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Razvoj biokompleksa i nanocestica bioaktivnih metala stabilizovanih
oligosaharidima

U radu su razvijeni postupci sinteze kompleksa Cu i Co sa karboksimetil
dekstranom (CMD) i dekstran sulfatom (DS), kao i nanocestice srebra
(AgNPs) sa ekstraktom Fumaria officinalis (E) i derivatima dekstrana.
Fizickohemijska, spektrofotometrijska 1 spektroskopska ispitivanja
sintetisanih kompleksa dvovalentnih katjona biometala Cu i Co sa CMD i
DS, pokazala su da se radi o jedinjenjima slede¢e stehiometrije:
Co(II)-(CMD),*(H,0), i Co(11)-DS-(H20),, odnosno, Cu(Il)-(CMD),*(H,0). i
Cu(I)-DS-(H,0), sa *C; konformacijom a-D-glukopiranoznog prstena i dva
koordinirana molekula vode. CMD se ponasa kao bidentatni ligand sa
asimetricnim helatnim vezivanjem koje moze biti razlog formiranju
tetragonalno deformisane oktaedarske koordinacije. Jedinjenja sa DS su
pretezno jonska po svojoj prirodi. Razvijeni su netoksicni, zeleni postupci
sinteze AgNPs sa CMD, DS kao i ekstraktom Fumaria officinalis. Na
formiranje AgNPs u svim ovim slucajevima je ukazala promena boje
reakcione smeSe kao i postojanje povrSinske plazmonske rezonance (SPR)
trake u UV-Vis spektru. Veli¢ina sfernih Cestica je od 20-60 nm (SEM), a
prisustvo AgNPs potvrdeno metodom XRD i EDX. Interakcije srebra sa
ovim ligandima su sli¢ne kao i kod jedinjenja Co i Cu, osim kod AgNPs-E
gde funkcionalne grupe sa kiseonikom ili azotom (NH, (NH)C=0, CNO, C-
0O-C i OH) imaju ulogu u redukciji Ag" i stabilizaciji AgNPs-E. Predlozen je
model globalne strukture AgNPs sa CMD, DS i E, koji pretpostavlja
postojanje tankog omotaca organskih supstanci oko AgNPs, vezanih jakim
jonskim ili koordinativnim vezama sa povrSinskim jonima srebra. AgNPs-E,
AgNPs-DS 1 AgNPs-CMD pokazale su antimikrobnu aktivnost prema
analiziranim test mikroorganizmima pa mogu imati primenu u medicini,
veterini, farmaciji, kozmetici itd.
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Development of biocomplex and bioactive metal nanoparticles
stabilized by oligosaccharides

The methods of the Cu and Co complexes synthesis with carboxymethyl
dextran (CMD) and dextran sulfate (DS), as well as the silver nanoparticles
(AgNPs) with Fumaria officinalis extract (E), and dextran derivatives have
been developed. Physicochemical, spectrophotometric and spectroscopic
investigations of divalent covalent cations Cu and Co complexes with CMD
and DS have shown that compounds of the following stoichiometry are
synthesized: Co(Il)-(CMD),'(H,0), and Co(II)-DS-(H,O),, respectively,
Cu(I)-(CMD)»(H20), and Cu(Il)-DS:(H,0), with a *C; conformation of a-
glucopyranose ring and two coordinated water molecules. CMD behaves as
a bidentate ligand with asymmetric chelating bonding, which may be the
reason for the formation of tetragonally deformed octahedral coordination.
Compounds with DS are predominantly ionic. Non-toxic, green synthesis
processes of AgNPs with CMD, DS and Fumaria officinalis extract have
been developed. The formation of AgNPs in all these cases has been
indicated by a color change of the reaction mixture as well as the existence
of surface plasmon resonance (SPR) band in the UV-Vis spectrum. The
spherical particle size was 20-60 nm (SEM), and the presence of AgNPs is
confirmed by the XRD and EDX method. Silver interactions with these
ligands are similar to those of the Co and Cu, except for AgNPs-E where the
functional groups with oxygen or nitrogen, such as (NH, (NH)C=0, CNO,
C-O-C and OH), play a role in the reduction Ag" and stabilization of
AgNPs-E. A model of a general structure of AgNPs with CMD, DS and E is
proposed, which presupposes the existence of a thin organic substances coat
around AgNPs bounded by strong ionic or coordinative bonds with surface
silver ions. AgNPs-E, AgNPs-DS and AgNPs-CMD have shown
antimicrobial activity against analyzed microorganisms and can be used in
medicine, veterinary medicine, pharmacy, cosmetics, etc.
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Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

