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1.UVOD




1. Uvod

Koloidna stabilnost nanocestica srebra vazna je za njihovu primjenu jer samo koloidno
stabilne, neagregirane nanocestice daju zeljena svojstva u proizvodima i procesima u kojima se
koriste. Medutim, stabilne ili naknadno stabilizirane nanocestice predstavljaju opasnost za
morske organizme jer se dulje zadrzavaju u vodenom stupcu, postupno otapaju i imaju Stetne

u¢inke na morsku biotu.

Nanocestice se u vodene sustave mogu otpustati tijekom proizvodnje, upotrebe i odlaganja
proizvoda koji ih sadrZe ili ispiranjem tla, a ulaskom u vodotok mogu na koncu zavrSavati u
morskom ekosustavu. Iako su najvjerojatniji scenariji sudbine nanocestica u morskoj vodi
otapanje, agregacija i talozenje (prvenstveno zbog visoke koncentracije soli, ali i zbog
suspendirane tvari u vodenom stupcu)t?3451 paznja se treba obratiti i na potencijalne
stabilizatore koji bi mogli osigurati koloidnu stabilnost odredenog dijela u okoli§ ispustenih

nanocestica.

Dispergirane odnosno neagregirane nanocestice mobilnije su u odnosu na vece koloidne
Cestice 1 suspendiranu tvar pa zato mogu dospijevati na vece udaljenosti, $to pospjesuje njihovu
biodostupnost organizmima u vodenom stupcu. Glavni razlog primjene srebrnih nanocestica je
uginkovito ubijanje bakterijal®l zbog postupno otpustanih iona srebra, Medutim, letalni u¢inak
dogada se i kod jednostani¢nih organizmima poput fitoplanktonal”® te visih organizama kao
§to su zarnjaci, ¢lankonoscil®, bodljikasil'¥ i mekuscil'Yl. Za agregirane nanocestice i one koje
su promijenile specijacijul*?l zasad nisu uodeni toksi¢ni u¢incil*®l. Zbog navedenoga, upravo

koloidno stabilne nanocestice srebra predstavljaju potencijalnu opasnost po morske organizme.

Svrha ovog rada je odrediti, odnosno procijeniti koloidnu stabilnost nanocestica srebra u
morskoj vodi s odabranim potencijalnim stabilizatorima te uz prisutnost sedimenta. Rezultati
postavljenih eksperimenata pokazat ¢e postoje 1i odredene tvari koje mogu relativno dugotrajno
(kroz desetak dana) stabilizirati nanocestice srebra u morskoj vodi. Dobiveni rezultati prvi su

korak u procjeni njihove Stetnosti za Zivot u moru.
Kao moguc¢i stabilizatori nano€estica srebra u morskoj vodi odabrane/i su:

e proteini (modelni protein, albumin iz govedeg seruma (BSA), proteini iz

seruma mediteranske dagnje Mytillus galloprovincialis (Lamarck, 1819) i



proteini iz seruma celomske tekuéine hridinastog jezinca Paracentrotus
lividus (Lamarck, 1916).

e povrsinski aktivne tvari (PAT) te polimeri, zajednicki naziv koriSten za
PAT i polimere u ovom radu bit ¢e povrsinski stabilizatori (PS) razlicite

molekulske mase i naboja

Koloidna stabilnost nanocestica srebra stabiliziranih S PAT odredivana je i uz prisutnost
modelnog (mineral gline, montmorilonit) i prirodnog sedimenta (Limski kanal, Rovinj). Mediji
u kojima je ispitivana postojanost nanocestica su modelni sustavi (umjetna morska voda) te
filtirana 1 nefiltrirana prirodna morska voda razli¢itih saliniteta (5-38). Naglasak je stavljen i na
razliCite koncentracijske odnose stabilizatora i nanocestica kako bi se odredio omjer Kkoji

rezultira stabilnim nanocesticama.

Vaznost ovog rada ogleda se u tome $to bi se dobivena saznanja mogla primijeniti i na
druge vrste nanocestica (npr. nanocestice zlata i plastike). Navedena pretpostavka proizlazi iz
¢injenice da hidrofobnost nanocestica srebra doprinosi njihovoj uspjesnoj stabilizaciji s
proteinima, polimerima i povrsinski aktivnim tvarima takoder hidrofobnog karakteral***°l,
Tako je rad proizasao iz ovog doktorskog radal*® bio polazina tocka istrazivanja stabilizacije

nanocestica polistirena u morskoj vodi i pijesku.

Rezultati ovog rada trebali bi dati temelje za istraZzivanje dugoro¢ne sudbine nanocestica
srebra 1 ostalih hidrofobnih nanocestica u moru 1 potrebi istraZivanja njithove koloidne

stabilnosti u razli¢itim niSama morskog okolisa.
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2. Cilj i hipoteze istraZivanja

Cilj ove doktorske disertacije je saznati postoji li nacin stabilizacije nanocCestica srebra u

morskom vodenom stupcu unutar relevantnog perioda (desetak dana).

Hipoteze su:

i) u morskom vodenom sustavu postoje tvari koje mogu stabilizirati nanocestice srebra kroz

nekoliko dana

i) nanocestice srebra stabilizirane proteinima sporije se otapaju i dulje zadrzavaju koloidnu

stabilnost u morskoj vodi

iii) povrsinski aktivne tvari imaju stabilizirajuéi ucinak na postojanost nanocestice srebra u

morskoj vodi

iv) povrsinski aktivne tvari mogu umanyjiti kolic¢inu nanocestica srebra vezanih na sediment



3. LITERATURNI PREGLED




3. LITERATURNI PREGLED

3. Literaturni pregled

3.1. Nanotehnologija i nanomaterijali

Europska Komisija je 2011. godine izdala Preporuku o definiranju nanomaterijala koja
glasi: ,,Nanomaterijal je prirodan, slu¢ajno nastao ili proizveden materijal koji sadrzava Cestice
u nevezanom stanju, u obliku agregata ili aglomerata, a 50% ili viSe Cestica u raspodjeli po
broju ima barem jednu vanjsku dimenziju manju od 100 nmf*7l<. lako dimenzija manjih od 1
nm, u Preporuci je dogovoreno da se pod nanomaterijalima smatraju i fulereni, jednostjencane

ugljikove nanocjevcice i grafenske pahulje.

Prema broju dimenzija na nanoskali, nanomaterijali se dijele na one koji su
nanostrukturirani u sve tri dimenzije (nanoc¢estice), zatim na one koji imaju dvije dimenzije
na nanoskali (nanocjev¢ice, nanovlakna) te na nanomaterijale koji imaju samo jednu
dimenziju na nanoskali (nanofilmovi). Treba napomenuti kako se nanomaterijalima ne
smatraju proizvodi u koje su nanocestice, nanovlakna i nanofilmovi ugradeni . Takvi materijali

nazivaju se nanokompozitnim materijalima (nanokompoziti).

Rije¢ ,,nanotehnologija“ skovao je 1974. godine profesor Norio Taniguchil*®l, medutim
ocem nanotehnologije smatra se americki fizi¢ar Richard Feynman jer je 1959. godine odrzao
poznati govor na Caltech-u (Californian Institute of Technology) pod nazivom ,,There's plenty
room at the bootom“!*®l (Mnogo je mjesta na dnu). Govorom o manipuliranju tvarima na
atomskoj razini, dr. Feynman otvorio je vrata novom podrucju ljudskog djelovanja. Medutim,
ono S§to je zaista omogucilo razvoj nanotehnologije je izum pretraznog tunelirajueg
mikroskopa kojeg su izumili Gerd Binnig i Heinrich Rohrer 1981. godinel®” Tada je po prvi
put bilo omoguéeno ujedno vidjeti atome i manipulirati njima, a prva otkrivena nanostruktura
bio je buckminsterski fulerent?!!, Od tada do danas, osim §to su brojni nanomaterijali otkriveni
I sintetizirani, oni su se poceli primjenjivati u svakodnevnim proizvodima, medicini,
poljoprivredi, raznim granama industrije pa i u zastiti okolisa??. Prema tome, pojam
nanotehnologija ukljucuje i znanost manipuliranja tvarima na nanoskali i njihovu primjenu u

komercijalnim proizvodima i procesima.
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3.2. Prirodne i antropogene nanocestice

Nanocestice su prirodna pojava ve¢ samom c¢injenicom da svaki kristal prolazi nano
fazu, a o termodinamickim svojstvima materijala i okoline ovisi koliko ¢e se u toj fazi zadrzati.
Iako se najCeS¢e nalaze i nastaju u obliku sfera, mogu postojati u obliku nanotrokuta,
nanokockica, nanokaveza, nanozvjezdica, nanocvjetova pa ¢ak i1 u dendrimernim oblicima —
nanojezincal?®l, Nano¢estice nastaju u svim sferama Zemlje (atmosfera, hidrosfera, litosfera i
biosfera) kroz razlic¢ite kemijske, fotokemijske, mehanicke, toplinske i bioloske procese ili
njihovom kombinacijom!?¥. Nastaju i ljudskim djelovanjem (namjerno i slu¢ajno), a ono §to je
zajednicko prirodnim procesima i ljudskom djelovanju je to da se dobivaju ili sintezom iz
atomskih i molekulskih vrsta do nanooblika (pristup ,,odozdo prema gore*, engl. bottom-up) ili
usitnjavanjem makroskopskih ¢estica sve do nanometarskih dimenzija (pristup ,,0dozgo prema
dolje®, engl. top-down). Primjeri bottom-up pristupa u prirodi, koji kre¢e od molekulskih i
ionskih vrsta su nastanak ferihidritnih [(Fe’"),05-0,5 H,O] nanolestica bakterijskom
aktivno$¢u, formiranje nanocestica halita i hidriranih sulfata isparavanjem morskog aerosola te
redukcija iona srebra prirodnom organskom tvari do nanocestica srebral>>. Top-down nacin
nastanka predstavljaju nanometarski mineralni fragmenti stvoreni erozijom vjetra u pustinjama
ili pak gorenje biomase koje vodi do nastanka ugljikovih nanocjev¢ical?®l. Najveée skupine
prirodnih nanocestica su metalni oksidi/hidroksidi, metali 1 legure, ugljikovi alotropi, silikati,

sulfidi, halidi i karbonati?>!.

Umjetno proizvedene ili antropogene nanocestice (engl. Engineered Nanoparticles,
ENPs) se po kemijskom sastavu dijele na organske i anorganske (Tablica 1) lako se antropogene
nanocestice upotrebljavaju vec stoljec¢ima, do razvoja nanotehnologije nije se znalo da se radi
o nanomaterijalima. Tako su nanoCestice zlata ovisno o stupnju usitnjenosti koriStene kao
pigmenti razli¢itih boja pa se koloidno zlato koristilo za bojanje stakla — poznata Likurgova

28] Pregledom literature i internetskih baza podatakal®®! koje

¢agal?’l  vitraji u Crkvamal
popisuju proizvode s ugradenim nanocesticama vidljivo je kako su najkoriStenija (po brojnosti
proizvoda u koje se ugraduju) skupina upravo nanocestice srebra, a njih slijede metal-oksidne
nanocestice (najkoristenije po tonazi). Tako se nano-TiO> (n-TiO;) koristi u katalizi,
pigmentima, bojama, kremama za suncanje i to u kombinaciji sa nanocesticama ZnO.
Nanocestice silicijeva dioksida, n-SiOz, su u upotrebi kao vrhunski izolatori za elektricnu
energiju 1 toplinu (kao silika aerogel). Nanocestice Zeljezovih oksida cesto se koriste u

proc¢is¢avanju otpadnih voda ili kao agens u magentskoj rezonanci. Kvantne tocke i metalne

legure uglavnom imaju primjenu u elektronickim sklopovima.
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Tablica 1. Podjela umjetno proizvedenih nanocestica

Anorganske nanocestice o metalne (nanocestice zlata, srebra, zeljeza,
platine...)
o metal-oksidne (TiO2, ZnO, SiO2, Fe30a...)

o kvantne toc¢ke (CdS, CdSe...)

o metalne legure (CrK, FeK, AuAg,...)
Organske nanocestice o dendrimeri

o micele

o liposomi

o fulereni

Organske nanocestice obi¢no imaju primjenu u medicini za dostavu lijekova na Zeljena

1131

ciljana mjesta u tijelu’!, u prehrambenoj industriji®®! ili kao fluorescentni markerit*!

3.3. Fizikalni razlozi posebnosti nanocestica u odnosu na makroskopske ¢estice

Najveca razlika izmedu nanometarskih i ¢estica makroskopskih dimenzija je u tome §to
se kod prvih vrlo velik udio ukupnog broja atoma/molekula nalazi na samoj povrsini, u
usporedbi sa zanemarivo malim udjelom povrSinskih atoma makroskopske Cestice. Brojni
atomi na povrsini nanocestica imaju nesparene elektrone $to rezultira nesparenim spinovima te
nasumi¢no usmjerenim i prekinutim vezama. Zbog toga kemijski potencijal povrSine i
povrsinska energija nanocestica rastu, a stabilnost i energija kohezije (energija potrebna za

cijepanje materijala u individualne atome) se smanjuju, kao §to se vidi na Slici 1.

1. Powrdinska reaktivnost
2. Shoboadna energija povriine
3. Stabilnost
4, Energija kohezlje
34
&0

% Pokidanih veza &
% PowrSinskih atoma 900 &7

Slika 1. Ovisnost fizikalnih veli¢ina o promjeru nanocestice, konstruirano prema literaturnom izvoru [24].
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Poznato je kako svaki sustav tezi smanjenju slobodne energije. Kod kristalnih
nanocestica ucinak takvog ,,pobudenog® stanja moguce je smanjiti ve¢ samim reorganiziranjem
povriine (nastajanje defekata u vezama te smanjenje ili poveéanje jediniéne éelije!?l). Kako su
povrsinski atomi obi¢no u dodiru s kisikom ili vodenom otopinom, velika slobodna energija
povrSine moze se shiziti oksidacijom i kemijskim i/ili fizikalnim reakcijama s vrstama iz
okoline. Drugi nacin snizavanja povrsinske energije je agregacijom s drugim Cesticama iste

(homoagregacija) ili druge (heteroagregacija) vrste.

Jo§ jedan razlog posebnosti nanocestica je velika specificna povrSina. Ista masena
koncentracija manjih nanoCestica ima veéu brojnost Cestica u odnosu na istu masenu
koncentraciju vec¢ih nanocCestica. Drugim rje¢ima, ako masena koncentracija tvari ostaje
jednaka, a veli¢ina Cestica biva sve manja kako se ide na nanoskalu, specifi¢na povrsina raste
buduci da je u disperziji prisutno znatno vise individualnih oplosja (povrsina). Velika specifi¢na
povrSina nanocestica upravo je razlog primjeni nanocestica za katalizu u industrijskim
postrojenjima. Medutim, ako masa tvari ostaje jednaka, a nanocestice imaju veliku brojnost,
sustav ¢e postajati sve nestabilniji zbog sve ces¢ih medusobnih sudara koji zavrSavaju

agregacijom. Iz tog razloga stabilnost nano&estica ovisi i o koncentracijit®>34l,

3.4. Elektricni dvosloj i zeta potencijal

U dodiru s polarnim medijem, koloidne Eestice razvijaju naboj kao posljedicu ionizacije
povrSine, adsorpcije iona iz otopine, ionskog otapanja ili zbog procesa poput izomorfne
supstitucije (zamjena strukturnih kationa kod minerala glina). Naboj koloidne ¢estice privlaci
ione iz ostatka otopine koji se tada posloze oko njene povrsine. Ioni naboja suprotnog naboju
Cestice bit ¢e Cvrsto privuceni uz samu povr§inu Coloumbovim silama te ¢e €initi prvi sloj. loni
u drugom sloju do povrsine iStovremeno ¢e teziti i adsorbiranju na ¢esticu i odlasku u volumen
otopine zbog djelovanja osmotske sile. Tako uspostavljena ravnoteza, ima za rezultat nastanak
elektri¢nog dvosloja oko Cestice (engl. Electrical Double Layer, EDL). Prvi sloj u elektri¢nom
dvosloju, Sternov sloj, sastoji se od ¢vrsto adsorbiranih iona naboja suprotnog povrsini Cestice,
dok se u drugom, difuznom sloju, nalaze i pozitivni i negativni ioni, s tim da prevladavaju
suprotno nabijeni ioni, $to je prikazano na Slici 2. Gustoca difuznog sloja opada s porastom
udaljenosti od Cestice, a debljina je obrnuto proporcionalna koncentraciji elektrolita. Elektri¢ni
dvosloj, u kojem se nalaze predominantno istovrsno nabijeni ioni uzrokuje elektrostatsko

odbijanje izmedu koloidnih &estica i pridonosi koloidnoj stabilnosti sustaval®>-36:37],
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Udaljenost od povriine festice

Slika 2. 1zgled elektri¢nog dvosloja na primjeru nanogestice zlata, konstruirano prema literaturnom izvoru [38].

Sljede¢a vazna velicina koja opisuje koloidne sustave i njihovu stabilnost je zeta
potencijal. Zeta ili elektrokineticki potencijal predstavlja razliku potencijala izmedu ruba
difuznog sloja i medija u kojem se Cestice nalaze. Kako se koloidna Cestica giba kroz medij,
elektri¢ni dvosloj gibat ¢e se zajedno s njom. Zeta potencijal predstavlja dakle skok potencijala
koji se javlja pri relativnom premjestanju faza tj. kada se Cvrsta faza premjeSta u odnosu na
nepokretnu tekucu fazu. Na zeta potencijal u najvec¢oj mjeri utjeCu pH sustava, koncentracija
elektrolita, koncentracija aditiva u sustavu i temperatura. Kada govorimo 0 svojstvima
koloidnih Cestica, vazna fizikalna veli¢ina je to¢ka nultog naboja (engl. point of zero charge,
pHpzc). To je pH pri kojem je koloidna Cestica elektrostatski neutralizirana, odnosno ne nosi
naboj. Ispod pHpzc Cestice nose pozitivan, a iznad pHpzc negativan naboj. Vaznost zeta
potencijala ogleda se u tome §to moZe ukazivati na stabilnost disperzija. Opcenito vrijedi da
ako je vrijednost zeta potencijala odredenog koloidnog sustava manja od — 30 ili ve¢a od 30

mV, taj se sustav smatra stabilnim.

3.5. DLVO teorija i utjecaj elektrolita na stabilnost koloidnih sustava

Nanocestice su Cestice koje imaju sve tri dimenzije na nanoskali (1-100 nm). Kako
nanoskala potpada pod dimenzije koloidnih ¢estica (1-1000 nm), one se ujedno smatraju
koloidnim Cesticama te Se uglavnom ponasaju u skladu s fizikalno-kemijskim zakonima

koloidnih sustava. Upravo zbog toga, za opis i predvidanje njihove stabilnosti vrlo esto se
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koristi teorija koju su razvili Derjaguin, Landau, Verwey i Overbeek 1940-ih godina (DLVO
teorija)l®*4%, Teorija predlaze da se medudjelovanja (interakcije) izmedu &estica, odnosno iznos
istih sastoji od dva doprinosa; doprinosa Van der Waalsovih (vdW) sila medu cesticama i
doprinosa odbojnih medudjelovanja nastalih zbog uspostavljenog elektricnog dvosloja.
Odbojne sile izmedu Cestica stvaraju energetsku barijeru koja ih sprjecava da medusobno dodu
u kontakt i povezu se. Ako se Cestice pak sudare s dovoljno velikom energijom, veCom od
energije barijere, vdW sile ¢e ih ireverzibilno povezati. Ako se Cestice dovoljno jako odbijaju,

koloidni sustav ostat ¢e stabilan.

Van der Waalsove sile gotovo su uvijek prisutne medu cCesticama, a rezultat su
medudjelovanja rotirajucih ili fluktuiraju¢ih dipola atoma i molekula. Prema DLVO teoriji,
doprinos slobodne energije medudjelovanja, koji je funkcija udaljenosti izmedu sfernih Cestica,
Wyaw (h) zbog van der Waalsovih sila je*°4:

H
12 h2

Wyaw(h) = — 3.1)

pri ¢emu je H Hamakerova konstanta koja govori o jakosti medudjelovanja, reda veli¢ine
izmedu 102! i 10" J. Ona ovisi o polarizabilnosti materijala nanocestice i 0 svojstvima medija

u kojem se nalaze. Udaljenost izmedu Eestica je h.

Doprinos medudjelovanja zbog elektricnog dvosloja, Wa (h), opisan je

izrazom 3.2.139401;

Wa (h) = “222= exp(~kh) (32)

pri ¢emu su o+ i 0. gustoce povrSinskog naboja za lijevu i desnu Cesticu, & je propusnost

vakuuma, ¢ je dielektri¢na konstanta vode, dok je x recipro¢na Debyeva duljina koja je dana

izrazom [39:401:

-1 _ kBTegpe 1 __ 03nm
o= (ZqZNAI)2 VI (3.3)

pri ¢emu je kg Boltzmanova konstanta, g je elementarni naboj, Na Avogadrov broj, | je ionska
jakost, a T je apsolutna temperatura. Nakon $to se konstante u ovoj jednadzi pomnoze, ostaje
vidljivo kako je recipro¢na Debyeva duljina obrnuto proprcionalna korijenu ionske jakosti.
Prema tome, Sto je koncentracija elektrolita u kojem se koloidne cestice nalaze veca, to ce

debljina elektricnog dvosloja biti manja.
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3.6. Nanocestice srebra

Za sintezu nanoGestica srebra potrebni su Ag” ioni, tvar koja ¢e ih reducirati i stabilizirati
na nanoskali te energija. Redukcija Ag" do nanocestica srebra u prirodnim vodama odvija
prirodnom organskom tvari kao §to su huminske i fulvinske kiseline!*!!, proteini*?), ekstrakati

1 i izvanstani¢ni polimerni spojevi*. Medutim, za okoli§ su zbog

mnogih biljakal
neusporedivo veée koncentracije*” znacajnije masovno proizvedene, antropogene nanodestice
srebra. Na Slici 3 prikazane su TEM mikrografije komercijalnih nanocestica (kupljenih od
tvrtke Nanocomposix); sa Slike je vidljivo kako su nanocestice priblizno sfericnog oblika te

vrlo ujednacenih veli¢ina, za razliku od prirodnih, koje mogu dosta varirati u veli¢inama i

[24,25]

oblicima

Slika 3. TEM mikrografije komeréijainih nanocCestica srebra omotanih citratom (kupljene od tvrtke
Nanocomposix, San Diego, CA) prosjecne veli¢ine (promjera) 60 nm.

Nanocestice srebra, kao 1 ostale vrste nanoCestica, imaju veliku tendenciju za
agregiranjem, vrlo su podloZzne otapanju te im je u pojedinim slucajevima potrebno
funkcionalizirati povrSinu za posebne primjene. Kako bi im se smanjila slobodna energija
povrsine i zastitilo od otapanja te funkcionaliziralo, povrSina nanocestice prekriva se zastitnim
omotacima (engl. capping agents). lako brojne tvari mogu stabilizirati nanocestice, najcesce se

koriste!!%:

e citratni anioni — elektrostaticka zastita
e poli(vinil-pirolidon)-PVP, poli(etilen-glikol)-PEG, arapska guma — stericka zastita

e oleinska 1 taninska kiselina — elektrostericka zastita.

Fizikalno-kemijska svojstva nanocestica uvelike ovise o vrsti zastitnog omotaca koji ih
prekriva buduci da je zaStitni omota¢ izravno u doticaju s medijem u kojem se nanocestice

nalaze. Zastitni omotaci razli¢itih su naboja, funkcionalnih skupina i molekulskih masa pa ¢e

10
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prema tome kemizam medudjelovanja medija i nanocestica ovisiti o kemijskim svojstvima obje
tvari. Elektrostericka zaStita znaci da ¢e se nanocestice medusobno odbijati zbog istovrsnih
naboja zaStitnog omotaca na povrSinama nanocestica, stericka zastita ih $titi od agregacije
prostornim zaklanjanjem povrSine te tako umanjuje medusobne kontakte, a elektrostericka
zastita je kombinacija prethodna dva mehanizma: elektrostatskog odbijanja i sterickog

zaklanjanja. Elektrostericku zastitu pruzaju polielektroliti.

Metalne nanocestice poput srebra, zlata, platine i bakra imaju posebno svojstvo.
Vodljivi elektroni na povrSini spomenutih nanocestica zajednicki osciliraju oko jezgre i
nazivaju se plazmonima. Kada disperziju nanocestica osvijetle specificne valne duljine
svjetlosti, povrsinski elektroni nanocestice pobude se i1 prisilno osciliraju zajedno sa
frekvencijom svjetlosti. Zajednicko osciliranje naziva se plazmonskom rezonancijom, a kako
se odvija isklju¢ivo s povrSinskim elektronima, ovaj u¢inak naziva se povrsinska plazmonska
rezonancija (engl. Surface Plasmon Resonance, SPR). Posljedica toga je izrazito jaka
apsorpcija 1 rasprSenje svjetlosti s nanocestica. SPR ucinak izrazito ovisi o elektri¢noj
provodljivosti nanocestica i medija, o gusto¢i elektrona na povrsini te najbitnije; o obliku i
veli¢ini elektronskog oblaka nanodestice!*s!. Upravo zahvaljuju¢i SPR u¢inku, koncentrirane
disperzije navedenih nanocestica obojene su jarkim bojama. Disperzije sfernih nanocestica
srebra razli¢itih su nijansi Zute boje. Disperzije srebrnih nanotrokuti¢a variraju od Zute do

471, Prema tome,

narancaste, a mogu biti i plave boje (ovisno o veli¢ini i o koncentraciji)!
stabilnost nanocestica srebra moguce je pratiti golim okom; ako je uzorak dovoljno
koncentriran (priblizno 1 pg mL™') i ima barem blago Zuto obojenje - u otopini se nalaze
neagregirane nanocestice srebra. U Tablici 2 prikazane su vrijednosti maksimuma apsorbancije
nanocestica srebra za AgNP najceSc¢e koriStenih velic¢ina (10, 20, 40, 60 1 100 nm). Upravo po
poloZaju maksimuma (njegove valne duljine) SPR pikova vrlo se brzo moZe procijeniti o kojoj

veli¢ini nanodestica srebra se radi.
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Tablica 2. Maksimumi SPR pikova nanocCestica srebra razliCitih veli¢ina

promjer
nanocestica, Avax / nm

d/nm
10 390
20 390
40 420
60 430
100 485

Nanocestice srebra danas se najviSe koriste u antibakterijskom tekstilu, filterima za
vodu, bojama, kozmetici, dezodoransima, odje¢i, ambalazi za hranu, funkcionaliziranoj
plastici, medicinskim pomagalima, premazima za rane, kuénim pomagalima poput perilice za

rublje i hladnjacima, detrdZentima, biosenzorima i biomedicinskim proizvodima!*3,

3.7. Moguéi putevi ulaska nanocestica srebra u okolis

Nanocestice bivaju otpustane u okolis iz urbanih sredina kroz raznolike to¢kaste izvore
kao §to su postrojenja za obradu otpadnih voda ili izravno, iz industrija koje ih koriste. Mogu
se dalje u okoli$ otpustati i iz difuznih izvora - otjecanjem ili istjecanjem iz tla. Emisije
nanoCestica ovise 0 vremenskim prilikama, nacinima njihove primjene i gustoci

populacijel?249,

Istrazivanja u¢inaka nanocestica na zdravlje ljudi i zZivotinja nisu potpuna medu ostalim,
1 1z razloga §to su izolacija 1 karakteriziranje nanoCestica iz sloZenih prirodnih uzoraka tek na
podecimal?. Zato je vazno barem procijeniti otpustene koncentracije nanodestica u okoli§ za
Sto je potrebna dobra baza podataka o stvarnim koli¢inama i vrstama nanocestica koje su u
upotrebi u komercijalnim proizvodima. Vazan je i dobar model koji ¢e na temelju dostupnih
podataka procijeniti koli¢ine otpustenih materijala u okoli§ s dobrom prostornom rezolucijom.

al29,51,52]

Neke baze podataka ve¢ su dostupn , a pojavila su se i1 prva istrazivanja koja su

procijenila otpustanje nanomaterijala u okolig[®l.

Prema istrazivanju iz 2018.1°!, veéina nanodestica srebra u okoli§ dospijeva pranjem
antibakterijskog tekstila, a vazni izvori su i medicinski i proizvodi za ¢i$éenje te kozmetikal*®!,

Na kraju zivotnog vijeka svih spomenutih proizvoda, nanocestice se otpustaju u otpadnu vodu
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koja ovisno o blizini obale ili u¢inkovitosti postrojenja za obradu otpadne vode moze propustiti
nanodestice dalje vodotocima u morski okoli§. Prema istrazivanjima Levarda i sur.['?, AgNP
¢e se u otpadnim vodama prvo asocirati sa tiosulfatom te ¢e nakon toga dolaziti do
transformacije u Ag,S. Shafer i sur.’*! su pokazali kako ¢ak 94% AgNP biva uklonjeno iz
otopine otpadnih voda vezanjem na bioloske Cestice. Na lokacijama gdje nema obrade otpadnih
voda, moguc¢ je direktan izljev nanocestica u okoli$. Primjer takvog scenarija ulaska nanocestica
u okoli§, ali za nanodestice titanova dioksida pokazali su Sanchez-Quiles i Tovar-Sanchez>*!.
Ti znanstvenici pokazali su kako se na Mediteranskim plazama iz krema za suncanje, moze
otpustiti i do 4 kg nano-TiO2 dnevno. Kako se nanoCestice srebra nalaze u raznovrsnim

proizvodima, moguc je i njihov izravan ispust u kopnene pa i morske sustave.

Predvidane koncentracije za nanocestice srebra u povrsinskim vodama krecu se izmedu

10100 ng L%, dok se u komunalnim vodama o¢ekuje veéa koncentracija, ¢ak oko 5 pg L],

3.8. Sudbina nano¢estica srebra u prirodnim vodenim sustavima i moguéi stabilizatori

Nanocestice srebra dospjele u morsku vodu neizbjezno podlijeZu brojnim i dinamicnim
fizikalno-kemijskim promjenama zbog slozenosti njenog sastava. Sudbina nanocestica srebra
(koloidna stabilnost i proces otapanja) ovisit ¢e o njihovoj veli¢ini (promjeru)®®571 vrsti
zastitnog omotacal®®, pocetnoj koncentracijil®*3¥ u kojoj dospijevaju u okoli, ali i uvelike o
svojstvima medija u kojem se nadu: koli¢ini otopljenog kisikal®®, ionskoj jakostil®8606162] j
koncentraciji dvovalentnih kational®®, raznih liganada™, koncentraciji i vrsti prirodne
organske tvaril>*63 pHB884 redukcijskom potencijalu®?%l, temperaturif®®l, koli¢ini ostalih
koloidnih i suspendiranih &estical®3467.681 te o svjetlosti® . U literaturnom pregledu sazet ¢e
se dosadasnja saznanja koja opisuju ponasanje nanocestica srebra u morskom i u kopnenom
vodenom sustavu (rijeke, jezera, uséa). Prethodno navedeni ¢imbenici imaju velik utjecaj na
mobilnost AgNP — odnosno moguénost prijenosa na vece udaljenosti i toksi¢nost. Potrebno je
naglasiti kako vecina istrazivanja prati ponasanje AgNP u jednostavnim medijima koji U
odredenoj mjeri simuliraju prirodne vode. Razlog tome je potreba za izdvajanjem ucinka

pojedinih ¢imbenika, $to je mnogo teze u kompleksnom sustavu.
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3.9. Koloidna stabilnost nanocestica srebra u modelnim i prirodnim vodenim sustavima s

dodatkom huminskih spojeva, polisaharida i proteina

Dolaskom sintetiziranih nanocestica u morsku vodu, na njih se bez obzira imaju li
zaStitni omotac ili ne, mogu fizikalno ili kemijski vezati tvari iz okoline. Ako se radi o ulasku
nanocestica u more, prvenstveno se ocekuje fizikalno vezanje iona najzastupljenijih soli u
morskoj vodi te postupna destabilizacija zbog smanjenja debljine elektricnog dvosloja. Kako
nanocestice metala i metalnih oksida uglavnom nose barem mali naboj na povrsini, tako ¢e se
na njih elektrostatskim medudjelovanjima vezati ioni suprotnog naboja, a moze ¢ak do¢i i do
stvaranja kompleksa sa zaStitnim omota¢em, kemijskog vezanja s aktivnim centrima na
povrsini nanocestice ili zamjene ve¢ postojeceg zastitnog omotaca. Na specificnim lokacijama
gdje za to postoje uvjeti (npr. velika primarna produkcija, razgradnja detritusa, bogat dotok
antropogenih tvari s kopna i ostalo), moze se na povrSinu nanocestica u ve¢oj mjeri i adsorbirati
organska tvar. Ako se na nanocestice u vodenom okolisu adsorbiraju molekule prirodne
bakterija) te zaStitne omotace nazivamo eko-korona. Ude li nanocCestica u organizam ili se nalazi
u njegovoj neposrednoj blizini i adsorbiraju li se na nju izluceni proteini ili polisahardi te
tjelesne tekucine poput celomske tekucine ili hemolimfe, govorimo o bio-koroni. Neovisno o
tome radi li se o eko- ili biokoroni, ti prirodni omota¢i mogu biti tvrdog i mekog tipa, odnosno
takozvane meke ili tvrde korone, koje se odlikuju brzom (kroz nekoliko minuta) i sporom

(tijekom nekoliko sati) izmjenom makromolekula na povrSini nanocestice (Slika 4).

o
7%‘ %’
Fes
if Tvrda korona
Promjene u Konformaciji

Meka korona adsorbiranih makromolekula

Slika 4. Shematski prikaz i karakteristike tvrde i meke proteinske korone koje obavijaju nanocestice konstruirano
prema literaturnom izvoru [72].
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Prijenos i1 sudbina nanocestica u morskom okoliSu ne ovisi samo o poznatim fizikalnim
¢imbenicima kao Sto su temperatura, ionska jakost, pH, pocCetna koncentracija nanocestica,
hidrofobnost, nego i o prirodnoj organskoj tvari (engl. Natural Organic Matter, NOM) prisutnoj
u neposrednoj okolini. NOM mozZe povecati stabilnost nanocestica u vodenom stupcu
oblaganjem njihove povrSine zbog svojih negativnih naboja te uzrokovati medusobna
elektrostatska i stericka odbijanja medu Cesticama, ali ih moze i destabilizirati mehanizmima
poput ,,premostavanja“ (engl. bridging)®® gdje dvovaletni kation povezuje dvije susjedne,
makromolekulama obavijene nanocestice. Tako bi fulvinske i huminske kiseline mogle
pospjesiti dispergiranje srebrnih nanocestica u umjetnoj morskoj vodi zbog velike gustoce
naboja i zamjetne veli¢ine svojih molekula, dajuéi time nanocesticama elektrostatsku zastitu. S
druge strane, upravo zbog spomenutog uc¢inka premostavanja; kada se dvovalentni kation poput
Ca?* jednim nabojem veZze na huminske kiseline adsorbirane na jednoj, a drugim na huminske
kiseline na drugoj nanocestici - time ih povezujuci, stabilnost takvog koloidnog sustava opada
i dolazi do agregacije. Uzastopnim premostavanjem, opet nastaju veéi agregati nanoc¢estica u
morskoj vodi i one vise nisu ravnomjerno dispergirane u vodenom stupcu. Medutim, rezultati
su pokazali kako premostavanje ne ovisi samo o prisutnosti i vrsti kationa nego i 0 masenom
omjeru izmedu nanoCestica i otopljene organske tvari kao i o tipu, sastavu i strukturi
NOM-al%%. Nadalje, tvari kao §to su izvanstani¢ni polimerni spojevi izluéeni iz algi (pogotovo
algi kremenjaSica) i bakterija (engl. Extracellular Polymer Substances, EPS) mogu u svoju
strukturu vezati nanoCestice srebra i silike time im osiguravaju¢i dulji ostanak u stupcu, bile
one vise ili manje dispergiranel’. U ovom poglavlju dan je pregled nekih dosadasnjih saznanja
o stabilnosti nanocestica metala 1 metalnih oksida u morskoj vodi, ali 1 u manjoj mjeri u

kopnenim vodenim sustavima, kako bi se mogle vidjeti razlike u stabilizaciji.

Baalousha i sur.l®”l pokazali su da nedvojbeno jaci utjecaj (50-65 puta) na agregaciju
citratom omotanih nanocestica srebra imaju elektroliti s dvovalentnim kationima (CaCly,
Ca(NO3), CaS0O4, MgClo, MgSO4) u usporedbi s elektrolitima s monovalentnim kationima
(NaCl, NaNOs, Na>S0Os4). Elektrostatska zastita od agregacije, kao $to je citrat, u¢inkovita je u
sprjecavanju destabilizacije komercijalnih disperzija nanocestica srebra gdje je disperzno
sredstvo ultracista voda i u primjenama gdje medij ima veoma nisku ionsku jakost. Medutim,
zbog smanjenja debljine elektricnog dvosloja u prisutnosti monovalentnih, a pogotovo
dvovalentnih kationa, nanocestice srebra mogu vrlo brzo postati nestabilne zbog toga §to im se
smanji debljina elektricnog dvosloja koji ih §titi od agregacije te do agregiranja dolazi kroz

svega nekoliko minuta, a nastali agregati nekoliko su puta veéi od svoje originalne veli¢ine!s%!.
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Jasno, tu se radi o koncentracijama elektrolita koje prelaze kriticnu koagulacijsku koncentraciju
(engl. Critical Coagulation Concentration, CCC). Ipak, imaju li nanocestice u¢inkovit zastitni
omotag, ¢ak ni pri visokoj koncentraciji elektrolita s dvovaletnim kationima, agregacija se nece
dogadati tako brzo i spontano. Primjerice, kada su AgNP od agregacije zaSti¢ene stericki
(zastitni omotac bio je PVP) i elektrostericki (zasStitni omotac je razgranati poli(etilen-imin)),
¢ak 1 u otopinama Ca(NOs3) koncentracija izmedu 100 i 1000 mM, a u vremenu od nekoliko
minuta, znadajna agregacija se nije dogadalal®®l. Ovdje se potvrduje vaznost stericke i

elektrostericke stabilizacije u otopinama elektrolita.

