, $to ih ¢ini pogodnijima za masovnu proizvodnju [2]. U
posljednje vrijeme objavljeni su brojni znanstveni radovi koji se bave sintezom nanocestica uz
pomo¢ ekstrakata razli€itih vrsta gljiva kao $to su npr: Fusarium acuminatum [3] 1 Penicillium
fellutanum [4], Trichoderma viride [5], Aspergillus fumigatusi [6], Rhizopus stolonifer [7],
Fusarium oxysporum [8], Pleurotus ostreatus [9], Rhizoctonia solani [10], Guignardia mangifera

[11], Richoderma longibrachiatum [12], Penicillium purpurogenum [13].

Unato¢ brojnim radovima, sposobnost gljiva ¢iji se ekstrakti mogu koristiti u sintezi
nanocCestica razli¢itih metala jo§ uvijek nije u potpunosti istraZzena, a detaljan mehanizam nije
dobro razjasnjen. Stoga je u postupcima sinteze nanocCestica od velike vaznosti istraZziti
mogucénost primjene 1 drugih vrsta gljiva, bez upotrebe toksi¢nih kemikalija, okarakterizirati ih 1
u nastavku istrazivanja istraziti njihovo antitumorsko i antibakterijsko djelovanje. Cilj ovog
istrazivanja je zelena sinteza nanocestica srebra koristenjem ekstrakta gljive Ophiostoma novo-
ulmi. Uspjesnost sinteze 1 karakterizacija dobivenih nanocestica provedena su metodama UV-Vis
spektroskopije  (engl.  Ultraviolet-visible spectroscopy), Infracrvene spektroskopija s
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Fourierovom transformacijom, FT-IR (engl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy),
transmisijske elektronske mikroskopije 1 metode rendgenske difrakcije na prahu, PXRD (engl.

Powder x-ray diffraction).

2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Nanocestice

Veli¢ina nanocCestice (engl. nanoparticles, NPs) kre¢e se u rasponu od 1 do 100 nm.
Svojstva nanocestica odreduju njihova veli€ina, oblik, sastav i struktura [2]. Kako bi se podesila
Zeljena svojstva nanocestica mogucée je kontrolirati pH vrijednost, temperaturu, omjere,
reakcijsko vrijeme, koncentracije itd. [2]. Zanimanje za nanocCestice poraslo je u posljednjem
desetljecu. Jedan od razloga jest njihova Siroka primjena, ali i nove ekoloski odrzive metode
sinteze samih nanocestica [2]. Nanocestice napravljene od plemenitih metala kao Sto su zlato 1
srebro privukle su interes i ulaganja posljednjih godina zbog svojih posebnih bioloskih,

kemijskih 1 fizi¢kih karakteristika [14].

2.2. Nanaocdestice srebra

U zemljinoj kori srebro je zastupljeno u manjim koli¢inama i zbog toga se uz zlato smatra
jednim od najvrjednijih metala. Srebro je jo§ od drevnih vremena imalo Siroku upotreba. Svoju
primjenu pronaslo prvo u izradi nakita, kovanica 1 posuda za vino i1 vodu. Poslije se poceo

koristiti u fotografiji, industriji 1 medicini [15].

Koristeno je 1 u razne medicinske svrhe, da bi nakon otkri¢a antibiotika njegova upotreba naglo
pala. U upotrebu se ponovo vraca sredinom 60-tih godina kao sastojak sulfodiazin-srebrove
kreme protiv opeklina. Krema je Sirokog spektra djelovanja i pokazala se u¢inkovitom u lijeCenju
baterija Escherichie coli, Staphylococcus aureus, Klebsielle, Pseudomonasa, kao 1 razlicitih vrsta

virusa i gljivica [16].



Nanocestice srebra mogu se dobiti dvjema glavnim metodama: ,,Top to Bottom* i ,,Bottom to
Up* (Slika 1). U metodi ,,Top to Bottom* nanocestice se formiraju iz velikih materijala.
Upotrebljavaju se razli¢ite fizicke sile (mljevenja i usitnjavanje), elektricne sile (elektricno
praznjenje ili laserska ablacije) te termalne sile (isparavanja i kondenzacije) kako bi se takvi
materijali smanjili na nano veli¢inu. U ,,Bottom to Up*“ metodi nanoCestice se sintetiziraju
kemijskim ili bioloskim pristupom gdje se atomi i1 molekule kontrolirano grupiraju u formu
nanomaterijala. Prednost takve metode jesu cestice homogenog sastava bez artefakata u

kristalnoj strukturi [17].