Joni prelaznih metala (d-metali) mogu da grade sa suprotno naelektrisanim jonima i/ili
neutralnim molekulima (ligandi) komplekse razli¢itog tipa i strukture. Ligandi mogu biti
neorganske, organske ili bioloske prirode sintetickog ili prirodnog porekla (bioligandi). Sa
bioloskog aspekta najznacajniji su kompleksi metala prve serije (V, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Ni i
Zn) (Crichton, 2012) zbog sposobnosti da ostvaruju koordinaciju sa razli¢itim donor atomima
u brojnim enzimima, kao S§to su dehidrogenaze, oksidaze, transferaze, izomeraze. Aktivni
centri enzima su najcesSce joni Fe, Cu i Zn, a u manjoj meri Co. Metalni katjoni vazni su za
odvijanje bioloskih procesa, kao §to su nervna transmisija, transfer elektrona, reprodukcija,
maturacija i sl. (Lewis, 1995; Foussard-Blanpin i Cayron, 1988). Deficit ili suficit jona
metala, koji su potrebni zivim ¢elijama, rezultuju pojavom specifi¢nih oboljenja. Danas se u
humanoj medicini i veterini, ali i kozmetologiji, aktivno primenjuju kao samostalni ili u
kombinaciji sa drugim preparatima, jednostavni kompleksi na bazi jona Cu(Il), Fe(Ill), Li(l),

AI(IIT), Au(III), Ag(D), Pt(Il) i dr. u terapiji razli¢itih oboljenja, i to sa:

e cinkom (Zn) da bi se ublazile funkcionalne teskofe u pubertetu i menopauzi, u
poboljsanju spermatogeneze,

e kobaltom (Co) za leCenje specificnih anemija,

e bakrom (Cu) za maturaciju eritrocita i odrzavanje gvozda u dvovalentnom stanju,

o gvozdem (Fe) u tretmanu sideropeni¢ne anemije,

e manganom (Mn) za prevenciju i leCenje povratnih infektivnih pojava i/ili alergije,

e srebrom (Ag) kod leCenja infektivnih bolesti, u dermatologiji za lecenje koznih bolesti
(psorijaza, ekcem, liSaj) i ozleda sluzokoze,

e zlatom (Au) u leCenju reumatoidnog artritisa,

e platinom (Pt) u tretmanu kancerogenih oboljenja,

e litijumom (Li) u leCenju nervne depresije,

e Dbizmutom (Bi) kod leCenja Cira na zelucu,

e rutenijumom (Ru) antimetastaticki agens u antikancerogenoj terapiji.

Pored mogu¢nosti formiranja kompleksa, mnogi joni metala (srebro, zlato, bakar, paladijum,
platina, titan, gvozde) u odgovaraju¢im reakcionim uslovima i prisustvo redukcionog sredstva
koje ujedno ima i ulogu stabiliziraju¢eg agensa, mogu da formirajuju ¢estice malih razmera
(< 1 um) koje se nazivaju metalne nanocestice (MNPs). Kod cestica ovakvih razmera

prestaju da vaze zakoni klasi¢ne fizike ve¢ dolaze do izrazaja kvantnomehanicki fenomeni.



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

Zbog toga se osobine nanocestica znatno razlikuju od onih makroskopskih dimenzija. Ove
Cestice imaju posebne fizicko-hemijske osobine (opticke, kataliticke i elektrostaticke), ali i
biolosku aktivnost (Trindade i Daniel-Da-Silva, 2011; Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim,
2013; Wei 1 sar., 2009; Tran i sar., 2010) i sve ve¢u primenu u svakodnevnom Zzivotu u
razli¢itim oblastima. U oblasti medicine, farmacije i kozmetike posebno su znacajne
nanocestice srebra, zlata, paladijuma i platine. Zbog toga se poslednjih decenija intenzivno
izucavaju procesi sinteze, karakterizacije i primene ovakvih Cestica. U pogledu prakticne
primene, nanocestice srebra (AgNPs) posebno su interesantne zbog njihove potencijalne
antimikrobne (Mohanta i sar., 2016a; Mohanta i sar., 2016b), antiproliferativne (Kim i sar.,
2007; Nayak i sar., 2015), antioksidativne i antikancerogene aktivnosti (Mohanta i sar., 2017;
Netala i sar., 2016; Venkatesan i sar., 2016; Devi i Bhimba, 2012). Zahvaljuju¢i ovakvoj
bioloskoj aktivnosti AgNPs se intenzivno koriste u industriji hrane (pakovanje, konzervacija
hrane i semena, biodubriva), za izradu kozmetickih i farmaceutskih preparata, a i dobri su
nosaci lekovitih supstanci (Marambio-Jones i Hoek, 2010; Dipankar i Murugan, 2012). Pored
ovih primena, ustanovljeno je da su AgNPs Siroko primenjene u oblasti visoko osetljive
biomolekularne detekcije, dijagnostike, katalize i mikroelektronike (Mohanta i Behera,
2014). Kada je u pitanju primena srebra za izradu farmaceutskih i kozmetickih preparata,
treba imati u vidu ¢injenicu da srebro u nizim koncentracijama nije toksi¢no za ljude, ali je
toksi¢no za nize organizme, bakterije i viruse (Chudobova i sar., 2013a; Ghaseminezhad i

sar., 2012; Venediktov i Padokhin, 2008; Bin Ahmad i sar., 2011).