Zastitni omotac u kombinaciji sa svjetloS¢u ima odluc¢ujucu ulogu u koloidnoj stabilnosti
i otapanju srebrnih nanocestica. Razli¢iti omotaci (citrat, PVP ili gole nanocestice) uzrokovali
su zamjetno razli¢ite brzine otapanja, a nadeno je kako AgNP bez zastitnog omotaca pri
svijetlosti valne duljine 365 nm otpusStaju superoksid i hidroksid radikale, citratom obavijene
samo superoksidni radikal, a PVP-om omotane nanocestice srebra nisu otpustale nikakve

reaktivne kisikove vrste (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)[74!,

Razlike u kemijskom sastavu izmedu kopnenog i morskog vodenog sustava vrlo su
velike. Osnovna razlika, neovisno radilo se o rijekama, jezerima ili podzemnim vodama u
usporedbi s morem je vrlo razlicita ionska jakost. Morska voda je zbog 3,5% anorganskih soli
odnosno ionske jakosti od priblizno 0,7 M puno agresivnija (u smislu otapanja i poticanja
agregacije) sredina od kopnenih voda ¢ije se ionske jakosti kre¢u izmedu 0,01 i 0,1 M. Prema
tome, najvazniji ¢imbenik koji doprinosi destabilizaciji nanocestica u morskoj vodi je
elektrolitima uzrokovano smanjenje debljine elektriénog dvoslojal’®l. Da je taj ¢imbenik
dominantan za destabilizaciju nanodestica, potvrdila su i druga istrazivanjal*3%76l Sljedec¢a
velika razlika je znatno veca koli¢ina prirodne organske tvari u kopnenim vodama, koja u
kombinaciji s manjim salinitetom rezultira ve¢om uspjesnosti stabilizacije nanocestica u
odnosu na morski okolis. U istrazivanju Kellera i sur.l’"l ispitivana je koloidna stabilnost
nanocCestica TiO2, CeO2 i ZnO u desetak tipova prirodnih voda razli¢itih kemizama $to je
prikazano na Tablici 3. Vidljivo je kako se prirodne vode mogu razlikovati ¢ak za dva reda
veli¢ine u sadrzaju ukupnog organskog ugljika (engl. Total Organic Carbon, TOC) — primjer

morske vode i svjeze vode iz mezokozma.
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Tablica 3. Kemijska svojstva prirodnih voda (pH, ukupni sadrzaj organskog ugljika — TOC (engl. Total Organic
Carbon) i ionska jakost — 1) u istrazivanju Keller i sur. 2010077,

< = =
- «
=s| g £°% gt ¢ £, FT &, §Ef. 3 §°%
S C s S 2 © » © 5 g S z 2 o X T © E L2z
g 35| 5 8 £% 538 & & ¢ E 58 T 8¢ =2 S 5
pH / 8,05 7,99 8,08 8,90 7,90 8,33 7,68 7,07 7,09 8,38
TOC M C 54,0 55,9 131,8 522,6 8424 163,8 378,0 691,8 1564,0 5283,0
| eqL? 0,707 0,639 0,679 0,215 0,0909 0,0184  0,0317 0,0032 0,0032 0,0072

*-morska voda iz lokacije Santa Barbara, CA, USA, **-morska voda s plaze Bodega Bay, CA, USA

Iz Tablice 3 vidljivo je kako su svi tipovi nanocestica op¢enito najstabilniji u ki$nici,
tretiranoj otpadnoj vodi iz postrojenja za obradu otpadnih voda i otpadnoj mezokozm vodi, koje
su i inace vrlo niske ionske jakosti (I = 0,03 — 0,07), a istovremeno bogate ukupnim organskim
ugljikom (378 — 5283 uM C). Prirodnu organsku tvar &ine zaista vrlo raznovrsni spojevil®l, ali
zajedni¢ka im je vrlo velika molekulska masal™ i &injenica da se uglavnom radi o
polielektrolitima predominantno negativnog nabojal®®®l, Upravo zbog toga, oéekuje se da
prirodna organska tvar stabilizira nanocestice u prirodnim vodama elektrosterickim
mehanizmom. Stabilnost u ,,agresivnijim* vodama poput morske vode i1 vode iz lagune dosta
se razlikuje Sto znaci da i svojstva povrSine samih nanocestica pridonose razlikama u stabilnosti

ovih sustava.

Vrlo sli¢no istrazivanje provedeno je sa srebrnim nanocesticama u Cetiri vodena medija;
u prirodnoj i umjetnoj rje¢noj, te prirodnoj i umjetnoj morskoj vodil®l. U tom radu pokazana je
ovisnost stabilnosti nanocestica u prirodnim medijima o zasStitnom omotacu. Srebrne
nanocestice bile su omotane citratom (cit-AgNP) ili polivinilpirolidonom (PVP-AgNP). Unutar
eksperimentalnog perioda od 6 sati, oba tipa (cit-AgNP i PVP-AgNP) nanocestica ostala su
stabilna u rjecnoj, dok se u morskoj vodi dogodila gotovo potpuna sedimentacija nakon 5 sati.
Ipak, talozenje PVP-om omotanih nanocestica u morskoj vodi bilo je nesto sporije od citratom
omotanih AgNP, sto je i razumljivo jer je PVP nenabijeni polimer velike molekulske mase
(priblizno 40 000 g mol™) koji pruza stericku zastitu od agregacije, dok je citrat mali anion (189
g mol?) lako neutraliziran kationima iz morske vode. Sporija destabilizacija PVP-AgNPs
dobivena je i u radu Wanga i suradnikal® te Chinnapongse i sur.l? Oni su istrazivali stabilnost
nanocCestica srebra (nominalnog promjera 20 nm) u morskoj i umjereno tvrdoj vodi, zatim
umjereno tvrdoj vodi s dodatkom organske tvari i tri uzorka jezerske vode. O¢ekivano, najbrza
destabilizacija nanocCestica srebra dobivena je u morskoj vodi. Nakon jednog sata proteklog od

pocetka mjerenja, samo 20% nanocestica je ostalo u morskoj vodi dok su ostale tvorile
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aglomerate te ubrzo istalozile na dno kivete. Nakon deset sati, disperzija nanocestica potpuno
je destabilizirana. Potom su mjereni hidrodinamicki promjeri nanocestica; Najmanje Cestice
nalazile su se u uzorcima jezerske i umjereno tvrde vode s dodatkom organske tvari (dn do 100
nm) dok je u drugim medijima (morska i umjereno tvrda voda) dobiven mnogo veci

hidrodinamic¢ki promjer nanocestica (dn do 1000 nm).

Da su smanjeni salinitet i dovoljna koncentracija prirodne organske tvari klju¢ni za
koloidnu stabilnost nano¢estica u morskoj vodi pokazano je i u istrazivanju Wang i suradnika®®!.
Koristene su 30-nm srebrne nanocestice (AgNPs) obavijene citratom (cit-AgNP) i
polivinilpirolidonom (PVP-AgNP). Utjecaj morskih voda razli¢itih saliniteta (0, 1, 5 i 30) i
razli¢itih koncentracija otopljenog organskog ugljika (engl. Disolved Organic Carbon, DOC)
(0, 0,25, 3,25 i 10 mg L) na stabilizaciju tih nanodestica istrazen je odredivanjem
hidrodinami¢kog promjera i zeta potencijala. Otopljeni organski ugljik bio je u obliku
huminskih kiselina (engl. Humic Acids, HA) koje su vrlo dobro stabilizirale sva tri tipa
nanocCestica ali samo pri salinitetima manjim od 5. Bez prisutne organske tvari, cit-AgNPS
agregirale su vrlo brzo u morskoj vodi i pri salinitetu od samo 1, a tijekom 24 sata promjeri su
se povecali do veli¢ine od 400 nm, dok su pri salinitetima 5 i 30 nanocestice stvorile agregate
veée od 3 um. Dodatkom otopljene organske tvari (engl. Dissolved Organic Matter, DOM)
(3,25 mg L™t HA) iste nanodestice imale su hidrodinamicki promjer od 185 nm pri salinitetu 1.
Dodatkom vrlo velike koli¢éine DOM-a, ¢ak 10,25 mg L, ove nanodestice narasle su samo do
424 nm pri salintetu 5 i nakon 240 h (u usporedbi s 3000 nm bez DOM-a). Veoma velike
koli¢ine DOM-a (3,25 i 10,25 mg L) uspjele su stabilizirati nanodestice srebra omotane PVP-

om, ali samo pri salinitetu 5.

Na stabilizaciju nanocestica prirodnom organskom tvari utjecaj ima i njena molekulska
masa te kemijski sastav. Louie i suradnicil’ usporedivali su nisko- i visokomolekularne
frakcije prirodne organske tvari rijeke Suwannee (engl. Suwannee River Natural Organic
Matter, SRNOM) te njihov ucinak na stabilizaciju nanocestica zlata obavijenih citratom u
vodenom mediju ionske jakosti do samo 100 mM (jedini elektrolit bio je NaCl). Prirodna
organska tvar rijeke Suwannee (po sastavu uglavnom huminski spojevi) razdvojena je na tezu
1 lakSu frakciju centrifugalnom ultrafiltracijom na filteru koji propusta molekule molekulske
mase manje od 100 000 g mol™. Zaostalu tvar na filteru (retenat) ¢inile su molekule frakcije
veée od 100 000 g mol™* s masenim udjelom od 1,8% i prosje¢nom relativnom molekulskom
masom 691 000 g mol™. U filtratu (98%) nalazile su se lak$e molekule S prosje¢nom

molekulskom masom My = 12 800 g mol™. Rezultati su pokazali kako je na zadrzavanje
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nanocCestica zlata u otopini puno veéi utjecaj imao retanat organske tvari s relativno velikim
molekulskim masama jer je dodavanjem retenata kroz eksperimentalni period od 20 minuta
zadrzana gotovo originalna veli¢ina nanocestica U otopini natrijeva klorida. Filtrat organske
tvari (frakcija nizih mol. masa) takoder je omogucio bolju stabilnost nanocestica u otopini
NaCl-a nego bez njega; nanocestice (tj. njihovi agregati) su otprilike 30% manjih veli¢ina u
odnosu na nanocestice u otopini bez NOM-a, ali svejedno pocinju u ve¢oj mjeri agregirati u
NaCl-u u odnosu na slu¢aj nanocestice+retenat/otopina NaCl-a. lako je za visokomolekularnu
frakciju svojstven veci udio aromatskih skupina koje svojim djelovanjem povoljno utjecu na

stabilizaciju nanocestica, stabilizacija se ipak u ovom slucaju pripisuje vecoj molekulskoj masi.

Manje molekule iz niskomolekularne frakcije prirodne organske tvari (engl. Natural
Organic Matter, NOM) se zbog brzeg gibanja prve adsorbiraju na povrSinu nanocestice, ali
vece komponente NOM-a postupno zamjenjuju ,,manji“ NOM na povrSini nanocestice jer je
njihova adsorpcija termodinamicki povoljnija. Gunsolus i sur.®? su u svom istrazivanju dali
naglasak na kemijski sastav prirodne organske tvari koja je trebala stabilizirati nanocestice
srebra. Autori su takoder koristili huminske spojeve izolirane iz NOM-a rijeke Suwannee (engl.
Suwannee river Humic Acid, SRHA) i SRFA (engl. Suwannee river Fulvic Acid, SRFA) te jezera
Pony (engl. Pony Lake fulvic acid, PLFA). Prema njima, interakcija prirodne organske tvari
pomocu huminskih spojeva s nanocesticama srebra ovisi o: 1) kemijskom sastavu NOM-a, pri
¢emu veci udio sumpora i dusika povecava stabilnost te ii) afinitetu zastitnog omotaca prema
povrSini nanocCestice gdje su one nanoCestice koje imaju slabija medudjelovanja s
komercijalnim za$titnim omotacem, a jaca s NOM-om konacno, bolje stabilizirane. Prirodna
organska tvar moze maknuti odnosno zamijeniti komercijalni zastitni omotac¢ na povrsini AQNP
jer je to energetski povoljnije. Ultraljubicasta-vidljiva spektroskopija pokazala je uc¢inkovitost
vrste NOM-a na stabilizaciju : SRFA < SRHA << PLFA. Navedeno viSe vrijedi za citratom
nego polivinilpirlidonom omotane nanocestice $to je vjerojatno povezano s vecim afinitetom
PVP-a prema povrsini nanocestica nego citrata. Organskoj tvari je lakSe zamijeniti citrat nego
PVP na istoj pa je to razlog boljoj stabilizaciji s citratom. PVP ima velik afinitet prema povrsini
nanocCestice te ga organska tvar teZe zamjenjuje. Navedeni huminski spojevi imaju slicnu
molekulsku masu; izmedu 1300 i1 1400 Da, ali se razlikuju u sadrzaju duSika 1 sumpora. Vrste
koje sadrZe sumpor primjerice, u obliku tiola, imaju jaca medudjelovanja s metalnim srebrom
buduci da elektron-donirajuce skupine poput tiola ili amina mogu djelovati kao koordinacijska
mjesta za Ag*. PLFA ima $est do sedam puta ve¢i sadrZaj sumpora u odnosu na SRHA i SRFA,

s dvaput ve¢im udjelom egzociklicnog sumpora od potonje dvije kiseline, ali 1 oko pet puta veci
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sadrzaj dusika. Osim toga, PLFA ima 1 manji udio kisika od ostalih kiselina Sto ukazuje na to
da karboksilne skupine i fenoli u strukturi PLFA NOM-a imaju manji utjecaj na stabilizaciju
srebrnih nanocestica u prirodnim vodama od primjerice dusika i sumpora. Kod stabilizacije
nanodestica srebra NOM-om zanimljiv je i utjecaj svjetla: Zou i sur.l nasli su kako su je NOM
usporavao degradaciju nanocestica srebra sa svjetlom i to na nekoliko nacina; priguSivanjem
(atenuacijom) svjetla, omatanjem nanocestica i natjecanjem sa srebrom za fotone. NOM moze
zamjenjivati citrat kao zaStitni omota¢ jer Se pri produljenom stajanju na svjetlu, citrat
mineralizira. Nakon samo jednog dana, kod cit-AgNP pocela se dogadati promjena morfologije

iz sfernog oblika nanodestice u prizmu, §to su nasli i drugi istraziva¢il®4l,

U preglednom radu Grilla i suradnika®! sumiran je utjecaj huminskih spojeva na
nanocestice srebra, zlata, cinka, titanova dioksida, hematita, magnetita i aluminijeva oksida.
Vidljivo je kako su se koncentracije NOM-a prirodnih voda koriStenih u pregledanim
istrazivanjima kretale od oko 1 do &ak stotinjak mg L?, a eksperimentalne ionske jakosti
uglavnhom nisu prelazile 0,1 M. Kako je morska voda siromasnija NOM-om, te uz
monovalentne i dovoljno veliku koncentraciju dvovaletnih kationa, ocekuje se da ovi spojevi
ne mogu uspjeSno stabilizirati nanocestice u morskom mediju. Vrlo vjerojatno ¢e ucinak
premostavanja nanodestica pomoéu NOM-a i Ca®* iz morske vode uzrokovati agregaciju istih.
Medutim, pri manjoj koncentraciji nanocestica u morskoj vodi, medusobni susreti nanocestica
su manje vijerojatni te u tim slucajevima ucinak premostavanja ne bi trebao voditi do

destabilizacije AgNP.

Nanocestice srebra mogu se stabilizirati i polisaharidnom frakcijom organske tvari u
morskoj vodi. Stabilizacija polisaharidima nesto je vjerojatnija buduci da bi polisaharidi mogli
Ciniti ¢ak i do 50 % morskog NOM-al®®l. Najéesce koristeni polisaharidi su alginati, arapska,
guar i ksantan guma. Alginat je uzrokovao umjerenu stabilnost AgNP i relativnho usporeno
otapanje (<10% od ukupnog Ag) u NaCl-u do 1 MY, Arapska guma pokazala je nesto jaci
stabilizacijski u¢inak, ali samo kada u otopini NaCl-a nije bilo previse slobodnog Ag’.
Medutim, najznacajniji rezultat dobiven je kad su se nanocestice omotane arapskom gumom
dispergirale u vodi iz fjorda. Da bi se karakteristican SPR pik AgNP u morskoj vodi iz fjorda
smanjio na pola, trebalo je 5 sati, dok je u otopini NaCl-a iste ionske jakosti bilo potrebno samo
1-2 minute. Taj rezultat pripisuje se stabilizacijskom uc¢inku prirodne organske tvari iz fjorda.
Ipak, neproc¢is¢ene nanocestice (velika konc. neizreagiranog Ag") sintetizirane s arapskom
gumom jo$ su jaCe agregirale u morskoj vodi nego u NaCl-u. Razlog tome moze biti, kako

autori hipotetiziraju, talozenje AgCl vrsta na povrSinu nanocestice koje reagiraju sa zastitnim
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omotadima i smanjuju stabilnost AgNP. Callegaro i sur.l®! ispitivali su stabilizacijski u¢inak
alginata na nanocestice TiO2 koje nisu na svojoj povrsini imale nikakav zastitni omotac, a bile
su dodane u umjetnu morsku vodu bogatu tim polisaharidom. Veli¢ine nanocestica bile su
izmedu 15 i 60 nm, ispitane koncentracije alginata 0,1, 1 i 10 g L™, a nano¢estica TiO2 1, 10 i
100 mg L. Zbog toga §to se alginat u ve¢im koncentracijama ne moze dobro otopiti, autori su
ustvrdili da je najbolje koristiti 1 mg L™, a varirali su samo masene koncentracije nanodestica
titan dioksida. Tako to u radu nije naglaSeno, nadeno je kako postoji optimalan omjer alginata
prema koli¢ini nanocestica. Kako je to omjer, medusobno razli¢iti parovi koncentracija, ali
optimalni 1 sukladni po omjeru najbolje ¢e stabilizirati odredeni tip nanocCestica u razli¢itim
medijima. Tako se iz grafickih prikaza u radu moze vidjeti kako nakon 72 h, najmanje
hidrodinami¢ke promjere ima disperzija od 10 mg L TiO, koja je u sebi imala 1 g L alginata.
Prema tome, omjer alginata potreban za stabilizaciju nanocestica TiO2 u umjetnoj morskoj vodi
bio bi 100:1.

Nanocestice, dolaze li dispergirane u morsku vodu, mogu se na pojedinim lokacijama
uhvatiti i u mrezu plutajuceg morskog gela. Morski gel je uglavnhom sastavljen od
izvanstani¢nih polimernih spojeva (engl. extracellular polymeric substances, EPS) koje
izluCuju fitoplankton i bakterije, a po sastavu je najveéim dijelom polisaharidnog karaktera,
iako ga ¢ine i proteini, nukleinske kiseline i lipidi. Adeleye i sur.[®”] su nasli kako topljiva
frakcija EPS-a povecava kritiéne koagulacijske koncentracije nTiO2, a interakcije izmedu EPS-
a 1 nanocestica vrlo su ovisne o ukupnoj povrSini nanocestica, kemijskoj strukturi zaStitnog
omotaca, intrinzinom naboju nTiO2 i njihovoj hidrofobnosti. Pletikapi¢ i sur.[”®! dodali su
nanocCestice srebra u morski gel alge Cylindrotheca closterium u ultracistoj vodi. Pokazalo se
kako su nanocestice ili dobro dispergirane ili tvore manje agregate unutar gela ¢ija struktura
nije narusena ugradivanjem nanocestica. Na ovaj nacin, nanocestice ostaju ,,zarobljene* i mogu
relativno dugo plutati u moru zajedno s gelastom nakupinom 1 tako se duZe zadrzati u vodenom
stupcu, buduci da se bez stabilizatora, vrlo brzo agregiraju zbog velike ionske jakosti morske
vode koja narusi njihovu elektrostatsku stabilnost. U morskoj vodi je manja vjerojatnost da ¢e
nanocestice biti individualno dispergirane i kao takve se vezati na mrezu (osim kod cvata mora),
medutim u slucaju manje pocetne koncentracije i eventualnog, ve¢ postoje¢eg 1 ucinkovitog
zaStitnog omotaca, moguce je da ¢e se vezati na mrezu kao manje nakupine 1 tako dulje ostajati
u vodenom stupcu. S druge strane, u svojim istrazivanjima Kadar i sur.!®381 nagli su kako su

nanocCestice ferihidrita koagregirane unutar EPS gela te s njim tvore stabilne agregate raznih
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veli¢ina (zbog heterogenosti EPS-a). Ujedno je i nadeno kako je EPS pojacao otapanje Fe iz

ferihidrita za 30%.

Sljedeca tvar iz prirodne organske tvari koja bi mogla stabilizirati nanocestice u
prirodnim vodama su proteini. Adsorpcija proteina ovisi o prirodi proteina i same nanocestice.
Hung i sur.®% pokazali su kako na adsorpciju globularnog proteina citokroma C na nanodestice
zlata utjece odnos hidrofilnih i hidrofobnih domena omota¢a nanocestice. Utjecaj na stabilnost
nanodestica moze imati i maseni omjer proteina prema nano¢esicamal®-%2, Za nanocestice zlata
promjera 14 nm (TEM) pri omjerima nanocestica prema proteinima u rasponu od 1:50 do
1:1000 (maseni odnosi), dobiveno je kako proteinski monosloj ¢ini izmedu 20 i 35 molekula
albumina iz humanog seruma (engl. Human Serum Albumin, HSA) . U drugom radut®?
pokazano je kako HSA ne mijenja svoju sekundarnu strukturu adsorbiranjem na nanocestice
srebra, dok ostala dva ispitivana proteina, homeotetramerni B-protein (hTTR) i lizin (a-p
protein) imaju znacajno drugacije sadrzaje a uzvojnice i B ploce u prisutnosti nanocéestica u

odnosu na same proteine.

Proteinske korone oko nanodestica ve¢ su vrlo poznata i istrazena pojaval®*9l, Tako je
primjerice, korona od albumina iz ljudskog seruma omoguc¢ila koloidnu stabilnost nanocestica
srebral® u 0,0154 M K2SOa. Za zasiéenje povrsine povriine nanolestice srebra (42 nm prema

DLS-u) bilo je potrebno 274 molekula HSA.

Adsorpcija proteina na nanocestice ovisi o zakrivljenosti njhove povrSine i o stabilnosti
proteina. Lundqvist i sur.[®l pokazali su kako veli¢ina sferi¢ne nanogestice silike ima vrlo velik
utjecaj na sekundarnu strukturu proteina koji se na nju adsorbira. Nanocestice s vecim
promjerima omoguéavat ¢e veéu dodirnu povriinu izmedu proteina i NC-e te tako uzrokovati
znacajnije promjene u sekundarnoj strukturi. Pretpostavka je naravno, da protein ima afinitet
prema ispitivanoj povrSini. Novija istrazivanja pokazala su pak kako se konformacija BSA
mijenja samo kada su u dodiru s Eesticama ve¢ima od 200 nm[®®l, a istraZivanje Sanchez- Perez
i sur.l*®1 zapravo je potvrdilo prethodno, buduéi da se pri dodiru BSA s (nano)&esticama od 82
i 200 nm nije dogadala zadovoljavajuc¢a adsorpcija istog proteina. Naime, najoptimalnija
adsorpcija BSA na nanocestice PS-a (u smislu dovoljne pokrivenosti povr§ine proteinom)
dogadala se kad su nanocestice bile relativno malene, promjera 38 nm, zato jer je tada ovaj
protein ostao u svom nativhom stanju, a kao takav moze se ,,guS¢e pakirati na povrsinu
proteina te nece dolaziti do medusobnih elektrostatskih odbijanja medu ,,razmotanijim®

proteinskim makromolekulama.
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3.10. Otapanje nanocestica srebra u prirodnim vodama

Kinetika otapanja nanocestica uvelike ovisi o pocetnoj veli¢ini nanocestice kao i o
njihovoj pocetnoj koncentraciji te o zastitnom omotacu i mediju u kojem se nalaze (otopljeni

kisik, temperatura, pH vrijednost itd.)

Kittler i sur.*% pratili su otapanje citratnih i PVP-om omotanih nanocestica srebra u
ultracistoj vodi tijekom 125 dana pri temperaturama izmedu 5,25 i 37 °C. Primjeceno je kako
je pri svim slucajevim, otapanje dostiglo stabilnu razinu (plato) nakon kojeg vise nije primje¢en
porast [Ag*]. AgNP su bile dimenzija 50 + 20 nm (TEM), a koncentracija izmedu
50 i 350 mg L. Porast temperature doveo je do brzeg otapanja, s tim da su se PVP-AgNP brze
otapale nego cit-AgNP. Pri niskoj temperaturi (5 °C) PVP-AgNP otopile su se = 10 %,
pri 25 °C 50%, a pri 37 °C izmedu 70 i 90% tijekom trajanja pokusa (125 dana). Citratom
stabilizirane nanocestice otopile su se oko 10% pri tempraturi od 25 °C, ali se na temperaturi

od 37 °C otapaju do oko 50% Sto je znacajno manje od PVP-om omotanih.

Liu i Hurtt*® pokazali su kako kisik ima klju¢nu ulogu u procesu otapanja srebrnih
nanodestica jer bez prisutnosti kisika, one nisu otpustale Ag*. Kinetika otapanja ovisila je i 0
pocetnoj koncentraciji nanocestica. Gotovo potpuno otapanje za 0,05 mg L7 cit-AgNP
postignuto je nakon 6 dana; za 0,2 mg L™ nakon nesto vise od 10 dana, a za 2 mg L tek nakon
130 dana. Medij za ove pokuse bila je kisikom zasi¢ena voda (9,1 mg L otopljenog O) pri pH
5,68. Pokusi su provedeni u mraku. Takoder je i u tom istrazivanju potvrdeno kako se otapanje
znacajno ubrzava porastom temperature medija jer su se nanoc¢estice masene koncentracije
0,05 mg L? otopile u istom mediju pri 4 °C za 30%, a pri 37 °C gotovo 100% tijekom pet dana.
U morskoj vodi dobiveni su neocekivani rezultati jer se u 8 dana otopilo samo 36% nanocestica
dok je otapanje u ultracistoj vodi i§lo do gotovo do potpunosti. Taj udinak pripisan je
intenzivnoj agregaciji AgNP u morskoj vodi koja izrazito smanjuje povrSinu nanocestica
dostupnu za otapanje. Pokazano je i kako prirodna organska tvar usporava otpustanje Ag*. U
rada se navodi da su razlozi za to adsorpcija NOM-a na povrSinu nanocestica, gdje NOM
zauzima aktivna mjesta za otapanje te redukcija Ag* u Ag® s huminskim i fulvinskim
kiselinama. Agregacija nanocestica srebra dodatno je ubrzana kada je u otopini prisutan

otopljeni Kisik.

Zhang i sur.’% uo¢ili su 3-8 puta brzu i nasumicniju agregaciju nanocestica srebra

(nasumicno povecanje dn) u prisutnosti kisika u odnosu na otopinu bez njega (sporija agregacija
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i linearni rast dn nanocestica). U prisutnosti kisika, utjecaj pocetne koncentracije na brzinu
agregacije je najuoCljiviji kod manjih nanocestica (20 i 40 nm), dok je za AgNP promjera
80 nm razlika u agregaciji mala. U istrazivanju istih autoral’®, praéena je kinetika otapanja
citratnih nanocestica srebra jednakih veli¢ina, ali razli¢itih koncentracija (300 i 600 pg L) u
prisutnosti otopljenog kisika. Poveéanje koncentracije zna¢ajno je ubrzalo rast [Ag™], a razlike
su najuocljivije za AgNP promjera 20 nm. Najmanjim nanocesticama (20 nm) trebalo je i
najduze da dostignu maksimalnu ravnoteznu koncentraciju otapanja (= 300 sati), dok je
velikima (80 nm) trebalo samo 100 sati. Kroz cijeli eksperimentalni period nije doslo do
potpunog otapanja nanogestica, §to je dobiveno i u radu Kittlera i sur.!%, zakljuéci autora su
sljededi: ravnotezna koncentracija srebra ovisi o veli¢ini nanocestica i po¢etnoj koncentraciji.
Eksperimenti su radeni u Hoagland mediju s % ionske jakosti. Jednak rezultat dobiven je i u
radu Ma i sur. 2012.561 gdje je koncentracija otopljenih nanolestica srebra bila obrnuto
proporcionalna njihovom promjeru, dok primjerice, utjecaj zastitnog omotaca na otapanje nije
pronaden. AgNP su bile obloZene arapskom gumom i PVP-om te dispergirane u 1 mM
NaHCOs. Chen i sur. su 2013.0%1 ysporedivali otapanje nanosrebra u jednostavnim otopinama
elektrolita (NaCl i CaCl.), otopini huminskih kiselina i prirodnim vodama (jezerska, podzemna
i morska voda). Njihovi su rezultati pokazali kako na otapanje utjeu agregacija nanocestica,
prisutnost CI™ i koncentracija prirodne organske tvari. Veca koncentracija klorida znaci brze
otapanje, dok ga prirodna organska tvar usporava. Dok su se nanocestice u 100 mM NacCl i
CaCl, otopile do 12 i 20 % tijekom sedam dana, dodatkom huminske kiseline (1-10 mg L)
koli¢ina otpusStenog Ag" se smanjivala kroz 5 dana i od pocetnih 4% Ag* u otopini pala je na
ispod 2%. Jezerska voda imala je 8,4 mg L™ huminskih kiselina te su se u njoj AgNP otopile
samo 5%, dok u podzemnoj vodi 6%. Otapanje u morskoj vodi doseglo je ravnoteZni plato na
70% pocetne koncentracije srebra, a morska voda imala je 1,9 mg L* HA. Dobias i sur.>]
pratili su otapanje nanocestica srebra (citratnih, PVP-om i taninskom kiselinom omotanih) u
jednoj jezerskoj i dvije rje¢ne vode. U svim eksperimentima brzina otpustanja Ag* smanjivala
se s vremenom, a do potpunog otapanja nije doslo tijekom Cetiri mjeseca trajanja eksperimenta.
Brz porast koncentracije Ag" uvijek se o¢itovao na pocetku eksperimenta, nakon Cega je
otapanje zamjetno usporenije. Autori tvrde kako je razlog relativno brzom po¢etnom otpustanju
iona u prirodnim vodama prvenstveno desorpcija kemisorbiranog Ag" na povr$inama
nanocestica. Oksidativno otapanje takoder je prisutno, ali je manje znacajan proces zbog
visokog pH prirodnih voda iz rada (7,9-8,4). Na svim lokacijama 5 nm AgNPs su se najbrze
otapale (doseg 85-89%) dok su AgNP promjera 50 nm bile otopljene samo do 10% pocetne

koncentracije. Zastitni omota¢ imao je veliku ulogu u procesu otapanja. Sveukupno,
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nanodestice omotane citratom najmanje su otpustale (za jedan red veli¢ine manje) Ag* $to bi
moglo biti zbog vezanja Ag+ s karboksilnim skupinama citrata ili zbog toga Sto citrat moze

reducirati Ag* natrag u Ag°.

3.11. Medudjelovanja povrSinski aktivnih tvari i nanocestica u prirodnim vodama

Povrsinski aktivne tvari ili surfaktanti relativno su vazna podskupina organske tvari u
prirodnim vodamal®, Uglavnom ih proizvode bakterije, a radi se o spojevima poput
glikolipida 1 lipopeptida te onima vise molekulske mase poput amfifatskih polisaharida,
proteina, lipopolisaharida i lipoproteinal*®l. Antropogene PAT dijele se s obzirom na naboj koji
nose; na kationske, anionske, neionske i zwitter ionske surfaktante. Uglavnom se koriste kao
sapuni, detrdzenti za rublje, Samponi, detrdzenti za posude, a u industrijske svrhe kao
komponenta tvari za podmazivanje, obradi tekstila, rudarstvu, ekstrakciji i preradi nafte i
prociS¢avanju otpadnih voda. Prirodne povrsinski aktivne tvari su Cesta pojava na povrsini mora
pogotovo tijekom poveéane fitoplanktonske aktivnostit®l, zbog ispase zooplanktonal'®’l te
aktivnosti morskih bakterijall®l. Zbog svoje amfipatske prirode, nakupljaju se na medufaznoj

granici more-zrak, a koncentriraniji su u povrsinskom mikrosloju u odnosu na pod-povrsinsku
vodu [198.109]

Istrazivanja su pokazalal*®!ll da ¢e se najjata medudjelovanja izmedu PAT i
nanoGestica ostvarivati kada se radi o suprotnim nabojima. Hedberg i sur.'2% to su potvrdili
pokazavsi da pozitivno nabijene PAT koje se koriste u detrdZentima za pranje rublja snazno
reagiraju s negativno nabijenim nanocesticama. Dogodila se i promjena naboja AgNP koja je
reverzibilna, a ovisna o pocetnom naboju nanocestica 1 koncentraciji PAT. Eksperimenti su
provedeni u ultracistoj vodi kojoj je samo namjesten pH. U istom radu, neionska PAT, Berol,
pokazala je slabije, hidrofobne interakcije s nanogesticamal®'%. Skoglund i sur.[**? potvrdili su
istrazivanje Hedberga i sur. time Sto su dokazali kako Berol zaista destabilizira nanocestice, a
to su pripisali tome S§to ova PAT stvara hidrofobniju sredinu oko nanocestice i umanjuje
ioniziranost povrSinskih skupina. Mjerenja su takoder radena u modelnim otopinama PAT gdje

je jedini doprinos ionskoj jakosti elektrolit za namjestanje pH i same nabijene PAT.

Bae i sur.'™ dokazali su veéu toksi¢nost negativnih nanoGestica stabiliziranih s
pozitivnim PAT na bakteriju E. coli u odnosu na nanocCestice stabilizirane anionskim i
neionskim surfaktantima. Medij za bakterije imao je vrlo nisku ionsku jakost, zbog ¢ega se u

prirodnim vodama koje imaju vece ionske jakosti ne ocekuje takav ishod stabilnosti.
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U Istrazivanju Li i suradnika™*®] rje¢na, voda iz postrojenja za obradu otpadnih voda i
voda iz slavine koristene su kao medij u kojima se nanocestice mogu nalaziti omotane/zasti¢ene
pomocu PAT. Ti autori koristili su nanocestice TiO2 kojima su dodali ili natrij dodecil sulfat
(SDS) ili NPEO (engl. nonylphenol ethoxylates, ili Tergitol, NP-9). lako su se obje PAT
adsorbirale na povrSinu nanocestica, SDS je rezultirao viSe negativnim zeta potencijalom na
povrsini istih. Eksperiment je proveden kroz samo 24 sata, a da bi stabilizacija uspjela, maseni
udio povrsinski aktivnih tvari u otopini morao je prelaziti 0,015% (w:v). lako je agregacija bila
zamjetnija u prirodnim vodama u odnosu na ultraCistu vodu, ipak je mjerljiva frakcija
nanoCestica uspjesno stabilizirana u realnom uzorku. NiZe koncentracije SDS-a (manje od
0,015%) uzrokovale su brzu sedimentaciju nanocetica iz vodenog stupca, dok je primjerice, pri
koncentraciji od 0,020% SDS-a 95% nanocestica TiO2 ostalo dispergirano u vodenom stupcu.
Primjerice, dodatak 0,015 i 0,02% SDS-a u vodi postrojenja za obradu otpadnih smanjio je
veli¢ine agregata za 42,72 i 50,98%. Sli¢ne vrijednosti dobivene su za iste udjele SDS-a u tri
tipa rije¢ne vode, dok je u vodi iz slavine, bez ove PAT pocetna koncentracija nanocestica pala

na 10%, a s dodatkom 0,030 % je ostala na 60% pocetne koncentracije nakon 24 sata.

3.12. Nanocestice i sediment u vodenim sustavima

Gallego-Urrea i sur.*®l proveli su vazno istrazivanje o sudbini nanodestica zlata
(promjera 30 nm) u modelnim kopnenim te umjetnoj morskoj vodi pri vrlo niskim
koncentracijama (80 ug L™) koje su bliske onim o&ekivanim u okolisul™. Autori su iznijeli
veoma vazne zakljucke: pri tako niskim koncentracijama, sedimentacija nije ofekivana
sudbina nanocdestica. Pad broj¢ane koncentracije AuNP (engl. Gold nanoparticles, AUNP) u
modelnim kopnenim i umjetnoj morskoj vodi se dogodio, ali u niskom udjelu (maksimalno do
50% pocetne koncentracije) pa se moze pretpostaviti da prisutni agregati nisu imali dovoljno
veliku masu da prevladaju uzgon, trenje i difuzijske sile unutar vodenog stupca te sedimentiraju.
lako je u sustav dodan i mineral gline ilit, uz prisutnost prirodne organske tvari kao SRNOM
(engl. Suwannee River Natural Organic Matter, SRNOM), nanocestice su pokazale stabilnost
pri danim koncentracijama. Autori zaklju¢uju kako vaznu ulogu u sudbini nanocestica u
okoliSu ima i pocetna (brojcana) koncentracija i omjer prirodne organske tvari prema
nanocesticama. Budu¢i da su nanocestice u okoliSu josS nizih koncentracija, ocekuju se jos
manje brzine agregacije. Rezultati rada pokazuju kako je heterokoagulacija nanocestica sa

sedimentom najvjerojatniji ishod nakon njihovog medusobnog kontakta. Medutim, nanocestice
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mogu (p)ostati koloidno stabilne pri razlicitim okoliSnim uvjetima, pogotovo ako se radi o
njihovim niskim pocetnim koncentracijama u prirodnim vodama. Takav ishod povecava
mogucnost daljeg transporta pa se koloidno stabilne nanoCestice mogu prenositi kroz
kopnenene vode i stizati do uSc¢a rijeka i morskih okoliSa gdje ¢e visok salinitet uzrokovati
destabilizaciju veceg dijela nanocCestica. Struktura prirodne organske tvari i njen omjer prema

nanodesticama utjecat ¢e na njihovu moguéu stabilizaciju u takvom okolisul®3l,

Osim homoagregacije, o¢ekivano je da ¢e nanocestice u realnim vodenim sustavima i

heteroagregirati sa desticama glinal**4115],

Quik i suradnici®™4 pratili su sedimentiranje nano&estica CeO; iz uzoraka rjeéne vode.
Rje¢na voda bila je nefiltrirana i filtrirana kroz filter otvora pora od 0,22 um . Koncentracije
nanodestica su bile 1, 10 i 100 mg L. Dok su vise koncentrirane disperzije nanocestica CeO2
(10 i 100 mg L) nakon 12 dana gotovo u potpunosti istalozile iz vodenog stupca (99%-tna
sedimentacija), najmanje koncentrirana disperzija (1 mg L) nakon kontakta s nefiltriranom
rjecnom vodom izgubila je 80 — 86% nanocestica, a kada se radilo o filtiranoj rje¢noj vodi,
samo je 14 — 22% nanocestica istalozilo iz vodenog stupca. Pretpostavlja se da je

heteroagregacija s prirodnim koloidima razlog takve razlike.