Nanodéestice srebra

Il%

“Top to Bottom ~ Zelena sinteza

Mehanitko mljevenje “Bottom to Up” __i)Bakterije
Kemijsko jetkanje Kemijska/Elektrokemijska DlEoii i
Termiéka/Laserska precipitacija iif) gljivice
ablacija TaloZenje parom
Prskanje Atomska/ Molekularna
kondenzacija
Sol-gel postupak
Sprej piroliza
Laserska piroliza
Aerosol piroliza

Slika 1. Metode dobivanja nanocestica srebra

2.2.1. Primjena nanocestica srebra

NanocCestice srebra nalaze sve Siru primjenu u medicini, pri ¢emu su njihova
antimikrobna 1 antikancerogena svojstva posebno istaknuta. Veli¢ina nanocestica, oblik
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nanocestica, njihova koncentracija i prisutnost drugih tvari samo su neki od ¢imbenika koji mogu
utjecati na antimkrobnu i anitkancerogenu ucinkovitost nanocestica srebra. Nanocestice srebra
mogu inhibirati ili u potpunosti zaustaviti rast mikroorganizama poput bakterija, virusa i gljivica.
Postoje nekoliko kljuénih mehanizama kojima se odvija antimikrobno djelovanje nanocestice
srebra, a to su: generiranje slobodnih radikala, osteCenje DNA, sposobnost poja¢avanja ucinka

drugih lijekova, itd.

S druge strane, antikancerogeni ucinci nanocestica srebra su sloZeniji. Nanocestice
srebra mogu uzrokovati smrt stanica raka (apoptozu i nekrozu), sprijeCiti njihovu invaziju i

migraciju, te blokirati formiranje novih krvnih zila koje su potrebne za rast tumora [18].

Nanocestice srebra se takoder mogu koristiti kao aditiv ili pomo¢na tvar u koStanim
strukturama, dentalnim materijalima 1 cjepivima. Istrazuju se 1 antidijabeticki u¢inci nanocestica
srebra. Osim impresivnih antimikrobnih i antikancerogenih djelovanja, jedinstvena opticka
svojstva nanocestica srebra ¢ine ih izvrsnim za primjenu u podru¢ju biosenzora [18]. Rad na
razvoju novih ekoloski prihvatljivih, jeftinijih 1 brzih metoda u sintezi nanocestica razli¢itih
metala zasigurno je jedan od prioriteta, a krajnji cilj je istraZzivanje njihove primjene u medicini,

kao antitumorskih i antibakterijskih sredstava [19].

2.3. Zelena sinteza nanocestica

Do danas su za sintezu razvijene brojne fizicke 1 kemijske (tradicionalne) metode.
Toksi¢ne kemikalije koje se koriste u takvim metodama izazvale su zabrinutost. Zbog toga je
bilo nuzno razviti zelenu metodu koja omogucuje proizvodnju nanocestica bez upotrebe opasnih
tvari koje bi mogle Stetiti ljudskom zdravlju i okoliSu [2]. Osim S§to su dosada$nje (tradicionalne)
sinteze nanocestica Stetne za ljudsko zdravlje 1 okoli§, sama sinteza nije ekonomicna jer zahtjeva

skupe kemijske reagense [10].

Biljke ¢ine iznimno pogodan izvorni materijal za proizvodnju nanocestica. Zbog svoje
otpornosti na toksi¢ne metale, biljke pruzaju ekoloSki prihvatljiviju alternativu [19]. Biljni
ekstrakti se koriste u proizvodnji nanomaterijala postupcima zelene sinteze pri ¢emu kao

reducensi Ag" iona sluze aminokiseline, polisaharidi, proteini, polifenoli, vitamini i druge tvari
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prisutne u ekstraktima. Ovakvi bioloski pristupi su ucinkoviti, jeftini 1 ekoloski prihvatljivi.
Koristenje ekoloski prihvatljivih materijala kao Sto su biljni ekstrakti (listova, pupoljaka, kore,
sjemenki, stabljika itd.) i mikrorganizama (kao $to su alge, kvasci, bakterije i gljive) zbog svoje
netoksi¢nosti, odnosno ekoloske prihvatljivosti ima brojne prednosti u odnosu na druge metode

[20].