U literaturi su opisani razli¢iti postupci sinteze AgNPs koji se baziraju na redukciji jona
srebra razli¢itim postupcima, kao $to su hemijski, elektrohemijski, fotohemijski i dr.
(Kanmani i Lim, 2013). Redukcija jona srebra se najceS¢e izvodi primenom razliCitih
hemijskih postupaka. Kako bi se izbeglo koris¢enje opasnih materija, poslednjih decenija se
intenzivno razvijaju tzv. zeleni postupci sinteze ,.eng. green synthesis“. Ovi postupci
uklju¢uju primenu netoksicnih 1 biorazgradivih agenasa za redukciju jona srebra i
stabilizaciju AgNPs, kao Sto su: proteini, polisaharidi i njihovi karboksimetilovani ili
sulfonovani derivati, recimo dekstran, pululan, celuloza hitin i sl. (Quelemes i sar., 2013;
Hamedi i sar., 2012; Chudobova i sar., 2013b; Krsti¢, 2013; Nadagouda i Varma, 2007; Liu i
sar., 2009; He 1 sar., 2007; Shevchenko i sar., 1985; Tolmachev i sar., 1985; Garza-Navarro i
sar., 2013; Prinz i sar., 2010). Kod hemijske sinteze koriste se supstance koje mogu da

redukuju Ag® jon do Ag’ delujuéi ujedno i kao stabiliziraju¢i agens tako §to spreCavaju
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agregaciju Cestica koja je, spontan proces. Agregacija AgNPs tokom sinteze moze da ometa
proizvodnju nanocestica srebra sa malim i uniformnijim veli¢inama, pa se zbog toga dodaju
stabilizatori koji sprecavaju agregaciju u vodenim rastvorima, jer formiranje agregata moze
smanjiti antimikrobnu sposobnost AgNPs. Agregativna stabilnost je rezultat adsorpcije
molekula stabilizatora, C¢ime se povecava elektrostaticko 1 sterno odbijanje izmedu
nanocestica (Tao i sar., 2011). Adsorpcija stabilizacionog molekula na povrSini nanocestica
zavisi od reakcionih uslova sinteze, ali i od osobina stabilizirajueg polimera, kao Sto su:
molekulska masa, jonizacija i gustina punjenja stabilizuju¢eg molekula. Najcesce, za
stabilizaciju se koriste razli¢ita povrSinski aktivna sredstva i polimeri tipa proteina,

polisaharida i njihovih derivata.

U literaturi su opisani mnogi postupci zelene sinteze i karakterizacije AgNPs primenom
netoksi¢nih 1 biorazgradivih agenasa. Ovi postupci ukljuCuju primenu agenasa tipa
polisaharida ili njihovih derivata, kao Sto su: dekstran, pululan, skrob ili derivat polisaharida
karboksimetil celuloza (CMC), hitozan, hijaluronska kiselina, biokompozit AgNPs
hitozan/Zelatina (Liu i sar., 2009; He i sar., 2007; Shevchenko i sar., 1985; Tolmachev i sar.,
1985; Garza-Navarro 1 sar., 2013; Prinz i sar., 2010; Tao i sar., 2011; Abdel-Mohsen i sar.,
2012).

U poslednje dve decenije razvoj zelenih postupaka sinteze AgNPs usmeren je na primenu
ekstrakata dobijenih iz prirodnih proizvoda, pre svega biljnog porekla. Ovakvi ekstrakti imaju
sloZzen hemijski sastav, u kome su, pored ostalih, zastupljeni i biomolekuli (flavonoidi,
proteini, polisaharidi, terpeni itd). Ova jedinjenja mogu da se koriste za sintezu AgNPs, s
obzirom na to da mogu da redukuju jone srebra i deluju kao stabiliziraju¢i agens (Huang i
sar., 2007; Kumar 1 sar., 2010; Kouvaris i sar., 2012; Bar i sar., 2009; He 1 sar., 2013;
MubarakAli i sar., 2011; Sathishkumar i sar., 2009; Amooaghaie i sar., 2015).

Fizicko-hemijska karakterizacija ovih cestica i kompleksa vr$i se primenom razlicitih
instrumentalnih metoda i tehnika. NajceS¢e su koriS¢ene metode ultraljubicasta-vidljiva
spektrofotometrija (eng. ultraviolet - visible, UV-Vis) i infracrvena spektroskopija sa
Furijeovom transformacijom (eng. Fourier transform infrared, FTIR), energijska disperziona
spektroskopija X-zraka (eng. energy - dispersive X-ray spectroscopy, EDX), difrakcija X-
zracenja (eng. X-ray diffraction, XRD), elektronska mikroskopija (skenirajuca elektronska

mikroskopija, eng. scanning electron microscopy, SEM) 1 transmisiona elektronska



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

mikroskopija (eng. transmission electron microscopy, TEM). Ispitivana je 1 bioloSka

aktivnost (antimikrobna, antikancerogena, antioksidativna) sintetisanih jedinjenja.

I pored brojnih istrazivanja jo$ uvek je otvoreno pitanje globalne strukture Cestica, pre svega,
priroda interakcija izmedu AgNPs i redukujuceg i stabiliziraju¢eg agensa. Naime, interakcije
izmedu AgNPs i stabilizirajueg agensa nisu u potpunosti razjaSnjene. Prema jednom
misljenju one su rezultat koordinacije jona srebra sa O-donor atomima prisutnim u
redukuju¢em agensu, kakva je recimo karboksilna grupa (Prinz i sar., 2010), a prema drugom
u pitanju su interakcije fizicke - sterne prirode (Liu i sar., 2009; He i sar., 2007; Shevchenko i

sar., 1985).