Li je u svom doktoratul®”! radio s 88-nm nano&esticama srebra koje su stabilizirane
Tweenom 80, a usporedivao ih je sa cit-AgNP i SDS-AgNP prvo u tri razli¢ita elektrolita (NaCl,
CaCl2 i NaNOs3). Dok su citratom omotane nanocestice agregirale vrlo brzo ve¢ u 40 mM NaCl-
u, Tween-AgNPs pocele su agregirati tek u 0,5 M otopini istog elektrolita. Vrlo zaCudujuce je
da je kriti¢na koagulacijska koncentracija takoder Tweenom omotanih nanocestica u CaClz-u
bila 700 mM, dok je za cit-AgNP u istom elektrolitu CCC 2 mM. Rezultati mjerenja
elektroforetske mobilnosti pokazali su kako AgNP omotane Tweenom nose veoma maleni
negativan naboj, stoga je zakljucak koji iz toga proizlazi da se nanocestice stericki stabiliziraju.
No jo$ vaznije, nakon toga je eksperiment proveden u prirodnoj rje¢noj vodi ionske jakosti od
10 mM. Opet, jedino su Tweenom stabilizirane nanocestice ostale stabilne unutar 15 dana
mjerenja, dok su druge agregirale ve¢ nakon nekoliko sati. U ovom istrazivanju, koncentracija
otopljenog organskog ugljika, DOC (engl. Dissolved Organic Carbon, DOC) je bila
5,7 mg L. Tween-AgNP su &ak nakon tre¢eg dana podele lagano otapati, $to autori pripisuju
vrlo dobroj dispergiranosti koja omogucuje veéu izlozenu povrSinu nanocestica koje onda

korodiraju u prisutnosti kisika i svjetlosti.
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Liu i sur.[**6] pokazali su kako je stabilnost nanocestica srebra u dodiru s modelnim
sedimentima montmorilonitom i kaolinitom, zna¢ajno poveéana u prisutnosti Tweena 80. CCC
vrijednosti za T80-AgNP u u dodiru sa sedimentima porasle su iznad 100 mM za NaCl, NaNOs
i CaCl. Taj ucinak autori pripisuju adsorbiranju samog T80 na povrsinu sedimenta koji tako
utjeCe na usporavanje interakcija AgNP 1 sedimenta. Medutim, suviSak Tweena 80 na
sedimentu opet moze dovesti do suprotnog ucinka-premostavanja i destabilizacije suspenzije
$to smanjuje stabilnost takvog binarnog sustava. U istrazivanju Liu i sur.®! pokazano je kako
nema znacajnih razlika u koloidnoj stabilnosti izmedu binarnih sustava glina-nanocestice i
individualno samih nanocestica i individualno samih glina pri istom pH. Da bi se agregacija
mogla dogadati, energetska barijera za agregacije je morala biti prijedena, $to je postignuto u
otopinama vece ionske jakosti buduéi da je pri pH prirodnih voda povrSina gline negativna.

Prema tome, takav binarni sustav moze se smatrati monosustavom.

Zhou i sur.!1 potvrdili su kako mije$anje montmorilonita (MMT) i AgNP pri pH 8 ne
mijenja stabilnost takvog binarnog sustava u odnosu na pojedine komponente. Uspjesnost
sudara (engl. attachment efficiency) jednaka je za sve slu¢ajeve (sam MMT, sam AgNP, MMT
+ AgNP). Isti¢e se da gline koje imaju pHpzc izmedu 5 i 8, mogu destabilizirati nanocestice.
Inace, ovisnost vrijednosti pHpzc o ionskoj jakosti nije jednozna¢na i moze se utvrditi
potenciometrijskom masenom titracijom. Vrijednost pHpzc obi¢no se odreduje
eksperimentalno, u tocki sijeciSta krivulja povrSinskog naboja pri razli¢itim ionskim

vrijednostimall,

Iako 1 gline brze sedimentiraju s porastom ionske jakosti, destabiliziranje ne mora biti
izravno i trenutno jer su primjerice sedimenti iz u$¢a obi¢no sastavljeni od otvorenih, poroznih
struktura organo-glinenih kompleksa. Dodatkom hitina ili huminske kiseline montmorilonitu
agregacija u umjetnoj morskoj vodi do saliniteta 7,2 je usporena. Polielektoriliti iz prirodnog
vodenog sustava mogu se adsorbirati na inace pozitivne rubove glina i tako usporiti agregaciju.
Polimeri se u slanoj morskoj vodi mogu odmotavati i time jo$ viSe pridonositi sterickim

odbijanjimalt*el,

Konac¢no, dospiju li nanocestice u vise ili manje dispergiranom stanju do sedimenta, u
kontinuumu morska voda-sediment takoder se oc¢ekuju nagle promjene specijacije ovisno o
redoks uvjetima u okolini. U jednom istrazivanjul!’® nadeno je kako se nanodestice
imobilizirane unutar prvih 10 cm sedimenta imaju dosta razlicite specijacije, a ve¢inom se radi

0 srebru povezanom s reduciranim sumporom (primjerice u cisteinskom kompleksu ili kao
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AQ2S), pri ¢emu je dominantnija vrsta Ag2S. Medutim, na specijaciju utjecu i ciklusi plime i

oseke zbog mijesanja sedimenta.
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4. Eksperimentalni dio

4.1. Materijali i priprema uzoraka
4.1.1. Kemikalije

Albumin iz govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA), natrijev hidroksid
(NaOH), kalcijev Kklorid (CaCl,), magnezijev sulfat heptahidrat (MgSO4-7H20), trinatrijev
citrat dihidrat (CsHsNa3O7-2H20) i natrijev dodecil sulfat (NaCi2H25S04) kupljeni su od
proizvodaca Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD) te su bili analiticke ¢istoc¢e. Poli(vinil-
pirolidon) (PVP) prosje¢ne molekulske mase 40 000 g mol?, poli(etilen-glikol) (C2nHan+20n+1)
(PEG), Tween® 20 (poli(etilen-glikol) sorbitan monolaurat) (CsgH114026), Tween® 80
(poli(etilen-glikol) sorbitan monooleat) (CssH124026), Triton® X-100 (poli(etilen-glikol) tert-
oktilfenil eter) (C1aH220(C2H40)n(n=9-10)), taninska kiselina (C7sHs52046) (TA), razgranati
poli(etilen-imin) ((C2HsN)n) (BPEI), poli(vinil-alkohol) (CH2CH(OH),) (PVA), poli(etilen-
glikol)-blok-poli(propilen-glikol)-blok-poli(etilen-glikol) (Pluronic® P-123 i Pluronic® F-127),
heksadecilamin (CisHssN), tetraoktil amonijev bromid (Cs2HesBrN) (TOAB) kao i
montmorilonit K10 ((Na,Ca)o3(Al,Mg)2Sis010(OH)2-nH20) nabavljeni su takoder od tvrtke
Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, SAD). Srebrov nitrat (AgNO3), natrijev (NaCl) i kalijev
klorid (KCI) kupljeni su od Kemike d.d. (Zagreb, Hrvatska) te su bili analiti¢ke Cistoce. Krom-
sumporna kiselina nabavljena je od tvrtke Gram-mol (Zagreb, Hrvatska). Disperzante
Disperbyk 110, 111, 118, 180 i 190 proizvela je tvrtka Byk-Chemie GmbH (Wesel, Njemacka).
U Tablici 4 prikazane su kemijske strukture povrsinski aktivnih tvari i polimera koji su koristeni

za stabilizaciju nanocestica srebra. Za disperzante tvrtke Disperbyk sastav nije bio dostupan.

Nanocestice srebra (engl. Silver nanoparticles, AgNP) s citratom kao zaStitnim
omotac¢em dobivene su iz tri izvora: a) od tvrtke Sigma Aldrich, s promjerima 10, 20, 40, 60 i
100 nm masenih koncentracija 20 pg mL?* (Ag10, Ag20, Ag40, Ag60, Ag 100 SA, Sigma
Aldrich-Merck, Kenilworth, NJ, SAD); b) od tvrtke Nanocomposix (San Diego, Kalifornija,
SAD) promjera 60 nm i masene koncentracije 1000 pg mL™* (Ag60 NC); i c) sintetizirane u
laboratoriju, promjera 60 nm (Ag60 LMNB) te masene koncentracije 100 pg mL™. Postupak

sinteze nanocestica opisan je u poglavlju 4.1.2.

Standardna otopina srebra, dusi¢na kiselina (HNO3) i indij (In) bili su najviSe ¢istoce
(purissimum pro chromatographia) i proizvoda¢a Honeywell Fluka (Charlotte, NC, SAD), a

koriStene su za spektroskopiju masa s induktivno spregnutom plazmom.
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Tablica 4. Povsinski aktivne tvari i polimeri kori$teni za stabilizaciju nanocestica srebra.

komercijalni naziv
ili skracenica

PVA

PEG

PVP

Triton© X-100

Pluronic® F127 i

Pluronic® P123**

Tween® 20

Tween® 80

Na(4-PSS-M)

TOAB

struktura

1l

n

F o
SN

N (0]

B
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Ho{\ﬁo Wj\gﬂo}
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o] o /\/}XOH

Y wW+x+y+z=20

o]
o
o
w
/\/}OH
o
X
/\J/OH
o
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w+x+y+z=20

Br

cmc*, medij za
odredivanje cmc-a

O

0,22-0,24 mM,

etanol 2

0,059 mm{24,

ultradista voda

0,01 -0,11 mmU22,

ultracista voda

naboj

*cme (engl. Critical Micelle Concentration) — kriti¢na micelarna koncentracija - koncentracija povr§inski aktivne
tvari pri kojoj se pocinju stvarati micele

O podatak nije dostupan
** Pluronic je blok kopolimer formule -(PEG)x-(PPG),-(PEG)x-. Za Pluronic F-127 vrijedi da je x ~ 100, y =65, a
za Pluronic P-123 x = 20, ay = 70.
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4.1.2. Sinteza nanocestica srebra

Nanocestice srebra pripravljene su redukcijom srebrova nitrata s trinatrijevim citratom
dihidratom modificirano prema metodi za sintezu nanodestica zlata Turkevicha i sur.!?%l: 21,25
mg srebrova nitrata otopljeno je u 120 mL ultrac¢iste vode te zagrijavano do vrenja uz mijeSanje
na magnetskoj mijeSalici. Nakon $to je otopina uzavrela, 5 mL trinatrijevog citrata dihidrata
masene koncentracije 1 % plasticnom je kapaljkom postupno dodavano u reakcijsku tikvicu
kroz 3 minute. Grijanje i mijeSanje je nastavljeno sve do trenutka kad je otopina pocela
poprimati svjetlozutu boju, nakon Cega je reakcijska tikvica uklonjena s grijaca te je ohladena
pod mlazom hladne vode. Tijekom hladenja otopina je poprimila zlatno-zutu boju, koja ukazuje
da su dobivene nanoGestice srebra promjera priblizno 60 nm[*?*l. Prema stehiometrijskim
omjerima reaktanata i uz maksimalnu iskoristivost, disperzija nanocestica srebra doseze
koncentraciju ukupnog srebra od 107,7 ug mL™. Veli¢ina nastalih nanocestica provjerena je
tehnikom UV-VIS spektroskopije (engl. ultraviolet-visible spectroscopy, UV-VIS) i
dinamickog rasprsenja svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS). Neovisno radilo se o
sintetiziranim ili komercijalnim nanocesticama srebra, alikvoti ishodnih disperzija uvijek su
sonificirani u ultrazvu¢noj kupelji tvrtke Bandelin Sonorex Digitec (Bandelin electronic GmbH
& Co. KG, Berlin, Njemacka) tijekom 3 min, pri snazi od 30 W, neposredno prije primjene u

eksperimentima.

4.1.3. Priprava medija za disperziju nanocestica srebra

Ultra¢ista voda (Mili-Q, MQ) elektricne otpornosti 18,2 MQ-cm dobivena je
propustanjem bidestilirane vode kroz filtracijski sustav ,,Milipore Advantage System* (Merck

Milipore, Darmstadt, Njemacka).

Koncentrirana umjetna morska voda (engl. Artificial Seawater, ASW) saliniteta 108,7
pripravljena je otapanjem 26,29 g natrijeva klorida, 0,74 g kalijeva klorida, 0,99 g kalcijeva
klorida, 6,09 g magnezijeva klorida heksahidrata te 3,94 g magnezijeva sulfata heptahidrata u
350 mL ultraciste vode uz mijeSanje na magnetskoj mjeSalici pri sobnoj temperaturi.
Uobi¢ajene recepture za umjetnu morsku vodu obiéno sadrze vitaminel*®! te razligite
mikrokonstituente?8], medutim u ovom doktorskom radu teZiste je na ispitivanju utjecaja

glavnih soli morske vode na moguénost stabilizacije nanocestica srebra proteinima i povrsinski
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aktivnim tvarima pa iz tog razloga u ovom postupku vitamini i ostali mikrokonstituenti nisu

koriSteni.

Ionska jakost umjetne morske vode izracunava se prema jednadzbi Lewisa i

Randallal*?" koja opisuje aktivitete jakih elektrolita (jednadzba 4.1.):

1

gdje je I ionska jakost, ci molarna koncentracija elektrolita, a zj predstavlja nabojni broj kationa
ili aniona. Za izracun | pojedinog elektrolita zbrajaju se koncentracije njegovog kationa
pomnozeno s kvadriranim nabojnim brojem s koncentracijom aniona pomnozenog s
kvadriranim nabojnim brojem aniona. Izracun za ionsku jakost umjetne morske vode prikazan

je u jednadzbi 4.2.

n
1
Ipsw = 5 Z(CNaCI 12 + cnaqr * 1) + (cxa * 12 + cxa - 1%) + (Ccac, " 22 + 2 Ccac, - 17) +
=1

(Cemgeryestiyo 22 + 2 - Cmgcl,«6H,0 * 17) + (CMgso,-6H,0 * 2% + CMgs0,-6H,0 * 22) (4.2)

Uvrstavajuci vrijednosti molarne koncentracije (jednadzba 4.3.) za NaCl (0,45 M), KCI
(0,00993 M), CaCl: (0,00892 M), MgCl.:6H20 (0,03 M) i MgSO4-7H20 (0,016 M) dobiva se:

n
1
Ipsw = > 2(0,45 12+ 0,45-1%) 4+ (0,00993 - 12 + 0,00993 - 12) +
i=1

(0,00892- 22 + 2 - 0,00892- 12) + (0,03- 22 + 2- 0,03 - 12) + (0,016 - 22 + 0,016 - 22) (4.3)

IASW = 0,64‘ M (44)
Prema tome, $to je veci salinitet, veca je 1 ionska jakost.

Nakon S§to su se soli otopile, otopina se mijeSala na magnetskoj mjesalici u
laboratorijskim uvjetima (sobna temperatura, slobodan dotok zraka) jo$ dva sata, a potom je pH
vrijednost namjestena na 8,2 dodatkom nekoliko kapi 0,1 M NaOH (pH-metar SevenEasy tvrtke
Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD). Prirodna morska voda uzorkovana je na lokacijama
zapadne istarske obale: uvala Valdibora u Rovinju (45°05'10,7"N 13°38'20,8"E) i pulskom
priobalju (Setaliste Lungo Mare, 44°50'07"N 13°50'09"E), a filtriranjem kroz filtere promjera
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pora 0,2 um (Whatman 1, GE Healthcare Life Science, Little Chalfont, UK) pripravljeni su

njihovi filtrati.

Na Slici 5 dan je shematski prikaz ostalih medija koriStenih za dispergiranje nanocestica
I ispitivanje njihove koloidne stabilnosti. Umjetna morska voda simulirala je ionsku jakost
prirodne morske vode bez otopljene i Cesti¢ne frakcije organske tvari, prirodna morska voda
(engl. Natural Seawater, NSW) bila je koristena bez ikakvih modifikacija, dok je u filtriranoj
prirodnoj morskoj vodi (engl. Filtered Seawater, FSW) uklonjena ¢esti¢na frakcija. Na koncu,
prirodna morska voda je razjedivana ultracistom vodom do zeljenih saliniteta. Saliniteti
umjetne morske vode bili su u rasponu izmedu 5 i 38, a saliniteti prirodne filtrirane i nefiltrirane
morske vode 15 i 35. U navedenim medijima pracena je koloidna stabilnost i otapanje AgNP

uz dodatak potencijalnih stabilizatora (proteini / povrSinski aktivne tvari / polimeri).

Mediji za dispergiranje
nanocestica srebra

s
ultradista

voda (MQ)

umjetna
morska voda
(ASW)

prirodna
morska voda

Nefiltrirana
(NSW)

Filtrirana
(Fsw)

Slika 5. Vodeni mediji za nanocCestica srebra i njihove kratice koje ¢e se koristiti u tekstu

ASW 5 - 38

4.1.4. Uzorkovanje seruma morskih beskraljeZnjaka

Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) i hridinasti jezinac
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816) uzorkovani su duz rovinjskog priobalja i drzani u

proto¢nim bazenima s morskom vodom dva tjedna prije postavljanja pokusa.

Dagnje su otvarane ru¢no, suprotnim smicanjem lijeve 1 desne ljuske, nakon cega je

nastao mali prorez koji je rastvoren postavljanjem Skarica za seciranje i njihovim zakretanjem
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za 90°. U nastali prorez, blizu ruba (donji, tvrdi i zaobljeni rub ljusture) dagnje, uguran je plavi
plasticni nastavak za automatsku pipetu. Na taj nacin dagnja je bila dovoljno otvorena za
uzorkovanje hemolimfe punkcijom aduktora (misi¢ koji sluzi za otvaranje i1 zatvaranje ljustura)
injekcijskom Spricom s iglom (G 23). Iz svake dagnje bilo je moguce izvaditi 300 — 400 pL

hemolimfe.

Jezincima je celomska tekucina izvadena prolaskom injekcijske Sprice kroz peristom
(membranu oko ustiju jezinca) i uvlacenjem celomske tekucine u injekcijsku Spricu s iglom
(G 23). Koli¢ina celomske tekucine koju je bilo moguce izvaditi iz pojedinog jezinca kretala se
izmedu 0,5 1 1 mL. Iz 10 jedinki dagnji pripravljen je kompozitni uzorak koji je razdijeljen u
eppendorf tubice koje su potom centrifugirane na 4000 g, pri 4 °C tijekom 10 min kako bi se
stanice hemolimfe odvojile od seruma. Jednaki postupak proveden je za celomsku tekuéinu.
Supernatanti (serumi) alikvotirani su u volumene po 1 mL i zamrznuti na — 20 °C do sljedece

upotrebe.

4.1.5. Priprema prirodnog sedimenta iz Limskog kanala

Prirodni sediment uzorkovan je u Limskom kanalu (45°08'N / 13°39'E) grabilom po
Van Veen-u, nakon ¢ega je suSen Sest dana na sobnoj temperaturi te je potom prosijavan kroz
niz sita od kojih je zadnje imalo promjere rupica 0,063 mm. Prosijani sediment jos je jednom
susen na 60 °C tijekom jednog sata te je potom liofiliziran i pohranjen u zatvorenim kutijama

na sobnoj temperaturi.

4.1.6. Priprema uzoraka za eksperimente stabilizacije nanocestica srebra proteinima

4.1.6.1. Priprema uzoraka za stabilizaciju nanocestica srebra albuminom iz govedeg

seruma

Uzorci za odredivanje utjecaja BSA na stabilnost AgNP pripremani su na sljede¢i nacin:
u eppendorf tubice volumena 1,5 mL otpipetirano je 250 uL disperzije nanoCestica srebra
promijera 40 nm koje je proizvela tvrtka Sigma Aldrich (20 pg mL™ nanodestica Ag40 SA) te
400 pL otopine BSA koncentracije 250 pM. Sadrzaj tubice je njeZno mijesan tijekom tri minute,

a potom je dodano 350 pL ASW saliniteta 108,7 koji je nakon razrjedenja u kona¢nom
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volumenu uzorka (1 mL) iznosio 38. Disperzija je ponovo lagano promijeSana. Pripravljeni
uzorci stajali su u laboratorijskim uvjetima, pri temperaturi od 22°C i ciklusima izmjene svjetla
dan / no¢ te su alikvoti za mjerenja uzimani u razmacima od jednog dana. Volumen
pripravljanih uzoraka uvijek je iznosio 1 mL, dok su pri eksperimentima mijenjane
koncentracije nanocestica srebra (od 1 do 10 pg mL™), koncentracije BSA (od 0,001 do 500
uM), veli¢ine nanocestica (od 10 do 100 nm) i saliniteta ASW (od 5 do 38). Kada se radilo o
pokusima s mijenjanjem saliniteta (dok su koncentracije nanocestica i BSA ostale stalne),
alikvoti komponenti drzani su na 250 pL za disperzije nanocestica, 400 uL kad se radilo o
otopini BSA, a volumen umjetne morske vode uvijek je iznosio 350 uL. Kako bi se to postiglo,
primjerice, od otopine ASW pocetnog saliniteta 108,7 pripravljena je radna otopina saliniteta
85 te je ve¢ pomijeSanim nanocesticama i BSA dodano 350 uLL ASW 85 kako bi zavrsni salinitet

u volumenu od 1 mL iznosio 30.

4.1.6.2. Priprema uzoraka za stabilizaciju nanocestica srebra proteinima iz seruma

morskih beskraljeznjaka

Za ispitivanje koloidne stabilnosti nanocestica srebra u prisutnosti proteina iz seruma
morskih beskraljeznjaka odabrane su nanocestice promjera 60 nm. Prema rezultatima
preliminarnih eksperimenata, bilo je vidljivo kako se 1 Ag40 1 Ag60 zadovoljavajuce dobro
stabiliziraju s albuminom iz govedeg seruma pa su zbog sloZenosti uzorka seruma tjelesnih
tekuc¢ina morskih beskraljeZnjaka odabrane Ag60 - neSto veca Cestica moze adsorbirati vec¢u

koli¢inu proteina.

Nanocesticama srebra promjera 60 nm tvrtke Nanocomposix (Ag60 NC) dodavan je
serum hemolimfe i celomske tekucine u ultracistoj (MQ) i umjetnoj morskoj vodi (ASW).
Ispitivan je utjecaj dvaju saliniteta (15 ili 38) kako bi se provjerila mogucnost stabilizacije
nanocestica proteinima u morskoj vodi ,,normalnog* saliniteta (salinitet 38, Jadransko more) i
u morskoj vodi dobro izmjeSanog estuarija (15). U eppendorf tubice volumena 1,5 mL prvo su
dodavani alikvoti ishodne disperzije nanocestica (po 50 pL Ag60 NC pocetne konentracije 100
ug mL7), a zatim odredeni volumen seruma hemolimfe odnosno celomske tekuéine. Nakon
dodavanja seruma, eppendorf tubica je rucno protresena i ostavljena stajati dvije minute do
dodatka MQ ili ASW. Ukupni volumen uzorka iznosio je takoder 1 mL. Uzorci su stajali na

sobnoj temperaturi te su bili podvrgnuti izmjenama prirodnog svjetla (dan/no¢).

37



4. EKSPERIMENTALNI DIO

Kod uzoraka za ispitivanje stabilizacije nanocCestica proteinima iz seruma morskih
beskraljeznjaka uvijek je koristena koncentracija AgNP od 5 nug mL™? jer se o¢ekuje da ¢e se
stabilizacija nanocestica dogadati u manjoj mjeri nego s modelnim proteinom (BSA), a ujedno
je potrebno imati i dovoljno visoku koncentraciju koja se moze lako detektirati pomocu

najcesc¢e koristenih tehnika; UV-VIS spektroskopijom i dinamickim rasprSenjem svjetlosti.

4.1.7. Priprema uzoraka za eksperimente stabilizacije nanocestica srebra pomocu

povrsinski aktivnih tvari i polimera

U svim pokusima stabilizacije nanocestica koristen je Ag60 LMNB (nanocestice srebra
promjera 60 nm, pripravljene u laboratoriju). U prethodnim pokusima pokazana je
zadovoljavajuéa stabilnost Ag60 kada je stabilizator bio BSA te je interes takoder usredotoc¢en
na pitanje moze li se ve¢a nanocCestica stabilizirati s ispitanim povrSinskim stabilizatorima?
Zbog vrlo velikog broja uzoraka, bilo je i ekonomi¢nije Koristiti nanoCestice sintetizirane u

laboratoriju.

Za stabilizaciju nanoCestica srebra povrSinskim stabilizatorima (Sto ukljucuje
povrsinski aktivne tvari 1 polimere), u morskoj vodi pripremane su disperzije koje su se osim
po sadrzaju, razlikovale i po trenutku dodavanja pojedine komponente (nanoCestica, PAT,
odnosno morske vode) u svrhu simuliranja razli¢itih scenarija kontakta nanocestica 1 tvari

prisutnih u morskom vodenom stupcu.

Kako bi se ispitao ucinak razliCitog naboja i strukture povrsinski aktivnih tvari na
koloidnu stabilnost nanocCestica, koriStene su neionske, anionske i kationske povrSinski aktivne
tvari i polimeri; Tween 20, Tween 80, PVP, PEI, PEG, PVA, T-X-100, Na(PSS-4-M), Pluronic
P-123, Pluronic F-127, Disperbyk 110, 111, 118, 180 i 190, taninska kiselina (nije PAT niti
polimer nego polifenol, sastojak NOM-a, koriSten zbog moguce stericke stabilizacije prema
AgNP), TOAB i heksadecilamin. Polisorbati Tween 20 i Tween 80 ve¢ su pokazali u
prethodnim istrazivanjima dobru stabilizaciju nanocestica u vodenoj okolini, ali istrazivanja
koloidne stabilnosti nisu provodena za morsku vodul®”116:128129.1301  Qligno  (dobra
stabilizacijska mo¢) je nadeno i za skupinu Pluronical**132] stoga se sli¢an utjecaj o¢ekuje i u
morskoj vodi za nanocestice srebra. Triton-X-100 (T-X-100) se Cesto koristi kao modelna PAT

za ispitivanje koncentracije povrsinski aktivnih tvari u morskoj vodi™3, a i u raznim
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biokemijskim istrazivanjimal*®l. Disperbyk skupina disperzanatal*®>*¢! odabrana je zbog

istrazivanja desorpcije nanocestica sa sedimenta.

Sve navedene tvari bile su otapane u razli¢itim medijima (Slika 5) na nacin da je
potrebna odvaga pojedine PAT ili drugog povrsinskog stabilizatora otopljena u 40 mL ultraciste
ili morske vode, na magnetskoj mjesalici uz lagano grijanje (40-60°C) do potpunog otapanja.
Od ishodne otopine pojedine PAT ili polimera u ultra¢istoj, umjetnoj ili morskoj vodi uzimani
su alikvoti od 950 pL kojima su potom dodavane nanocestice (volumen nanocestica bio je 50
ulL). U ovim eksperimentima masena koncentracija Ag60 LMNB iznosila
je 5 ugmL? a PAT izmedu 1 i 10 mg mL? (0,1 — 1 % wi/v). Ako se pak radilo o naknadnom
dodavanju PAT u morsku vodu s nanocesticama, dodavani su alikvoti otopina pojedine PAT
pripremljene u MQ, a zatim morska voda do Zeljenog saliniteta. Uzorci su stajali na sobnoj

temperaturi te su bili podvrgnuti ciklusima svjetla dan/no¢.

4.1.8. Dodatak povrsinski aktivnih tvari nanocesticama srebra uz prisustvo modelnog i

prirodnog sedimenta

4.1.8.1. Scenarij | — naknadni dodatak modelnog i prirodnog sedimenta

Uzorci u kojima su sedimenti dodavani naknadno (nakon nanocestica) pripremani su na
sljede¢i nacin: prvo je u eppendorf tubice volumena 1,5 mL ispipetiran alikvot od 950 pL
prethodno pripremljene otopine pojedine PAT, ¢ije su kona¢ne koncentracije u 1 mL iznosile
1-10 mg mL™. Mediji za otopine PAT bili su ultradista voda i razli¢ite morske vode prikazane
na Slici 5. Potom je u otopinu PAT dodavano po 50 uL Ag60 LMNB masene koncentracije 100
ng mL*? tako da ukupni volumen tekuéeg dijela uzorka bude 1 mL. Ovisno o eksperimentu,
kontakt AgNP s PAT trajao je izmedu 3 i 24 sata. U posebnim eppendorf tubicama odvagano
je 5,0 £ 0,5 mg modelnog (montmorilonita) ili prirodnog sedimenta (sediment iz Limskog
kanala). Kona¢no, po 1 mL ukupnog volumena tekuéeg dijela uzorka ispipetirano je u
eppendorf tubice sa sedimentom nakon ¢ega su uzorci podvrgnuti kratkotrajnom ili

dugotrajnom mijeSanju pri sobnoj temperaturi i u uvjetima izmjene svjetlosti dan/no¢.
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4.1.8.2. Scenarij Il — istovremeni doticaj nanocestica srebra sa sedimentom i povrsinski

aktivnim tvarima

U drugom scenariju odredivana je koloidna stabilnost nanocestica prispjelih u morsku
vodu bogatu PAT uz istovremenu prisutnost modelnog i prirodnog sedimenta. Da bi se dobila
istovremena i stalna prisutnost sedimenta, eksperimenti su izvodeni uz rotaciju (mijesanje),
kako bi se osigurao maksimalan i ujednacen doticaj nanocestica sa ¢esticama sedimenta. U tim
eksperimentima razlikovala su se dva nacina mijesanja; kratkotrajno i dugotrajno. Razlog
takvom pristupu lezi u tome $to je namjera bila saznati u kojoj mjeri se nanocestice zadrzavaju
u vodenom stupcu u priobalnom podruc¢ju kada u njemu nastane privremena turbulencija, a
kakva je moguénost zadrzavanja nanocestica kad se u morskoj vodi suspendirana tvar duze
zadrzava uslijed dugotrajnijeg mijeSanja vodenog stupca (npr. zone s izrazenim plimama i

osekama).

Otopine razli¢itih PAT (masenih koncentracija 1 — 10 mg mL?) pripremane su u svih 7
vrsta medija te su potom dodane (alikvoti od 950 pL) na odvagu sedimenta (prirodni ili
modelni) koje su iznosile 5,0 + 0,5 mg za svaki eksperiment. Odmah nakon toga, dodano je po
50 uL nanodestica srebra Ag60 LMNB koncentracije 100 ug mL™. Sav sadrzaj tubice je ru¢no
promijeSan okretanjem te je nakon toga postavljen na rotaciju u laboratorijskim uvjetima.
Kratkotrajno mijesanje izvodeno je na laboratorijskom rotatoru PTR-25 (Grant-bio, Cambridge,
UK) pri brzini 4, $to odgovara brzini vrtnje od 17 okretaja u minuti. Tubice su na taj rotator
postavljene vertikalno te su se okretale punih 360°. Nanocestice su se u kratkotrajnom rezimu
mijesale 5 min. Dugotrajno mijeSanje izvodeno je na valjkastom laboratorijskom rotatoru RM
5 (Assistent, Karl Hecht, Sondheim/Rhon, Njemacka) gdje su se uzorci vrtili brzinom 36
okretaja u minuti, konstantno, kroz cijelo vrijeme trajanja eksperimenta (do 10 dana), osim kada
su uzimani za mjerenja. Zbog osiguravanja prostora vrtnje za veéu koli¢inu eppendorf tubica,
po 20 tubica sa uzorcima bilo je postavljano u plasti¢nu cilindri¢nu posudicu za sediment te su

se uzorci grupno okretali. Podrucje oko ¢epa eppendorf tubice bilo je zasticeno parafilmom.
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4.1.8.3. Scenarij Il — remobilizacija nanocestica srebra s modelnog sedimenta uz pomo¢

povrsinski aktivnih tvari u ultracdistoj vodi

U tre¢em scenariju nanoCestice su prvo postavljene u kontakt s modelnim sedimentom
kroz neprestanu rotaciju na laboratorijskom rotatoru PTR-25 (opisan u prethodnom poglavlju)
1 to u ultracistoj vodi, dok nije postignuto ravnotezno stanje (koncentracija slobodnih
nanoCestica prestala se znaCajnije mijenjati jer nije dolazilo do promjene vrijednosti
apsorbancije). Nakon toga dodavani su pojedini povrSinski stabilizatori u koncentracijama
0,1 — 10 mg mL*. Uzorci su konstantno mije$ani na rotatoru te su u neposredno prije mjerenja
blago centrifugirani (1000g kroz 10 s). Jaca centrifugalna sila uzrokovala je vidljiv pad
koncentracije AgNP, stoga su izabrani blagi uvjeti centrifugiranja, a ukupna koncentracija
nanocestica u trazenim intervalima takoder je mjerena povr§inom ispod SPR pika. U dobivenim
supernatantima ispitivana je prisutnost remobiliziranih nanocestica srebra tehnikom UV-VIS

spektroskopije.

U tom pokusu medij je bila samo ultracista voda, a sediment samo modelni iz razloga
Sto je ocekivano tesko odvajanje nanocCestica sa sedimenta te bi kompleksni mediji s velikom
ionskom jakosti samo dodatno umanyjili uspjesSnost odvajanja, a cilj tog pokusa je saznati mogu

11 se uopc¢e nanocestice odvojiti sa sedimenta uz pomo¢ PAT.

4.2. Metode

4.2.1. Karakterizacija medija

4.2.1.1. Odredivanje saliniteta prirodne morske vode

Salinitet prirodne morske vode uzete iz proto¢nih bazena Centra za istrazivanje mora
Instituta Ruder Boskovi¢, koje u sustav ulaze u uvali Valdibora (45°05'10,7"N 13°38'20,8"E)
odredivan je na salinometru MS 310e tvrtke RBR Ltd. (Ottawa, Kanada). Kalibracija i
standardizacija instrumenta provedene su s IAPSO (engl. International Association for Physical
Sciences of the Ocean, IAPSO) standardnom morskom vodom tvrtke Ocean Scientific
International Ltd. (Hampshire, UK). Polietilenske boce volumena 250 mL napunjene su do vrha
morskom vodom i zatvorene podcepom i epom kako bi se sprijecilo dodatno otapanje CO2. U
bocama s uzorkom ne smije biti mjehuri¢a zraka. Salinometrom se mjeri vrijednost omjera
konduktiviteta (R) uzorka morske vode i IAPSO standardne morske vode saliniteta 35,000 ¢ijim

se uvritavanjem u empirijske relacije izradunava salinitet!*3"],
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4.2.1.2. Odredivanje sadrzaja otopljenog i Cesticnog organskog ugljika u prirodnoj

morskoj vodi

Laboratorijsko posude i sustav za filtraciju morske vode oprani su u krom-sumpornoj
kiselini. Za odredivanje koncentracije otopljenog organskog ugljika (DOC) jedna litra morske
vode propustana je kroz filtere od staklenih vlakana promjera pora 0,7 um (Whatman GF/F,
Whatman Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, SAD) koji su prethodno Zareni u mufolnoj
pecina 450 °C tijekom cetiri sata. Od ukupnog volumena filtrata uzete su dvije kivete volumena
22 mL koje su takoder prethodno Zarene na 450 °C/4 h te im je dodan zivin (II) klorid (HgCl>)
koncentracije 2 g L™ za konzerviranje. Uzorci su ¢uvani u mraku na 4 °C do mjerenja.
Koncentracija DOC-a odredena je metodom visokotemperaturne kataliticke oksidacije (engl.
High Temperature Catalytic Oxidation, HTCO) na analizatoru ukupnog organskog ugljika
(engl. Total Organic Carbon, TOC) TOC-vcpricen  (Shimadzu, Kyoto, Japan). Cestiéni
organski ugljik (engl. Particulate Organic Carbon, POC) odreden je iz materijala zaostalog
na Whatman GF/F filteru, koji je nakon filtracije ispran s nekoliko mililitara ultraciste vode te
pohranjen u zamrzivacu pri temperaturi od —50 °C. Filteri su nakon vadenja iz zamrzivaca
prosuseni na temperaturi od priblizno 40 °C tijekom dva sata, a potom ohladeni na sobnu
temperaturu te zakiseljeni s 2M HCI kako bi se uklonio sav anorganski ugljik. Preostali organski
ugljik odreden je metodom visokotemperaturne kataliticke oksidacije u modulu za krute uzorke

SSM-5000A (Shimadzu, Kyoto Japan).

4.2.2. Odredivanje koncentracije proteina iz seruma morskih beskraljeZnjaka metodom

po Bradfordu

Koncentracija proteina u supernatantima celomske tekucine i hemolimfe odredivana je
metodom po Bradfordul*®® koriste¢i Roti® Nanoquant kit (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Njemacka). Test je raden u mikroplo¢ama. Kalibracijska krivulja radena je
koristenjem standardnih otopina BSA koncentracija 1, 2,5, 5, 10, 25, 50, 75, 100 pg mL? i
ultraciste vode kao slijepe probe, a uzorci hemolimfe i celomske teku¢ine sukcesivno su
razrijedivani (1, 5, 10, 20, 40, 100 i 500 puta) ultracistom vodom. U jazice je najprije dodano
po 50 pL otopine BSA odnosno razrijedenog uzorka, a zatim po 200 pL pet puta razrjedene
originalne Roti® Nanoquant otopine. Kao odziv na promjenu koncentracije mjerena je

apsorbancija uzoraka pri 590 i 450 nm nakon Cega je izraCunat kvocijent Asgo/Asso. Za
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odredivanje nepoznate koncentracije proteina u supernatantima hemolimfi 1 celomske tekucine
koriStene su vrijednosti kvocijenta navedenih apsorbancija koje su pokazale linearnu ovisnost
o razrjedenju 1 bile interpolirane u linearnu funkciju ovisnosti, dobivenu izra¢unatim

vrijednostima za standardne otopine BSA.

4.2.3. Karakterizacija sedimenta

4.2.3.1. Odredivanje sastava

Difraktogrami praskastih uzoraka modelnog i prirodnog sedimenta snimljeni su na
difraktometru APD 2000 — PXRD (Malvern Panalytical, Malvern, UK) u Bragg — Brentano
geometriji koriste¢i CuKy zracenje. Difraktogrami su snimani u 26 podrucju 5° do 70° s

korakom od 0,02° 2@i brzinom snimanja 1 ° min%,

FTIR spektri uzoraka modelnog i prirodnog sedimenta snimljeni su na Tensor Il FTIR
spektrofotometru tvrtke Bruker (Bruker, s dijamantnim kristalom. Spektri su snimljeni u

podrugju 4000-400 cm™?, s rezolucijom 2 cm™L. Prikazani spektri su prosjeci 16 skenova.

4.2.3.2. Odredivanje ukupne povrsine

Uzorci modelnog (montmorilonit, MMT) i prirodnog sedimenta (sediment iz Limskog
kanala, NS) prije mjerenja suseni su na 75 °C tijekom jednog sata. Analiza je provedena na
instrumentu Gemini 2380 (Micromeritics, Norcross, Georgia, SAD). Ukupna povrSina uzoraka

rac¢unala se po Brunauer—-Emmett—Teller (BET) teoriji.
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4.2.3. Odredivanje stabilnosti nanocestica u ispitivanim sustavima

4.2.3.1. Odredivanje koloidne stabilnosti nanocestica srebra UV-VIS spektroskopijom

Prisutnost stabilnih nanocestica srebra u disperziji mjerena je UV-VIS spektroskopijom
koriste¢i dva instrumenta: (i) spektrofotometar Shimadzu UV-1800 (Shimatzu Coroporation,
Kyoto, Japan) s dvostrukim optickim snopom i (ii) TECAN Infinite M200 Pro
spektrofluorimetar — cita¢ mikroplo¢a (engl. Microplate reader) (Tecan Life Sciences,
Minnedorf, Svicarska). Raspon valnih duljina pri kojima su mjereni apsorpcijski spekiri
disperzija nanocestica bio je od 200 do 800 nm na UV Shimadzu spektrofotometru, a uzorci su
bili mjereni u kvarcnim kivetama optickog puta 1 cm. Razlucivost je bila 1 nm. Mjerenja
apsorbancije uzoraka na spektroflouorimetru TECAN vrsila su se u mikroplo¢ama BD Falcon
96 Flat Transparent (Deltalab, Barcelona, Spanjolska), pri ¢emu je raspon valnih duljina iznosio

230 do 800 nm. Razlucivost je bila 2 nm, a svaka jazica ocitana je tri puta.