2.3.1 Zelena sinteza posredovana gljivama

Biljke i mikroorganizmi (kao $to su gljive, alge, kvasci i bakterije) smatraju se vrijednim
izvorima za sintezu nanocestice srebra [19]. Gljive imaju sposobnost proizvodnje razli¢itih
kemijskih spojeva. Ekstrakti ovih organizama cesto se koriste kao redukcijska i stabilizacijska
sredstva ponajvisSe zbog svoje tolerancije na teSke metale te sposobnosti internalizacije i
bioakumulacije metala. Nadalje, gljive se lako mogu uzgajati u velikim razmjerima pri cemu je

moguce sintetizirati nanocestice kontrolirane veli¢ine i morfologije.

Mehanizam zelene sinteze nanocestica pomocu gljiva (Slika 2) moze biti unutarstani¢ni
ili izvanstanic¢ni. U slucaju unutarstani¢ne sinteze, metalni prekursor se dodaje micelijskoj kulturi
1 internalizira u biomasi. Nakon sinteze potrebno je izdvojiti nanocCestice, Sto se postiZe
kemijskom obradom, centrifugiranjem i filtracijom. U izvanstani¢noj sintezi, metalni prekursor
se dodaje vodenom filtratu koji sadrzi samo gljivicne biomolekule, §to dovodi do stvaranja
slobodnih nanocestica. Ova posljednja metoda je najSire koriStena jer nisu potrebni postupci za
oslobadanje nanocestica iz stanica. Dobivene nanocestice dodatno se prociSavaju kako bi se
uklonili gljivicni ostaci 1 ne€istofe, pri ¢emu se koriste metode jednostavne filtracije,

membranske filtracije, gel filtracije, dijalize 1 metoda ultracentrifugiranja.

Medutim, specificni mehanizmi koji su ukljuceni u taj proces jo§ uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni. Poznato je da se izvanstani¢na sinteza nanocestica odvija prema reakcijama u kojima
enzimi prisutni u gljivicnom filtratu djeluju na redukciju srebrnih iona, stvaraju¢i elementarno

srebro (Ag’) na nanometarskoj skali [21] [22].
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Slika 2. Postupak sinteze nanocestica srebra

2.4. Vrsta Ophiostoma novo-ulmi

Vrsta O. novo-ulmi Brasier izazvala je drugu pandemiju holandske bolesti brijesta te je
znatno agresivniji patogen u usporedbi s vrstom O. u/mi (Buism.) Nannf. koja je uzrokovala prvu
pandemiju ove boelsti. Vrsta O. novo-ulmi formalno je opisana 1991. godine, a pojavljuje se u
formi dvije podvrste: O. novo-ulmi subsp. novo-ulmi i O. novo-ulmi subsp. americana. Podvrsta
O. novo-ulmi subsp. novo-ulmi prvi puta se pojavila u Ukrajni na podru¢ju Crnog mora, a nakon
toga pocela se $iriti u zapadnoj Europi. Podvrsta O. novo-ulmi subsp. americana pojavila se prvi
puta u Sjevernoj Americi na podru¢ju Velikih jezera, a nakon toga se proSirila cijelom Amerikom
1 Kanadom. Kasnije se Sirila putem zaraZenih brijestova iz Ontaria u Veliku Britaniju, odakle se

zatim prosirila na sve ostale dijelove Europe [23].



2.4.1 Morfologija

Ophiostoma novo-ulmi stvara bijeli ili blago pigmentiran micelij (mrezu hifa) koji se
moze razviti unutar tkiva stabla. Hife se granaju i omogucuju gljivi da prodire i $iri se kroz
provodni sustav stabla. Gljiva proizvodi dvije glavne vrste spora: konidije 1 askospore. Kondije
su aseksualne spore 1 najvaznije su za Sirenje bolesti pomocu vektora potkornjaka. Askospore su
seksualne i nastaju unutar struktura zvanih askusi. Spolno razmnozavanje vazno je za geneticku
raznolikost patogena, ali su askospore obi¢no manje vazne za Sirenje bolesti u usporedbi s

konidijama. Osim viSestani¢nog nitastog rasta, ova vrsta moze rasti i u jednostani¢noj formi [24].