Polisaharidi i njihovi derivati ispunjavaju uslove ne samo da redukuju jone i stabiliziraju
formirane MNPs, ve¢ 1 da sa jonima prelaznih metala formiraju komplekse. U literaturi su
opisani mnogi postupci sinteze kompleksa nekih biometala, pre svega bakra, kobalta, gvozda
ili cinka sa polisaharidima i1 njihovim derivatima kao ligandima. Kod ovih jedinjenja veza M-
O je kovalentno-koordinativne prirode (Iakovidis i sar., 2011; Expert group on vitamines and
minerales, 2002; Weder i sar., 2002; Caki¢ i sar., 2007; Miti¢ i sar., 2011; Caki¢ 1 sar., 2008;
Nikoli¢ 1 sar., 2008; Nikoli¢ i sar., 2009; Savi¢ i sar., 2010; Miti¢ i sar., 2007; Caki¢ 1 sar.,
2013; Jezierska i sar., 1997; Bartkowiak, 1998; Ajiboye i Brown, 1990). Karboksimetil
dekstran (CMD) i dekstran sulfat (DS) ispunjavaju uslove da mogu da sa prelaznim metalima
grade kompleksna jedinjenja, ali isto tako mogu i da redukuju jone Ag* do Ag® uz formiranje
AgNPs, pri cemu imaju i ulogu zastitnog agensa. U nama dostupnoj literaturi nema podataka
o ovakvim jedinjenjima. Zbog toga su predmet ovog rada biokompleksi bakra i kobalta sa
CMD i DS, kao i nanocestice srebra sa CMD i DS kao redukujué¢im i stabiliziraju¢im
agensom. Pored toga, predmet ovog rada su AgNPs sa ekstraktom biljke Fumaria officinalis

L, koji ispunjava uslove redukcionog i stabilizirajuéeg agensa.
Ciljevi ovog rada su:

e razvoj postupka sinteze AgNPs sa karboksimetil dekstranom i dekstran sulfatom,

e razvoj zelenog postupka sinteze AgNPs sa ekstraktom Fumaria officinalis L,

e razvoj postupka sinteze kompleksa bakra i kobalta sa karboksimetil dekstranom i
dekstran sulfatom,

e odredivanje globalne strukture AgNPs kombinovanjem spektroskopskih i difrakcionih

metoda,
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e odredivanje veli¢ine AgNPs i pracenje stabilnosti sintetisanih nanocestica,
e odredivanje molekulske strukture sintetisanih kompleksa bakra 1 kobalta sa
karboksimetil dekstranom i dekstran sulfatom,

e antimikrobna aktivnost sintetisanih jedinjenja.

Da bi se na napred postavljene ciljeve moglo uspesno odgovoriti, koris¢ene su razliCite
savremene metode i tehnike. Postupci sinteze biokompleksa i AgNPs izvodeni su pri
razli¢itim reakcionim uslovima (temperatura, vreme). PreciScavanje sintetisanih AgNPs od
jona i Cestica manjih razmera, vrSeno je metodom dijalize, Sto je posebno vazno za spektar
strukturne korelacije primenom metode FTIR spektroskopije. Ishod sinteze, procena veli¢ine
i stabilnosti sintetisanih AgNPs vrSeno je analizom traka od povrSinske plazmonske
rezonance (eng. surface plasmon resonance, SPR), primenom metode ultraljubicaste-vidljive
spektrofotometrije (eng. ultraviolet - visible, UV-Vis). UV oblast kod AgNPs-E posebno je
analizirana sa ciljem utvrdivanja grupa biomolekula prisutnih u ekstraktu koje su odgovorne
za redukciju i stabilizaciju AgNPs. Veli¢ina i morfologija AgNPs ispitivana je primenom
skeniraju¢e elektronske mikroskopije (eng. scanning electron microscopy, SEM). Energijska
disperziona spektroskopija X-zraka (eng. Energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDX)
koriS¢ena je za ispitivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava sintetisanih Cestica AgNPs-
CMD, AgNPs-DS, AgNPs-E. Metoda difrakcije X-zraCenja (eng. X-ray diffraction, XRD)
primenjena je za odredivanje tipa prostorne kristalne reSetke sintetisanih AgNPs. SadrZaj
metala bakra, kobalta i srebra odredivan je pomoc¢u atomske apsorpcione spektrometrije (eng.
atomic absorption spectroscopy, AAS). Molekulska struktura sintetisanih kompleksa
izuCavana je na osnovu spektar strukturnih korelacija. Primenom infracrvene spektroskopije
sa Furijeovom transformacijom, (eng. Fourier transform infrared, FTIR), posebno u oblasti
funkcionalnih grupa (-SOsH, -COOH), dobijene su informacije o: koordinacionoj sferi,
interakcijama ili naCinu vezivanja metal-ligand kod bioaktivnih kompleksa bakra i kobalta sa
CMD i DS. Pored toga, ispitivane su i eventualne promene u strukturi liganda, kao $to je
promena konformacije glukopiranozne jedinice, polozaj sulfo grupa, orijentacija-linearnost
polimernog liganda, kao i prisustvo i nacin vezivanja molekula vode u strukturi kompleksa. S
obzirom na to da iste funkcionalne grupe imaju ulogu u redukciji srebra, uporedivanjem
spektara AgNPs sa onima iz kompleksa u ovoj oblasti, vrSena je analiza i razjasnjenje prirode
interakcije izmedu AgNPs i redukujuceg i stabilizirajueg agensa, odnosno CMD, DS i