Za obradu podataka (apsorbancija) koristeni su ra¢unalni programi UVProbe 2.3.1.
(Shimadzu, Kyoto, Japan) i OriginPro 8.0 SR4 (Originlab Corporation, Northmapton,
Massachusetts, SAD). Kao mjerila prisutnosti individualno dispergiranih AgNP koriSteni su: a)
maksimum apsorbancije, te b) ukupna povrSina karakteristicnog SPR pika dobivenih

spektrograma.

Razlog koristenja 1 maksimuma apsorbancije (tj. visine pika, Amax) 1 ukupne povrSine
SPR pika u ovom doktorskom radu je taj Sto prva veli¢ina u obzir uzima samo najbrojnije
neagregirane nanocestice, a druga obuhvaca sve stabilizirane nanocestice u uzorku. Navedene
veli¢ine koreliraju, ali zbog boljeg opisivanja rezultata odabrano je koristenje i jedne i druge.
Naime, ¢ak i komercijalne disperzije nanocestica nisu potpuno uniformne u smislu da ne sadrze
samo jednu, strogo definiranu veli¢inu nanocestica, nego se radi o nanocesticama koje
uglavnom imaju definirani promjer uz primjese vecih i manjih nanocestica. Maksimum
apsorbancije SPR pika prikazuje najbrojniju frakciju neagregiranih nanocestica odredene
veli¢ine, ali u tom uzorku ujedno su stabilizirane i nanocestice koje imaju neSto manje 1 nesto
vece promjere te se one ocCitavaju tako Sto pik nije uzak, nego ima odredenu Sirinu. Taj pristup
je dovoljno dobar kada se radi o stabilizaciji nanocestica relativno uniformnih veliina s
modelnim stabilizatorom kao §to je BSA, ali u slucaju stabilizacije s proteinima seruma morskih
beskraljeznjaka (realan uzorak) i stabilizacije AQNP s PAT u uzorcima prirodne morske vode,
o¢ekuje se znatno proSirenje pika. Visina SPR pika izravno govori o koncentraciji najbrojnije

veli¢ine nanocestica, dok se manje i vece nanocestice ocituju u ostatku pika. Prema tome, sama
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visina pika nije najbolji pokazatelj koli¢ine svih prisutnih nanocestica. Zato je odlu¢eno da se
rauna i povrsina SPR pika kojoj pridonose sve veli¢ine stabiliziranih nanocestica. Takav

pristup pokazan je i u radu Lodeira i suradnikal®l,

4.2.4.2. Odredivanje hidrodinamickog promjera nanocestica dinami¢kim rasprSenjem

svjetlosti

Raspodjela veli¢ina Cestica odredivana je tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti
(DLS) u uzorcima nanocestica u razli¢itim vodenim medijima te s dodatkom proteina ili
povrsinski aktivnih tvari uz prisutnost sedimenta u pojedinim uzorcima. Mjerenja su provodena
koriste¢i Zetasizer Nano ZS (Malevern Panalytical, Malvern UK) instrument. Intenzitet
rasprsene svjetlosti mjeren je pod kutem od 173° u polistirol/polistiren kivetama optickog puta
I cm. Vrijednosti hidrodinamickih promjera dobivene su kao vrijednosti vrha pika volumne
distribucije. Mjerenje rasprSenja svjetlosti u svakom uzorku ponovljeno je 6 do 10 puta.
Dobiveni podaci obradivani su ra¢unalnim programom Zetasizer software 6.32 (Malvern

Pananalytical, Malvern, UK), te je za svaki uzorak izraunata prosjecna vrijednost dh.

4.2.5. Odredivanje koncentracije iona i nanocestica srebra u ispitivanim sustavima

4.2.5.1. Odredivanje koncentracije iona srebra spektrometrijom masa s induktivno-

spregnutom plazmom

Za odredivanje koncentracije iona srebra u uzorcima koriStena je tehnika spektrometrije
masa s induktivno spregnutom plazmom (engl. Inductively Coupled Plasma - Mass
Spectrometry, ICP-MS). loni srebra izdvojeni su iz koloidnih disperzija nanocestica srebra
primjenom ultrafiltracije (centrifugiranjem). Za to su koristene Whatman VectaSpin Micro
centrifugalne tubice (GE Healthcare Life Sciences, Scherty, TX), u koje je dodan uzorak, koji
se filtrirao pri rotaciji kroz membrane nacinjene od celuloznog acetata s grani¢nom
molekulskom masom komponente (eng. Molecular weight cut-off, MWCO) od 12 kDa.
Centrifugiranje se provodilo koriste¢i Eppendorf 5417R centrifugu (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) pri 10000 g tijekom 20 min i temperaturi od 22 °C. Odsutstvo nanocestica u filtratu

potvrdeno je tehnikom UV-VIS spektroskopije
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Koncentracija iona srebra i srebrnih nanocestica u dobivenim filtratima mjerena je
koriste¢i Thermo Scientific™ (High Resolution) Element 2™ |CP-MS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) s SC-2 DX FAST (Element Scientific, Omaha, NE, SAD)
sustavom za autonomno uzorkovanje i analizu. U uzorcima su odredivana dva izotopa srebra:
nuklidi ’Ag i 1®°Ag. Filtrati koloidnih disperzija srebrnih nano¢estica razrjedeni su 20 puta s
razrjedenom dusi¢nom kiselinom (2% v/v) te je indij dodan kao unutrarnji standard (1 pg L™?).
Standardne otopine pripravljene su ciljanim razrjedenijima ishodne otopine srebra (1,000

g L) takoder u 2%-tnoj (v/v) dusi¢noj kiselini.

4.2.5.2. Procjena koncentracije nanocestica srebra u vodenom stupcu pomoc¢u UV-Vis

spektroskopije

Masena koncentracija nanocestica srebra prisutnih u vodenom stupcu grubo je
procijenjivana (polukvantitativna analiza) metodom opisanom u radovima Sikdera i
Paramelle***14%] Metoda se zasniva na poznavanju molarnog apsorpcijskog koeficijenta AgNP

razli¢itih veli¢ina 1 odredivanju apsorbancije maksimuma SPR pika. Masena koncentracija

AgNP, yagnp, se odreduje prema jednadzbi 4.5.:

md3pAN,

6Le (4.5)

YAgNP =

gdje je d je promjer nanocestice, p oznacava gustocu srebra, Na je Avogadrova konstanta, L je
duljina opti¢kog puta, a € je molarni apsorpcijski koeficijent koji za Ag60 1 iznosi

739 - 108 Mt cm 140,

4.2.6. Elektronska mikroskopija

4.2.6.1. Transmisijska elektronska mikroskopija

Disperzije nanocCestica analizirane su transmisijskom elektronskom mikroskopijom
(engl. Transmission Electron Microscopy, TEM). Kapljica uzorka mikropipetom je prebacena
na bakrenu mreZicu prekrivenu formvarom (EM-TEC Formvar®/Carbon Copper Grid, Micro
To Nano, Nizozemska). Nakon $to se kapljica uzorka osusila na mrezici, ista je bila pregledana

transmisijskim elektronskim mikroskopom (Morgagni 268D, FEI, Nizozemska) pri haponu od
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70 kV. Uzorci nisu bili isprani kako ne bi doslo do dodatne agregacije prilikom centrifugiranja
1 zamjene supernatanta ultracistom vodom. Isto vrijedi i za snimanje mikrografija pretraznom

elektronskom mikroskopijom.

4.2.6.2. Pretrazna elektronska mikroskopija

S dna tubica pipetirano je po 5 ul uzorka i naneseno na povrsinu ljepljive ugljikove trake
koja je prethodno bila zalijepljena na standardne aluminijske nosace uzoraka. Uzorci su
ostavljeni da se osuSe preko noci, nakon ¢ega su postavljeni na nosace pretraznog elektronskog
mikroskopa Tescan Vega3 s volframovom elektrodom (Tescan Analitics, Actipdle St. Charles,
Francuska). Za dobivanje slike koriSten je detektor sekundarnih elektrona. Parametri oznaceni
na svakoj od slika su: SEM HV - napon ubrzanja elektrona; WD - working distance tj. radna

udaljenost; SEM MAG - povecanje mikroskopa.

4.2.6.3. Analiza mikrografija

Mikrografije dobivene s transmisijskog 1 pretraznog elektronskog mikroskopa
obradivane su racunalnim programom za analizu fotografija Image J 1.52d (National Institute
of Health, Maryland, SAD). Veli¢ina nanocestica nije odredivana automatskom funkcijom
programa ve¢ pojedinacno na nacin da je svaka nanocestica aproksimirana na geometrijski lik
kruga istog promjera kojem je potom izmjerena povrsina. Iz povrsine kruga (P) dobiven je

promjer nanocestice (d) prema jednadzbi 4.6.:

P
d=2 o (4.6

4.2.7. Obrada podataka

Krivulje otapanja nanoCestica srebra modelirane su funkcijom rasta u programu

OriginPro koriste¢i model Box Lucas] prema jednadzbi 4.7.:

y=a(l— e (4.7)
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pri ¢emu su imena parametara prilagodena za proces otapanja nanocestica srebra, opisan u radu

Kittlera i sur. 20101% prema jednadzbi 4.8.:

[Ag+]t = [Ag+]konaéno a- ekt) (4.8.)

gdje je [Ag*]: koncentracija otopljenog srebra u vremenu t, [Ag*Jkonacno je modelirani parametar

konac¢ne koncentracija kad t — oo, a k je konstanta brzine otapanja.

Krivulje koje pokazuju smanjenje apsorbancije nanocestica s viemenom modelirane su
kao krivulje eksponencijalnog pada u dvije faze izvedenom u rac¢unalnom programu OriginPro

prema jednadzbi 4.9.:
Y= yo+ Are7 4 Ao/t 4.9)

pri ¢emu je Yo odsjecak na ordinati, A1 i Az su konstante (amplitude) prvog (brzog) i drugog
(sporijeg) pada, dok su t1 i t2 vremena raspada za prvi i drugi eksponencijalni pad. Taj model
izabran jer se slaze s prepoznatim mehanizmom agregacije koji se odvija u dva stupnja, u prvom

stupnju je kontroliran reakcijom, a drugom difuzijom[41142,
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5. Rezultati i Rasprava
5.1. Karakterizacija materijala
5.1.1. Karakterizacija nanocestica

Veli¢ina nanocCestica srebra uvelike odreduje njihova fizikalno-kemijska te
antibakterijska svojstval*43144l. Zbog u¢inka povrsinske plazmonske rezonancije (engl. Surface
Plasmon Resonance, SPR) (poglavlje 3.6.), AgNP snaZzno apsorbiraju svjetlost na valnim
duljinama izmedu priblizno 320 i 500 nm. Polozaj vrha takozvanog SPR pika izrazito ovisi o

veli¢ini nanocestice, $to se vidi na Slici 6.

0,12
—— Ag20SA
1 —— Ag40SA
0,10 —— Ag60 SA
—— Ag100 SA
0,08
< 0,06
0,04
0,02
0,00 r—
T T T T T T T 1
300 400 500 600 700

Alnm

Slika 6. Apsorbancijski spektri za disperzije nanocestica srebra proizvodaca Sigma Aldrich (SA) promjera 20, 40,
60 i 100 nm (Ag20 SA, Ag40 SA, Age0 SA i Agl00 SA) i masene koncentracije 1 ug mL™. Medij za nanodestica
je bila ultracista voda (MQ), a eksperiment i mjerenja su vr$eni pri sobnoj temperaturi.

Primje¢uje se kako su komercijalne nanocestice razlicitih veli¢ina, a iste masene
koncentracije davale znacajno razli¢ite vrijednosti apsorbancije pri vrhovima pikova (Amax).
Razlog tome je taj Sto je ucinak povrSinske plazmonske rezonancije izrazeniji za manje
nanocestice te ¢injenica da je brojnost malih nanocestica veca nego brojnost ve¢ih nanocestica

za istu masenu koncentraciju.

Apsorbancijski spektri za preostale dvije koriStene vrste nanocCestica; komercijalne,

Ag60 NC i laboratorijski sintetizirane Ag60 LMNB prikazani su na Slici 7, dok su u Tablici 5
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prikazani i hidrodinamicki promjeri nanocestica (dn) dobiveni dinamickim rasprSenjem

svjetlosti (DLS). Na Slici 8 dan je graficki prikaz rezultata mjerenja dn za Ag60 NC.

0,8+ 0,84
0,64 0,6
< <

0,44 0,4

0,24
0,24

0,04
0,04

T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
A/nm Alnm

Slika 7. Apsorbancijski spektri disperzije nanocestica srebra proizvodaca Nanocomposix promjera 60 nm
(Ag 60 NC) (lijevo) i nanocestice sintetizirane u laboratoriju (Ag60 LMNB) (desno) u ultradistoj vodi (MQ).
Masene koncentracije iznosile su 5 pg mL* za Ag60 NC i Ag60 LMNB. Eksperiment i mjerenja vrieni su pri
sobnoj temperaturi.

Tablica 5. Nominalni i mjereni hidrodinami¢ki promjeri, dn, za nanocestice srebra kupljene od tvrtke Sigma
Aldrich (Ag40 SA), nanocestice kupljene od tvrtke Nanocomposix, promjera 60 nm (Ag60 NC) i nanodestice
srebra promjera 60 nm, sintetizirane u laboratoriju (Ag60 LMNB). Sve masene koncentracije iznosile su
5 ug mL . Cestice su bile suspendirane u ultragistoj vodi (MQ). Mjerenja su izvedena pri sobnoj temperaturi.

nominalna veli¢ina/nm dn/nm SD
Ag40 SA/MQ 40 39,22 14,41
Ag60 NC / MQ 60 55,35 24,21
Ag60 LMNB / MQ 60 54,60 29,40
— Ag60 NC
20
15 4
g
g 10
S
5 -
0 -
10 100 1000 10000
dh/ nm

Slika 8. Volumna raspodjela hidrodinami¢kog promjera (dn) nanocestica Ag60 NC dispergiranih u ultrag¢istoj vodi,
masene koncentracije 5 ug mL™ pri sobnoj temperaturi.
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Slika 9 prikazuje mikrografiju nanocestica srebra nominalnog promjera 60 nm,
sintetiziranih u laboratoriju (Ag60 LMNB) s citratom kao zaStitnim omota¢em. Na slici se jasno
razaznaje priblizno sferiéna morfologija nanocestica. lako se u sintetiziranom uzorku nalaze
dispergirane nanocestice, uocljivo je i postojanje aglomerata i agregata te Stapicaste i strukture
u obliku trokutiéa koje su uobiGajena primjesa pri sintezi nano&estica srebra*®l, Koristenjem
racunalnog programa Image J analizirana je mikrografija u smislu odredivanja promjera

nanocestica, a rezultati su prikazani histogramom (Slika 10). Ukupno je

ol
("‘M -

. L4 PRI AT R

Slika 9. TEM mikrografija sintetiziranih nano¢estica srebra nominalnog promjera 60 nm (Ag60 LMNB) i masene
koncentracije 5 pg mL* dispergiranih u ultracistoj vodi.
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Slika 10. Histogram promjera (d) nanocestica Srebra sintetiziranih u Laboratoriju za morsku nanotehnologiju i
biotehnologiju (Ag60 LMNB). Promjeri su dobiveni analizom mikrografije sa Slike 9 u programu ImageJ.
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analizirano 127 nanodestica, a iz prebrojavanja su izostavljeni nanoS$tapici, nanotrokuti¢i i
nanoprizme. Analizom je ustanovljeno da su nanocestice sintetizirane u laboratoriju promjera
64,07 = 11,58 nm (Ag60 LMNB), od kojih se 60% nalazi se u rasponu izmedu 50 i 70 nm, dok

je preostalih 40% rasporedeno u preostale veli¢inske razrede.

Komercijalne nanocestice kupljene od tvrtke Nanocomposix (Ag60 NC) snimljene

pretraznom elektronskom mikroskopijom prikazane su na Slici 11.

SEM HV: 10.0 KV WD: 10.07 mm (I VEGA3 TESCAN SEMHV:10.0kV. | wb:zd0.0zmm |l VEGA3TESCAN
View field: 5.72 pm Det: SE 1pm View field: 8.72 pm 2im /1

SEM MAG: 36.3 kx | Date(m/dly): 07/16/19 Performance In nanospace SEMMAG: 23,8 kx [Date(m/diy): 07HEH9 Performance In nanospece|

Slika 11. SEM mikrografija komercijalnih nanocestica srebra nominalnog promjera 60 nm (Ag60 NC) i masene
koncentracije 5 pg mL* dispergiranih u ultra¢istoj vodi.

Dinamicko rasprSenje svjetlosti pokazalo je kako su mjereni hidrodinamicki promjeri
nanocestica neSto manji od nominalnih, $to osim zbog polidisperznosti uzorka, moze biti i zbog
postupnog otapanja nanocestica. Iz rezultata UV-VIS spektroskopije (Slika 7 desno) moze se
zakljuciti kako je uzorak sintetiziranih nanocestica (Ag60 LMNB) veée polidisperznosti nego

Ag60 NC, §to je ocekivano, zbog bolje kontrole uvjeta sinteze komercijalnih nanocestica.

5.1.2. Sadrzaj otopljenog i Cesti¢nog organskog ugljika u morskoj vodi

Koncentracija otopljenog (engl. Dissolved Organic Carbon, DOC) i ¢esti¢nog (engl.
Particulate Organic Carbon, POC) ugljika u prirodnoj morskoj vodi iz proto¢nih bazena Centra
za istraZivanje mora u Rovinju odredena je primjenom metode visokotemperaturne katalitiCke

oksidacije. Rezultati su:

e »(DOC)=0,064 mg L™
e »(POC)=1,543mg L™
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5.1.3. Karakterizacija sedimenta

5.1.3.1. Pretrazna elektronska mikroskopija modelnog i prirodnog sedimenta

Slika 12 prikazuje SEM mikrografije montmorilonita (MMT) dispergiranog u ultracistoj
vodi. Na slici je uocljiva zrnata struktura i Siroka raspodjela veli¢ina Cestica koje uglavnom ne
prelaze 80 pum. Pri veéem povecanju (Slika 12B) vidljiva je pak listi¢asta struktura Cestica

MMT-a, veli¢ina od nekoliko mikrometara, $to je i o¢ekivano jer se radi o filosilikatu.

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.17 mm VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0 kV WD: 10.12 mm I I VEGA3 TESCAN|
View fisld: 1.27 mm Dat: SE 200 pm View fisld: 20.0 um Dat: SE 5pm
SEM MAG: 163x  Date(midly): 07116/19 erformance SEM MAG: 10.4 kx  Date(m/dly): 07/16/19 Performanc

Slika 12. SEM mikrografija modelnog sedimenta, minerala gline montmorilonita (MMT), pod povecanjem
od A) 163 i B) 10 400 puta.

Prirodni sediment (engl. Natural Sediment, NS) je takoder relativno uniformne

povrsine, ali su Cestice vrlo raznolikih veli¢ina i oblika (Slika 13). Pri povecanju od 10400

.....

zbog toga i kompaktniji nego modelni sediment. Analizom mikrografije vidljivo je kako

se velic¢ine Cestica krec¢u od nekoliko do priblizno 50 pm.

- ”~
SEM HV: 10.0 kV WD: 10.15 mm Ll VEGA3 TESCAN| SEM HV: 10.0kV WD: 10.13 mm | VEGA3 TESCAN
View field: 1.06 mm Det: SE 200 pm View field: 20.0 ym Det: SE
SEM MAG: 195 x _ Date(midly): 07/16/19 Performance in nanospace SEM MAG: 10.4 kx _ Date(m/dly): 07/16/19 Performance in nanospace

Slika 13. SEM mikrografija prirodnog sedimenta iz Limskog kanala (NS), pod poveéanjem od A) 195 puta
i B) 10400 puta.
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5.1.3.2. Odredivanje specificne povrSine sedimenata

Specificna povrSina modelnog sedimenta, montmorilonita, iznosila je 193,5627 +
0,4672 m2 g}, a prirodnog sedimenta iz Limskog kanala 13,9658 + 0,0433 m? g. Razlika u
specificnim povrSinama ocekivana je ve¢ na temelju dobivenih SEM mikrografija ova dva tipa

sedimenta.

5.1.3.3. Odredivanje mineralnog sastava

Racunalni program za analizu rentgenograma X'Pert High Score tvrtke Panalytical
(Malvern Panalytical, Malvern, UK) odredio je glavne mineralne komponente u oba tipa
sedimenta. Analiza je kvalitativna i semikvantitativna, a rezultiraju¢i rentgenogrami prikazani
su na slikama 14 i 15. Montmorilonit K10 tvrtke Sigma Aldrich multifazni je uzorak koji se
sastoji od 5 minerala poredanih po zastupljenosti; kvarc (kremen), montmorilonit, ilit, muskovit
i kaolinit. Prikazani rentgenogram slaZe se sa rezultatima Alastaira i sur.'8 gdje je takoder

koriSten montmorilonit tvrtke Sigma Aldrich.

3000 -

Qtz

2500 -

2000 -

1000 -

500 ~

0+ e e
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

20/°

Slika 14. Rendgnenska difrakcija na uzorku montmorilonita. Nazivi minerala su skra¢eni prema Kretz i sur.[*47];
I = ilit, KIn = kaolinit, Ms = muskovit, Qtz = Kvarc, Mnt = montmorilonit.
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Slika 15. Rendgenska difrakcija na uzorku prirodnog sedimenta iz Limskog kanala (NS). Kratice su prema radu
Kretz i sur.’l; Cal-Mg — kalcit magnezijski, Qtz = kvarc, HI = halit, Dol = dolomit, Chl-Serp = klorit-serpentin,

Ms = muskovit, Arg = aragonit.

Sediment iz Limskog kanala imao je jo$ slozeniji sastav $to se vidi i na Slici 15. U
prirodnom sedimentu iz Limskog kanala (NS) dominiraju nisko-magnezijski kalcit i kvarc. U
manjoj koli¢ini prisutni su halit, dolomit, klorit, te aragonit. Navedene vrste minerala

karakteristi¢ne su komponente sitno-zrnate frakcije (< 63 um) povrsinskih sedimenata isto¢ne

obale jadranskog moral*4®l,

Slike 16 1 17 prikazuju FTIR spektre montmorilonita i prirodnog sedimenta iz Limskog
kanala. Dobiveni FTIR spektri usporedeni su sa spektrima montmorilonita, kalcita, kvarca,

kaolinita i dolomital**®-*2l U slu¢aju podudarnosti vise karakteristiénih vrpci, moZe se reéi da

je odredeni mineral prisutan u uzorku.
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Slika 16. FTIR spektar montmorilonita K10 proizvodaca Sigma Aldrich.

Tablica 6. Asignacija vrpci u FTIR spektru montmorilonita prema ref. [150].

v/cm?  karakteristiéne vrpce
3620 O-H istezanje

3400 O-H istezanje

1630 O-H savijanje

1028 Si-O istezanje u ravnini
916 AIAIOH savijanje

793 Tridimit (plocasti oblici)
521 Si-0 savijanje

Usporedbom Slike 16 i Tablice 6, mozZe se primjetiti da su sve vibracije karakteristicne
za montmorilonit prisutne i u ovom uzorku tako da se moze tvrditi da se radi o montmorilonitu.

FTIR spekar prirodnog sedimenta prikazan je na Slici 17.
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Slika 17. FTIR spektar prirodnog sedimenta iz Limskog kanala, NS

Tablica 7. Asignacija vrpci u FTIR spektru prirodnog sedimenta iz Limskog kanala prema ref. [150]

valni broj / cm?

karakteristi¢na vrpca

3620
3400
2517
1633
1423
874
798
779
712
694
463

OH istezanje unutarpovrsinskih OH skupina
OH istezanje adsorbirane i zeolitne (unutarkanalne) vode
kalcit

OH-savijanje, deformacija vode

COs istezanje (kalcit)

savijanje izvan ravnine (kalcit)

Si-O istezanje (kvarc)

Si-0 istezanje (kvarc)

Si-0 istezanje + savijanje u ravnini (kalcit)
Si-O

Si-O

Prema radu Vaculikova i Plevoval®™ vrpce u prirodnom sedimentu podudaraju se

najvise sa FTIR spektrima kalcita i kvarca, $to se slaZe i s rezultatima rendgenske difrakcije.

Vrpce Kkalcita nalaze se na 2517, 1423, 874 i 712 cm™, dok se one na 2872 i 1719 cm™ ne
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zamjec¢uju na Slici 17. Nekoliko karakteristi¢nih vrpca kvarca nalazi se oko 700 cm™, a to su
798, 779, 694 te vrpca na 463 cm™. Spektar NS djelomiéno se podudara i sa spektrom muskovita
koji je takoder potvrden XRD-om. Podudarnost s dolomitom ocituje se samo u vrpci na 1428
cm jer se radi o COs istezanju i 874 cm™ koja odgovara savijanju izvan ravnine (Kalcit).
Zaklju¢no, glavne mineralne komponenete poput nisko-magnezijskog kalcita i kvarca lako je
prepoznati u FTIR spektru prirodnog sedimenta dok se ostale s manjim udjelima (dolomit,
muskovit, aragonit, halit) ne prepoznaju.
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5.2. Stabilizacija nanodestica srebra proteinima u umjetnoj morskoj vodi

Stabilizacija nanocestica srebra u umjetnoj morskoj vodi odredivana je uz prisutnost
albumina iz govedeg seruma kao modelnog proteina te uz dodatak proteina iz seruma tjelesnih
tekucina dva morska organizma: mediteranske dagnje Mytillus galloprovincialis i hridinastog
jezinca, Paracentrotus lividus. Dobiveni rezultati omogucuju uvid u moguce ponaSanje
nanocCestica srebra u morskoj vodi u slucaju kad je dostupna dovoljna koli¢ina proteina za

njihovu stabilizaciju.

5.2.1. Stabilizacija nanocestica srebra albuminom iz govedeg seruma u morskoj vodi

5.2.1.1. Utjecaj veli¢ine nanocestice na stabilizaciju albuminom iz govedeg seruma

Razlicite veli¢ine nanocestica srebra proizvodaca Sigma Aldrich (Ag20 SA, Ag40 SA,
Ag60 SA i Agl00 SA) nisu se jednako uspjesno stabilizirale albuminom iz govedeg seruma u
umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38. Koncentracija BSA bila je konstantna kroz ovaj pokus.
Salinitet 38 izabran je jer se zeljela ispitati koloidna stabilnost nanocestica srebra u realnom,
cak 1 relativno visokom salinitetu, budué¢i da su dosadaSnja istraZivanja ispitivala koloidnu
stabilnost u modelnim sustavima nize ionske jakosti ili kombinaciji do tri elektrolitat}:%360.75],
UV-VIS spektroskopijom dobiveni su spetri koji pokazuju vrijednosti apsorbancije AgNP
izmedu 300 i 800 nm te su maksimumi apsorbancije (tj. maksimumi SPR pikova) svake
pojedine veli¢ine nanocestica prikazani u ovisnosti o vremenu i prikazani na Slici 18 kao Awax.
Valja napomenuti kako je masena koncentracija svih AgNP bila jednaka i iznosila 1 pg mL™*
no u slucaju nanocestica to ne znaci i jednaku brojcanu koncentraciju. Brojcane koncentracije

za nanocestice razli¢itih promjera prikazane su u Tablici 8:

Tablica 8. Broj¢ane koncentracije nanocestica srebra AgNP SA, razli¢itih promjera

d/nm y/pgmL?t N/mL?0s

20 1 2,25-10%
40 1 2,85-10°
60 1 8,50-10°
100 1 1,80-108
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Na Slici 18 prikazane su vrijednosti apsorbancijskih maksimuma razli¢itih veli¢ina

AgNP SA s dodanim BSA u umjetnoj morskoj vodi.

Najve¢i pad vrijednosti apsorbancijskih maksimuma, Amax, imale su Ag20 SA
stabilizirane s BSA u ASW 38. Ove nanocestice su tijekom sedam dana izgubile ¢ak 53 % svoje
pocetne vrijednosti Amax kada im je dodana morska voda. Pogledaju li se rezultati dinamic¢kog
rasprienja svjetlosti (Slika 19), dn istih ¢estica bio je izmedu 53 i 70 nm tijekom prva tri dana,
nakon Cega je Cetvrtog i petog dana mjerenja narastao na priblizno 1 um. Ako se podrobnije
pogleda Slika 18, vidljivo je i kako je UV-VIS spektar za iste Cestice imao relativno visoke
vrijednosti tijekom 0., 1.1 2. dana nakon ¢ega nastupa znacajan pad apsorbancije (Cetvrti i sedmi
dan). Stabilizacija s BSA ovdje nije rezultirala nano¢esticama od oc¢ekivanih 30-40 nm (20 nm
je nominalni promjer nanocestice + sloj BSA koji bi dodao 5-7 nm polumjeru ¢estice, odnosno
10-14 nm sveukupno jer se mjeri promjer, a ne polumjer). Prema rezultatima DLS mjerenja
moze se zakljuciti da se nanoCestice sakupljaju u male aglomerate od po dvije ili tri Cestice
tijekom prva tri dana, nakon ¢ega nastupa znacajna agregacija jer promjeri nanocestica bivaju
996 i 774 nm. Razlog naglom padu apsorbancije nakon 4. dana moze biti i velika broj¢ana
koncentracija Ag20 (Tablica 8) jer §to je veci broj Cestica u disperziji, puno je veca vjerojatnost
kontakata koji ¢e zbog nedovoljno uspjesne stabilizacije dovesti do agregacije. Osim toga,
moguce je da stabilizacija Ag20 pomoc¢u BSA nije toliko ucinkovita i zbog ,,pakiranja‘“

molekula BSA oko nanoc¢estica o ¢emu Ce biti govora nize u tekstu.

Disperzija nanocestica Ag40 SA s BSA je u mediju morske vode nakon sedam dana
imala 36% niZu vrijednost apsorbancijskog maksimuma nego prvog dana mjerenja (dan 0).
Trend pada apsorbancije vidljiv je kroz svih sedam dana provodenja eksperimenta. Rezultati
dinamickog rasprsenja svjetlosti (Slika 19) pokazali su kako se dh istih nanocestica za pet dana
mjerenja kretao izmedu 53 nultog dana i 47 nm Cetvrtog dana. Minimalno smanjenje promjera
dn s vremenom (Ag40 SA s BSA u ASW 38) moze se pripisati i postupnom otapanju. Prema
tome, u disperziji postoji populacija nanocestica srebra koje su zadrZale svoj pocetni promjer
uvecan za sloj BSA. Ti rezultati upucuju na to da je stabilizacija odredene frakcije nanocestica
u disperziji moguca Cak i u morskoj vodi, ako je u njoj prisutan stabilizator ili ako se

stabilizacija dogodi prije dolaska nanocestica u morsku vodu.

Apsorbancija disperzije nanocestica srebra promjera 60 nm s dodatkom BSA u ASW 38
ima vrlo niske vrijednosti $to se moze pripisati i manjoj koncentraciji U 0dnosu na primjerice

Ag20 SA (Tablica 8). Ukupni pad apsorbancije za Ag60 SA s dodatkom BSA iznosio je samo
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10%. Tijekom prva tri dana, hidrodinamicki promjeri Ag60 SA s BSA u ASW 38 iznosili su
oko 65 = 3 nm, dok je ¢etvrtog dana dn porastao na 90 nm da bi petog dana pao na 40 nm (Slika
19). Ovakav trend za Ag60 se moze usporediti i s rezultatima na Slici 18 gdje su prva tri dana
nancestice zadrzale pocetne vrijednosti Amax dok se Cetvrtog dana dogada pad stabilnosti.
Neovisno o tome, rezultati DLS-a tijekom pet dana mjerenja pokazali su kako se Ag60 s

dodatkom BSA u umjetnoj morskoj vodi nisu znacajno agregirale.

Disperzija nanoCestica srebra promjera 100 nm sadrzavala je 24% manje dispergiranih
nanoCestica nakon sedam dana, a mjerenja hidrodinamickog promjera pokazala su da je
prosjecan dn iznosio 152 nm. Ovakvi rezultati mogu se objasniti time $to je broj¢ana
koncentracija Agl100 vise od 100 puta manja od primjerice, brojcane koncentracije Ag20 te je
SPR ucinak takoder slabije izrazen. lako ovdje nije prikazano, u¢inak povrsinske plazmonske
rezonancije slabiji je u slu¢aju Agl00 1 samim time Sto je komercijalna disperzija nanocestica
tih veli¢ina blijeda (slabija je interakcija sa svjetlosti). Ve¢ petog dana mjerenja odnosno na
dan 4 (Slika 19), u uzorku nije postojala populacija nanocestica koja bi ukazivala na postojanje

BSA-om stabiliziranih Ag100.
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Slika 18. Apsorbancijski maksimumi, Amax, U ovisnosti 0 vremenu za disperzije nanodestica srebra razli¢itih
veli¢ina; 20, 40, 60 i 100 nm (Ag20 SA, Ag40 SA, Ag60 SA i Ag100 SA), masene koncentracije 1 ug mL? i
koncentracije BSA 100 uM u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38. Eksperiment i mjerenja vrSeni su pri sobnoj
temperaturi.
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Valja napomenuti kako je u ovom pokusu koncentracija nanocestica bila 1 pg mL™* dok
je zbog specificnosti tehnike dinamickog rasprsenja svjetlosti, koncentracija nanocestica bila
pet puta veéa (5 ug mL™?). lako granica detekcije nije definirana na Malvern Zetasizeru jer ovisi
o veli¢ini nanocestice 1 njezinom indeksu refrakcije, iskustveno je nadeno da je optimalna

koncentracija za rad s AgNP raznih veli¢ina bila 5 pg mL™,
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Slika 19. Promjena hidrodinamickih promjera (dn) nanocestica srebra razli¢itih veli¢ina (Ag20, Ag40, Ag60 i
Ag100) masene koncentracije 5 ug mL? s dodatkom 100 uM BSA u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38 tijekom
pet dana mjerenja. Eksperiment i mjerenja vrSeni su pri sobnoj temperaturi.

Vrijednosti dn u prisutnosti BSA u odnosu na nanocestice kojima BSA nije dodan
narasle su kod Ag40 za 13 nm, kod Ag60 za 26 nm, a u slu¢aju Ag100 za 113 nm (Slika 19).
Dok se kod Ag40 i Ag60 moze pretpostaviti da je nastao monosloj oko Ag40 odnosno dvosloj
BSA oko Ag60, kod Agl100 su moguci nastanci aglomerata od dvije ili tri Cestice S§to znaci da
u tom slucaju stabilizacija s BSA nije bila uspje$na. Hidrodinamicki promjer BSA ovdje nije
prikazan, ali iznosi 2,47 nm u ultracistoj vodi i 7,33 nm u ASW 38. BSA je u umjetnoj morskoj
vodi ¢ak 3,2 puta vec¢i nego u ultracistoj, a razlog tome moze biti stvaranje dimera i trimera
BSA u umjetnoj morskoj vodi zbog visoke ionske jakosti™4. Prema prikazanim rezultatima,
albumin iz govedeg seruma ne moze posti¢i zadovoljavajucu stabilizaciju za svaku veli¢inu
nanocestica. Pokazalo se da je uspjesna stabilizacija postignuta samo za Ag40 i Ag60. Razlozi
tome mogu biti; a) najbolja konformacija BSA na tim veli¢inama nanocestica, b) nedovoljna

brojnost molekula BSA ili c¢) bolje ,,pakiranje* / slaganje BSA na ve¢im Cesticama.
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BSA, kao i drugi proteini mijenja konformaciju kako se mijenja pH vrijednost otopine,
ali budu¢i da je pH umjetne morske vode 8,2, on se jo§ uvijek nalazi u svom nativnom
stanjul?®l. Satzer i sur.®®l tvrde kako BSA ne mijenja svoju konformaciju sve dok se ne
adsorbira na Cestice silike ve¢e od 200 nm $to su dokazali promjenama u strukturi vidljivim
pomo¢u cirkularnog dikroizma, a sliéno pokazuju i Perez i sur.[®l. Prema tome, promjena
konformacije ne bi trebala biti uzrok neravnomjernoj stabilizaciji nanocestica s obzirom na
njihovu veli¢inu. Razlog slabije stabilizacije BSA prema manjim nanocesticama moze lezati u
geometrijskom razmjeStanju BSA s obzirom na nanocestice. Vrlo vjerojatno oblik i
zakrivljenost Ag40 najviSe odgovara adsorpciji proteina na nacin da se molekula BSA cijelom
povr§inom veze na nanocesticu te je samim time ,,pakiranje* tih makromolekula gusée i veca
je povrSina nanocestice zaSticena od utjecaja soli. Nedovoljna pokrivenost povr§ine moze
postati nezasti¢eni ,,dzep* koji omogucava agregaciju. Prema proracunima, u sva cetiri slucaja,
BSA makromolekula ima dovoljno da bi zastitile povrSinu BSA. Primjerice, mnoZinska
koncentracija BSA u ovom eksperimentu bila je 100 uM $to daje broj¢anu koncentraciju
molekula proteina od 6,022-1016°. Prema Tablici 8, brojéana koncentracija za nano&estice
srebra promjera 40 nm i masene koncentracije 5 pg mL™ je 1,425-10°. Calzolai i sur. [**®! daju
jednostavnu formulu koja procjenjuje maksimalan broj proteina ubikvitina oko sferi¢nih

nanodestica zlata:
Npax = 0,65 (Rliompleks - RiuNP)/Rl?qu (5.1)

gdje je Nmax maksimalan broj molekula ubikvitina koje se mogu adsorbirati na nanocesticu
zlata, Rkompleks je polumjer nanocCestice zlata zajedno s adsorbiranim proteinom, Raunp j€

nominalni polumjer nanocestice zlata, a Runq j& polumjer molekule ubikvitina.