2.4.2. StaniSte

Ophiostoma novo-ulmi primarno naseljava brijestove, gdje se Siri kroz provodni sustav stabla,
posebno kroz ksilem, uzrokujuéi zacepljenje provodnih tkiva i smrt stabla. Gljiva takoder moze
prezivjeti u zarazenim trupcima, granama i ostacima drva te se §iri transportom zaraZzenog drva.
Prijenos se moze odvijati putem korijenskih veza izmedu stabala, kao i pomoc¢u kornjasa
(posebno vrsta iz roda Scolytus), koji sluze kao vektori gljive i prenose je s jednog stabla na
drugo. Zbog ovih specificnih staniSta, O. novo-ulmi se $iri u podrucjima gdje su brijestovi
rasprostranjeni, posebice u Europi, Sjevernoj Americi 1 dijelovima Azije, gdje su prisutni

osjetljivi brijestovi koji su pogodni za razvoj te gljive [25]



3. EKSPRIMENTALNI DIO

3.1 Materijali i metode

3.1.1. Prikupljanje uzorka

Koristen izolat gljive O. novo-ulmi izoliran je iz zaraZenog stabla brijesta veza (Ulmus
laevis) s podrucja Kopackog rita te odrzavan u cistoj kulturi na Odjelu za biologiju na

Sveucilistu Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

3.1.2. Uzgoj gljive Ophiostoma novo-ulmi na krutoj MEA podlozi

Gljiva O. novo-ulmi uzgajana je na krutoj MEA (eng. malt extract agar) podlozi koja je
pruzila optimalne uvjete za rast i precjepljivana na nove MEA podloge svaka dva do tri tjedna.
Podloga je pripremljena prema uputama proizvodaca, sterilizirana autoklaviranjem i izlijevana u
Petrijeve zdjelice (Slika 3). Nakon hladenja na podloge je precijepljen komadi¢ stare podloge s
ve¢ proraslim micelijem. Za potrebe primjene micelija u sintezi nanocestica srebra, na hranjivu
podlogu postavljen je sterilni celofan koji omoguéava neometan rast gljive u isto vrijeme
osiguravaju¢i moguénost odvajanja micelija od podloge nakon prorastanja. Na takvoj podlozi
izolat O. novo-ulmi prorastao je deset dana u mraku pri 22 °C, nakon ¢ega je sterilnim noZi¢em

sastrugan s celofana.

Slika 3. Uzgoj izolata Ophiostoma novo-ulmi na krutoj MEA hranjivoj podlozi
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3.1.3. Ekstracija

Ekstrakt gljive O. novo-ulmiprireden je na nacin da je 23,7 g gljive pomijesano s 50 ml
demineralizirane vode u c¢asi od 200 ml. Sadrzaj je ostavljen 10 dana u mraku na sobnoj

temperaturi nakon cega je profiltriran dva puta uz pomo¢ filter papaira Whatman No.1.

3.1.4. Sinteza nanocestica

20 ml dobivenog filtrata pomijeSano je s 20 ml 5 mM AgNOs u omjeru 1:1 nakon ega je
smjesa zagrijavana dvije minute na 70 C°, a pH je korigiran s pocetnog 7,3 na 9. Nakon stvaranja
nanocestica, smjesa je centrifugirana 45 minuta pri 6000 rpm. Nastale nanocestice osusene su
stajanjem na zraku u trajanju od 7 dana (Slika 4). Uspjesnost sinteze i karakterizacija nanocestica

srebra provedena je pomoc¢u UV-Vis, FT-IR i PXDR.

Slika 4. Sintetizirane nanocestice srebra



3.1.5. Obrada podataka

Podatci su obradeni u programima Excel i Statistica Tibco 14.0.0.15.

3.1.6. UV-Vis spektroskopija

Medu razli¢itim tehnikama za karakterizaciju nano-materijala, UV-Vis spektroskopija je
najjednostavnija, najbrza, najosjetljivija, selektivna i pouzdana tehnika za karakterizaciju
razliCitih vrsta sintetiziranih nano-materijala i pracenje interakcija i stabilnosti. Karakterizacija
koloidnih suspenzija pomocu UV-Vis spektroskopije ne zahtijeva kalibraciju, a temelji se na
apsorpciji, refleksiji 1 prijenosu fotona kroz uzorke poput tekucina te prozirnih ili neprozirnih
¢vrstih tvari u UV-vidljivom podrucju. Koristi fotone svjetlosti izmedu UV (200400 nm) 1
vidljivog (400-800 nm) dijela elektromagnetskog spektra. U ovom dijelu elektromagnetskog
spektra, atomi i molekule prolaze kroz elektronske prijelaze. Apsorpcijska spektroskopija
ukljucuje mjerenje apsorpcije elektromagnetskog zracenja u funkciji valne duljine ili frekvencije.
Temelji se na mjerenju svjetlosnog snopa koji prolazi kroz uzorak. Apsorpcijski spektar uzorka
karakteristian je za boju u vidljivom dijelu spektra. Princip UV-Vis spektroskopije temelji se na
Beer-Lambertovom zakonu (1). Prema ovom zakonu, apsorpcija svjetlosti izravno ovisi o