ekstrakta Fumaria officinalis L. U slucaju kompleksa bakra i kobalta, primenom metode UV-
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Vis spektrofotometrije, dobijeni su odgovaraju¢i podaci iz apsorpcionih spektara o vrsti
elektronskih prelaza, geometrijskom rasporedu liganada oko centralnog metalnog jona i

simetrijskim karakteristikama, energiji cepanja d-energetskih podnivoa i jacini veze M-L.

Antimikrobna aktivnost AgNPs sa derivatima polisaharida i ekstraktom Fumaria officinalis

L, analizirana je primenom disk-difuzione metode.



2. TEORIJSKI DEO
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2.1. Hemija kompleksnih (koordinacionih) jedinjenja

Koordinaciona hemija predstavlja jednu od osnovnih grana neorganske hemije. Rezultati
istrazivanja ove naucne discipline imaju veliki fundamentalni (u razumevanju hemijskih
veza, pre svega i viSestrukih metal-metal veza, stereohemije mnogih jedinjenja, definisanju
nekih osnovnih hemijskih koncepata) (Kauffman, 1987), ali i prakti¢ni znacaj. Naime, nau¢ni
1 prakti¢ni interes koordinacione hemije su kompleksna jedinjenja ili koordinaciona jedinjenja
koja predstavljaju slozena jedinjenja metala sa neorganskim, organskim ili ligandima

bioloskog porekla.

Metali koji grade komplekse ponasaju se kao Luisove kiseline: primaju elektronski par nekog
molekula ili jona, pri ¢emu se formira koordinativna veza (donorsko-akceptorska), pa se
upravo zbog toga ovakva jedinjenja nazivaju i koordinaciona jedinjenja. Na Slici 1 je

Sematski prikazano formiranje ovakve veze sa jonima srebra i amonijakom u vodenoj sredini.

B H a 1t
I |
Ag_]_(aq) + 2 :1‘|~I—H(aq) —)H—lTT:Ag:I'f—H (aq)
H H H
E;i:]?:: Luisova Knnr.di.nativna
haza veza
+
[Ag(NH3), |

Slika 1. Sematski prikaz formiranja koordinativne veze sa jonima srebra

i amonijakom u vodenoj sredini

Centralni atom (graditelj kompleksa) moze biti atom ili jon bilo kog elementa. Centralni
atom je akceptor elektronskih parova. Prema elektronskoj konfiguraciji centralni atomi se

mogu podeliti u tri grupe:

1. Prvu grupu cCine centralni atomi koji u obliku pozitivnih jona imaju elektronsku
konfiguraciju plemenitih gasova 1s?ili ns’np® (Li*,Na®, K*, Rb*, Cs*, Fr', Be*", Mg?",

Ca%*, APP*, S¢3*, Ti*', V3*, Cr%", Mn"" i dr),



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

2. Drugu grupu Cine centralni atomi koji u obliku pozitivnih jona imaju elektronsku

konfiguraciju (n-1)d'°ns? (Ga'*,Ge?*, In'*, Sn?*, Sb¥*, Te*", TI'*, Pb**, Bi*", Po*",Ga’",
In*", Ti**, Pb*, Sn*', Bi’" i dr),

Trecu grupu Cine centralni atomi koji u obliku neutralnih atoma, pozitivnih ili
negativnih jona (oksidacionog stanja) imaju elektronsku konfiguraciju pseudo-
plemenitih gasova (n-1)d! (Mn*, Fe?, Co!-, Ni’, Cu'*, Zn**, Ru*, Rh'-, Pd°, Ag'",
Cd*", Os*, Ir"", Pt°, Au'*, Hg?"i dr).

Ligandi su atomi, joni ili neutralni molekuli, direktno vezani za jon metala. Oni sadrze

slobodne elektronske parove preko kojih se vezuju za centralni jon. Zbog velike

raznovrsnosti, ligandi se mogu podeliti u razliCite grupe: prema vrsti naelektrisanja, broju

donorskih atoma, vrsti donorskih atoma i vrsti veze koju grade sa metalima (o i 7 ligandi).

Podela liganada prema naelektrisanju

Prema naelektrisanju ligandi se dele u tri grupe:

anjonske - ovoj grupi liganada pripadaju joni halogenih elemenata (F-, CI-, Br, J),
hidroksidni (OH") i cijanidni (CN") jon, anjoni okso (NO27, NO3,S0x") i karboksilnih
kiselina (acetatni, oksalatni i tartaratni jon),

neutralne - molekuli sa atomom koji je donor elektronskog para. Najpoznatiji su
molekuli H2O, NH3, CN3NH2 i CO, zatim etilendiamin, (NH2CH2CH2NH>), razli¢iti
alkil amini (R3N), arsini (R3As) i fosfini (R3P),

katjonske - najpoznatiji su nitrozilijum (NO®), hidrazinijum (N2Hs") i

tetrametilamonijum ((CH3)aN™).