Prorac¢un za Nmax BSA adsorbiranih na Ag40 je sljedeci; za Rkompleks trazi se hidrodinamicki
radijus nanocestica srebra s adsorbiranim molekulama BSA, a on iznosi prosje¢no 51,4 nm
(Slika 19) sto daje polumjer od 25,7 nm. Hidrodinamicki promjer BSA je izmedu 5 i 7 nm (str.
53) pa ¢e se u procjenu uzeti manja vrijednost od 5 nm. Razlog za to je taj Sto je samostalan
BSA promjera oko 3 nm u ultracistoj vodi, a adsorbiranjem na nanocestice u vecini
eksperimentata debljina sloja BSA iznosi oko 5 nm. Uzevsi u obzir navedene vrijednosti moze

se procijeniti broj molekula BSA oko Ag40 prema formuli 5.2.:
Nyax = 0,65 (25,73 — 20%)/2,53 (5.2)
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Konaéno, da bi se stabilizirano svih 1,425-10° nano¢estica srebra, potrebno je maksimalno 373
puta viSe molekula BSA §to iznosi 5,310, Kako je ukupan broj molekula BSA prisutan u

uzorku 6,022-10%, zna¢i da je u vodenom stupcu prisutno 11 000 puta vise molekula BSA.

Kod Ag20 nije niti uspostavljena uspjesna stabilizacija nanocestica. Ipak, kada bi se
uspostavio slican monosloj kao na Ag40, za stabilizirati disperziju Ag20 bilo bi potrebno
sveukupno 1,7-10*3 molekula BSA, dok je broj dostupnih molekula BSA 3500 puta veéi. Prema
tome, manjak makromolekula BSA ne bi trebao biti razlog neuspjesnoj stabilizaciji nanocestica
srebra promjera 20 nm u umjetnoj morskoj vodi. Jedina moguénost za objasnjavanje
nemogucnosti stabilizacije Ag20 s BSA je u prostornom razmjeStanju molekula BSA §to je i
slikovito prikazano na Slici 20. U nativhom stanju, makromolekula albumina iz govedeg

seruma srcolikog je oblika $to je takoder prikazano na Slici 20 te se kroz literaturu daju

dimenzije 17 X 42 X 42 A (srcoliki oblik)™*>"). Ipak, u nekim istrazivanjima je makromolekula

BSA prikazana kao izduZeni elipsoid u obliku cigatete dimenzija 14 X 140 AI'®®l. Kako je
hidrodinamic¢ki promjer BSA u ultracistoj vodi u ovom radu oko 3 nm, vrlo vjerojatno se ovdje
radi o srcolikom obliku. Prema tome, BSA je u dvije dimenzije relativno ravnog oblika, a u
trec¢oj zaobljen s time da mu se hidrofilne i hidrofobne domene izmjenjuju po cijelom volumenu
(Slika 20). Buduc¢i da je umjetna morska voda izrazito hidrofilna sredina, za makromolekulu je
vjerojatno energetski najpovoljnije ili se a) sa §to veCom povrSinom adsorbirati na takoder
hidrofobne nanocestice ili b) medusobno se aglomerirati stvaraju¢i dimere i trimere. Konacno,
pretpostavka je da se Ag20 jedine nisu uspjele stabilizirati s BSA zato $to je povrSina Ag20
prezakrivljena da bi adsorpcija bila energetski najpovoljnija. Sukladno tome, mogucée je da su
zakrivljenosti nanocestica Ag40 1 Ag60 najoptimalnije za adsorbiranje ovog proteina na
povrsinu istih. Vaznost zakrivljenosti nanocestica za adsorpciju proteina istraZivana je i u

drugim radovimal®®:159.160],

BSA Ag20 + BSA  Ag40 + BSA

e

Slika 20. Skice moguceg razmjestanja i adsorpcije BSA na povrsine nanocestica razli¢ite veli¢ine (Ag20 i Ag40),
odnosno zakrivljenosti. Model BSA je preuzet iz rada Zhang i sur.**l, Crvenom bojom u modelu oznageni u
hidrofobni, a plavom bojom hidrofilni dijelovi makromolekule. Slika ne predstavlja toéne veli¢inske omjere
BSA:AgNP.
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Masene koncentracije nanocestica i proteina bile su konstantne kroz cijeli eksperiment,
a jedina varijabla bila je promjer nanocCestice. Prema tome, uspjesnost stabilizacije je u ovom
slu¢aju bila najvise ovisna o veli¢ini nanocestice, a budu¢i da se radi o sfernim nanocesticama,
o0 zakrivljenosti. Pokazalo se kako se Ag40 SA najbolje stabilizira pomoc¢u BSA, a nakon njih
po uspjesnosti stabilizacije slijedi Ag60. Moze se reéi da je koloidna stabilnost disperzija AGQNP
s dodatkom BSA u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38, poredana po koli¢ini dispergiranih

nanocestica bila Ag40>Ag60>Ag100>Ag20.

5.2.1.2. Utjecaj saliniteta na stabilnost nanocestica srebra stabiliziranih albuminom iz

govedeg seruma

Utjecaj saliniteta umjetne morske vode (ASW) na apsorbanciju komercijalnih
nanocestica srebra omotanih citratom promjera 40 nm u prisutnosti aloumina iz govedeg seruma
(Ag40-BSA) prikazan je na Slici 21. Koncentracija BSA bila je konstantna i kroz ovaj pokus.
Primjecuje se kako su krivulje intenziteta apsorbancije u naglom padu tijekom prvih 24 sata za
sve salinitete, nakon ¢ega je pad postupniji. loni prisutni u umjetnoj morskoj vodi uzrokuju
destabilizaciju zaStitnog omotaca nanocestica (citrat) te jedan dio nanocestica odmah agregira
I gubi svojstvo povrsinske plazmonske rezonancije. Prema grafickom prikazu, to je otprilike
30% pocetne koncentracije. Medutim, preostalih 70% nanocestica ostaju individualno
dispergirane u otopini. Tako s povecanjem saliniteta stabilnost Ag40-BSA neznatno pada,
Ag40-BSA u dovoljnoj koli¢ini ostaju stabilne u mediju visoke ionske jakosti, koji inace
uzrokuje vrlo brzu destabilizaciju nanocestica: bez stabilizatora kao $to je BSA, nanocestice u

istoj koncentraciji potpuno agregiraju unutar nekoliko satif261,
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0,8 - —m— BSA

AMAX

Slika 21. Apsorbancijski maksimumi, Auax, za disperzije nanocestica srebra promjera 40 nm (Ag40 SA) masene
koncentracije 5 ug mL™ stabiliziranih s BSA (100 pM) u umjetnoj morskoj vodi razli¢itih saliniteta (0-38) kroz
period od sedam dana. Eksperiment i mjerenja vrSeni su pri sobnoj temperaturi.

Na Slici 22. prikazani su i apsorpcijski spektri za Ag40 SA + BSA / ASW 38 sto na Slici
21 predstavlja maslinasto-zelena krivulja. Vidljivo je kako se maksimumi SPR pikova nakon
prvog dana gotovo linearno smanjuju s vremenom, dok apsorbancija BSA ostaje na priblizno

istim vrijednostima.
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Slika 22. UV-VIS spektri za Ag40 SA (masene koncentracije 5 ug mL™?) s dodatkom BSA (100 uM) u umjetnoj
morskoj vodi saliniteta 38 kroz sedam dana. Eksperiment i mjerenja vrSeni su pri sobnoj temperaturi.
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Hidrodinamicki promjeri citratom i BSA-om obavijenih komercijalnih nanocestica
srebrau ASW razli¢itih saliniteta prikazani su na Slici 23. Kod Ag40 uz dodatak BSA, usprkos
variranju saliniteta, vrijednosti dn ostaju uglavnom konstantne unutar ekperimentalnog perioda

1 kre¢u se izmedu 47 1 61 nm s prosjecnom vrijednosti 52,54 + 3,84 nm.

Za usporedbu, citratom obavijene nanocestice srebra (AgNP bez BSA) u morskoj vodi
i pri salinitetu 38 prestaju biti nanocestice budu¢i da imaju promjere 500 nm nultog dana i 800
nm na peti dan mjerenja (dan 4) . Same nanocestice srebra nominalnog promjera 40 nm imaju

promjer 39,24 nm u ultracistoj vodi.

Gotovo neovisno o salinitetu umjetne morske vode, izmedu 50 1 70% pocetne
koncentracije nanocestica srebra (Slika 21) u prisutnosti BSA zadrzano je u ASW kroz sedam
dana. Takoder, mjerenja hidrodinami¢kog promjera nanocestica Ag40 koje su bile stabilizirane
s BSA, a izlozene razli¢itim salinitetima pokazuju vrlo sli¢ne vrijednosti — dn takvih nanocestica
je bio 52,54 = 3,84 nm. Tsai i sur.*! tyrde kako promjer BSA varira izmedu 4,2 i 7 nm ovisno
0 uvjetima u otopini. Ako se BSA adsorbira u monosloju na Ag40, to znaci da bi se promjer

Ag40 trebao povecati za maksimalno 14 nm.
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Slika 23. Promjena hidrodinamickih promjera (dn) s vremenom za nanodestica srebra (5 pg mL*) nominalne
veli¢ine 40 nm. Nanocesticama je dodan BSA (100uM) u ultradistoj (MQ) i umjetnoj morskoj vodi (ASW)
razli¢itih saliniteta (5-38). Mjerenja su izvedena pri sobnoj temperaturi.

Rezultati ovog rada pokazuju kako se promjer nanocestica kojima je dodan BSA u ASW

povecao za prosjecno 13 nm Sto se slaze s pretpostavkom da dolazi do nastanka monosloja oko
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povrsine nanoCestice. Valjda podsjetiti da je ¢ (BSA) bila konstantna kroz pokus. 1z rezultata
sa Slika 21 i 23 moze se pretpostaviti kako BSA stvara monosloj oko nanocestice i radi “tvrdu
proteinsku koronu” budu¢i da se promjer novonastalih Cestica ne mijenja znacajno Kroz
vrijeme, kao ni u otopinama razli¢itih saliniteta. Moze se re¢i da je albumin iz govedeg seruma
dovoljno dobar stabilizator da sac¢uva koloidnu stabilnost AgNP od agregacije uzrokovane soli
$to je u mnogim radovimal2°12415758801611 nokazano kao glavni uzrok njihovoj vrlo brzoj
destabilizaciji u morskoj vodi. Koncentracije soli u umjetnoj morskoj vodi prelaze CCC
vrijednosti koje su potrebne za destabilizaciju srebrnih nano&estical®”6% ali one usprkos tome,
u njoj ostaju stabilne barem sedam dana uz prisustvo BSA. Taj rezultat veoma je vazan jer
koloidno stabilne nanocestice imaju vecu mobilnost (putuju na vece udaljenosti) pa samim time
i vecu biodostupnost te stoga predstavljaju potencijalnu opasnost po organizme koji zive u
vodenom stupcu. Ipak, na stabilizaciju uvelike utje¢e i medij u kojem se stabilizator i
nanocestica nalaze pa nije isto radi li se o mediju niske ionske jakosti ili o morskoj vodi. BSA
je uvijek dodavan prije umjetne morske vode, stoga se iz dobivenih rezultata ne moze tvrditi da
¢e u prirodnoj morskoj vodi visokih saliniteta (npr. 38), a s dovoljnom koli¢inom proteina,
stabilizacija biti uspje$na ako nanocestice u morski sustav dolaze bez zastitnog omotac¢a. Dobra
stabiliziranost AgNP s prethodno dodanim BSA u umjetnoj morskoj vodi ukazuje na to da bi
AgNP prethodno stabilizirane proteinima u uvjetima relativno niske ionske jakosti medija
(primjerice, u rje¢noj vodi) mogle ostati stabilne po dolasku u morsku vodu visokog saliniteta
(izmedu 35 i 38). Ipak, moguce je i da ¢e nanoCestice izravnim ulaskom u more, gdje je lokalno
visoka koncentracija proteina, biti trenutno stabilizirane i na taj nacin se dulje zadrZavati u

vodenom stupcu.

Dominguez-Medina i sur [*8¥ pokazali su da u 20 mM otopini NaCl-a zeta potencijal
nanocestica zlata (AuNP) dostize relativno stalnu vrijednost pri koncentraciji BSA od 100 pM,
dok se ona u ultracistoj vodi postize tek pri 1000 uM BSA. Zbog tog rezultata, autori su postavili
hipotezu da je hidrofobno medudjelovanje izmedu BSA i AuNP u prisutnosti NaCl-a
dominantni mehanizam adsorpcije BSA na citratom-obavijene AuNP. Ujedno i tvrde da BSA
zamjenjuje citrat s povrsine zlatnih nano&estica. Nadalje, Kirchman!*®? j sur. su pokazali kako
je adsorpcija proteina u morskoj vodi mnogo jaca na hidrofobnoj (parafilm) nego na hidrofilnoj
povrsini (staklo). Pritom su pokazali i da je doseg adsorpcije ja¢i u morskoj vodi nego u puferu
niske ionske jakosti te su takoder zakljucili da su hidrofobna medudjelovanja izmedu proteina
i hidrofobne povrsine razlog snaznijem adsorbiranju proteina na parafilm. Desorpcija proteina

s parafilma dogadala se u puno manjoj mjeri nego sa stakle. Navedeno se slaZe s rezultatima u
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ovom doktorskom radu. Na Slici 21 vidljivo je kako je krivulja Avax za Ag40 s BSA u
ultracistoj vodi (salinitet 0 na Slici 21) mnogo niza od krivulje u ASW 51 10. Prema tome, ¢ini
se kako soli iz morske vode zaista poti¢u snazniju adsorpciju BSA na nanocestice srebra.
Takoder, iznenadujuce je kako su krivulje u salinitetima 15-38 vrlo bliske. Prema tome, kada
je BSA vec¢ stabilizirao nanocestice, porast saliniteta u ovom rasponu nema velikog utjecaja na

pad koloidne stabilnosti zbog izlaganja umjetnoj morskoj vodi.

5.2.1.3. Utjecaj pocetne koncentracije disperzija nanocestica srebra stabiliziranih s

albuminom iz govedeg seruma na njihovu koloidnu stabilnost

Iz prethodnog poglavlja vidljivo je kako je u rasponu saliniteta umjetne morske vode
izmedu 5 i 38 postignuta koloidna stabilnost i do 70% pocetne koncentracije nanocestica srebra
u prisustvu BSA nego bez njega (Slika 21). U svjetskim oceanima, prosje¢na vrijednost
saliniteta kreée se oko 35[1%% dok je morska voda u Jadranskom moru zbog slabog dotoka pitke
vode i dominacije isparavanja nad razrjedivanjem (dilucijom Mediteranskog bazena oborinama
i dotokom slatke vode), saliniteta 381*64l, Taj salinitet predstavlja ,,teze“ uvjete za stabilizaciju
te je iz tog razloga odabran; kako bi se vidjelo kakva je mo¢ stabilizacije BSA u uvjetima
relativno visokog saliniteta. Preracunato u ionsku jakost (engl. lonic Strength, IS), ovaj salinitet
daje IS = 0,64 M (poglavlje 4.1.3.).

Koloidna stabilnost disperzija nanocestica srebra promjera 40 nm i razli¢itih
koncentracija s dodatkom jednake koli¢ine BSA (100 uM) pracena je UV-VIS spektroskopijom
u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38. Raspon koncentracija Ag40 bio je 1 — 10 pg mL™.
Vrijednosti maksimuma intenziteta apsorbancije ovisno o vremenu prikazane su na Slici 24.
Disperzijama nanocestica srebra s veéim podetnim koncentracijama; 7,5 i 10 pg mL™,
apsorbancije se brze smanjuju tijekom prva tri dana, nakon ¢ega se pad apsorbancije usporava.
Nagibi drugog dijela krivulje smanjuju se kako koncentracija pada. Upravo zato, krivulje pada
apsorpcijskog maksimuma (Awmax) kroz vrijeme aproksimirane su modelom eksponencijalnog

pada u dvije faze, opisanom u poglavlju 4.2.7., a parametri modela predoc¢eni su u Tablici 9.

Iz Slike 24 vidljivo je kako model veoma dobro opisuje eksperimentalne podatke §to
znaci da se nanocCestice kao koloidne Cestice ponaSaju ocekivano; agregacija tece u dvije faze,
kemijski kontrolirano i difuzijski ograni¢eno. Prijelaz iz jedne faze agregacije u drugu moze se

procijeniti; vidljivo je na Slici 24 kako je prvi dio krivulje vrlo strm, a drugi dio krivulje ima
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mnogo manji pad. Kada se za krivlju Avax vs. t za koncentraciju od 10 pg mL™ kroz prvi i drugi
dio krivulje povuku pravci, oni se sijeku u t = 1,5 d. Prema tome, prelazak iz jednog

agregacijskog rezima u drugi dogada se priblizno nakon jednog i pol dana od pocetka mjerenja.

1,4 5

e 1 g mLt

1,2 1

1,0 4

0,8 1

0,6

AMAX

0.4

0,2 1

0,0 1

Slika 24. Vrijednosti apsorbancijskog maksimuma, Awax, za razli¢ite koncentracije (1 — 10 pg mL™) nanodestica
srebra promjera 40 nm (Ag40) s dodatkom BSA (100 pM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38. Eksperiment i
mjerenja provedeni su pri sobnoj temperaturi.

Na taj nacin (eksponencijalni pad u dvije faze, s jednom vrlo ubrzanom i jednom sporom
brzinom raspada®’) ponasaju se svi ostali sustavi nanodestica istrazeni u ovom radu. Kako
nanocestice srebra dolaze u morsku vodu, prvo se brzo 1 u velikom udjelu agregiraju zbog
utjecaja soli morske vode, a nakon toga, frakcija koja je stabilizirana takoder tezi agregiranju,
ali puno sporije. Amplituda drugog eksponencijalnog pada, A2, linearno je ovisna o
koncentraciji disperzija, a korelacija je prikazana na Slici 26. Amplituda prvog
eksponencijalnog pada nije ovisila o koncentraciji za mjereni raspon (1 — 10 ug mL™%, Slika 25).

Tablica 9. Vrijednosti parametera modela eksponencijalnog pada u dvije faze, izvedenog u programu OriginPro
8.0 za razlicite koncentracije (1 — 10 ug mL1) disperzija nanoGestica srebra promjera 40 nm (Ag40) s dodatkom
BSA (100 pM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.

1pgmL?! 25pgmL? 7,5pgmL? 10 pg mL*

yo = -0,00305 0,02855 -0,20237 0,15366
A1 0,08906 0,15553 0,7021 0,62182
1 4,98972 1,02047 62,52253 37,90703
A 0,02762 0,11931 0,31757 0,40185
2 0,67485 12,82841 0,87209 0,83529
R? 0,9275 0,98754 0,98884 0,99385
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Slika 25. Linearna regresija vrijednosti amplitude prvog eksponencijalnog pada (rezim kemijski kontrolirane
agregacije), A;, ovisno o koncentraciji nanodestica srebra (1 — 10 pg mL™) promjera 40 nm (Ag40) s dodatkom
BSA (100 pM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.

0,51

0,4

0,3

<N
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Slika 26. Linearna regresija vrijednosti amplitude drugog eksponencijalnog pada (rezim difuzijski kontrolirane
agregacije), A, ovisno o koncentraciji nanoCestica srebra (1 — 10 pg mLt) promjera 40 nm (Ag40) s dodatkom
BSA (100 pM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.
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5.2.1.4. Utjecaj koncentracije albumina iz govedeg seruma na koloidnu stabilnost

nanocestica srebra

Uc¢inak razlicitih koncentracija BSA u odnosu na konstatnu koncentraciju nanocestica
srebra dispergiranih u umjetnoj morskoj saliniteta 38 prikazan je na Slikama 27, 28 i 29. Na
Slici 27 vidi se kako samo najniza koncentracija BSA (10 uM) osigurava relativno dugotrajnu
koloidnu stabilnost disperzije nanodestica srebra koncentracije 0,5 ug mL™. Veéa koli¢ina BSA
(50 1 100 uM) ne rezultira zamjetnom koli¢inom stabilnih nanocestica (pad stabilnosti kroz 2-
4 dana) dok vise koncentracije BSA (500 i 1000 uM) gotovo odmah destabiliziraju disperzije

Ag40 (nestanak nanocestica nakon prvog i drugog dana.

Dvostruko veéa koncentracija AgNP (1 ng mL?, Slika 28) stabilizirana je i s 50 uM
BSA u umjetnoj morskoj vodi, dok vece koncentracije BSA takoder uzrokuju destabilizaciju
Ag40. Kad je u otopini prisutna relativno velika koncentracija Ag40, odnosno 5 pug mL™, veéi

raspon BSA (10 — 100 uM) pogoduje njihovoj stabiliziraciji (Slika 29).

0,16

—a— 10uM

0,14 +

0,12

0,10 +

0,08

AMAX

0,06
0,04

0,02

0,00 +

t/d

Slika 27. Maksimumi apsorbancije, Auax, za disperzije nanocestica srebra (Ag40) masene koncentracije
0,5 pg mL* uz dodatak razli¢itih koncentracija BSA (10 — 1000 uM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.
Eksperimenti i mjerenja izvedeni su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 28. Maksimumi apsorbancije, Auax, za disperzije nanocestica srebra (Ag40) masene koncentracije
1 ug mL? uz dodatak razli¢itih koncentracija BSA (10 — 1000 uM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.
Eksperimenti i mjerenja izvedeni su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 29. Maksimumi apsorbancije, Amax, za disperzije nanocestica srebra (Ag40) masene Koncentracije
5 ug mL? uz dodatak razli¢itih koncentracija BSA (10 — 1000 pM) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38.
Eksperimenti i mjerenja izvedeni su pri sobnoj temperaturi. Mjerenja su izvedena u triplikatima, na slici je
prikazana njihova srednja vrijednost te je oznacena vrijednost standardne devijacije.
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Rezultati mjerenja apsorbancije (Amax) za Ag40 u prisutnosti BSA ukazuju na to da za
odredenu koncentraciju nanocestica srebra, postoji odgovarajuéi raspon koncentracija BSA Kkoji
ih u¢inkovito Stiti od brze agregacije u vrlo agresivnom mediju umjetne morske vode. Prevelika
koncentracija BSA, iako se radi o makromolekulama nekoliko desetaka puta manjima od
nanocestica, ne vodi do ucinkovite stabilizacije nanocCestica pa soli iz umjetne morske vode
mogu destabilizirati nanocestice u roku od jednog dana (Slika 27), dok povoljna koncentracija
BSA zadrzava AgNP koloidno stabilnima i osam dana (Slika 29). To¢ni odnosi masenih
koncentracija za ispitane sustave su prikazani u Tablici 10. Najmanji ispitani omjer BSA prema
nanocesticama koji je pridonio stabilnosti Ag40 bio je 133:1, dok je najveci bio 3332:1.
Tablica 10. Preracunati maseni omjeri molekula BSA prema masenoj koncentraciji nanocestica srebra u uzorku.

Zelenom bojom oznaceni su omjeri koji rezultiraju stabilno$¢u (Slike 27-29) dok su crveno obojani omjeri koji
uzrokuju destabilizaciju nanoc€estica u morskoj vodi ve¢ nakon jednog dana.

7 (Ag40 SA) / pg mL™?

0,5 1 5
10 1333 666 133
50 6664 3332 666
100 13328 6664 1333
500 66640 33320 6664

1000 133280 66640 133280

c (BSA) / tM

Nakon provjere stabilnosti UV-VIS spektroskopijom, ispitivane su i veliine
nanocestica tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS). Vrijednosti hidrodinamickih
promjera za Ag40 u prisutnosti BSA u umjetnoj morskoj vodi tijekom 4 dana prikazani su na
Slici 30. Raspon koncentracija BSA u ovom mjerenju dodatno je prosiren i iznosio je od 0,001
do 500 uM kako bi se ispitali i nizi omjeri BSA:nanocestice. Uocljivo je da su nanocestice
kojima je dodano 10 uM BSA nakon 24 sata ujednacenih promjera (nesto vecih od 40 nm), a
one u otopinama s koncentracijama BSA od 50 do 200 pM ujednacenih i stabilnih promjera
oko 50 nm tijekom nekoliko dana te ne stvaraju agregate, koji su uoc€ljivi u uzorcima s niskim
koncentracijama BSA (0, 0,001 - 5 uM). Pogledaju li se vrijednosti dn dane u Tablici 11,
predvida se kako su vise koncentracije (npr. 100, 200 i 500 uM BSA) uzrokovale sukcesivno

povecanje dn za po nekoliko nanometara s porastom koncentracije BSA.
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Slika 30. Promjena hidrodinami¢kih promjera, dn, nanodestica srebra veli¢ine 40 nm (5 pg mL™) s dodatkom
albumina iz govedeg seruma razli¢itih koncentracija (0,001 - 500 uM) tijekom pet dana u umjetnoj morskoj vodi
saliniteta 38. Eksperiment i mjerenja vr$ena su pri sobnoj temperaturi.

Tablica 11. Prosjecne vrijednosti dn nakon 5 dana za nano&estice srebra veli¢ine 40 nm (5 pg mL?) s dodatkom
albumina iz govedeg seruma razli¢itih koncentracija (0,001 - 500 uM) tijekom pet dana u umjetnoj morskoj vodi
saliniteta 38.

c (BSA) / uM 0 0,001 0,01 1 5 10 50 100 200 500

dn / Nm 694,14 86,32 4397 97,78 - 4561 47,25 48,89 52,16 70,17

U literaturnom pregledu spomenuto je kako pocetna koncentracija nanocestica ima velik
utjecaj na njihovu koloidnu stabilnost. Sto je koncentracija nanolestica veéa, veca je
vjerojatnost za medusobne sudare, dok u nisko-koncentriranim disperzijama nanocestice tesko
dolaze u kontakt pa time i sporije agregiraju®**4l. Upravo su ta saznanja posluzila kao razlog
za eksperimentalni pristup u poglavljima 5.2.1.3. i 5.2.1.4.: iako su koncentracije proteina i
nano&estica®! u okolisu relativno malene (iznimke su postrojenja za obradu otpadnih voda i
cvjetanje moral'®5168l) sto ¢e se dogoditi ako AgNP dodu u prirodni vodeni medij u niskoj
koncentraciji gdje je prisutna koli¢ina proteina dovoljna za stabilizaciju? Buduci da dio
koriStene instrumentacije (UV-VIS, DLS) za rad treba relativno visoku koncentraciju AgNP
(nekoliko ug mL™?), ideja je bila mijenjati koncentracijske odnose BSA prema nanocesticama i

saznati koliko proteina je potrebno za stabilizaciju AgNP te da li nakon dosega kriticne
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koncentracije BSA, stabilizacija AgNP postaje vjerojatna? Mijenjanjem omjera masenih
koncentracija BSA prema nanocesticama za stalne vrijednosti saliniteta (38), dobiveni su
znacajno drugaciji ishodi stabilizacije. Niske koncentracije nanocCestica nisu stabilizirane s
relativno velikom koli¢inom BSA (100 — 500 uM). Jedan primjer omjera koji nije rezultirao
stabilnim disperzijama bio je 0,5 pg mL* Ag40 koji je brzo gubio na koloidnoj stabilnosti
dodavanjem veé samo 50 um BSA, dok veéa koncentracija nanodestica (primjerice 1 pg mL™?)
nije destabilizirana istom koncentracijom tog modelnog proteina. Prema tome, samo
odgovaraju¢i omjeri nanocestica i proteina mogu rezultirati stabilnim nanocesticama srebra u
morskoj vodi. Za ispitivane koncentracije BSA prema Ag40 ti omjeri bili su izmedu 133:1 1
3332:1. Pogledaju li se rezultati iz Tablice 11 koji su pokazali veée promjere s povecanjem

koncentracije BSA, mozZe se pretpostaviti da dolazi do viSeslojnog adsorbiranja tog proteina na

povrsinu nanocestice.

Cinjenica da odredene, prevelike koli¢ine BSA uzrokuju ubrzanu destabilizaciju
nanocestica u umjetnoj morskoj vodi upucéuje na to da se suvisSak BSA vjerojatno nakuplja u
vece agregate, a moguc je cak 1 nastanak BSA fibrila koji potom smanjuju koli¢inu individualno
dispergiranih nanocestica zasad nepoznatim mehanizmom. Moguce je da stvaranje fibrila po
cijelom volumenu otopine stvara svojevrsnu ,,mrezu® gdje nanocestice imaju manji volumen
otopine za slobodno dispergiranje; ¢ece se sudaraju i agregiraju. Osim toga, ako se djelomi¢no
u fibrile ukljucuju i molekule BSA koje su adsorbirane na nanocestici, heteroagregacija i
nastanak velikih bioagregata (proteini + nanodestice) neizbjezna je. Zaman i sur.!**"tvrde kako
se fibrilacija dogada zbog lokalno visoke koncentracije peptida koji se potom postupno
organiziraju u vlaknaste strukture. Prema tome, povrsine nanocestica sluze kao platforme za
asocijaciju proteina, a tome joS dodatno pogoduje visoka koncentracija proteina te nastaju
amiloidni agregati. Ako se svemu doda u¢inak soli koja povecéava hidrofobnost BSA u morskoj
vodi*®! destabilizacija nanocestica je sasvim o¢ekivana. Medutim, pitanje je zasto se to ne
dogada pri svim, pa i optimalnim koncentracijama BSA? Najvjerojatnije i za fibrilaciju postoji
kriti¢na koncentracija koja bi se morala utvrditi u uvjetima umjetne morske vode $to bi tek
trebala biti tema nekog sljedeceg rada. Goy-Lopez i sur. potvrduju da $to je viSe proteina
adsorbirano na nanocestice, fibrilacija ¢e se teze dogadati jer je za proteine albumina iz ljudskog
seruma energetski povoljnije biti adsorbirani nego dispergirani u disperziji nanocestica
zlatal*®®, Takoder, isti¢u kako je i zakrivljenost nanodestice kljuéni ¢imbenik u uspjesnosti

adsorpcije.
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5.2.1.5. Otapanje nanocestica srebra razlicitih veli¢ina stabiliziranih s BSA

Kroz literaturni pregled navedena su klju¢na saznanja o otapanju nanocestica srebra;
kinetika otapanja izrazito ovisi o veli¢ini nanoCestica — manje nanocestice brze se
otapaju)[®6190:192  ve¢a koncentracija otopljenog kisikal®®% viga temperatura medija®,
svjetlost® i nizi pH takoder ubrzavaju otpustanje Ag*l*°. Proces otapanja moZe usporiti
agregacijal’® (manja specifiéna povrina i izloZenost nanolestica) i prisutnost prirodne
organske tvari koja se adsorbira na aktivna mjesta na nano¢esticil*®>71. Veoma bitno, brzina
otapanja ovisna je i o pocetnoj koncentraciji nanocestical’® zbog toga §to manja brojnost
nanocestica u odredenom volumenu znaci i manju vjerojatnost sudara, agregaciju i smanjenje
specifi¢ne povrsine. Brzina otpustanja Ag* ovisit ée i o vrsti zastitnog omotagal®®5"1%1 te o
sastavu medija u kojem su dispergiranel’®l, Ako medij sadrzi CI" anione koji imaju afinitet
prema kationima srebra, otapanje ¢e se takoder ubrzatil!>'®®l Prema tome, zbog dobre
oksigeniranosti povrSinskog sloja morske vode u koji ¢e nanocestice prvotno uci, svjetlosti i
velike prisutnosti klorida, otapanje bi moglo biti brzo, ali bi ga mogle usporiti NOM i
agregacija. Upravo to je pitanje na koje bi rezultati ovog rada mogli odgovoriti.

Neovisno o stabiliziranosti nanocestica srebra, brzina otapanja i u ovom radu veca je za
manje nanocestice, Sto se vidi na Slici 32. Za pokuse otapanja AgNP odabran je jedan od
optimalnih koncentracijskih omjera BSA (10 uM): 1 pg mL™* AgNP.

Najbrze su se otapale nanocCestice srebra veli¢ine 20 nm, iako im je BSA dodan, $to se
pokazuje u najveéem porastu poéetne koncentracije Ag* iona unutar prva tri dana. Ag20-BSA
jedine dostizu plato koncentracije Ag" i to sedmog dana te im je konaéni doseg otapanja, nakon
15 dana iznosio 35% pocetne koncentracije. Ovaj rezultat slaze se s rezultatima iz poglavlja

5.2.1.1 gdje je pokazano kako BSA nije uspjesno stabilizirao nanocestice.

Vece nanocestice (Ag40, Ag60 i Agl00) za vrijeme trajanja eksperimenta nisu dosegle
ravnotezu (nema vidljivog platoa otapanja) nego se samo usporenije otapaju ovisno o velicini.
Kinetika otapanja modelirana je prema Kittleru i sur.%%. Sve &etiri krivulje ovisnosti [Ag*] o
proteklom vremenu modelirane su prema jednadzbi 4.7. , a parametri modela; konstanta brzine

otapanja (k) i konaéni doseg otapanja, [Ag*Jkenacno Prikazani su u Tablici 12.

S porastom veli¢ine nanocestice, nakon 1. dana, otapa se sve manja koli¢ina koloidnog
srebra, $to se primjecuje iz Slike 32. Konacno, 15. dana mjerenja Ag40 se otopio 25%, Ag60

20%, a Agl100 18 % u odnosu na pocetnu koncentraciju.
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Slika 32. Koncentracija otopljenog srebra poteklog od nanocestica razli¢itih promjera: 20, 40, 60 i 100 nm, pocetne
koncentracije 1 pg mL? s dodatkom 10 uM BSA u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38. Mjerni podaci modelirani
su s Box Lucasl funkcijom u programu OriginPro, a vrijednosti dobivenih krivulja prikazane su u Tablici 12.
Eksperiment i mjerenja provedeni su pri sobnoj temperaturi.

Tablica 12. Parametri Box Lucasl modela opisanog u jednadzbi 4.4. za otapanje nanocestica srebra.

nanocestice (nm)

promjer

20

40

60

100

[Ag*Vkonacno stdev k stdev R?
0,35073 0,0177 0,4634 0,08347 0,8321
0,25309  0,01043 0,27406 0,03211 0,9584
0,20905 0,02692 0,18208 0,05773 0,8551
0,22427 0,03792 0,10122 0,03011 0,9549

Nadalje, kontanta brzine otapanja (k) ovisno o promjeru aproksimirana je modelom

eksponencijalnog pada i prikazana na Slici 33.
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Slika 33. Ovisnost brzine otapanja o promjeru
nanocestice, aproksimacija prema jednadzbi 4.5.
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5.2.1.6. Otapanje nanocestica srebra bez i s dodatkom albumina iz govedeg seruma

Utjecaj BSA na kinetiku otapanja nanocestica veli¢ine 40 nm (Ag40) u usporedbi s
nestabiliziranim nanocesticama prikazan je na Slici 34. Koncentracija srebrnih iona u otopini
pracena je tijekom 15 dana te su rezultati takoder modelirani jednadzbom otapanja prema

Kittleru i surf®l a parametri dani u Tablici 13.
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Slika 34. Koncentracija otopljenog srebra poteklog od nanocestica srebra promjera 40 nm pocetne koncentracije
1 ug mL? s dodatkom 10 i 50 uM BSA u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38, bez BSA i u ultradistoj vodi (MQ).
Mijerni podaci modelirani su Box Lucasl funkcijom u programu OriginPro, a vrijednosti dobivenih krivulja
prikazane su u Tablici 13. Eksperiment i mjerenja provedeni su pri sobnoj temperaturi.

Tablica 13. Parametri Box Lucasl modela opisanog u jednadzbi 4.7. za otapanje nanoCestica srebra bez BSA i s
razli¢itim koncentracijama BSA.

uzorak [AQNkomaene @ stdev k b stdev R?
Ag40 ASW 0,83278 0,02968 0,39969 0,05064 0,94443
Ag40 10 uM BSA ASW  0,25309 0,01043 0,27406 0,03211 0,95843
Ag40 50 uM BSA ASW  0,17736 0,03302 0,15811 0,06338 0,84285
Ag40 50 uM BSA MQ - - - - -

Zastitna uloga BSA kao koloidnog stabilizatora nanocestica srebra u morskoj vodi
nastavlja se i kroz usporavanje njihovog otapanja. Bez BSA, nanocestice srebra otopile su se
80% od svoje pocetne koncentracije u umjetnoj morskoj vodi nakon 15 dana. Dodatak samo 10
UM BSA smanjio je koncentraciju otopljenog srebra u uzorku za ¢ak 3,3 puta (doseg otapanja

je iznosio 25%) $to se primjecuje na crvenoj krivulji sa Slike 34, u odnosu na zelenu krivulju
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koja prikazuje otapanje Ag40 bez BSA (80%). Dodatak vece koli¢ine BSA (50 uM) prema
dobivenim rezultatima, jo$ viSe usporava otapanje nanocestica jer je tada doseg otapanja 17%.
Ipak, sa Slike 28 se vidi da je dodatak 50 uM BSA rezultirao s manje stabilnih Ag40 nego
10 uM BSA (niza krivulja Amax ovisno o vremenu) za koncentraciju disperzije 1 pg mL™* koja
je koriStena i u ovom pokusu otapanja. Prema tome, lako je moguce da je manja koncentracija
Ag" kad je dodano 50 uM BSA posljedica manje uspjesne stabilizacije nanocestica koje su
agregirale i istalozile iz vodenog stupca. U ultracistoj vodi otapanje nanocestica dostiglo je 4%

pocetne koncentracije.