koncentraciji uzorka i1 duljini puta svjetlosti kroz otopinu.
A=log (Io/I) = ebc (D)
Gdje je : A — apsorbancija na odredenoj valnoj duljini svjetlosti
Io/I — omjer intenziteta upadnog i1 propustenog zracenja svjetlosti
¢ — molarni apsorpcijski koeficijent, specifi¢an za svaku kemijsku vrstu
b — duljina puta svjetlosti kroz uzorak
¢ — koncentracija tvari u otopini [26].

Za snimanje je koriSten SHIMADZU UV-1900 UV-VIS spektrofotometar (Slika 5).
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Slika 5. SHIMADZU UV-1900 UV-Vis spektrofotometar

3.1.7. FT-IR spektoskopija

FT-IR (engl. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analiza koristi se za identifikaciju
organskih, anorganskih i polimernih materijala. Promjene u karakteristicnom obrascu
apsorpcijskih vrpci jasno ukazuju na promjenu u sastavu materijala. FTIR je koristan za
identifikaciju 1 karakterizaciju nepoznatih materijala, otkrivanje necisto¢a u materijalu,

pronalaZenje aditiva kao i za identifikaciju razgradnje 1 oksidacije.

Tipi¢ni FT-IR spektrometar ukljucuje izvor, ¢éeliju za uzorak, detektor, pojacalo, A/D
pretvarac i racunalo. Zracenje iz izvora dolazi do detektora nakon §to prode kroz interferometar.
Signal se pojacava i pretvara u digitalni signal pomoc¢u A/D pretvaraca i pojacala, nakon cega se

signal prenosi na racunalo gdje se provodi Fourierova transformacija.

Infracrveno zracenje u rasponu od oko 10.000-100 cm™ prolazi kroz uzorak, pri ¢emu se
dio zraCenja apsorbira, a dio prolazi kroz uzorak. Apsorbirano zracenje uzorak pretvara u
vibracijsku 1ili rotacijsku energiju. Spektar je obi¢no u rasponu od 4000 do 400 cm™. Svaka
molekula ima jedinstven otisak prsta, Sto ¢ini FT-IR neizostavnom metodom za identifikaciju

kemijskih vrsta [27].

11



Za snimanje IR spektra priredenih uzoraka koristen je FT-IR-8400S SHIMADZU
spektrofotometar (Slika 6).

FTIR-8400%

B mora

Slika 6. FT-IR-8400S SHIMADZU spektrofotometar

3.1.8. Rendgenska difrakcija na prahu

PXRD (eng. Powder X-ray Diffraction) metoda je vrlo korisna tehnika za karakterizaciju
nanocestica. Ova metoda omogucéuje dobivanje informacija o kristalnoj strukturi, veli¢ini

kristalita, stupnju kristalnosti, te identificiranje faza prisutnih u uzorku nanocestica.

Rendgenske zrake su elektromagnetsko zracenje kratke valne duljine. Kada se elektricki nabijene
Cestice s dovoljnom energijom usporavaju, proizvode se rendgenske zrake. Visoki napon odrzava
se izmedu elektroda, privlace¢i elektrone prema metalnoj meti. Na mjestu udara stvaraju se

rendgenske zrake koje se zra¢e u svim smjerovima, a potom se kolimiraju i usmjeravaju na
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uzorak, koji je u obliku fino mljevenog praha. Rendgenske zrake detektira detektor, a signali se

obraduju mikroprocesorom ili elektronicki.