Podela liganada prema broju donorskih atoma

Prema broju donorskih atoma ligandi se dele na:

monodentatne - imaju samo jedan donorski atom 1 zauzimaju jedno koordinaciono
mesto, kao §to su joni (F-, CI, Br, J;, OH", CN-, NO2", NO3", CH3COO") ili molekuli
(H20 i NH3),

bidentatne - imaju dva donorska atoma i mogu zauzeti dva koordinaciona mesta:
karbonatni, oksalatni i glicinatni jon, molekul etilendiamina, propilendiamina i

bipiridina,

10



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

e tridentatne - imaju tri donorska atoma i zauzimaju tri koordinaciona mesta; primer
tridentatnog liganda je molekul dietilentriamina,
e tetradentatne - imaju Cetiri donorska atoma,

e pentadentatne - imaju pet donorskih atoma.
Podela liganada prema vrsti donorskih atoma

U zavisnosti od toga koji atom je donor elektronskog para za gradenje veze sa centralnim

jonom metala ligandi se klasifikuju kao:

e N-donor (amini, piridin, aminokiseline, bipiridil),
e O-donor (alkoholi, etri, aldehidi, ketoni, estri i karboksilne kiseline),

e S-donor (karbamati, ditiokarbamati, polisulfidi).

Kompleksna jedinjenja se sastoje od dva dela: unutrasnjeg i spolja$njeg. U unutraSnjem delu
(koordinacioni centar) nalaze se joni metala (graditelj kompleksa, centralni atom) i molekuli
ili joni liganada koji su vezani za centralni atom koordinativnom vezom. Ukoliko je ovaj deo
naelektrisan, naziva se kompleksni jon, pa se zbog elektroneutralnosti Citavog sistema u
drugom delu (spoljasnja sfera) nalaze katjoni ili anjoni u zavisnosti od naelektrisanja ¢estica

(v. SL 2).

UNUTRASNJIA SFERA SPOLJASNJA SFERA

C|0(N|Hs)6](313
|

CENTRALNIJON LIGAND

EKOORDINACIONI BROJ

Slika 2. Struktura kompleksnog jedinjenja

Skup liganada oko centralnog jona ¢ini koordinacionu sferu. Broj liganada koji su direktno
vezani za centralni metal zove se koordinacioni broj (KB) koji zavisi od prirode centralnog
atoma, njegove elektronske konfiguracije i veli¢ine, ali i od koordinacione sposobnosti
liganda. Koordinacioni broj moze biti 2, 3, 4, 5, 6, 71 8, ali je najcesé¢i 4 i 6. Pri ostvarivanju
odgovarajuce koordinacije dolazi do izmene kako osobina centralnog atoma, tako i osobina

liganda. Ako su svi ligandi istog tipa, kompleks se naziva homolepticki, u suprotnom su

11
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heterolepticki.

Kompleksi

mogu biti

katjonski

[Co(H20)6](NO3)3,

[Cu(NH3)4]SO4,

[Co(NH3)6]Cls, anjonski Na3[Co(NO02)s], (H20)2[Hg(SCN)4], Na2[Co(OH)4] ili neutralni

[CoF3(H20)3], [CoCl3(NH3)3], u zavisnosti od sume naelektrisanja centralnog jona metala i

liganda (Li 1 sar., 2008; Dragojevi¢ i sar., 2007a). Atom liganda koji je direktno vezan za

centralni jon metala zove se donorski atom. Ligandi koji imaju samo jedan donorski atom i

koji su za graditelja kompleksa vezani pomocu samo jednog elektronskog para zovu se

monodentatni ligandi, a oni sa viSe od jednog donorskog atoma- polidentatni ligandi ili

helatni ligandi (Dragojevi¢ i sar., 2007a). Posto se karboksilatna i sulfatna-grupa mogu sli¢no

vezivati na viSe nacina, broj mogucnosti za njihovo koordiniranje je veoma veliko (v. Tab. 1).

Tabela 1. Nac¢ini koordinacije COO™ -grupa (Cotton i Wilkinson, 1988a)

Tip koordinacije Simetrija Nacini koordinacije
. . . 0
Nekoordinirana karboksilatna R <®
grupa (jonski tip) o
O0—M
jedan akceptor R‘<
O
Monodentatna koordinacija M
dva akceptora 0/
asimetri¢no mostovno « R
e R M
ponasanje S
o N
simetricno R—< M
Helatno 0
. Sanj O0—M
Bidentatna ponasanje . .
... asimetricno R .
koordinacija S
8]
. . . 0—M
Mostovno | prikazano je simetricno R <
onasanje onasanje
p i p y O—M
M
N
mostovno ponasanje R—( M
o)
. N M
Polidentatna koordinacija
0—M
kombinovano R—<
ponasanje 0o—M
M
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Kompleksna jedinjenja su ne samo od nau¢nog, ve¢ i prakticnog interesa. Reakcije nastajanja
kompleksnih jedinjenja su u osnovi brojnih reakcija, na kojima se zasnivaju analitiCki
postupci za razdvajanje, maskiranje, dokazivanje i odredivanje jona metala u rastvoru ili u
drugim raznovrsnim sistemima i sredinama. Prakticna vaznost kompleksnih jedinjenja je
velika, jer su mnoga nasla primenu u industriji kao katalizatori, boje 1 pigmenti (Gibson i
Marshall, 2003; Pettinari i sar., 2003; Gregory, 2003), u medicini kao lekovi, a mnogi od njih
se koriste u leCenju najtezih bolesti, kao dijagnosticki reagensi ili kao biohemijski markeri i
reagensi, hemoterapeutici i kontrastna sredstva (Farrell, 2003; Té6th i sar., 2003), u
nanotehnologiji kao prekursori poluprovodnih filmova i nanocestica (O’Brien i Pickett,