Ocekivanja o sudbini nanocestica srebra u morskoj vodi upucuju na brzu agregacijut?,
otapanje i promjenu morfologije iz sfernih u plocaste oblikel®#4 ali ¢ak i na usporavanje
otapanja u prisutnosti prirodne organske tvarit®"*°11031 | ju i Hurt!*%! tvrde kako ée otapanje
citratom obavijenih nancestica u morskoj vodi biti usporenije zbog izrazene agregacije koja
rezultira smanjenom dostupnom povrSinom nanocestica. Rezultat Liu i Hurta je samo 36%
otopljenih AgNP koje su imale pocetni promjer izmedu 5 i 10 nm. Agregirane, odnosno
»sljepljene* nanocestice imaju puno manju specifiénu povrSinu nego neagregirane te je manja
povrsina AgNP izloZena otopljenom kisiku. Nadalje, nanocestice gube nanometarske dimenzije
te im se zato smanjuje kemijski potencijal za otapanje. Medutim, prirodna morska voda koju su
autori koristili sadrzavala je dodani NOM u obliku HA pa je sasvim moguce da je prirodna
organska tvar takoder usporila otapanje. U ovom doktorskom radu, u ASW nije bila dodana niti
jedna komponenta organske tvari (kako bi se istrazio iskljucivo utjecaj soli na otapanje i
agregaciju) te je konac¢no otapanje Ag40 doseglo 80%. Vjerojatno je i zbog prirodne tvari u
jezerskoj vodi u radu Dobiasa i sur.>! krajnji rezultat otapanja AgNPs promjera 50 nm nakon
tri mjeseca iznosio samo 20%. Kad prirodna organska tvar nije prisutna ili se nalazi u mediju u
malim koli¢inama, tada su rezultati usporedivi rezultatima iz ovog rada; u radu Chena i sur.[*%!
cit-AgNP (promjera 10 nm) su se otopile do 70% unutar pet dana mjerenja, a koncentracija
prirodne organske tvari iznosila je 1,9 mg L. U radu Sikdera i sur.[**¥ gdje je medij bila morska
voda, ¢ak 92% PVP-AgNP se otopilo sto se pripisuje visokoj koncentraciji klorida, dok su
Wang i sur.P®! dobili kako se 60% AgNP otopilo nakon 10 dana u morskoj vodi saliniteta 30 s
dodatkom NOM-a

Jedno relativno novo istrazivanjel*®” pokazalo je potpuno drugacije djelovanje BSA
prema nanocesticama u smislu otapanja — hipoteza je da BSA ubrzava otapanje AgNP. Ipak
uvjeti ovog rada bili su dosta drugaciji. Autori su za pokuse otapanja koristili AgNP slicnih

promjera te pocetne masene koncentracije; 10, 20 i 40 nm te 1 ug mL?, ali medij za disperziju

73



5. REZULTATI | RASPRAVA

nanocestica bio je citratni pufer s dodatkom 5 mM NaCl-a dok je koncentracija BSA bila samo
2 — 10 nM. Rezultati rada pokazali su kako se konstanta brzine otapanja nanoc¢estica povecava
s porastom koncentracije BSA, a BSA-om potaknuto otapanje bilo je najizrazenije za najmanje
nanocestice (Ag20 otapale su se 3,6 puta manje, a Ag40 7,7 puta manje od Ag10 s BSA). Autori
pretpostavljaju da je korelacija izmedu otapanja potaknutog s BSA i veli¢ine nanocestica
uzrokovana time §to BSA odvlagi Ag* s povrsine nano¢estice u volumen otopine. Cini se da je
tako malena koli¢ina BSA bila nedovoljna za pokrivanje svih povrSina (ukupne povrSine
Cestica) disperzija Agl0, Ag20 1 Ag40 jer je samo 3,3, 4,0 1 4,4 % povrsina bilo potpuno
prekriveno s BSA $to se vidjelo i u minimalnim promjenama dn kad je BSA bio prisutan. Zaista,
utjecaj BSA pri manjim koncentracijama vrlo vjerojatno i je suprotan, sto se moze naslutiti i po
rezultatima ovog doktorskog rada i postojanju optimalnih omjera BSA prema nanocesticama.
Usporede li se ovaj doktorski rad i rad Boehmlera i sur.[**”] treba razmoriti nekoliko ¢injenica:
Boehmler 1 sur. nisu imali medij koji bi rezultirao znacajnijom agregacijom nanocestica kao i
agregacijom BSA (ASW) nego medij optimalan za dispergiranje nanocestica i stabiliziranje
BSA (pufer s NaCl-om). Poznato je kako BSA ima afinitet prema nanocesticama srebra zbog
tiolnih skupina u cisteinu koji je dio ovog proteina, medutim, proracunati suviSak BSA u ovom
doktorskom radu znacio bi da su povrSine nanocestica uglavnom zasi¢ene s BSA koji vec §titi
nanodestice od otapanja i utjecaja soli. PovrSinski Ag* vjerojatno se i kompleksiraju s BSA, ali
ostaju na povrsini nanocestice, a ako je Ag® i prisutan u otopini, BSA u volumenu otopine ¢e
se vezati s njim. Boehlmer i sur. su prema Langmuirovoj izotermi dobili kako zaista dolazi do
stvaranja monosloja BSA na nanocesticama (zato je 1 koriStena tako malena koncentracija BSA,
a vrijednost konstante ravnoteze asocijacije pokazala je da se BSA najjate veze za vece

nanocestice (Ag40).

Dio rezultata rada Boehmlera i sur. u potpunosti se podudara s ovim radom, a to je
sljedece: nadeno je kako je povezivanje BSA 1 AgNP najizraZenije za Ag40, a Langmuirova
izoterma pokazala je kako zaista manja konstanta asocijacije za Ag10 i Ag20 ujedno znaci da

¢e BSA poticati otapanje AgNP.

Doseg otapanja nanoCestica srebra promjera 40 nm bez BSA u ASW 38 bio je 80% S$to
se primjerice vrlo dobro slaZe s istrazivanjem Chen i sur.[*% koji su uo¢ili da je 70% podetne
koncentracije (takoder pocetne koncentracije 1 ug mL™?) nanodestica srebra izlaganjem morskoj
vodi tijekom pet dana pretvoreno u Ag’, a plato [Ag’] je dostignut ve¢ drugog dana.
Nanocestice srebra u ovom radu imale su citrat na svojoj povrsini, a promjer im je bio 10 nm.

Pretpostavlja se da su razlog brzom otapanju AgNP u morskoj vodi prisutni kloriditt0%%1 |
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Wang i sur.! dobili su kako je otapanje i citratom i polivinilpirolidonom obloZenih nano¢estica
srebra u morskoj vodi saliniteta 30 nakon 10 dana iznosilo 60%. U ovom doktorskom radu
dodatak 10 uM BSA nanocesticama srebra promjera 40 nm (Ag40) u ASW 38 umanjio je doseg
njihovog otapanja za ¢ak 3,3 puta u odnosu na Ag40 u morskoj vodi bez BSA. To je vrlo
znacajano smanjenje dosega otapanja $to znaci da ako nanocestice ostaju koloidno stabilne kako
se pretpostavlja prema rezultatima iz poglavlja 5.2.1.1. — 5.2.1.4., one mogu dugotrajnije biti
izvor Ag" §to se pokazalo nepovoljnim za morske organizme (vidjeti lit. pregled). Medutim,
dodatkom 50 uM BSA u otopinu s Ag40 prema Slici 23, otapanje je rezultiralo jo§ manjom
koncentracijom [Ag*] nego s dodatkom 10 uM BSA. Prema tome, moguce je kako je nesto jaca
agregacija u uzorku s 50 pM BSA usporila otapanje nanocestica budu¢i da su se one
aglomerirale/agregirale te tako imale manju izloZzenu specifiénu povrSinu za oksidativno
otapanje. Liu i sur.l*% su dobili rezultat da je otapanje AgNPs u morskoj vodi sporije nego u
ultracistoj 1 u puferu niske ionske jakosti. Autori su to objasnili time da su nanocestice u morskoj
vodi agregirane i zato imaju mnogo manju dostupnu povrSinu za oksidativno otapanje.

Najvjerojatnije se isto dogodilo i u eksperimentima ovog doktorskog rada.
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5.2.2. Stabilizacija nanocestica srebra proteinima iz seruma morskih beskraljeznjaka

5.2.2.1. Stabilizacija nanocestica srebra proteinima iz seruma mediteranske dagnje M.

galloprovincialis

Nanocesticama srebra promjera 60 nm tvrtke Nanocomposix (Ag60 NC) dodavan je
serum hemolimfe (S HL) mediteranske dagnje M. galloprovincialis kako bi se ispitao uc¢inak
Sirokog raspona koncentracija proteina iz S HL (1 - 1147 pg mL™) na stabilnost nanodestica.
Taj raspon koncentracija proteina odabran je kako bi se provjerila pretpostavka dobivena
stabiliziranjem AgNP s BSA da samo odredeni maseni omjeri proteina prema nanocesticama
pogoduju njihovoj stabilizaciji. Za AgNP stabilizirane proteinima S HL u ultraéistoj vodi (MQ)
postoje anomalije i nije naden jasan trend pada stabilnosti nanocestica ovisno o koncentraciji
proteina. Stovise, sa Slike 35 vidi se kako veéina ispitanih koncentracija S HL; 332 do 1147 pg
mL? odrzava koloidnu stabilnost nano¢estica do tri dana pa ¢ak i pokazuje pravilan trend pada
koloidne stabilnosti s pove¢anjem koncentracije proteina, dok male koncentracije proteina S
HL; 10 i 100 pug mL? u ultradistoj vodi rezultiraju trenutnom destabilizacijom. Sasvim
neocekivano, najbolju koloidnu stabilnost Ag60 NC u MQ uzrokovali su 1 i 200 pg mL*

proteina S HL te su rezultirali s 23 i 36 % stabilnih nanocestica tijekom 6 dana.

U umjetnoj morskoj vodi saliniteta 15 (Slika 36), zamjetan pad stabilnosti ocitava se
ve¢ nakon 2 dana za sve ispitane koncentracije osim u slucaju kada je nanocesticama dodano
100 pg mL* proteina. Tada je stabilnost zadrzana u puno vecoj mjeri §to se vidi po treéem danu
mijerenja jer je Ag60 s dodanih 100 ug mL™ proteina imala SPR povrsinu 6,6 §to predstavlja
28% pocetne povrsine, dok su s ostalim koncentracijama nakon dva dana gotovo nestali SPR
pikovi tako da se povrSina nije mogla izraCunavati. Za razliku od sustava u ultracistoj vodi,
ovdje najnize koncentracije; 1 i 10 pg mL™ proteina ne uzrokuju stabilizaciju, dok je raspon
koncentracija proteina 200 — 647 ug mL™! pokazao sli¢ne vrijednosti stabilizacije unutar prva

dva dana, bez znacajne razlike.

Kod nanocestica srebra promjera 60 nm, kojima su dodani proteini iz S HL, ali u mediju
ASW 38 (Slika 37), jednaka koncentracija proteina pokazala se najpovoljnijom za stabilizaciju
nanoéestica (100 pg mL? prema 5 pg mL? Ag60 odnosno koncentracijski omijer 20:1).
Stabilizirano je 21% Ag60. Kod veéih koncentracija proteina (npr. 3301 647 ng mL™? u ASW

38) ocitavaju se vece standarndne devijacije povrSine SPR pika §to vrlo vjerojatno znaci da je

.....
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Slika 35. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, masene koncentracije 5 pg
mL?) kojima je dodan supernatant hemolimfe dagnje M. galloprovincialis razli¢itog sadrzaja proteina (1 — 1147
ug mLY) u ultradistoj vodi tijekom 6 dana pri sobnoj temperaturi.
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Slika 36. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, masene koncentracije
5 ng mL?) kojima je dodan supernatant hemolimfe dagnje M. galloprovincialis razli¢itog sadrzaja proteina
(1 - 647 ug mL'*) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 15 tijekom 6 dana pri sobnoj temperaturi.
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Slika 37. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, masene koncentracije
5 pug mL?) kojima je dodan supernatant hemolimfe dagnje M. galloprovincialis razli¢itog sadrzaja proteina
(1 - 647 pg mL1) u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 38 tijekom 6 dana pri sobnoj temperaturi.

5.2.2.2. Stabilizacija nanocestica srebra proteinima iz seruma celomske tekucine jeZinca

P.lividus

Krivulje koje opisuju SPR povrSine za nanoCestice srebra stabilizirane serumom
celomske tekucine u ultracistoj vodi prikazane su na Slici 38. Kao i u slucaju proteina iz S HL,
u ultracistoj vodi nije dobiven jasan trend stabilizacije AgNP s porastom koncentracije proteina.
Nakon 6 dana, najuspjesnija stabilizacija postignuta je s 20 ug mL™* proteina iz S C — 54 %

stabiliziranih nanodestica, a zatim s 1 ug mL™— 42 % stabiliziranih nanogestica.

Kada je medij umjetna morska voda saliniteta 15 i 38 (Slika 39 i Slika 40), krivulje
ovisnosti SPR povrSine o vremenu imaju izrazeniji nagib unutar prva tri dana, u odnosu na
nagib krivulje u MQ $to znac¢i da nanocestice brze agregiraju. Nakon 6 dana, SPR povrSine

Ag60 s 10 i 20 pg mL™* proteina iz celomske teku¢ine u ASW 15 iznose izmedu 15 i 29 %.

U ASW 38 se tijekom cetiri dana uocavaju jasne razlike u uspjesnosti stabilizacije Ag60
pomo¢u proteina iz S C; 1 <20 < 10 ug mL™ proteina, ali nakon 6 dana, razlike u SPR povrsina
nisu znacajne; 7 % (1 pg mL? proteina), 14 % (20 pg mL? proteina) i 15% (10 pg mL*
proteina). Pokazalo se kako 20 pg mL? proteina iz celomske tekuéine najvise stabilizira

nanocestice, 1ako je zadrzano samo 14% pocetne koncentracije.
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Slika 38. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm(Ag60 NC, masene koncentracije
5 pug mLY) kojima je dodan supernatant celomske tekuéine jezinca P. lividus razli¢itog sadrzaja proteina
(1 - 20 pg mLY) u ultragistoj vodi tijekom 6 dana pri sobnoj temperaturi.
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Slika 39. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, masene koncentracije
5 pug mL?) kojima je dodan supernatant celomske tekuéine jezinca P. lividus razli¢itog sadrzaja proteina
(1 - 20 pg mL1) u umjetnoj morskoj vodi saliniteteta 15 tijekom dana pri sobnoj temperaturi.
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Slika 40. Promjene SPR povrsine pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, masene koncentracije
5 pug mLY) kojima je dodan supernatant celomske tekuéine jezinca P. lividus razli¢itog sadrzaja proteina
(1 - 20 pg mL1) u umjetnoj morskoj vodi saliniteteta 38 tijekom dana pri sobnoj temperaturi.

Za razliku od mjerenja apsorbancije koje je pokazalo male, ali mjerljive koli¢ine
stabiliziranih nanocestica srebra (Ag60 NC) u ASW, hidrodinamicki promjeri nanocestica
kojima su dodavani supernatanti celomske tekucine i hemolimfe dagnje nemaju vrijednosti
izmedu 60 i 320 nm (Slika 41). Upravo te vrijednosti dn nadene su dinamickim rasprSenjem
svjetlosti za uzorke Ag60 s dodanim proteinima iz S HL u ultradistoj vodi (Slika 35) pa se sli¢no
oc¢ekuje iu ASW. Ag60 NC kojima je dodan S HL, kroz ¢etiri dana imaju vrijednosti dn izmedu
270 i 320 nm. Nanocestice koje su u dodiru sa S C u MQ stvorile su velike agregate priblizno
mikrometarskih veli¢ina, izmedu 800 i 1000 nm. Kada je medij umjetna morska voda saliniteta
38, tijekom prva dva dana, dn za Ag60 s 332 ug mL* proteinaiz S HL u ASW 38 kretale su se
oko 200 nm, a onda su naglo porasle treéeg i ¢etvrtog dana na vise od 800 nm. 120 pug mL™

proteina iz S C rezultiralo je variranjem dn izmedu 600 i 1000 nm.

Rezultati dinamickog rasprSenja svjetlosti nisu pokazali uniformne promjere
nanocestica u doticaju sa serumima tjelesnih tekuéina morskih beskraljeznjaka. Zbog
kompleksnosti uzorka seruma i raznovrsnosti proteina malo je vjerojatno da ¢e nanocestice
imati stalne promjere kao u slu¢aju s BSA na Slici 23. Ipak, Ag60 kojima su dodani proteini iz
seruma hemolimfe u ultracistoj vodi imaju vrijednosti dn izmedu 270 i 350 nm. Moguce je da
se radi o malim aglomeratima od nekoliko ¢estica na koje su adsorbirani proteini. Ipak, ove

tvrdnje treba provjeriti elektronskom mikroskopijom (pozeljno TEM). Dinamickim
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rasprSenjem svjetlosti izmjeren je dn u uzorcima Ag60 + proteini S HL i S C u
MQ/ASW15/ASW38 u mediju koji sadrzi ultracistu i umjetnu morsku vodu s proteinima.
Tijekom trajanja eksperimenta, u svim medijima s prisutnim proteinima pojavljuju se Cestice
promjera oko 30 £ 10 nm. Mediji bez proteina nisu pokazivali Cestice te veliine tako da se
vjerojatno radi o proteinskim ,,agregatima‘ relativno uniformnih veli¢ina. Budu¢i da je
dh(Ag60 NC/MQ) iznosio izmedu 60 i 67 nm, a s dodatkom S HL i S C, kompleksi nanocestica
s proteinima narastu do nekoliko stotina nanometara, gotovo je izvjesno da se radi uglavnom o

agregatima nanocestica gdje se debljina sloja proteina oko nanoc¢estica ne moze procijeniti.

Nanocestice srebra s proteinim iz S HL u ASW 38 takoder imaju raspone veli¢ina
izmedu 250 i 320 nm, ali samo prva dva dana §to se slaze sa Slikom 37 gdje je koloidna
stabilnost Ag60 s 330 pg mL™ proteina u ASW 38 zadrzana samo dva dana. Prema rezultatima
DLS-a, Ag60 NC se nisu uspjele stabilizirati s 120 ug mL™ proteina iz seruma celomske
tekuc¢ine. Pokus dinamickog rasprSenja svjetlosti na Slici 41 proveden je prije spoznaja 0

optimalnim omjerima te su koncentracije proteina prevelike.

I DAN 1

dp / nm

Slika 41. Hidrodinami¢ki promjeri (dn) nanoCestica srebra promjera 60 nm (Ag60 NC) u razli¢itim medijima i s
dodatkom 120 ug mL* S Ci 332 uygmL* S HL.

U istrazivanjima toksi¢nosti nanocestica srebra prema vrsti M. galloprovincialis nadeno
je kako 15-dnevno izlaganje dagnji PVP-AgNP (d < 100 nm, masene koncentracije 10 pg L)

uzrokuje oksidativni stres, peroksidaciju lipida u Skrgama, te oSteCenja u mehanizmima

81



5. REZULTATI | RASPRAVA

regulacije toplinskog ili stresa nastalog zagadivalimal'®®l. Dok je koncentracija srebra u
otvorenom oceanu izmedu 0,03 i 0,1 ng L, u obalnim regijama ona moZe biti znatno veca;
0,14 — 1,29 ng L Dolaskom u more, gotovo je izvjesno da ¢e se nanolestica prvo
zadrzavati u povrSinskom mikrosloju koji je bogat fitoplanktonom i li¢inkama morskih
Trofickim prijenosom dolazi do biomagnifikacije zagadivala te se koncentracija srebra u obliku
nanocCestica ili iona moze povecavati od nizih prema viSim organizmima. Zato Magesky i
Pelletier!™™ isti¢u pitanje o kinetici otpustanja Ag* s povriine nanolestica §to je izravno
povezano s njthovom koloidnom stabilnoS¢u — stupanj agregacije snazno utjece i na dinamiku
otpustanja iona srebra. Iz tih razloga je u ovom dijelu doktorata ispitana koloidna stabilnost
nanocestica srebra koje su u doticaju s izvanstani¢nim proteinima dva morska beskraljeznjaka

koja imaju staniSte uz obalu.

Valja napomenuti da bi drugi pristup istrazivanju stabilizacije nanoCestica srebra
proteinima iz seruma morskih beskraljeZznjaka bio izolirati proteine iz seruma te provesti
odvajanje razli¢itih proteinskih frakcija koje bi se naknadno mogle karakterizirati. Takav
modelni pristup je vaZan kada se zeli saznati koje tocno vrste proteina pridonose stabilizaciji i
na koji na¢in. Medutim, svrha ovakvog eksperimentalnog pristupa s realnim, neizoliranim
proteinima je prvo saznati postoji li uo¢e mogucnost da nanocestice, nakon §to su internalizirane
u organizam djelomi¢no u njemu ostanu i stabilne §to zbog postupnog otpustanja iona srebra i

ucinka nanocestice same, moze prouzrociti toksic¢nost.

Stabilizacija nanocestica srebra proteinima hemolimfe dagnje i1 celomske tekucine
jezinca potvrdila je pretpostavku da samo optimalni omjeri proteina prema nanocesticama
rezultiraju stabilizacijom. Takoder je uo¢eno kako ne postoje jasni trendovi stabilizacije Ag60
s porastom koncentracije proteina kada je medij ultracista voda. Kada je medij ASW, trendovi

stabilizacije nesSto su jasniji.

U ultradistoj vodi, stabilizacija AgNP s proteinima S HL dagnje dugoro¢no (6 dana) je

uspjela u samo dva slucaja, kad su koncentracije bile:

1) 1 pgmL?proteina S HLi5 ug mL™* Ag60 = 1:5 (omjer masenih koncentracija)
2) 200 pg mL*proteina S HL i 5 ug mL™* Ag60=40:1 (omjer masenih koncentracija)

Dakle, ¢ak niti u neagresivnom mediju (ultraista voda), prevelike koli¢ine proteina

nece razultirati stabilizacijom, isto kao ni nedovoljne. Zacudujuce je Sto je stabilizaciji

82



5. REZULTATI | RASPRAVA

pridonijela tako malena koli¢ina proteina, 1 pg mL™, a ujedno i velika (200 pg mLt). Osim ako
se ne radi o eksperimentalnoj gresci, nije jasno zbog Cega se to dogada. Kada je medij za Ag60
i proteine S HL umjetna morska voda saliniteta 15 (ASW 15) i 38 (ASW 38), u oba slucaja
najbolja stabilizacija 5 pg mL™* Ag60 postize se sa 100 ug mL™? proteina S HL, odnosno
masenim omjerom proteina prema nanocesticama 20:1. Prema tome, osim $to bi proteini trebali
potpuno obaviti povrSinu nanocestice, nanocestice vjerojatno od agregacije Stiti i sama
prisutnost velikog broja nevezanih makromolekula proteina. Ipak, koli¢ine nanocestica koje
ostaju stabilne nakon 6 dana u sva tri ispitivana medija; MQ, ASW 15 i 38 su izmedu 5 i 10%
pocetne koncentracije. Rezultati DLS mjerenja (Slika 41) pokazuju kako se dn za Ag60 + S HL
u ASW 38 prva dva dana krece oko 250 nm, a cetvrtog dana dostizu vrijednosti
hidrodinamic¢kog promjera od 800 nm. Prema tome, unutar prva dva dana, nanocestice se ocito
nalaze u obliku malih aglomerata ili agregata, dok treceg i1 Cetvrtog dana dolazi do izraZene
agregacije. Taj rezultat u slaZe s istraZivanjem koje su proveli Canesi i suradnici®™! gdje je dn
polistirenskih nanocestica promjera 50 nm nakon samo dva sata izlaganja serumu dagnje (M.
galloprovincialis) dosegao veli¢ine od 178 do 186 nm. Autori su proteomskom analizom
korone oko nanocestica polistirena saznali kako se samo jedan protein nalazi u koroni, a radi se

0 MgC1q6 proteinu engleskog naziva: ,,Putative C1q domain containing protein®.

Jo§ je uvijek otvoreno pitanje da li je razlog nemoguénosti znaajnije stabilizacije
prekratko vrijeme uspostavljanja ravnoteze, heteroagregacija s nevezanim proteinima

(nevezanim na nanocesticu) ili neSto nepoznato?

Dodatak proteina celomske tekucine, rezultirao je takoder relativno malenim postotkom
stabilnih nanocCestica. To se moZe zamijetiti iz rezultata povrSina SPR pikova, koji govore o
ukupnoj koli¢ini stabilnih AgNP (Slike 39 i 40). Vrijednosti SPR povr$ina u ASW 151 38 za
prva dva dana su u rasponu od 6 i 10%, ali ve¢ treCeg dana, one padaju na tek nekoliko
postotaka. Rezultati su zapravo dosta slicni onima kad je stabilizacija pokuSana sa serumom
hemolimfe. Hidrodinamicki promjeri mjereni tijekom prvih nekoliko dana medusobnog
konatakta AgNP sa S HL i S C pokazali su kako u otopini ne postoji mjerljiva koli¢ina
individualnih nanocestica srebra. Krajnji rezultat je takav da maksimalno 10% pocetne
koncentracije nanocestica ostaje stabilizirano doticajem sa serumom hemolimfe i celomske

tekucine tijekom 6 dana mjerenja.

U istrazivanju Alijagica i sur.l'’?l nanocestice TiO> stavljene su u kontakt takoder s
izvanstani¢nim proteinima hridinastog jezinca (P. lividus). Karakterizacija nastale korone koja
obavija nanocestice pokazala je da se radi o adhezijskim i citoskeletalnim proteinima. Unutar
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24 h, korona je promijenila fizikalno-kemijska svojstva nanocestica u bioloSkom mediju te je
doslo do agregacije. Tako agregirane nanocestice su uz one neagregirane, internalizirane u
fagocite. Prema autorima, razlog agregaciji n-TiO2 je najvjerovatnije premoscivanje (engl.
bridging) izmedu proteina, nanodestica i Ca* koji se nalazi u stani¢nom mediju. Premo$¢ivanje
se vrlo lako moglo dogoditi i u eksperimentima u ovom doktoratu, buduc¢i da ASW ima u svom

sastavu koncentraciju Ca®* koja se nalazi u morskoj vodi.

Grassi i sur.l'”® jstrazivali su koloidnu stabilnost polistirenskih nanoéestica
funkcionaliziranih aminskom i karboksilnom skupinom (PS-NH2 NP, promjera 50 nm i PS-
COOH NP promjera 60 nm) u celomskoj tekuéini iste vrste, jezinca P. lividus. Neovisno o
naboju nanocestice, hidrodinamicki promjeri za PS-COOH NP i PS-NHz NP bili su 154 i 154,5
nm tijekom 24 sata. Usprkos ¢injenici da su proteini uglavnom negativno nabijene vrste,
rezultati su ukazali da je adsorpcija uspjela i na negativno funkcionaliziranu nanocesticu (PS-
COOH). Takoder, proteini iz korone identificirani su kao proteini citoskeleta. To istraZivanje
pokazuje relativno zadovoljavajuéu koloidnu stabilnost funkcionaliziranih polistirenskih

nanocestica do konca prvog dana izlaganja istih proteinima u celomskoj tekucini.

Rezultati ovog doktorata sugeriraju kako bi se nanocCestice internalizirane u
mediteransku dagnju i hridinastog jezinca vrlo vjerojatno najve¢im dijelom agregirale zbog
prevelike koncentracije proteina, ali tijekom raspadanja organizma (nakon ugibanja) proteini iz
tjelesnih tekucina zavrsit ¢e u morskoj vodi i tako odredeno vrijeme mogu ostati u stupcu
morske vode dok ih bakterije ne metaboliziraju. Proteini su jedna od labilnijih skupina tvari u
morskoj vodi, ali i njihovo vrijeme zadrzavanja ovisi o brojnim ¢imbenicima pa tako Keil i
Kirchman!*# otkrivaju kako se u sjevernom Sargaskom moru vremena zadrZavanja proteina
po zimi kre¢u izmedu 26 i 50 sati, dok tijekom ljeta izmedu 300 i 400 h. Prema tome, razrjedene
tjelesne tekucine morskih beskraljeznjaka imaju potencijal stabilizirati nanocestice koje
pristignu u morsku vodu, ali to uvelike ovisi o0 medusobnim koncentracijskim omjerima i o
pocetnoj koncentraciji nanocestica (razjedenije disperzije teze agregiraju zbog smanjenog broja

potencijalnih sudara).
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5.3. Stabilizacija nanocestica srebra povrSinski aktivnim tvarima u morskoj vodi

5.3.1. Ispitivanje koloidne stabilnosti nanoc¢estica srebra uz dodatak povrSinski aktivnih
tvari i polimera u umjetnoj morskoj vodi niskog saliniteta

Mogucénost stabilizacije AgNP povrSinski aktivnim tvarima (PAT) i polimerima (skupni
naziv: povrsinski stabilizatori, PS) prvo je ispitana u umjetnoj morskoj vodi kako bi se uklonio
utjecaj nepoznatih komponenti. Na taj na¢in moze se utvrditi koliko je odredeni stabilizator
uspjesan u zadrzavanju koloidne stabilnosti Samo s obzirom na salinitet. U prvom eksperimentu
ispitana je koloidna stabilnost Ag60 (Ag60 LMNB) s dodatkom PS razli¢itog naboja u ASW
5,101 15. Pritom su koristeni poli(etilen-glikol) (PEG), polietilen-polipropilen glikol (Pluronic®
F-127) i poli(etilen-glikol sorbitan monooleat) (Tween® 80) kao predstavnici neionskih PS, te
natrij poli(4-stirensulfonat-ko-maleinat) (Na(4-PSS-M) kao anionski i tetraoktilamonijev

bromid (TOAB) kao kationski PS. Rezultati eksperimenta su prikazani u Tablici 14.

Tablica 14. Vrijednosti povrsine SPR pika nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 LMNB) u ultradistoj (MQ)
i umjetnoj morskoj vodi (ASW) saliniteta 5,10 i 15, bez i s dodatkom PS (masene koncentracije 1 mg mL™?) tijekom
15 dana. Eksperiment i mjerenja provedeni su pri sobnoj temperaturi.

medij DANO DAN2 DAN3 DANG6 DAN 15

MQ 3451 34 3339 30,80 27.44
ASW 5 0 0 0 0 0
Age0 ASW 10 0 0 0 0 0
ASW 15 0 0 0 0 0
MQ 33.85 0 0 0 0
ASW 5 0 0 0 0 0
Age0 + PEG ASW 10 0 0 0 0 0
ASW 15 0 0 0 0 0
MQ 35.00 0 0 0 0
. ASW 5 0 0 0 0 0

® -

Ag60 + Pluronic® F-127 ASW 10 0 0 0 0 0
ASW 15 0 0 0 0 0
MQ 27 88 0 0 0 0
ASW 5 277 0 0 0 0
Ag60 + Na(4-PSS-M)  \s\v 10 3,49 0 0 0 0
ASW 15 479 0 0 0 0
MQ 0 0 0 0 0
ASW 5 0 0 0 0 0
Age0 + TOAB ASW 10 0 0 0 0 0
ASW 15 0 0 0 0 0

MQ 3941 3754 3716 3566 3179

ASW 5 3829 3341 3141 2804 2041
® ’ 1 ’ ’ '

Age0 + Tween™ 80 ASW10 | 3566 2166 1941 1480 480
ASW 15 | 2417 1417 1393 443 0
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Integriranjem povrSine SPR pika dobiveno je kako su u morskoj vodi niskog saliniteta
(5-15) koloidnu stabilnost zadrzale samo nanocestice s dodatkom povrSinski aktivne tvari
Tweena 80. Niti jedan drugi PAT ili polimer nije pokazao zamjetan stabilizacijski u¢inak na
Ag60 u danim uvjetima, iako se primjerice Pluronicom-stabilizirane nanoCestice srebra koriste
u medicini za dostavu lijekova u stanicul™™l, ali i u katalizi, primjerice kao bimetalne Ag-
AUNPI®l 7Zbog navedenih primjena, odekuje se da ée dodatak Pluronica rezultirati stabilnim
nanocesticama barem u najnizem salinitetu (5), medutim, takve disperzije nisu pokazale
mjerljiv SPR pik. U istrazivanju Angelescu i sur.'”71 je nadeno kako iako sinteza AgNP s
Pluronicom daje vrlo dobro kontrolirane veli¢ine nanocestica, monomeri Pluronica se s
vremenom desorbiraju s povrSine nanocestice te uzrokuju agregaciju. Autori, Angelescu i
sur.!1 destabilizaciju pripisuju promjenama u hidrofilno-hidrofobnim medudjelovanjima tog
triblok-kopolimera s nano¢esticama. Naime, Pluronic je zbog hidrofilnih (poli(etilen-glikol) i
hidrofobnih (poli(propilen-oksid) domena vrlo podlozan na promjene uvjeta u mediju te je
vjerojatno zato izrazito hidrofilan medij — umjetna morska voda uzrokovala agregaciju
nanocestica kojima je dodan Pluronic F-127. Iako je PEG takoder nenabijen polimer te se
oc¢ekuje da ¢e pruZiti barem steri¢ku zastitu od agregacije nanocestica, to se ne primjecuje. Sam
poli(etilen-glikol) ima dobru topljivost u vodi, ali vrlo vjerojatno adsorbiranje PEG-a ne vodi
do zasi¢ene povrSine nanocestice te nastupa agregacija. Pogleda li se kemijska struktura
Pluronica, PEG-a i Tweena, jasno je da je PEG jedna od gradevnih jedinica u sve tri navedene
tvari, a ono $to razlikuje Tween od prethodna dva stabilizatora je oleinat koji predstavlja
hidrofobnu komponentu te povrsinski aktivne tvari. Pretpostavka je da nanocestice u umjetnoj
morskoj vodi koja je bogata elektrolitima i hidrofilan je medij od agregacije Stiti adsorpcija
(makro)molekula koje imaju znaajan sadrZaj hidrofobne komponente koja ¢e se tada
organizirati na povrSini nanocestice i tako je Stiti od agregacije. Sama nanocestica srebra se u
vodenoj otopini ponasa kao hidrofobna tvar, prema istrazivanju Catalottija i sur.l}”® koji su
nasli kako se molekule vode oko nanocestice organiziraju kao oko hidrofobne tvari budu¢i da
prvi hidratacijski sloj ima drugaciju strukturu od strukture nastale vodikovim vezama u
volumenu otopine, a to se pak pripisuje slabom povezivanju vodikova atoma s metalnom
povrsinom nanocestice. To¢ne podatke o hidrofobnosti nanocestica vrlo je tesko naci, ali autori
novijih istrazivanja razvili su metode za odredivanje ove fizikalne veli¢ine*”*1® budugi da je
to izrazito vazno i za medudjelovanje nanocestica i proteina u ljudskom organizmu. TOAB-a i
Na(4-PSS-M) vrlo vjerojatno ne uspijevaju stabilizirati nanoCestice u ASW zbog prebrze
neutralizacije naboja anionima i kationima iz morske vode, a moguce i zbog slabog

medudjelovanja hidrofobnog segmenta PAT s povr$inom nanodestice[*8182,
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5.3.2. Stabilizacija nanocestica srebra Tweenom 80 u umjetnoj i prirodnoj morskoj vodi

5.3.2.1. Rezultati UV-VIS spektroskopije

Budu¢i da je nadeno kako od ispitanih PS, samo Tween 80 moze stabilizirati AgNP u
umjetnoj morskoj vodi unato¢ salinitetima 5,10 1 15, sli¢no se moze ocekivati i u realnom
sustavu i u viSim salinitetima. Iz tog razloga, nanocestice stabilizirane Tweenom izloZene su
prirodnoj morskoj vodi saliniteta 5 do 35 te je ponovno pracena koli¢ina postojanih nanocestica

mjerenjem povrsine SPR pika.

Na Slikama 42 i 43 usporedno je prikazana koloidna stabilnost Ag60 u umjetnoj i
prirodnoj morskoj vodi. Ag60 s dodatkom Tweena 80 vidljivo su stabilnije u prirodnoj morskoj
vodi (engl. Natural Seawater, NSW). U NSW je do saliniteta 10 postojanost nanocestica uz
dodatak T80 bliska kontrolnom uzorku (Ag60 + T80 / MQ) kroz cijeli istrazivani period, dok
za viSe salinitete (15 1 35) pocinje padati nakon treeg dana. Uocava se 1 kako su vrijednosti
SPR povrsine vrlo sli¢ne za potonja dva saliniteta. U Tablici 15 dana je usporedba zadrzane
koli¢ine Ag60 u umjetnoj i prirodnoj morskoj vodi nizih saliniteta.

Tablica 15. Usporedba SPR povriina za Ag60 LMNB (5 pg mL™?) kojima je dodan Tween 80 (1 mg mL™) u

umjetnoj i prirodnoj morskoj vodi saliniteta 5 i 10, nakon 10 dana mjerenja. Eksperiment je proveden pri sobnoj
temperaturi.

t/d ASW5 ASWI10 NSW5 NSWI10

0 38,14 35,36 40,08 34,88
10 24,03 8,6 36,97 29,57
zadrzano
Ag60 (%) 63 24 92 85

Razlika u koli¢ini dispergiranih nanocestica (izraGunato prema odnosima pocetnih i
trenutnih SPR povrsina) kad se Ag60 stabilizira s Tweenom 80 u umjetnoj i prirodnoj morskoj
vodi vrlo je velika. U ASW-u je nakon 10 dana mjerenja zadrzano 63% nanocestica u slucaju
saliniteta 5, a 24% u slucaju saliniteta 10. U prirodnoj morskoj vodi uz prisutnost Tweena 80 1
saliniteta 5, nanocCestice zadrzavaju ¢ak 92% svoje pocetne koncentracije, dok pri salinitetu 10,

oko 85% sto predstavlja vrlo velike postotke zadrzanih nanocestica.

Slike 42 i 43 prikazuju promjene SPR povr$ina s vremenom i u umjetnoj i prirodnoj
vodi Sireg raspona saliniteta; 5 do 35. Kada je medij za nanocestice umjetna morska voda s

dodatkom Tweena 80, vidljivo je kako visi saliniteti (15 i 35) uzrokuju brzi pad apsorbancije.
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Medutim, kada je medij prirodna morska voda, iste vrijednosti saliniteta rezultiraju mnogo
usporenijiim padom apsorbancije. Preracunato prema pocetnim vrijednostima SPR povrsine,
nakon sedam dana, u NSW 15 ostalo je 42% nanocestica, a u NSW 35 35%. Ove vrijednosti
upucuju na to da je s Tweenom stabiliziran vrlo velik postotak pocetne, relativno koncentrirane

disperzije Ag60.

U toksikoloskim i drugim istrazivanjima nanocestice su stabilizirane s PAT iz grupe
Tweena, ¢ak i u morskoj vodil*?®183184 primjerice, Wang i sur.[*®¥l pokazali su kako Tween 20
pospjesuje stabilizaciju AgNP u morskoj vodi saliniteta do 30 koja je bila testni medij za
ispitivanje toksi¢nosti AgNP prema ribi vrste Oryzias melastigma, dok Lodeiro i sur®® nalaze
kako NM-300K nanomaterijal (AgNP s T20 kao stabilizatorom) uzrokuje toksi¢nost prema
dijatomeji Chaetocerus curvisetus u stani¢cnom mediju koji se medu ostalim, sastoji i od
filtrirane morske vode. Prema tome, vrlo vjerojatno odredena organska tvar ili tvari prisutne u
prirodnoj morskoj vodi dodatno pospjesuju stabilizaciju nanocestica kojima je dodan Tween.
Vjerojatno se radi o sinergistickom ucinku jer je koncentracija prirodne organske tvari u
morskoj vodi vrlo mala i u niti jednom istrazivanju (prema znanju autorice) nije samostalno
uspjela stabilizirati nanocestice, dok Tween ne moze posti¢i znacajniju stabilizaciju u umjetnoj
morskoj vodi. Kako bi se istrazilo nalazi li se stabiliziraju¢i ¢cimbenik iz prirodne morske vode
u otopljenoj ili partikulatnoj frakciji, morska voda je filtrirana te su pokusi stabilizacije
napravljeni u prirodnoj morskoj vodi s dvije lokacije; rovinjskog i pulskog priobalja. Rezultati
su prikazani na Slikama 44 i 45 gdje su dane vrijednosti relativnih SPR povrSina za Ag60 u 7

vrsta medija (ultracista i 6 vrsta morske vode) uz prisustvo ili odsustvo Tweena 80.