Skener rendgenskih zraka ili spektrograf dobiva se variranjem kuta izmedu izvora, uzorka i
detektora. RasprSenje se dogada kada rendgenska zraka udari u kristalnu reSetku. Maksimalno
rasprSenje eliminira se zbog destruktivne interferencije, dok se difrakcija dogada kada se
rasprSenje uskladi s rasprSenjima s druge ravnine. Ovdje dolazi do konstruktivne interferencije
jer se refleksije kombiniraju u nove valne fronte. Svaki kristalni materijal ima jedinstvenu
atomsku strukturu i time difraktira rendgenske zrake u jedinstvenom uzorku. Braggova

jednadzba (2) koristi se za mjerenje kuta difrakcije
n A=2dsin 0 (2)

gdje "d" oznacava razmak izmedu ravnina, "0" oznacava kut upada, "n" oznacava cijeli broj, a

"A" oznacava valnu duljinu zrake [27].

Uredaj koriSten za snimanje difraktograma je AERIS PANalytical X-ray difraktometar (Slika 7).

— . O : e > '#

e

Slika 7. AERIS PANalytical X-ray difraktometar
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. UV-Vis

U ovome istrazivanju nanocestice srebra su sintetizirane uz pomo¢ vodene otopine

AgNO;s i vodenog ekstrakta kulture gljive O. novo-ulmi. pri temperaturi od 70 °C.

Opcée je poznato da je stvaranje nanocestica srebra popraceno pojavom smedeg obojenja
otopine, zbog efekta povrSinske plazmonske rezonancije (SPR) i1 redukcije AgNOs [29].
Uspjesnost sinteze potvrdena je vizualno i metodom UV-Vis spektrokopije. Nakon dodatka
vodene otopine AgNO3, vodeni ekstrakt O. novo-ulmi promijenio je boju iz svijetlozute u smedu
boju u roku od nekoliko sati. Budu¢i da do promjene boje nije doslo u vodenom ekstraktu kulture
O. novo-ulmi u koji nije dodan AgNOs3, promjena boje otopine jasno je ukazala na stvaranje

nanocestica srebra (Slika 8).

- ‘W*NE‘M *#%FQ -

Slika 8. Ekstrakt gljive Ophiostoma novo-ulmi, (ekstrakt i AgNO3; nakon 8 sati 1
ekstrakt i AgNO;3 nakon 14 sati (s lijeva na desno)
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Pocetna karakterizacija biosinteze srebrnih nanocestica provedena je pomocu UV-Vis
spektrofotometrije. Apsorbancija je mjerena u rasponu od 330-800 nm. Karakteristi¢ni vrh u
rasponu od 400—450 nm pokazatelj je stvaranja srebrnih nanocestica. Vrijednost Amax zabiljezena
je na 427 nm, §to je bilo moguce pripisati fenomenu SPR (engl. Surface Plasmon Resonance),
odnosno pojavi povrsinske plazmonske rezonancije [25]. Uzorak je prac¢en kroz dulji vremenski

period, ali nisu zabiljezene vecée promjene pomaka maksimuma UV-Vis spektara (Slika 9).

UV-Vis spectra
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Slika 9. UV-Vis spektroskopija

Poznato je da brojni faktori (temperatura, reakcijsko vrijeme, pH, omjer AgNOs i ekstrakta,
koncentracija AgNOs, brzina 1 vrijeme mijeSanja) mogu imati utjecaj na veli¢inu nanocestica.
Prethodnim je istrazivanjima utvrdeno da manje i stabilnije nanocCestice nastaju pri pH
vrijednostima koje se kreéu u rasponu od pH=8 do pH=9 [29]. Nanocestice srebra mogu
agregirati ukoliko ne postoje jake elektrostatske sile koje bi ih mogle drzati odvojenim. Zbog

viSe pH vrijednosti, slobodne organske skupine s povrSine nanocestica imaju veci stupanj
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deprotonacije, uslijed Cega se povecava negativni naboj i raste elektrostatsko odbijanje medu
Cesticama [29]. Budu¢i da su preliminarna mjerenja pokazala da na pomak maksimuma utjece
pH vrijednost otopine tj. da se pri izvornoj pH vrijednosti maksimum vrpce nalazi pri veéim

vrijednostima, u ovom je radu za sintezu nanocestica srebra odabrana vrijednost pH=9 .

FT-IR spektri vodenog ekstrakta O. novo-ulmi i sintetiziranih srebrnih nanocestica (AgNPs,

eng. silver nanoparticles) prikazani su na Slici 10.