2003).

Pored korisnog dejstva, kompleksna jedinjenja mogu imati i toksi¢no delovanje na ljudski
organizam. To ograniCava njihovu primenu, ali istovremeno otvara puteve za pronalaZenje
novih jedinjenja koja ¢e biti efikasniji detoksikanti. Na bazi prelaznih metala napravljeni su
brojni katalizatori koji se primenjuju u realizaciji vaznih industrijskih procesa, kao §to je na
primer proizvodnja HNO3 (Nikoli¢ i sar., 2010). Zivotno vazni procesi, kao §to je na primer
disanje, odvijaju se uz ucesée enzima u kojima su biometali (gvozde, bakar, kobalt, cink)
vezani preko biomolekula u obliku kompleksnih Cestica. Nedostatak ili visak biometala u
Zivim organizmima rezultuje pojavom karakteristicnih oboljenja, pa se u humanoj medicini i
veterini koriste za leCenje, pored ostalih, i preparati na bazi njihovih kompleksa. Mnogi od
kompleksa imaju dokazanu antimikrobnu i antifungalnu aktivnost. Polje njihove primene je
sire 1 ukljuCuje, pored ostalih, farmaceutsku, kozmeticku, industriju hrane, tekstilnu

industriju.

Poslednjih decenija, zbog velike prakticne primene i specificnih osobina, Siroko se ispituju
nanocestice metala, pre svega zlata, srebra, platine i paladijuma koje poseduju i

antikancerogenu aktivnost.

2.2. Biogeni metali M(II) (Biometali)

Jednovalentni (Na i K) i dvovalenti biometali (Ca, Mg, Zn, Co, Cu, Mn, Mo i Fe) prisutni su
u razli¢itim biosistemima, u razli¢itim koli¢inama i promenljivim oksidacionim stanjima. Joni

biometala mogu se unositi hranom, suplementima ili farmaceutskim preparatima i mogu da
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stupaju u interakciju sa malim molekulima ili delovima makromolekula koji su prisutni kao
konstituenti zivih ¢elija, s obzirom na prisustvo elektron donor atoma u razliitim
funkcionalnim grupama (—OH, —-COOH, —SH, —NH2, —SO3). Ove interakcije su bitne za
iskori§¢enost biometala u organizmu, distribuciju, zadrZzavanje metala u organizmu, za
potencijalnu eliminaciju metala iz organizma, kao i molekula koji stupaju u interakciju sa
njima (detoksikaciju). Rezultat ovakvih interakcija moZe biti i nastajanje novih jedinjenja
koja mogu biti sastavni delovi telesnih tecnosti ili tkiva, §to moZe promeniti osobine metala,
pre svega rastvorljivost. Zbog toga su biometali vazni za odvijanje razlicitih bioloskih
procesa zivih organizama, a njihov deficit ili suficit moze dovesti do poremec¢aja odvijanja
ovakvih procesa, $to se manifestuje pojavom karakteristi¢nih oboljenja. Preporucen dnevni
unos pojedinih M(II) biometala moze se naci u literaturi (Rose, 2007). Tako prema navedenoj
preporuci, dnevni unos bakra i kobalta koji su predmet ove disertacije, treba da iznosi 1-2 mg
1 0.006 pg, respektivno. Ukoliko se joni biometala mogu zameniti jonima drugih, sli¢nih
fizicko-hemijskih osobina kao $to su oni teskih metala, moze do¢i do njihovog vezivanja sa

delovima biomolekula ili aktivnim centrima enzima ispoljavajuéi toksi¢ni efekat.

2.3. Karakteristike elemenata prvog niza prelaznih metala Cu i Co

Raznovrsna uloga biometala bakra (Cu) u zivim organizmima vezana je, s jedne strane, za
njegovu polivalentnost, a s druge za sklonost njegovih jona da grade kompleksna jedinjenja.
Javlja se u tri stabilna oksidaciona stanja: Cu(l), Cu(Ill) i Cu(Ill) pri ¢emu geometrija
centralnog atoma zavisi od oksidacionog stanja (v. Tab. 2). Prema broju valentnih elektrona i
fizicko-hemijskim osobinama, ovaj jon gradi pretezno kompleksne Cestice i fragmente sa
koordinacionim brojem 6, deformisane O strukture zbog nejednakih duzina veze u
aksijalnom i ekvatorijalnom polozaju. Takode, gradi i komplekse sa koordinacionim brojem 4
tetraedarske i kvadratno-planarne strukture (Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1982). Cu(0) jedinjenja

nisu potvrdena kao stabilna, medutim mogu se naci kao reaktivni intermedijeri.