Dodatak Tweena 80 je i u slucaju rovinjske i pulske morske vode uzrokovao smanjenje
SPR pika nano€estica za prosjecno 20% U odnosu na nanocestice dispergirane u ultracistoj vodi.
Bez Tweena, nanocCestice srebra se zadrzavaju (do 5% po¢. konc.) samo prvi dan i to u prirodnoj
morskoj vodi rovinjskog priobalja. lako Tween ne uspijeva stabilizirati AGQNP u umjetnoj
morskoj vodi, u prirodnoj ih zadrzava ¢ak sedam dana od pocetka pokusa, relativno neovisno
0 sadrzaju Cesti¢ne organske tvari (o tome je li morska voda filtrirana ili ne). U vodi rovinjskog
priobalja relativne SPR povr$ine ne razlikuju se zna¢ajno ovisno o tome je li voda filtrirana ili
ne pa Cak niti o salinitetu. Moze se pretpostaviti da je koli¢ina prirodne organske tvari koja
dodatno pospjesuje stabilizaciju u vodi rovinjskog priobalja nesto veca. U vodi pulskog
priobalja, relativne SPR povrsine priblizno su vece za 20 do 30% u ASW 15 u odnosu na ASW

35. Buduci da su rezultati gotovo istovjetni, moze se re¢i da nema razlike u koloidnoj stabilnosti
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izmedu morske vode dva razliCita lokaliteta. Filtiranje morske vode nije imalo znacajnog

utjecaja na stabilizaciju nanocestica pa se moze reci da se stabilizirajuci ¢imbenik nalazi u FSW.
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—a— MQ
—e— ASW5
—Aa— ASW10
—w— ASW15
—<4— ASW 35

SPR Povrsina

Slika 42. Promjene SPR povrsina za nanocestice srebra nominalne veli¢ine 60 nm
(5 ng mL* Ag60 LMNB) ovisno o vremenu s dodatkom 1 mg mL™* Tweena 80 u
umjetnoj morskoj vodi saliniteta 5, 10, 15 i 35 (ASW5, ASW10, ASW15 i ASW35).

Eksperiment i mjerenja provedeni su pri sobnoj temperaturi.

SPR Povrsina

50 -
45
40
35
30 -
25-
20 -
15
10 -
5_-
0_-

—a— MQ
—e— NSW 5
—Aa— NSW 10
—v— NSW 15
—<4— NSW 35

Slika 43. Promjene SPR povrsina za nanodestice srebra nominalne veli¢ine 60 nm
(Ag60 LMNB, 5 pg mL?) s dodatkom T80 (1 mg mL?) prirodnoj morskoj vodi
saliniteta 5,10,15 i 35 (FSW 5, FSW1 0, FSW 15 i FSW 35). Eksperiment i mjerenja
provedeni su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 44. Promjena SPR povrsine nanoCestica srebra (Ag60 LMNB, 5 pg mL?) s dodatkom Tweena 80 (1 mg mL1) izloZene ultradistoj, umjetnoj, filtriranoj (FSW) i prirodnoj
morskoj vodi (NSW) rovinjskog akvatorija, saliniteta 15 i 35. Morska voda uzeta je iz neposredne okoline Centra za istrazivanje mora u Rovinju. Eksperiment i mjerenja
provedeni su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 45. Promjena SPR povrsine nanoCestica srebra (Ag60 LMNB, 5 ug mL™1) s dodatkom Tweena 80 (1 mg mL?) izloZene ultragistoj (MQ), umjetnoj, filtriranoj (FSW) i
prirodnoj morskoj vodi (NSW) pulskog akvatorija, saliniteta 15 i 35. Morska voda uzeta je s Setalista Lungo Mare, Gortanova uvala, 44°51'14.4"N 13°49'46.7"E. Eksperiment
i mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi.
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5.3.2.2. Rezultati dinamickog rasprsenja svjetlosti

Rezultati dinamickog rasprSenja svjetlosti prikazani su u Tablici 16. Nanocestice srebra
koje su kori$tene u pokusu imaju hidrodinamicki promjer od 47,75 nm u ultracistoj vodi koji je
10. dana narastao za 20 nm. Taj u¢inak moZe se pripisati Ostwaldovom zrenjul®l; veée
nanocestiCe rastu naustrb manjih (otapanjem 1 adsorbiranjem manjih na vece). TEM
mikrografije i vezani histogram prikazuju nekoliko populacija manjih nanocestica u disperziji
Ag60 LMNB (Slika 9, Slika 10). U umjetnoj morskoj vodi nema koloidno stabilnih Ag60 niti
tijekom prvog mjerenja (DAN 1) §to se pripisuje izrazito brzoj agregaciji zbog velike koli¢ine
soli 1 taloZenju agregata ispod optickog puta lasera te Cinjenici da su maksimalne mjerljive
veli¢ine Cestica na instrumentu 5 um. Dodatkom Tweena 80 postize se koloidna stabilnost u

uzorcima prirodne (NSW) i filtrirane (FSW) morske vode. Ipak, nanocestice srebra

Tablica 16. Hidrodinamic¢ki promjeri nanodestica srebra (Ag60 LMNB) s dodatkom 1 mg mL™ Tweena 80 u
razli¢itim medijima. Prikazani su rezultati volumne raspodjele nanocestica.

dn/ nm

uzorak DAN1 stdev DAN 10 stdev

Ag60 / MQ 47,75 1,82 67,57 0
T80/ MQ 9,01 0,33 0 0
Ag60 + T80 / ASW15 0 0 0 0
Ag60 + T80/ ASW 35 0 0 0 0
Ag60 + T80 / FSW 15 62,32 1,5 0 0
Ag60 + T80 / FSW 35 65,47 2,29 0 0
Ag60 + T80/ NSW 15 58,72 2,59 0 0
Ag60 + T80 / NSW 35 66,1 7,04 0 0

se nakon 10 dana viSe se ne primjecuju u otopini, Sto se vidi i u rezultatima prikazanim na
Slikama 44 i 45. Iznimka je kontrola, AgNP u ultradistoj vodi, §to je pokazano i rezultatima
UV-VIS spektroskopije. Inicijalno, cestice su hidrodinamickog promjera od 47,75 nm, a s
dodatkom Tweena 80, on se prosje¢no povecava izmedu 11 i 18 nm, ovisno o vrsti medija u
kojem se nanocestice nalaze. Moguce je adsorbiranje jednog sloja ove PAT na nanocestice
buduéi da dn micele koju tvori Tween 80 iznosi 9,01 nm. Cak i u uzorcima prirodne morske
vode, u odnosima 1 mg mL? Tween 80 prema 5 pg mL? AgNP, Tween vise nema

stabilizacijsku moc¢.
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5.3.2.3. Morfologija nanocestica srebra stabiliziranih s Tweenom 80

5.3.2.3.1. Pretrazna elektronska mikroskopija nanocestica stabiliziranih s Tweenom 80 u

ultracistoj vodi

Slika 46 prikazuje SEM mikrografije nanocCestica srebra (Ag60 NC) s dodatkom Tweena
u ultraCistoj vodi. Za razliku od mikrografije samih nanocestica srebra (Slika 11), na ovim
mikrografijama se primjecuje pojava bijelih kuglica promjera 326,09 + 51,13 nm. Budu¢i da
DLS-om nisu otkrivene Cestice tih veli¢ina, moguce je da su one posljedica priprave uzorka ili
evenutalno sam Tween 80. Sitnije bijele ,,tockice* (promjera oko 60 nm) na slici su vrlo
uniformih veli¢ina i radi se 0 nanoCesticama srebra. Moze se pretpostaviti da nanocestice srebra
bivaju adsorbirane na kuglice Tweena 80. Vrlo je upitno da li su ove sferi¢ne strukture zapravo
Tween, ali pojava takvih oblika moZe se na¢i u nekoliko studija. U radu Mathewsa i sur.[*®]
mikroskopirano je nekoliko uzoraka Tweena 80 gdje je stabilizator emulzije bio di-heptil ftalat
te su takoder vidljive ovakve kuglice, ali promjera od 1 do 5 um no treba i napomenuti da je
koncentracija Tweena bila ve¢a; 10 g L. Sferi¢ni oblici nalaze se i na TEM mikrografiji u radu
Gosha i sur.'®1 gdje je Tween 80 kombiniran s uljem bosiljka te je dobivena nanoemulzija s
kapljicama promjera 30 — 40 nm. SEM-EDX analizom (pretrazna elektronska mikroskopija s
energo-disperzivnim detektorom X-zraka) uzoraka iz ovog doktorata pokusana je i analiza

elementarnog sastava, ali agregati na kojima bi bio ispitivan sastav nisu imali dovoljnu veli¢inu

(1 pum).

SEM HV: 10.0 kV WD: 10.10 mm 1| VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 10.10 mm [ VEGA3 TESCAN

View field: 8.00 ym Det: SE 2pm View field: 3.83 ym Det: SE 1pm
SEM MAG: 25.9 kx | Date(m/dly): 07/16/19 Performance in nanospace SEM MAG: 54.2 kx Date(m/dly): 07/16/19 Performance in nanospace

Slika 46. SEM mikrografija nanogestica srebra promjera 60 nm, Ag60 NC (5 ug mL?) s dodatkom 1 mg
mL Tweena 80 u ultradistoj vodi nakon 48 h, A) poveéanje od 25 900 puta i B) poveéanje od 54 200 puta.
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5.3.2.3.2. Pretrazna elektronska mikroskopija nanocestica srebra s dodatkom Tweena 80

u umjetnoj i prirodnoj morskoj vodi

Mikrografije dobivene pretraznim elektronskim mikroskopom (SEM-om) sa Slike 47
daju uvid u morfologiju AgNP stabilizirnih s Tweenom 80 u morskoj vodi razli¢itih saliniteta i
ovisno o tome je li morska voda filtrirana ili ne. Razlike u oblicima Cestica s obzirom na medij

vrlo su vidljive.

Nanocestice dispergirane u umjetnoj morskoj vodi saliniteta 15 stvaraju nekompaktne
odnosno agregate otvorene strukture dimenzija izmedu 100-200 nm do 1 um (Slika 47a). Cini
se da se dio AgNP poceo otapati jer Se gube jasni obrisi nanocestica. U ve¢em salinitetu (ASW
35, 47b) agregati imaju kompaktniju i lan¢astu strukturu pri ¢emu je duljina agregata priblizno
2 um, a §irina 0,5 pm. Na istoj mikrografiji uo¢ava se i nekoliko kubi¢nih oblika. Kubi¢ni oblici
vrlo vjerojatno su kristali NaCl. Prema tome, umjetna morska voda medij je koji je prouzrocio
znacajniju promjenu morfologije iako je nanocesticama dodan Tween 80. Ti rezultati slazu se
s prethodno dobivenima koji ukazuju na nedovoljnu koloidnu stabilnost sustava Ag60 + Tween
80/ASW 151 35.

U filtriranoj morskoj vodi nizeg saliniteta (FSW 15, Slika 47c) vidljivi su veliki,
kompaktni aglomerati adsorbirani na nepoznatoj tvorbi koja je vrlo vjerojatno potekla iz FSW
buduci da je sli¢no vidljivo i na slici 47d. Za razliku od onih na Slikama 47a i 47b, ovdje su
nanocestice jasno zadrzale sferi¢ne oblike kao na Slici 11 (TEM mikrografija za Ag60 NC u
ultracistoj vodi). Aglomerati takvog tipa postoje i kod komercijalnih disperzija nanocestica
(Slika 1). U visem salinitetu (35, Slika 47d) mikrografija je gotovo identi¢na; aglomerati
nanoCestica duzine do 1 um nalaze se na nepoznatoj tvari za koju je tesko pretpostaviti
porijeklo; jedino se moze re¢i da se radi o tvari koja spada u otopljenu frakciju morske vode jer
prolazi filter veli¢ine pora od 0,22 um. Konac¢no, u prirodnoj, nefiltriranoj morskoj vodi (NSW)
aglomerati/agregati nanoCestica jo$ su manjih dimenzija nego u filtriranoj morskoj vodi te
otvorene strukture. Ne moze se tvrditi da su nanocCestice zadrzale pocetne oblike u prirodnoj
morskoj vodi jer u drugom volumenu uzorka koji nije snimljen, morfologija moze nalikovati
onoj kao na Slikama 47c i d. Ipak, vidljivo je da su kao i u filtriranoj morskoj vodi, sferi¢ni
oblici nanocestica zadrzani te nisu nastali kompaktni i ,,sljepljeni agregati gdje se individualne

Cestice vise ne mogu vizualno razlikovati.
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Slika 47. SEM mikrografije nanocestica srebra (Ag60 NC, 5 ug mL?) s dodatkom Tweena (1 mg mL?) u
a) umjetnoj morskoj vodi saliniteta 15, b) umjetnoj morskoj vodi saliniteta 35, c) u filtriranoj prirodnoj morskoj
vodi saliniteta 15, d) filtriranoj prirodnoj morskoj vodi saliniteta 35, e) prirodnoj nefiltriranoj morskoj vodi
saliniteta 15 i f) prirodnoj nefiltriranoj morskoj vodi saliniteta 35. Eksperiment i mjerenja provedeni su pri
sobnoj temperaturi, a nanocestice su u medijima bile 48 sati.
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5.3.2.3.3. Transmisijska elektronska mikroskopija nanocestica srebra s Tweenom 80 u

umjetnoj i filtriranoj prirodnoj morskoj vodi

TEM mikrografije nanocCestica srebra stabiliziranih s Tweenom takoder su ukazale na
velike razlike u morfologiji nanocestica ovisno o tome radi li se o simuliranom mediju bez

organske tvari (ASW) ili filtriranoj morskoj vodi (FSW).

Sa Slike 48 vidljivo je kako se u slucaju dispergiranja AgNP u ASW viSe ne radi o
nanocesticama buduci da veli¢ine Cestica prelaze 100 nm (Slika 48; C i D), dok se na dijelovima
Slika 48A, B, E i F vide oblici za koje se vise ne moze reéi da se radi o sfernim Cesticama. Na
spomenutim slikama oblici su veliki priblizno 1 um, a najvjerojatnije se radi o a) kompaktnim
sfernim agregatima koji su od nanocestica ¢vrstim ,,sljepljivanjem* narasli do mikrometarskih
veli¢ina, b) Stapi¢astim nakupinama koje su vjerojatno potekle od lancastih agregata koji su se
polako otapali, c) agregatima u dendrimernim oblicima i oblicima zvjezdice koji nastaju zbog
otapanja i u¢inka CI" iona na nano&estice!®. Na Slikama 48C i D uocavaju se takoder lan¢asti

agregati, ali ovdje se jo$ razaznaju oblici nanocestica.

Za razliku od Slike 48, na Slici 49 ve¢ samim pogledom na skale mikrografija vidi se
da se radi o puno manjim i pravilnijim oblicima iako su nanocestice dispergirane u filtriranoj
morskoj vodi. Na Slici 48 nema oblika sli¢nih onima na Slici 49. ZabiljeZen je raspon veli¢ina
nanocestica od 20 do 80 nm. Prema dobivenim mikrografijama ne moZe se zakljuciti kako oko
nanocestica u morskim vodama postoji omota¢ Tweena 80, ali svih Sest mikrografija prikazuju
niski stupanj agregacije. Na Slikama 49A i 49B nanocestice kao da su uklopljene u mrvi¢aste
nakupine tvari, a kako se radi o filtriranoj morskoj vodi, najvjerojatnije je da se radi o otopljenoj
organskoj tvari (kondenzati i nakupine proteina, polisaharida, lipida i raznih metabolita

organizama koje zive u morskom vodenom stupcu).
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&

Slika 48. TEM mikrografije nanocestica srebra promjera 60 nm (Ag60 LMNB) dispergiranih u umjetnoj morskoj
vodi saliniteta 15 (ASW 15) s dodatkom 10 mg mL* Tweena 80. Svaka od slika (A-F) predstavlja mikrografiju
istog uzorka. Koncetracija nanocestica bila je 5 ug mL™. Nanodestice su dispergirane u mediju (ASW) 48 sati pri
sobnoj temperaturi.
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Slika 49. TEM mikrografije nanoCestica srebra promjera 60 nm (Ag60 LMNB) dispergiranih u filtriranoj prirodnoj

ja

F) predstavl

istog uzorka. Koncetracija nanodestica bila je 5 pg mL™. Nanodestice su odstajale u mediju 48 sati,

a eksperiment i snimanje izvrseni su pri sobnoj temperaturi.

morskoj vodi saliniteta 15 (FSW 15) s dodatkom 10 mg mL?* Tweena 80. Svaka od slika (A

mikrografiju
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5.3.3. Stabilizacija nanocestica srebra povrsinskim stabilizatorima prije i nakon

dodavanja prirodne morske vode

Koloidna stabilnost nanocestica srebra pra¢ena je kroz dva ,scenarija“ izlaganja
prirodnoj morskoj vodi bogatoj polimerima i PAT. Istrazeno je §to se dogada kada nanocestice
prvo bivaju izloZzene vodenoj okolini s velikom koncentracijom tih stabilizatora, a naknadno
dodu u doticaj s morskom vodom (Slika 50) i obratno (Slika 51). Kao moguc¢i stabilizatori
koriSteni su poli(etilen-glikol sorbitan monooleat) (Tween 80), (poli(etilen-glikol p-(1,1,3,3)
tetrametilbutil)-fenileter) (Triton X-100), poli (vinil-pirolidon) (PVP) i poli(etilen-glikol)
(PEG), a stabilizacija je pracena UV-VIS spektroskopijom.
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Slika 50. Relativne vrijednosti SPR povriine za nanoCestice srebra promjera 60 nm (Ag60 (LMNB), 5 ug mL)
kojima su stabilizatori dodani prije prirodne morske vode (salinitet 32,48) u masenoj koncentraciji 1 mg mL..
Eksperiment i mjerenja vrSeni su pri sobnoj temperaturi.

lako je vremenska razlika dodatka stabilizatora i morske vode veoma malena (10
minuta), scenariji izlaganja nanocestica morskoj vodi i PAT razli¢tog su ishoda. Kada je
nanocesticama srebra prvo dodan Tween 80, prvih dva dana stabilnost nanocestica je velika 1
krece se izmedu 100 i 80 % pocetne koncentracije u odnosu na scenarij 2 (Slika 51) gdje se radi
o 70 1 50% pocetne koncentracije. Tween 80 ima bolji stabilizacijski ucinak kad je
nanoCesticama srebra (Ag60 LMNB) dodan prije prirodne morske vode. Medutim, PVP
pokazuje suprotan ucinak; sa Slike 51 se vidi kako djelovanje ovog polimera ima znacajno

stabilizacijsko djelovanje ako je dodan nakon morske vode. Stabilnost Ag60 s PVP-om je utom
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slucaju gotovo konstanta i gotovo identi¢na koloidnoj stabilnosti nanocestica srebra u ultracistoj

vodi.
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Slika 51. Relativne vrijednosti SPR povrSine za nanodestice srebra promjera 60 nm (Ag60 (LMNB), 5 ug mL?)
kojima su stabilizatori dodani nakon prirodne morske vode (salinitet 32, 48) u masenoj koncentraciji 1 mg mL™.,

Kada se u sustav prvo doda PVP, nanocCestice postupno agregiraju te u otopini ostaje
17% nakon 5 dana. U slucaju Tritona X-100, usporedujuéi Slike 50 i 51 vidljivo je kako je
stabilnost nanocestica nesto bolja ako im se prvo doda ova povrSinski aktivna tvar, a nakon toga
morska voda. U uzorcima s PEG-om je svejedno doda li se prije ili poslije morske vode jer kao
1 nanocestice bez ikakvog stabilizatora (u ultracistoj vodi) taloZe iz otopine ve¢ nakon prvog

mjerenja (unutar 20 sati).

Sumarno, u sluc¢aju kada su nanocesticama srebra prvo dodani navedeni povrSinski
stabilizatori, samo Tween 80 i PVP postiZzu zamjetniji stabilizacijski u¢inak na nanocestice.
Kada je prvo dodana morska voda, a nedugo zatim nekoliko vrsta PAT-ova, jedino zadrzavanje
koloidne stabilnosti opet su omogucili samo Tween 80 i PVP. Tweem 80 je pokazao slicnu
uspjesnost stabilizacije u oba slucaja, s tim da je stabilizacija bila uspjesnija kada je prvo dodan
T80, a nakon toga morska voda. PVP je pokazao neocekivan rezultat, stabilizacija je bila

uspjesnija naknadnim dodatkom nanocesticama.

PVP-om stabilizirane nanocCestice srebra su osim citratnih, najceS¢e koristena skupina
AgNP pa su tako neki autori ispitivali njihovu koloidnu stabilnost i u morskoj vodi. PVP-om

stabilizirane nanocestice su u istrazivanju Thio i sur.[’® imale manje hidrodinami¢ke promjere
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u odnosu na citratom obavijene u umjetnoj morskoj vodi; 220 nm za PVP-AgNP i 311 nm za
Cit-AgNP pocetnog promjera 40 nm, dok su u prirodnoj morskoj vodi razlike dn S obzirom na
omota¢ minimalne (i PVP-om i cit-AgNP imaju promjere od 250 nm). Mjerenje dn napravljeno
je jednom te nema informacija o dugoro¢noj stabilnosti ovih nano¢estica. Sikder i sur.**% nagli
su kako se prema apsorbancijskom maksimumu, 80% nanocestica (pocetni promjer 20 nm,
koncentracija 100 pg mL™) gubi (agregiranjem, taloZenjem i/ili otapanjem) unutar 4 dana od
pocetka mjerenja kad je medij prirodna morska voda. Prema tome, PVP-om stabilizirane AgNP
stabilnije su u morskoj vodi od citratnih, ali u usporedbi s Tweenom 80 kao stabilizatorom,
nemaju toliku uspjesnost zadrzavanja nanocestica u morskoj vodi. Pitanje je zaSto onda tako
dobro stabilizira nanogestice kad je naknadno dodan u prirodnu morsku vodu? Kirsch*®® je
nasao kako se PVP u otopinama velike ionske jakosti snazno povezuje s anionima i to
redoslijedom CI" < Br < I'< CNS dok se kompeksiranje s kationima ne primjecuje. Otopine
pojedinih soli bile su ionske jakosti i do 1 M. U ovdje prikazanim rezultatima naknadni dodatak
PVP-a u morsku vodu ima razli¢it u¢inak ovisno o trenutkku dodavanja snaznog elektrolita.
Moguce je da je struktura micele drugacija kada PVP otopini u kojoj su micele ve¢ formirane
dodajemo morsku vodu, a opet drugaciju strukturu nalazimo kad PVP dodajemo u morsku vodu
(m.v.) kao otapalo. Osim navedenog, ulaskom u tako hidrofilan medij kao $to je morska voda
moguce je da je energetski povoljnije da se dijelovi PVP makromolekule adsorbiraju oko
relativno hidrofobne povrSine nanocestice srebra i1 tako se barem djelomic¢no zastite od

djelovanja iona.

Na kraju, treba jo$ jednom napomenti kako u ovom doktoratu PVP nema svrhu omotaca,
nego se pokuSava saznati kakva ¢e biti koloidna stabilnost AgNP ako dodu u doticaj s morskom
ili drugom prirodnom vodom koja je bogata povrsinskim stabilizatorima poput PVP-a ili sli¢ne

kemijske strukture.
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5.4. Stabilnost nanocestica srebra u prisutnosti modelnog i prirodnog sedimenta

Nanocesticama srebra kojima su dodavani razli€iti povrSinski stabilizatori (povrSinski
aktivne tvari i polimeri) istraZivana je koloidna stabilnost u prisutnosti modelnog i prirodnog
sedimenta  pri  razli¢itom  redoslijedu  dodavanja spomenutih ~ komponenti
(nanocestice / povrsinski stabilizatori / sediment). Cilj je bio dobiti uvid u ponasanje i sudbinu
nanocestica u (morskom vodenom) sustavu gdje je prisutna dovoljna koli¢ina stabilizatora koji
bi nanocestice mogao zadrzati u vodenom stupcu. Mobilnost nanocestica srebra u morskoj vodi
nije pozeljna zbog postupnog otpustanja za niZe organizme vrlo toksi¢énog Ag* pa je svrha ovih
pokusa predvidjeti u kojim uvjetima bi do takvog scenarija moglo do¢i. Tri su istraZivana
scenarija kontakta nanocCestica, PS i sedimenta; i) naknadni dodatak sedimenta stabiliziranim
nanocesticama, ii) istovremeno dodavanje svih komponenti i iii) naknadni dodatak PS u svrhu

desorpcije nanocestica sa sedimenta.

5.4.1. Scenarij I: Naknadni dodatak montmorilonita srebrnim nanocdesticama

stabiliziranim povrSinskim stabilizatorima u ultracistoj vodi

Po dodatku montmorilonita (MMT), samo su dva neionska povrSinska stabilizatora
omogucéila minimalno zadrzavanje Ag60 u otopini (Ag60 LMNB, Tablica 17): PEG i PVA.
PEG je zadrzao priblizno 10 % pocetne koncentracije prva dva dana nakon dodatka MMT, dok
je tre¢i dan udio dispergiranih nanocestica pao na svega 6%. Najboljim stabilizatorom u
scenariju naknadnog dodatka sedimenta nanocesticama pokazao se PVA koji je unutar tri dana
stabilizirao 5 i 15% pocetne koncentracije nanocestica u ultracistoj vodi. Valja naglasiti kako
je medij bila ultracista voda. Utjecaj masene koncentracije na koli¢inu stabilnih nanocestica
srebra ovdje nije uoéen. Dodatak 10 mg mL? PEG-a Ag60 u MQ nije uzrokovao nikakav
stabilizacijski u¢inak, dok je u slu¢aju PVA deset puta veca koncentracija Agb0 LMNB tek
neznatno povecala oCitanu SPR povrSinu. Nanocestice kojima su dodani Pluronic F-127 i

TOAB su po dodatku montmorilonita potpuno nestale iz otopine.

Iako je medij ultraista voda, iz dobivenih podataka je jasno kako dodatak
montmorilonita unutar 24 h izrazito smanji koloidnu stabilnost nanocestica, ako nemaju
ucinkovit stabilizator. Minimalno djelotvorni stabilizatori AgNP uz prisustvo sedimenta bili su
neutralni polimeri; PEG i PVA jer su njima stabilizirane nanocestice ostale prisutne u disperziji

prosjecno izmedu 5 1 9% pocetne koncentracije.
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Tablica 17. Vrijednosti SPR povrsine nanodestica srebra (Ag60 LMNB) stabiliziranih s 1 i 10 mg mL™* razli¢itih
polimera i PAT-ova prije (1 h) i nakon dodatka 5 mg mL* montmorilonita (MMT) u ultra¢istoj vodi tijekom tri
dana.

Pluronic F-127  PEG ~ Na(4-PSS_M)  PVA TOAB
t/h y(mgmL?) y(mgmL?) y(mgmL?) y(mgmL?) y(mgmL?)
1 0 1 10 1 10 1 10 1 10

1 336 328 301 297 351 280 315 333 194 149

| dodatak montmorilonita |

26 0 0 3,5 0 0 0 36 40 0 0
50 0 0 3,7 0 0 0 35 52 0 0
72 0 0 1,7 0 0 0 21 29 0 0
5.4.2. Scenarij I: Naknadni dodatak montmorilonita srebrnim nanocesticama

stabiliziranim Tweenom 80 u umjetnoj i prirodnoj morskoj vodi

U koloidnom sustavu nanocestica srebra s Tweenom 80 umjetnoj morskoj vodi saliniteta
15, nanocestice su U potpunosti destabilizirane dodavanjem modelnog sedimenta,
montmorilonita (Slika 52). Medutim, u istom eksperimentalnom scenariju, one sporije nestaju
iz vodenog stupca kada je medij prirodna morska voda. Na Slici 52 vidi se kako je
montmorilonit znac¢ajno smanjio koli¢inu dostupnih nanocestica srebra u otopini, ¢ak za 71%.
Medutim, u prirodnoj morskoj vodi saliniteta 15 uz prisustvo Tweena 80, 29% nanocestica
zadrzano je u otopini tijekom 7 dana. U prirodnoj morskoj vodi saliniteta 35 nanocestice su
zaostajale u otopini kroz tri dana (3. dan zadrzano je 10%), nakon ¢ega dolazi do potpune

agregacije.

Ti rezultati upucuju na sljedeci stabilizacijski scenarij: AgNP koje se nadu u
komunalnim ispustima s dovoljnom koli¢inom neutralnih PAT mogu se njima stabilizirati i
ostati u vodenom stupcu bogatom suspendiranom tvari kroz nekoliko dana, ako je izmijeSanost
morske i rjecne vode dovoljno velika te je salinitet znacajno manji od morskog (35-38). U

viSem salinitetu i uz prisutnost MMT, stabilizacija je takoder moguca, ali u kra¢em periodu.
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Slika 52. SPR povriine nanocestice srebra promjera 60 nm (5 ug mL* Ag60 LMNB) u dodiru s Tweenom 80
masene koncentracije 10 mg mL? u ultradistoj (MQ), umjetnoj (ASW) i prirodnoj nefiltriranoj vodi (NSW)

saliniteta 15 i 38, prije i nakon dodatka montmorilonita (5 mg mL* nakon 22 sata).
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5.4.3. Scenarij Il: Istovremeni doticaj nanocestica srebra, stabilizatora i modelnog

sedimenta

5.4.3.1. Kratkotrajno mijeSanje

Kroz poglavlje 5.4.1. pokazalo se da koriSteni stabilizatori nisu uspjesni u zadrzavanju
nanocestica u vodenom stupcu uz prisutnost sedimenta, stoga je odluceno koristiti Tween 80 1

PVP koji su pokazali mo¢ stabilizacije u morskoj vodi te PAT iz grupe Tweena; Tween 20.

Usporedbom Slike 53 i 54, vidi se kako Tween 20 nije naro¢ito uspje$an u sprjecavanju
heteroagregacije nanocestica srebra (Ag60 LMNB) s montmorilonitom. Ipak, kad su
nanocestice bile dispergirane u prirodnoj morskoj vodi saliniteta 35, ¢ak i s dodatkom MMT-a,
individualne nanocestice srebra prisutne su u otopini tijekom nekoliko prvih dana (od 31%
nultog dana do 6% tre¢eg dana). Zanimljivo, SPR povrsine vece su u medijima veceg saliniteta
(35) nego manjeg (15). U manjem salinitetu, SPR pikovi se vise ne ocitavaju na apsorpcijskom
spektru uzoraka Ag60 + Tween 80 u FSW15 i Ag60 + Tween 20 u FSW15.

Tween 80 uspio (Slike 55 i 56) je u zadrzavanju koloidne stabilnosti nanocestica koje
su se rotirale zajedno sa montmorilonitom u slucajevima kada je medij morska voda nizeg
saliniteta, 15 (FSW 15). U filtriranoj morskoj vodi, stabiliziranje Tweenom 80 i sprjecavanje
heteroagregacije s modelnim sedimentom znaéajno je usporeno, $to se vidi iz visokih
vrijednosti SPR pika. Cak i nakon 15 dana kontakta nanoCestica i sedimenta, ostalo je 16%
neagregiranih Cestica u otopini. U nefiltriranoj morskoj vodi istog saliniteta, mo¢ stabilizacije
u prisutnosti sedimenta znatno je manja, ali vidljiva. Koli¢ina neagregiranih cestica kroz period
od 7 dana krece se oko 15%, a nakon toga, nanocestice vise nisu prisutne u uzorku. U ostalim

medijima, koloidna stabilnost Ag60 uz sediment nije uocena.

PVP je postigao uspjes$nu stabilizaciju AgNP u prisutnosti sedimenta i to u dva slucaja;
kad se nanocestice nalaze u prirodnoj filtriranoj i nefiltriranoj morskoj vodi saliniteta 35 (Slika
57 i 58). Ovakav ishod zapravo se slaZe s rezutatima iz poglavlja 5.3.3. gdje je dobiveno kako
PVP jos djelotvornije stabilizira nanocestice kad je dodan naknadno u morsku vodu. Soli iz

morske vode na taj polimer djeluju tako da se jos jace veze na nanocestice.
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Slika 53. Relativne vrijednosti SPR povrSine nanoCestica srebra promjera 60 nm (5 pug mL? Ag60
(LMNB)) s Tweenom 20 bez dodatka montmorilonita u ultracistoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj
(FSW) i nefiltriranoj morskoj vodi (NSW) saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija Tweena 20 iznosila je
1 mgmL?,

70
60
I
=
2 40 —m—ASW15
R
% —A— ASW35
530 NSW15
% 20 ——NSWS35
R —e—FSW15
10
FSW35
0 N = = o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

t/d

Slika 54. Relativne vrijednosti SPR povrsine nanoestica srebra promjera 60 nm(5 ug mL* Ag60 (LMNB)) s
dodatkom Tweena 20 i montmorilonita (5 mg mL?) u ultradistoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj (FSW) i

nefiltriranoj morskoj vodi (NSW) saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija Tweena 20 iznosila je 1 mg mL™.
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Slika 55. Relativne vrijednosti SPR povrSine nanocestica srebra promjera 60 nm (5 pg/mL Ag60 (LMNB)) s
dodatkom Tweena 80, bez montmoarilonita (5 mg mL?) u ultragistoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj (FSW) i
nefiltriranoj morskoj vodi (NSW) saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija Tweena 80 iznosila je 1 mg mL™.
Eksperiment i mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 56. Relativne vrijednosti SPR povr$ine nanodestica promjera 60 nm (5 ug mL* Ag60 (LMNB)) s dodatkom
Tweena 80 i montmorilonita (5 mg mL™Y) u ultra¢istoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj (FSW) i nefiltriranoj
morskoj vodi (NSW) saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija Tweena 80 iznosila je 1 mg mL™. Eksperiment i
mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 57. Relativne vrijednosti SPR povr§ine nanodestica srebra promjera 60 nm (5 pg mL* Ag60 (LMNB)) s
dodatkom PVP bez montmorilonita (5 mg mL?) u ultragistoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj (FSW) i
nefiltriranoj (NSW) morskoj vodi saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija PVP iznosila je 1 mg mL1. Eksperiment
i mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi.
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Slika 58. Relativne vrijednosti SPR povrsine nanodestica srebra promjera 60 nm (5 pg mL* Ag60 (LMNB)) s
dodatkom PVP-a i montmorilonita (5 mg mL™) u ultradistoj (MQ), umjetnoj (ASW), filtriranoj (FSW) i
nefiltriranoj (NSW) morskoj vodi saliniteta 15 i 35. Masena koncentracija PVP-a iznosila je 1 mg mL™.
Eksperiment i mjerenja provedena su pri sobnoj temperaturi.
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5.4.3.2. Neprestano mijeSanje

Istovremeni kontakt nanocCestica, stabilizatora i sedimenta u ovim je eksperimentima
konstantno odrzavan kako bi se saznalo koja je uspjesSnost stabilizacije Tweeena 80 uz
koncentriranu disperziju modelnog (MMT) i prirodno sedimenta iz Limskog kanala (NS)

tijekom osam dana.

Nanocestice srebra (Ag60 LMNB) i Tween 80 u ultracistoj vodi su o¢ekivano, stabilne
kroz cijeli tok eksperimenta, usprkos rotaciji (Slika 59). lako je kroz prethodne eksperimente
dokazano kako Tween 80 stabilizira nanocestice u prirodnoj morskoj vodi, zbog neprestane
rotacije i ¢eS¢ih medusobnih kontakata, koloidna stabilnost im je puno manja nego u mirovanju.
SPR povrsine u tim uzorcima mogu se izra¢unavati do tri dana za filtriranu, a samo jedan dan
za prirodnu nefiltriranu morsku vodu (salinitet 35). Smanjenje koloidne stabilnosti u skladu je
s porastom saliniteta s 15 na 35 za obje vrste morske vode. Prema Slici 59, Ag60 + T80 / FSW
15 imaju relativne SPR povrsine izmedu 60 i 70% tijekom tri dana, nakon ¢ega se SPR pik vise
primjeCuje na apsorbancijskom spektru. U morskoj vodi viSeg saliniteta, FSW 35,
apsorbancijski spektri uzoraka imaju relativnu SPR povrsinu koja iznosi izmedu 34 i 60%
pocetne i to takoder unutar tri dana, nakon ¢ega nestaju iz vodenog stupca. U prirodnoj
nefiltriranoj morskoj vodi oba saliniteta (NSW 15 i 35) Ag60 taloze ve¢ nakon drugog dana,

iako je T80 bio prisutan u sustavu.

Pogleda li se Slika 59 - uzorci nanocestica stabiliziranih s Tweenom 80 u prisutnosti
montmorilonita, vidi se kako se Ag60 LMNB minimalno, ali ipak, zadrzavaju u morskoj vodi
nizeg saliniteta (15) i u slu¢aju nefiltirane (NSW) i filtrirane (FSW) morske vode. Prvog dana
zadrZano je do 10% nanocestica i u jednom i u drugom slucaju te s prolaskom vremena, koli¢ina
nanocestica Smanjuje se priblizno linearno. Kad su saliniteti ve¢i (35), Ag60 se zadrZzavaju samo

prvi dan u filtriranoj morskoj vodi.

Ako se paznja obrati na SPR povrSine sustava s prirodnim sedimentom (skupina
Ag60+T80+NS) (takoder Slika 59), zamjecuje se nekoliko ué¢inaka. Vazno je usporediti
nanocestice koje su se rotirale zajedno s prirodnim i1 nanocestice koje su se rotirale zajedno s
modelnim sedimentom u ultracistoj vodi. U slucaju Ag60-Tween80-MMT-MQ uzoraka,
nanocestice srebra ostaju stabilne samo prvi dan i to 20 % pocetne koncentracije, dok u slu¢aju
AgNP-Tween80-MQ-NS, nanocestice su 1 neSto stabilnije prvi dan (30% pocetne

koncentracije), ali jo$ bitnije; ostaju stabilne u otopini kroz pet dana. Razlog boljoj stabilizaciji
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nanocestica srebra u doticaju s prirodnim sedimentom moze biti organska tvar nataloZzena na
Cestice prirodnog sedimenta. NOM na Cesticama sedimenta zavrSava raspadanjem organizama
iz vodenog stupca ili prijenosom organske tvari s kopna koja postpuno talozi na morsko
dnol*®1%1\/rlo vjerojatno su se proteinska i polisaharidna frakcija adsorbirale na dio
nanocestica 1 kratkotrajno sprjecile heteroagregaciju sa Cesticama prirodnog sedimenta. Ipak,
medij u kojem se stabilizacija dogodila je ultradista voda koja nije o¢ekivani medij pa je upitno
Sto ¢e se dogadati u prirodnoj morskoj vodi? Slika 59. prikazuje da se minimalna stabilizacija
Agb60 ipak dogodila u prisutnosti Cestica prirodnog sedimenta 1 Tweena 80 kad je medij bila
filtrirana morska voda relativno niskog saliniteta (FSW 15). Tijekom prvog dana, zadrzano je
cak 20% pocetne koncentracije Ag60, dok je treceg dana ta vrijednost pala na 3% pocetne
koncentracije nanocestica. Iznenadujuce je da se odredena frakcija nanocestica ipak uspjela
stabilizirati u dodiru s Cesticama prirodnog sedimenta. To se vjerojatno moze pripisati

sinegistickom u¢inku Tweena 80 i prirodne organske tvari.
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Slika 59. Relativne SPR povrsine nanocestica srebra promjera 60 nm (5 pug mL? Ag60 LMNB) koje su se neprestano mijesale (rotacija) s modelnim sedimentom
montmorilonitom (MMT, 5 mg mL™?) i prirodnim sedimentom (NS, 5 mg mL™?) te s dodatkom Tweena 80 u ultradistoj (MQ), umjetnoj (ASW), prirodnoj (NSW) nefiltriranoj i
prirodnoj filtriranoj morskoj vodi (FSW) saliniteta 15 i 35 kroz 8 dana. Referentna vrijednost je SPR povrsina AgNP / MQ na DAN 1. Eksperiment i mjerenja provedeni su pri
sobnoj temepraturi.