FTIR
0.6 r

0.5

04

0.3

Ophiostoma novo -ulmi
0.2

01+
00 r
AgNPs
-0.1 b . . . . : .
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
cm’’

Slika 10. FT-IR spektar ekstrakta Ophiostoma novo-ulmi 1 nanocestica srebra (AgNPs)
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FT-IR spektri vodenog ekstrakta O. novo-ulmi 1 nanocCestica srebra posluzili su za
identifikaciju funkcionalnih skupina vodenog ekstrakta O. novo-ulmi odgovornih za redukciju

AgNO:;.

Opcenito, FT-IR spektri ekstrakta O. novo-ulmi (Slika 10) otkrivaju prisutnost
apsorpcijskih vrhova smjestenih na oko 3300 cm™, 2932 cm™, 2853 cm™, 1654 cm™ i 858 cm ™.
Vrpee pri 2932cm™ i 2853 cm™! karakteristi¢ne su za C-H rastezanje u alkilnim skupinama, kao
Sto su metil (-CH3) 1 metilen (-CH») skupine. Obi¢no se vrpca pri oko 2932 cm™ pripisuje
antisimetricnom rastezanju C-H veza, dok se vrpca pri oko 2853 cm™ pripisuje simetricnom
rastezanju. Vrpca smjeStena na 1654 cm™ moze biti povezana s rastezanjem C=0O veze u
amidima’(tipicno za peptide veze u proteinima) ili moze ukazivati na prisutnost C=C veze u
alkenima. U slucaju proteina, ovo bi mogla biti tzv. amidna I vrpca, koja je karakteristi¢na za
proteinske strukture. Vrpca na 858 cm™ pri ovom valnom broju cesto se povezuje s
deformacijama C-H veza izvan ravnine u aromatskim prstenima. Nakon nastanka nanocestica
srebra dolazi do pomaka ili smanjenja intenziteta nekih vrpci, $to je najviSe izrazeno u dijelovima
spektra pri 2932 cm™ i 2853 cm’!, kao i u cijelom podrudju ,otiska prsta* (eng. fingerprint
region) koji se nalazi u podruéju od priblizno 700 do 1500 cm™ i prema kojemu je s obzirom na

velik broj maksimuma bilo moguce usporedivati spektre ekstrakta i nanocestica srebra..

Rezultati FT-IR analize ukazali su na prisutnost razli¢itith bio-molekula u vodenom
ekstraktu (proteini, lipidi 1 ugljikohidrati), koji mogu igrati kljuénu ulogu u biosintezi 1

stabilizaciji nanocestica srebra.
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Difraktogram uzorka sintetiziranih srebrenih nanocestica prikazan je na Slici 11.
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Slika 11. Difraktogram sintetiziranog uzorka nanocestica srebra.

Na difraktogramu sintetiziranih nanocestica vidljiva je kristalna struktura i nekoliko
karakteristicnih glavnih signala pri 20 vrijednostima od 31.8°,45.5°,51.6, 61° 1 75.25° 1
indeksirani su kao (113), (124), (240), (226), te (300) kristalografske ravnine ploSno centrirane
kubicne resetke (fcc) srebra (Slika 11). Pojavu dodatnih slabije izrazenih pikova moguce je
pripisati ostatcima organske tvari prisutne u ekstraktu, odnosno biomolekulama prisutnim u

ekstraktu koje su tijekom sinteze ucestvovale u redukciji 1 stabilizaciji nanocestica srebra.
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Pomoc¢u Scherrer-ove jednadzbe (3) odredena je prosjecna veli¢ina kristalita koja je

iznosila 30 nm.

KA
L= Bcos (6)

3)
Gdje je :

L-veli¢ina kristalita izrazena u nm

K-faktor oblika

A-valna duljina

B-Sirina na pola visine vrha, vrijednost se o€itava iz difraktograma

0-kut Cija se vrijednost ocitava iz difraktograma
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5. ZAKLJUCAK

U ovom je radu prikazana je po prvi puta, zelena, ekoloski prihvatljiva i uspje$na sinteza
nanocestica srebra iz vodenog ekstrakta gljive Ophiostoma novo-ulmi kao reducirajuéeg i
stabilizirajueg sredstva. Pored toga Sto je jeftina 1 brza za izvodenje, prednost ovakve sinteze
ogledala se 1u tome S$to tijekom postupka nije bilo potrebe za uporabom bilo kakvih stabilizatora
ili toksicnih kemikalija. Daljnji eksperimenti vezani uz sintetizirane nanocestice bavit ¢e

istrazivanjima antibakterijskih i antitumorskih svojstava.
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