112



5. REZULTATI

Tablica 18. SPR povrsine nanocestica srebra koje su u kontakt s Tweenom 80 i sedimentima dosle istovremeno
te su se kroz cijeli tijek eksperimenta vrtile na rotacijskoj mijesalici.

t/d> 1 2 3 S 8

Ag60/ MQ 100 103,4 104,9 111,0 106,0
Ag60 / ASW 15 0 0 0 0 0
Ag60 / ASW 35 0 0 0 0 0
Ag60 / FSW 15 0 0 0 0 0
Ag60 / FSW 35 0 0 0 0 0
Ag60 / NSW 15 0 0 0 0 0
Ag60 /NSW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80/ MQ 81,9 85,1 83,8 80,3 82,1
Ag60 + Tween 80 / ASW 15 0,4 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 / ASW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 / FSW 15 67,3 66,9 61,0 0 0
Ag60 + Tween 80 / FSW 35 59,9 34,4 22,3 0 0
Ag60 + Tween 80 / NSW 15 65,5 12,6 2,5 0 0
Ag60 + Tween 80 / NSW 35 24,8 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + MMT / MQ 10,8 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + MMT / ASW 15 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + MMT / ASW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + MMT/FSW 15 84 6,9 6,2 1,8 2,9
Ag60 + Tween 80 + MMT /FSW 35 13,2 1,6 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + MMT /NSW 15 10,1 9,9 91 53 54
Ag60 + Tween 80 + MMT / NSW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS/ MQ 29,9 23,0 22,2 32,0 48,8
Ag60 + Tween 80 + NS/ASW 15 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS/ASW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS/FSW 15 20,8 4,7 2,8 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS/ FSW 35 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS/NSW 15 0 0 0 0 0
Ag60 + Tween 80 + NS /NSW 35 0 0 0 0 0
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5.4.4. Scenarij I11: Polukvantitativno odredivanje uspje$nosti remobilizacije nanocestica

srebra s modelnog sedimenta

U Tablici 19 prikazani su rezultati mjerenja apsorbancije supernatanata uzoraka u
kojima je Ag60 LMNB bio prvotno adsorbiran na montmorilonit, a zatim su dodani polimeri i
povrsinski aktivne tvari. Rezultati su polukvantitativni buduéi da je koncentracija nanocestica
srebra odredivana samo preraCunavanjem vrijednosti intenziteta apsorbancije u masenu
koncentraciju nanocestica. Izu¢avan je utjecaj koncentracije PAT koji su su dodavani u tri
masena udjela (0,1, 1 i 10 %), a apsorbancija je mjerena nakon 1.,3. i 10. dana. Kao $to se vidi
I iz Tablice 19, nakon dodavanja PAT-ova i polimera, u supernatantu se ipak moze ocitati
malena koncentracija srebrnih nanocestica. Vrijednosti se kre¢u izmedu 5 1 10% pocetne
koncentracije za PAT Pluronic F-127 i Pluronic P-123, dok su za neki polimeri poput PEG-a i
PVA rezultirali vraéanjem izmedu 10 i 30 % pocetne koncentracije natrag u otopinu. Ostali
polimeri i PAT nemaju nikakav ucinak na resuspendiranje (primjerice u ovom slucaju sve PAT
komercijalnog imena Disperbyk). Opcenito, resuspendiranje nanocestica u vodeni stupac, bilo
to resuspendiranjem sa sedimenta ili deagregacijom, najbolje uspijeva sa polimerima i PAT
neionske strukture. Medutim, dva tipa tih spojeva negativnog naboja i velike molekulske mase;
taninska Kkiselina i natrijev (4-polistirensulfonat-ko-maleinat) su ¢ini se, omogucili koloidnu
stabilnost Ag60. Radi se zapravo o polielektrolitima naboja suprotnog naboju povrSine
nanocestice, s velikim molekulskim masama (M; (taninska kiselina) = 1701,19 g mol?,
M (Poli(4-stirensulfonska kiselina ko - maleinska kiselina) natrijeva sol ~ 20 000 g mol™) tako

da vjerojatno stabiliziraju nanocestice elektrostericki.

U odabranim uzorcima u kojima se pokazalo moguce odvajanje nanocCestica srebra sa
sedimenta uz pomo¢ polimera i povrsinski aktivnih tvari mjerena je i raspodjela veliina Cestica
tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti (Tablica 20). Nanocestice srebra nominalne su
veli¢ine 60 nm, a buduci da su sintetizirane u laboratoriju bez dodatnih postupaka ciS¢enja,
mogucéa su odstupanja od te vrijednosti. DLS je pokazao kako su nanocestice srebra
hidrodinamickog radijusa 71,45 + 4,52 nm (nominalna veli¢ina 60 nm). Medutim, Ag60 u

doticaju s polimerima i PAT-ovima imaju raspon veli¢ina od 56 do 91 nm.
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Tablica 19. Prera¢unata masena koncentracija nanocestica srebra promjera 60 nm, Ag60 LMNB nakon ,,potpune®
adsorpcije nanocestica na montmorilonit te naknadnog dodavanja navedenih polimera i povrSinski aktivnih tvari
u ultradistoj vodi nakon jednog, tri i deset dana od priprave uzoraka. EKksperiment i mjerenja provedeni su pri

sobnoj temperaturi.

PAT
Tween 20
Tween 80

Disperbyk 110
Disperbyk 111
Disperbyk 118
Disperbyk 180
Disperbyk 190
Triton X-100

Pluronic F-127

PVP

PEG

PEI

Na(4-PSS-M)
PVA
Taninska kiselina
TOAB
CTAB
Heksadecilamin
BSA
Pluronic P-123

Ag60

1d 3d 10d
01% 1% 10% 01% 1% 10% 01% 1% 10%
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0225 0 008 0205 0 0,168 0,25 -

0 0 0 0 0 0 -- -- --
0,107 0572 03 012 0 0,292 0251 -- 0,357
0 0 0 0 0 0 -- -- --
0,133 0121 0 018 O 0 0365 08 07

0 0463 0,141 0079 O 0,198 0,146 -- 0,589
0O 0738 0 0125 0 0 -- -- --

0 0114 O 0 0094 O 0 0251 -

0 0 0 0 0 0 - -

0 0 0 0 0 0 - -

0 0 0 0 0 0 - 0,146
0 0242 0178 O 0 0 --

1,82 2,04 2,1
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Tablica 20. Rezultati dinami¢kog rasprienja svjetlosti za uzorke nanocestica srebra (Ag60 LMNB) koji su bili u dodiru sa sedimentom te su im naknadno dodani niZe navedeni
polimeri i PAT, a UV-VIS spektroskopijom je uoceno moguce remobiliziranje nanocestica sa sedimenta za dane uzorke.

pik | pik 1l pik 111 pik 1V

dn/ nm % dn/ nm % dn/nm % dn/nm %
AgNP 60 nm + MMT  23,1+0,99 14,49+21,82 71,45+4,52 27,18+13,06 929,19+118,58 46,5+11,55 5405,5+121,57 5,8+5,37
1% PEG 18,65+1,14 84,02+1,47 89,63+4,7 13,48+1,22 5055,44+144,75 2,51+0,44

1 % Na(4-PSS-M) 15,81+0,06 15,72+31,2 90,69+6,4 49,88+26,67 865,71£196,38  9,1+6,97  4129,98+234527  9,96+6,14

1% PVA 13,71+1,55 79,29+2,0 56,01+4,36 19,16+1,95 45225422415 0,36+0,61
1 % Taninska kiselina 16,15+227 82,62+2,46 72,57+9,09 15,72+2,57 4949,5+96,82 1,78+0,21
1 % Pluronic P-123 15,03+2,43  76,6+3,68 61,01+6,03 21,36+3,54 5018,71+198,07 11,97+27,05

116



5. REZULTATI | RASPRAVA

5.4.5. Pretrazna elektronska mikroskopija za modelni i prirodni sediment sa srebrnim

nanocdesticama i Tweenom 80

SEM analiza za uzorke modelnog i prirodnog sedimenta kojima su dodavane
nanocestice (Ago60 LMNB) s Tweenom 80 (Slika 60) u prirodnoj morskoj vodi saliniteta 15
tijekom 10 dana pokazala je nanocestice asocirane sa sedimentom. Same Cestice nalaze se
blisko vezane za njega, ali se ne moze se tvrditi da je nastao heteroagregat jer i susenje uzorka
moze uzrokovati takve artefakte. Na mikrografijama je uocljivo nekoliko individualnih
nanocestica na povrSini montmorilonita te postojanje malih homoagregata (Slika 60a), dok su
na Slici 60b prisutni moguéi heteroagregati nanocestica s prirodnim sedimentom. Potencijalni

heteroagregati nanocestica i prirodnog sedimenta posebno su jasno uo¢ljivi na Slici 60b.

Slika 60. SEM mikrografija uzoraka koji prikazuju nanogestice srebra promjera 60 nm (Ag60 NC, 5 pgmL* s
dodatkom Tweena 80 (1 mg mL™) u filtriranoj morskoj vodi saliniteteta 15 u prisutnosti: a) modelnog
sedimenta, MMT-a i b) prirodnog sedimenta iz Limskog kanala, NS nakon 10 dana.

Poglavlje o stabilizaciji nanocCestica Srebra u prisutnosti modelnog 1 prirodnog
sedimenta podijeljeno je na razliCite scenarije njthovog medusobnog kontakta. Svrha ovakvog
pristupa bila je procjeniti koji ¢e od ispitanith nacina rezultirati najve¢om koli€inom
individualnih nanocestica i je li moguce odvojiti nanocestice sa sedimenta pomocu razlicitih

povrsinski aktivnih tvari.

Rezultati Scenarija | pokazali su kako su se dodatkom razli¢itih povrSinskih
stabilizatora (Pluronic F-127, PEG, Na(4-PSS-M), PVA, TOAB i Tween 80), a koji su
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prethodno dodani nanocesticama srebra te nakon dodatka MMT-a, nanocestice (40% pocetne
koncentracije) u morskoj vodi saliniteta 15 zadrzale samo uz Tween 80 i to u morskoj vodi
saliniteta 15 (Slika 41) kroz 6 dana. Medutim i pri viSem viSem salinitetu, u NSW 35, tijekom
tri dana zadrzava se jednaki udio AgNP, nakon ¢ega dolazi do naglog smanjenja njihove
stabilnosti 1 smanjenja koli¢ine u vodenom stupcu. Nadalje, PEG, PVA 1 TOAB pokazali su
minimalno, ali ipak uocljivo zadrzavanje AgNP u ultracistoj vodi. Medutim, ti isti polimeri i
PAT nisu stabilizirali AgNP u uvjetima bez sedimenta, dok je sa sedimentom
(montmorilonitom) prosjecna uspjesnost stabilizacije iznosila 10%. Razlog tome moze biti
konstantno mijeSanje koloidnog sustava sa sedimentom, gdje nanoCestice koje ne
heteoagregiraju sa sedimentom prisilno ostaju u otopini. Prema tome, turbulentniji uvjeti u
stupcu morske vode mogli bi doprinositi koloidnoj stabilnosti u neagresivnom mediju koji ne

smanjuje debljinu elektri¢nog dvosloja oko ¢estica.

Ako se usporede naknadni dodatak sedimenta (Scenarij I) i istovremeno mijeSanje svih
komponenti (Scenarij II), u slu¢aju Ag60 + Tween 80 / NSW 15, vidljivo je kako kad je

sediment dodan ve¢ stabiliziranim nanoc¢esticama, stabilnost Ag60 s T80 u otopini je puno veca.
Relativna SPR povrsina (Ag60 + Tween 80 / NSW 15) za:

e Scenarij I, nakon 6 dana od dodatka MMT = 40% (Slika 52)
e Scenarij 1, nakon 7 dana od dodatka MMT = 0 % (Slika 56).

U literaturi postoji nekoliko sli¢nih istraZivanja; Liu je u svom doktorskom raduf'l
pratio heteroagregaciju Ag60 s montorilonitom te s ilitom u modelnim otopinama elektrolita
(NaCl, NaNOgz i CaCl,). Zakljucio je kako se bez Tweena 80, binarni sustav nanoCestica sa
sedimentom ponasa istovjetno kao i nanocestice same 1 sedimenti pojedinacno. Dakle, sustav
je kontroliran samo energetskom barijerom potrebnom za destabilizaciju elektricnog dvosloja
oko nanocestice. Medutim, dodatak Tweena 80 je rezultirao zamjetnim povecanjem CCC
vrijednosti za nanocestice srebra u modelnim otopinama elektrolita; s 40, 35 i1 2 mM do preko
100 mM za NaCl, NaNOs i CaClz. Nanocestice srebra postale su mobilnije, a sam promjer Ag60
u prisutnosti Tweena 80 povecao se za 8 nm §to bi znacilo da je sloj oko Ag60 debeo priblizno
4 nm. Kada se u sustav koji sadrzi Ag60, Tween 80 i otopinu jednog od tri navedena elektrolita
dodao sediment, dodatakom MMT-a heteroagregacija je bila 50% manja nego u slucaju kada
Tween 80 nije prisutan. Jedan od razloga moze biti taj §to se razni polimeri i PAT (Tween 80,
PEG, PEO i organske molekule teze adsorbiraju na povrSine minerala glina te tako zauzimaju

dostupnu povrsinu na koju bi se adorbirala nanocestica). U tezi koju je napisao Liu dane su
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osnove za razumijevanje sudbine nanocestica srebra s neionskim PAT kao §to je Tween 80 u
modelnim sustavima, medutim, trajanje eksperimenata bilo je 15 min. Nadeno je kako Tween
80 povecéava CCC vrijednosti za NaCl, CaCl, i NaNOs te su uz prisutnost sedimenata

nanocestice mobilnije.

U ovom doktorskom radu vremenski okvir bio je minimalno pet dana, a mediji su bile
modelna otopina (umjetna morska voda) i prirodna morska voda. lako su masene koncentracije
montmorilonita bile 1000 puta vee nego masene koncentracije nanocestica, one su pri
konstantnom mijeSanju i uz Tween 80 ostajale stabilne barem sedam dana, kada je medij bila
prirodna i filtrirana morska voda saliniteta 15. Prema tome, istovremenim doticajem AgNP s
neionskim PAT poput Tweena 80 ¢ak i uz prisutnost suspendirane tvari (sedimenta) u
priobalnom sustavu nize ionske jakosti sasvim je moguce da ¢e nanocestice ostajati koloidno

stabilne kroz nekoliko dana.

U Scenariju II, Tween 20 zadrzao je 6% nanocestica srebra tijekom tri dana u FSW 35
te 15% u NSW 35, ali samo nakon jednog dana. Medutim, manjak stabilizacije Ag60 s
Tweenom 20 nije iznenadujuc jer i bez sedimenta, najzamjetnija stabilnost bila je u FSW 15 i
NSW 15 (Slika 53). Dodatak PVP dao je drugacije rezultate; SPR povrsine za Ag60 s dodatkom
PVP-a u prisutnosti MMT-a su relativno niske (5 i 3% za medije NSW 35 i FSW 35), i
konzistentne. Iako se ovdje radi o malenoj koli€ini stabiliziranih nanocestica, potrebno je
naglasiti ¢injenicu da je PVP nenabijeni polimer Koji se u morskoj vodi ponasa drugacije nego
u ultradistoj (MQ). Vazno je povezati rezultate iz poglavlja 5.3.3. gdje je nadeno kako PVP
odli¢no stabilizira nanocestice kad je dodan naknadno u uzorak (nanocestice i morska voda ve¢
su bili u kontaktu, a 10 minuta nakon toga dodan je PVP i zadrZano je 100% pocetne
koncentracije nancestica). Kada je prvotno PVP dodan nanocesticama u ultracistoj vodi te je
nakon toga dodana morska voda, stabilizirano je priblizno 20% nanocestica. Ovdje se vrlo
vjerojatno radi o tzv. salting out (isoljavanje) uc¢inku kod kojeg velika ionska jakost otopine
uzrokuje smanjenje topljivosti ne-elektrolita. Smanjenjem topljivosti, moguce je da ce
hidrofobne interakcije izmedu nanocestica i organskih makromolekula poput PVP-a dobiti na
znacaju 1 time ¢e adsorpcija na ¢vrste povrsine biti izraZzenija. Treba imati 1 na umu da su uzorci
bili konstantno mijeSani §to uzrokuje ¢es¢e sudare medu Cesticama. Istovremeni kontakt
(nanocestica, stabilizatora i sedimenta) uz konstantno mije$anje nepovoljan je scenarij za
nanocCestice jer se ne stignu dovoljno stabilizirati pa je u slu¢aju Tweena 20, koji se pokazao
kao nesto slabiji stabilizator od Tweena 80 (Slike 53 i 55) Ag60 veoma brzo taloze iz vodenog

stupca. Iznimku pritom pokazuje uzorak Ag60 + Tween 20 + MMT /FSW 35, jer su nanocestice
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dispergirane u do pet dana. Tween 20 nije se pokazao djelotvornim pri remobilizaciji odnosno

odvlacenju nanocestica sa sedimenta (Scenarij III).

U odnosu na eksperimente kod kojih su uzorci kratkotrajno mijesani (na pocetku) u
sustavu koji je podvrgnut snaznijem i gotovo neprestanom mijeSanju (Slika 59), odrzavanje
stabilnosti nanocestice bilo je otezano. SPR pikovi se u nekim sluc¢ajevima ¢ak i bez sedimenta
ne mogu integrirati vise nakon samo tri dana, primjerice za Ag60 + Tween 80 u svim prirodnim
vodama; (FSW 15, FSW 35, NSW 15, NSW 35). Medutim, i pri tako jakoj rotaciji s
montmorilonitom, SPR povrSine su primjerice, nakon pet dana za Ag60 + Tween 80 u FSW15
I NSW 15 iznosile izmedu 2 i 5% pocetnih vrijednosti. Takav rezultat upuéuje na ¢injenicu da
bi morska voda bogatija neionskim povrSinski aktivnim tvarima i polimerima, pa ¢ak i uz
Cestice sedimenta, moze biti sredina u kojoj ¢e dio nanocestica ostati stabilan u vodenom stupcu.
Tako su npr. Zhou i sur. naglasilil**® da je pri nizoj poéetnoj koncentraciji nano¢estica, manja
vjerojatnost da ¢e se naljepiti na sediment ili se uopée medusobno sudariti. Jo$ je vaznije kako
se 1 na koji na¢in nanocCestice stabiliziraju, da li ih obavija sloj stabiliziraju¢e PAT ili se one

zapravo naljepljuju na ,,masne kuglice odnosno te tvari?

U dodiru s prirodnim sedimentom iz Limskog kanala zamjetna koloidna stabilnost
AgNP ocitava se samo u MQ 1 FSW 15 medijima. Udio stabilnih nanocestica u MQ krece se
izmedu 22 do (¢ak) 48% unutar osam dana, dok u FSW 15 pada s 20% prvog dana mjerenja
apsorbancije supernatanta do 3% treceg dana. Bududi da niti u jednom drugom uzorku NSW i
FSW razlicitih saliniteta stabilizacija AgNP nije uo€ena, pretpostavka je da prirodna organska
tvar pomaze u njihovoj stabilizaciji. U nefiltriranoj morskoj vodi 1 pri konstantnom mijeSanju
koje je jak uzroénik agregacije i heteroagregacije nema ,,pozitivnih* rezultata (Slika 59) buduci
da nema vidljivih SPR pikova. Ipak, pri kratkotrajnom mijeSanju, nanocestice su stabilne i u

prirodnoj morskoj vodi.

Ako se usporeduju Scenariji I 1 11, krajnji rezultat ukazuje na to da je vise nanocestica
zadrzano u otopini sa Scenarijem I. Dakle, kada AgNP dolaze u ve¢inskom udjelu kao stabilne
u doticaj sa sedimentom, uspjevaju se dulje zadrzavati §to je 1 oCekivano. Istovremenim
dodatkom sedimenta, nanocCestica i stabilizatora najvjerojatnije se dovoljan udio nanocestica

nije uspio stabilizirati s Tweenom pa je zato krajnji doseg stabilizacije manji.

Pogledaju li se rezultati Scenarija 3, ne moze se reci da je odvajanje nanocCestica sa
sedimenta uspjelo. Tek su PEG, PVA, Pluronic P-123 te taninska kiselina i Na(4-PSS-M)

rezultirali mjerljivom koncentracijom nanocestica. Uzorcima u kojima je primjecena
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minimalna resuspenzija nanocestica sa sedimenta mjeren je i dn. Jedino bi hidrodinamicki
promjeri Ag60 s PEG-om i Na(4-PSS-M) mogli upucivati na jednoslojnu adsorpciju PAT na
Ag60 jer su ostali promjeri premali da bi se moglo zakljuciti da je doslo do stvaranja sloja PAT

oko nanocestice.

Kada se nanocestice (Ag60), stabilizatori i sediment istovremeno dodaju uz neprestano
mijeSanje, Tween 80 djelomicno stabilizira nanocCestice 1 znacajno usporava njihov potpuni
nestanak iz otopine. Kad je dodani sediment bio MMT, najbolji u¢inak zadrzavanja koloidne
stabilnosti Ag60 postignut je u morskoj vodi saliniteta 15. Sli¢an rezultat dobiven je i za
filtriranu i nefiltriranu morsku vodu. U slu¢aju prirodnog sedimenta, zadrZzavanje nanocestica
u vodenom stupcu, odnosno usporavanje heteroagregacije vrlo je uspje$no u ultracistoj vodi.
Razlog tome bi moglo biti djelovanje prirodne organske tvari koja se postupno talozila na
sediment u prirodnom sustavu. Prirodna organska tvar Cesto se spominje kao stabilizator
nanocestica iz viSe razloga; naj¢esc¢e se radi o slozenim makromolekulama ili polielektrolitima
koji ih stabiliziraju i nabojem i velicinom molekule (elektrostericki). Nadalje, makromolekule
1 ioni prirodne organske tvari ¢esto imaju dvostruke veze i aromatske strukture koje takoder
pospjesuju stabilizaciju nanogestica u stupcu prirodnih voda (kopnenih i mora)’®. Zadnje,
Tween 80 je u slucaju prirodnog sedimenta pokazao samo slabasnu stabilizaciju u filtriranoj
morskoj vodi saliniteta 15. Prema tome, s obzirom na postignutu koloidnu stabilnost
nanocCestica srebra 1 salinitet u kojima je postignuta, moZe se oc¢ekivati da ¢e dio AgNP koji
dospijeva u usca ostati stabiliziran. Naravno pretpostavka je da se ne radi o vertikalno

1zmijeSanim us¢ima gdje je salinitet isti od povrSine do dna.
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6. Sazetak rasprave

U literaturnom pregledu spomenuto je kako pocetna koncentracija nanocestica ima velik
utjecaj na njihovu koloidnu stabilnost. Sto je koncentracija nanolestica veca, vecéa je
vjerojatnost za medusobne sudare, dok nanocestice u razrjedenim disperzijama tesko dolaze u
kontakt i sporije agregirajul®®34. Upravo su ta saznanja posluZila kao polazna tocka za sljede¢i
pristup: iako su koncentracije proteina i nano¢estical*®! u okolidu relativno malene (iznimke su
postrojenja za obradu otpadnih voda i cvjetanje moral*®>1%6l) sto ¢e se dogoditi ako razrjedene

disperzije AgNP dodu u okolinu s malom, ali dovoljnom koli¢inom proteina?

Buduc¢i da dio koristene instrumentacije (UV-VIS, DLS) za rad treba relativno visoku
koncentraciju AgNP (red veli¢ine nekoliko png mL™), eksperimentalni plan je bio mijenjati
koncentracijske odnose BSA prema nanocesticama i saznati koliko proteina je potrebno za
stabilizaciju AgNP te da li nakon dosega kriti¢ne koncentracije BSA, stabilizacija AgNP postaje
vjerojatna? Mijenjanjem omjera masenih koncentracija BSA prema nanocesticama za stalne
vrijednosti saliniteta (38), dobiveni su znacajno drugaciji ishodi stabilizacije. Niske
koncentracije nanocestica nisu stabilizirane kada je koncentracijski omjer BSA-AgNP veci od
optimalnog. Jedan primjer ,nestabilizacijskog* omjera bio je 0,5 ug mL* Ag40 koji je brzo
gubio na koloidnoj stabilnosti dodavanjem ve¢ samo 50 um BSA, dok veéa koncentracija
nanodestica (primjerice 1 pg mL™) nije destabilizirana istom koncentracijom tog modelnog
proteina. Prema tome, samo odgovaraju¢i omjeri nanocestica i proteina mogu rezultirati
stabilnim nanocesticama srebra u morskoj vodi. Za ispitivane koncentracije BSA prema Ag40
ti omjeri bili su izmedu 133:1 i1 3332:1. Pogledaju li se rezultati iz Tablice 11 koji su pokazali
vece promjere s povecanjem koncentracije BSA, moze se pretpostaviti da dolazi do viSeslojnog

adsorbiranja tog proteina na povrs$inu nanocestice.

Kada su se AgNP s dodatkom BSA otapale u umjetnoj morskoj vodi, nanocestice s
manjim promjerima brze su otpuStale Ag® ione u odnosu na veée (Slika 32), a kinetika
otpustanja Ag" linearno je rasla sa smanjenjem veli¢ine nanocestice (Tablica 12). Taj uéinak bi
se ponajprije trebao pripisati tome §to se manje nanocestice brze otapajul®*19219ll zhog energije
povrsine koja raste sa smanjenjem veli¢ine &esticel®l. Ipak, zbog bliskosti krivulja otapanja za
BSA-AQg40 i BSA-Ag60, moze se pretpostaviti i da zakrivljenoS¢u diktirana spospobnost BSA
da omota nanocestice ima ulogu u brzem ili sporijem otpustanju srebrnih iona. Ve¢ je nadeno
kako zakrivljenost ima klju¢nu ulogu u sposobnosti proteina da se maksimalno adsorbira na

povr§inu nanoéesticel® %%l a y radu i Sanchez-Pérez i sur.’® dobiveno je kako je upravo
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nanocCestica polistirena veli¢ine 38,8 nm rezultirala optimalnom zasi¢enos¢u povrSine tim
proteinom. Radi se 0 tome da pri tom odnosu veli¢ina i zakrivljenosti nanocestica i BSA, nije
doslo do promjene sekundarne niti tercijarne strukture proteina. Proteini su se adsorbirali u
nativnom stanju i kao takvi zauzimaju maksimalnu moguéu povrSinu nanocestice dok

»otvorenije strukture® rezultiraju elektrostatskim odbijanjima medu tim makromolekulama.

Od svih ispitanih, pokazalo se kako mogucnost stabilizacije nanocestica srebra u
umjetnoj morskoj vodi do maksimalno 10 dana ostvaruju samo neionske povrsSinski aktivne
tvari i jedan polimer, PVP. Dakle, najdjelotvorniji povrsinski stabilizatori su Tween 80, a slijede
Tween 20 1 PVP. Tweenovi ili polisorbati su uljaste tekuéine dobivene iz etoksiliranog sorbitana
(derivat sorbitola) koje su potom esterificirane masnim kiselinama kao $to je laurinska (Tween
20), palmitinska (Tween 40), stearinska (Tween 60) i oleinska (Tween 80). Siroko se koriste u

proizvodniji hrane kao emulgatori te u kozmetici i biomedicinskim primjenamal®2.

Tween 80, odnosno poli(etilen-glikol sorbitan monooleat) je pokazao najvecu
uspjesnost stabilizacije nanocestica srebra u umjetnoj morskoj vodi nizih saliniteta (5-15), ali
je neocekivano, stabilizacija jos jace uspjela u prirodnoj morskoj, saliniteta do 35. Ta €injenica
upucuje na to da zasad nepoznata tvar ili komponenta prisutna u prirodnoj morskoj vodi dodatno
pospjesuje stabilizaciju nanocCestica s Tweenom 80 usprkos vrlo velikoj koli€ini soli, §to je
potencijalno veoma vazna informacija. Kako bi se procijenilo nalazi li se promotor stabilizacije
u Gesti¢noj ili otopljenoj frakciji organske tvari, morska voda je filtrirana. Cestice su s dodatkom
PAT izlagane nefiltriranoj (NSW) i filtriranoj morskoj vodi (FSW). Dobiveni rezultati ukazuju
na to da su SPR povrsine nanocestica srebra podjednake, neovisno radilo se o tome radi li se 0
NSW ili FSW pa se moze zakljuciti da se promotor stabilizacije nalazi u otopljenoj frakciji
morske vode koja je prisutna i u FSW i u NSW. U pokusima u kojima je koriStena NSW sa
prirodnih lokacija i uz dodatak T80, podjednaka mogucnost stabilizacije dobivena je i u pulskoj
i u rovinjskoj morskoj vodi. Prema tome, uzrok bolje stabilizacije u prirodnoj morskoj vodi vrlo
vjerojatno nije specificna tvar vezana samo za vodu odredenog lokaliteta. Nadalje, dinamicko
rasprSenje svjetlosti pokazalo je kako se u uzorcima prirodne morske vode, hidrodinamicki
promjer nanoCestica pove¢ava 11 do 18 nm u odnosu na pocetnu veli¢inu, dok je
hidrodinamicki promjer za T80 iznosio 9 nm. Prema tome, ne moze se tvrditi da je nastao
monosloj Tweena 80 oko nanocCestice srebra, ali Cinjenica je da je zamjetna koli¢ina
individualnih, neagregiranih nanocestica prisutna u otopini do sedmog dana (Slike 44 i 45). Sa
SEM mikrografije koja prikazuje AgNP s T80 u ultradistoj vodi (Slika 46) vidljivo je

adsorbiranje AgNP na bijele kuglice koje bi mogle biti nakupine Tweena 80 buduci da u otopinu
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nije dodana niti jedna druga tvar osim nanocestica srebra 1 te PAT. Medutim, Cestice tih
promjera (priblizno 500 nm) nisu nadene, prema rezultatima dinamickog rasprsenja svjetlosti

pa je moguce i da su bijele kuglice posljedica losije pripreme uzorka.

Visi salinitet (35 u odnosu na 15) rezultira ve¢im, ali stabiliziranim nanocesticama
(Tablica 17) pa se moze zakljuciti da veci salinitet uzrokuje jos jacu adsorpciju te PAT na
nanocCesticu. Vrijednosti SPR povrSina za Ag60 podjednake su u oba saliniteta. Taj rezultat
znaci da nakon $to je postignuta dovoljno uspjesna stabilizacija nanocCestica, porast salniteta od
15 do 35 vi$e nema utjecaja na koloidnu stabilnost. U disertaciji Li.[1 uo¢eno je kako CCC
vrijednost za sustav nanocestice srebra u NaCl-u dodatkom Tweena 80 raste za jedan red
veli¢ine, s 40 mM NaCl na 500 mM NacCl, a ujedno je dobiveno kako Tween 80-AgNP nemaju
naboj. Stoga se moze zakljuciti da je stericka stabilizacija Tweenom 80 glavni razlog za

poboljsanja kolodine stabilnosti AgNP u vodenoj otopini NaCl.

Poznato je kako su PAT Tween grupe odli¢ni stabilizatori nanocestica srebral®”1161, |z
tog razloga Europska komisija (EC-Joint Research Centre, Ispra, Italija) je 2011. pripremila
referentni materijal naziva ,,NM-300K* za ispitivanje njihovog fizikalno-kemijskog ponasanja
u razli¢itim medijima te toksi¢nosti. NM-300K se sastoji od srebrnih nanocestica promjera 20
nm s 4% w/v mjeSavinom Tweena 20 i polioksoetilen glicerol trioleata. Lodeiro i sur.[*?! su
istrazivali utjecaj NM-300K na morsku dijatomeju Chaetoceros curvisetus.. Dobiveno je kako
se veli¢ine nanocestica u ultracistoj 1 filtriranoj morskoj vodi veoma malo razlikuju. Veli¢ina
AgNP u ultracistoj vodi bila je 48, a u FSW 56 nm nakon 48 sati eksperimenta. U rezultatima
ovog doktorskog rada, SPR povrsina srebrnih nanocestica se u filtriranoj morskoj vodi saliniteta
35 smanjila se za 20% nakon istog perioda. Medutim, visina SPR pika u radu Lodeira i
suradnika smanjila se za 15% nakon 48 sati pa zapravo mozemo govoriti o vrlo sliénim

rezultatima iako se radi o nesto drugacijem PS-u.

Sva istrazivanja moraju poceti sa modelnim sustavima, $to su za nanocestice srebra s
Tweenom u otopinama elektrolita napravili Li i Liuf®"161, Ovaj doktorat predstavlja korak dalje
zbog toga §to su nanocestice izlagane kompleksnijim matricama (razliciti saliniteti umjetne,
prirodne nefiltrirane i prirodne filtrirane morske vode) te je uoceno kako nepoznata tvar ili
¢imbenik prisutna u prirodnoj morskoj vodi dodatno pospjesuje/u stabilizaciju u odnosu na
umjetnu morsku vodu. Osim toga, nije uo¢ena razlika u mogéunosti stabilizacije Tweenom 80,

neovisno radilo se o filtriranoj ili nefiltriranoj morskoj vodi saliniteta 15 ili 35.
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Pretpostavlja se da T80 ima najbolji stabilizacijski u¢inak u odnosu na ostale PAT grupe
Tweenova (Tween 20, Tween 40 i Tween 60) zbog oleinata koji je mnogo veca skupina u
odnosu na laurat, palminat i stearat te zbog dvostruke veze u svojoj strukturi®?. Ja¢a adsorpcija
te PAT dodatno pospjeSuju i prianjanje poli(etilen-glikolnih) skupina uz povrSinu AgNP koje

uvelike doprinose stabilizacijil**.

Kada su nanocestice u kontaktu sa sedimentom, ishod stabilizacije zna¢ajno ovisi 0
trenutku njihova mijeSanja. Vazno je 1 jesu li nanocestice srebra prethodno stabilizirane samo
komercijalnim zastitnim omotacem ili su se incidentno stabilizirale s proteinima, povrSinski
aktivnim tvarima ili nekom drugom tvari. U ovom radu pokazano je kako samo neionski
povrsinski aktivne tvari i to Tween 20 i Tween 80 te polimer PVP usporavaju heteroagregaciju
nanocestica sa sedimentom i to kada se stabilizacija dogodila prije dolaska nanocestica u
morsku vodu. Resuspenzija nanocestica sa sedimenta pomoc¢u povrSinski aktivnih tvari i

polimera nije bila uspjesna.

126



7. ZAKLJUCCI




7. ZAKLIJUCCI

7. Zakljuéci

Albumin iz govedeg seruma omogucio je stabilizaciju nanocestica srebra u umjetnoj
morskoj vodi, usprkos velikoj koncentraciji soli. Za uspjesnu stabilizaciju potrebno je
da je maseni odnos proteina prema nanocesticama izmedu 133:1 do 3332:1. Takoder
uspjesnost stabilizacije ovisi i 0 zakrivljenosti i veli¢ini nanocestice — najbolja

stabilizacija postignuta je za Ag40 i Ag60.

Otapanje nanocestica srebra stabiliziranih s BSA u umjetnoj morskoj vodi usporava se
za priblizno tri puta u odnosu na nezasticene nanocestice.

Proteini iz seruma hemolimfe dagnje M. galloprovincialis i jezinca P. lividus
djelomicno su stabilizirali disperzije nanocestica srebra (10 — 20 % pocetne

koncentracije tijekom Sest dana), ali takoder samo pri odredenim masenim omjerima.

Nanocestice srebra u prirodnoj morskoj vodi bile su stabilne do deset dana samo kada
su bile stabilizirane nenabijenim povrsinski aktivnim tvarima (Tween® 20 i
Tween® 80) i PVP—om. U morskoj vodi nizih saliniteta (5,10 i 15), koloidna stabilnost

nanocestica je dugotrajnija.

Kao najbolji stabilizator u prirodnoj morskoj vodi pokazao se Tween 80 iako
stabilizacija nije bila uspjesna u umjetnoj morskoj vodi. Navedeno ukazuje na to kako

zasad nepoznate tvari iz morske vode pospjesuju stabiliziranje Tweenom.

Scenarij mijeSanja umjetnog ili prirodnog sedimenta s nanocesticama i PAT imao je
utjecaj na stabilizaciju. Nanocestice prethodno stabilizirane s neoionskim PAT
(Scenarij 1) su nakon dodatka modelnog sedimenta nesto dulje zadrzane u vodenom
stupcu u odnosu na istovremeni dodatak nanocestica, PAT, sedimenta i morske vode
(Scenarij 1), pogotovo ako je medij prirodna filtrirana morska voda nizeg saliniteta.
Remobilizacija nanocestica sa sedimenta (Scenarij 111) pomoc¢u PAT nije dala znacajne

rezutate u smislu uspjesnog resuspendiranja.
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8. Popis simbola i kratica

ZNACENJE

vrijednost apsorbancije nanocestica srebra pri vrthu SPR pika

nanocestice srebra omotane s citratom kao zastitnim omotacem prozvodaca Sigma Aldrich
nanocestice srebra omotane s citratom kao zastitnim omotac¢em prozvodaca Nanocomposix
nanocestice srebra omotane s citratom kao zastitnim omotac¢em, nominalnog promjera 60
nm, a sintetizirane u Laboratoriju za morsku nanotehnologiju i biotehnologiju (LMNB)
umjetna morska voda

nanocestice srebra s citratom kao zatitnim omotacem

hidrodinamic¢ki promjer

dinamicko rasprsenje svjetlosti

otopljeni organski ugljik

huminske kiseline

spektrometrija masa s induktivno spregnutom plazmom

filtrirana prirodna morska voda

montmorilonit

prirodna morska voda

ultracista voda

otopljena organska tvar

prirodni sediment iz Limskog kanala

povrsinski aktivne tvari

Cesti¢ni organski ugljik

povrsinski stabilizatori; odnosi se na povrsinski aktivne tvari i polimere

nanocestice srebra s poli(vinil-pirolidonom) kao zastitni omotacem

serum celomske tekuéine

serum hemolimfe

pretrazna elektronska mikroskopija

povrsinska plazmonska rezonancija

transmisijska elektronska mikroskopija

ukupni organski ugljik
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