Jon Cu(Il) gradi brojne rastvorne soli i veliki broj kompleksnih jedinjenja sa ligandima
razlic¢ite dentatnosti i razliCitim donor atomima. Skoro svi Cu(Il) kompleksi su plavi ili
zeleni, a magnetni momenti relativno jednostavnih kompleksa su nezavisni od temperature
(osim na ekstremno niskim temperaturama, 7 < 5 K) i nalaze se u intervalu od 1,75 do 2,20

BM (Borov magneton) (Cotton i Wilkinson, 1988e).
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Tabela 2. Stereohemija dvovalentnog bakra

Oksidaciono Koordinacioni "
. . Geometrija
stanje broj
3 Trigonalna planarna
4 (Pseudo) tetraedarska
4 Kvadratno planarna
Cull, d9
5 thp, kp
6 (Pseudo) oktaedarska
7 Pentagonalna bipiramidalna (pbp)
8 (Pseudo) dodekaedarska

Zbog relativno niskog stepena simetrije kod jedinjenja gde je Cu(Il) centralni jon, Cesto
dolazi do komplikacija pri detaljnoj interpretaciji apsorpcionih spektara i magnetnih svojstava

kompleksa.

Kobalt (Co) se javlja u nekoliko oksidacionih stanja, pri ¢emu su najstabilniji kompleksi gde
je centralni atom Co(II) ili Co(IIT). Jon Co(II) sa d’ elektronskom konfiguracijom moze da

gradi komplekse razlicite geometrije kako je to prikazano u Tabeli 3.

Tabela 3. Stereohemija dvovalentnog kobalta

Oksidac.iono Koordinz.lcioni Geometrija
stanje broj
3 Trigonalna
4 Tetraedarska
COH, d’ 4 Kvadratno planarna

5 tbp, kvadratno piramidalna (kp)
6 Oktaedarska
8 Dodekaedarska

Fizi¢ko-hemijske osobine Co(II) kompleksa, posebno boja, spektralne i magnetne
karakteristike mogu biti veoma razli¢ite. Kod visokospinskih oktaedarskih Co(Il) kompleksa
moze se uociti tipicna svetlocrvena ili ljubicasta boja i vrednost efektivnog magnetnog

momenta na sobnoj temperaturi u intervalu izmedu 4,7 1 5,2 BM (Borov magneton).
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Niskospinski oktaedarski kompleksi Co(II) su retki i imaju tendenciju da otpustaju ligande i
na taj nacin formiraju jedinjenja sa nizim KB koordinacionim brojem (4 ili 5) (Cotton i

Wilkinson, 1988c).

2.3.1. Biogeni metal - Bakar (Cu)

Bioloski znacaj bakra. Prvi put je pokazano da je bakar esencijalni element za bioloske
sisteme joS davne 1920. godine, kada je pronadeno da se anemija kod eksperimentalnih
zivotinja javlja kao rezultat smanjenog unosa bakra u toku redovne ishrane istih. Dodatkom
soli bakra, kasnije, dolazi do korekcije nastalog patoloSkog stanja (Weder i sar., 2002). U
bioloskim procesima Zivih organizama bakar ima vaznu ulogu u procesu vezivanja kiseonika,
redoks procesima, elektron-transfer procesima i ulazi u sastav veceg broja enzima.
Raznovrsna uloga ovog biometala u Zivim organizmima vezana je, s jedne strane, za njegovu
polivalentnost, a s druge za sklonost njegovih jona da grade kompleksna jedinjenja. Bakar je
aktivni centar brojnih metaloenzima 1 to: enzima za transport elektrona (azurin,
plastocijanin), enzima koji ucestvuju u procesima oksigenacije (tirozinaza, askorbat
oksidaza, fenolaza), enzima za transport kiseonika (hemocijanin). U enzimskim sistemima
bakar moZe biti prisutan u deformisanoj 7z koordinaciji vezan preko N- i S-donor atoma
biomolekula (Tip 1), u trigonalno bipiramidalnoj koordinaciji (Tip II) i kao binuklearni centar
Cu(Il)-jona sa koordinacionim brojem 5 i kiseonikom kao most ligandom (Tip III),

(Lawrance, 2013), (v. SI. 3).

His Cys L L L
\Cu/ L | . |

Cu L"'-.. Cu I""‘-~-.. C — L
u
/ \ L TS L7 SN N\L
His R
R
R= Met (azurin, plastocijanin L = O, N donor atomi
= N- ili O- donor(stelacijanin) liganda
Tip | Tip Il Tip 1l

Slika 3. Tipovi aktivnih Cu-centara u enzimima sa odgovaraju¢om geometrijskom

strukturom [CuLn] fragmenata
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Preko brojnih enzimskih sistema bakar ucestvuje u raznovrsnim procesima u organizmu
(formiranje hemoglobina, metabolizam ugljenih hidrata, biosinteza kateholamina,
antioksidativna zaStita organizma). Dnevne potrebe organizma za bakrom, na osnovu
preporuka Svetske zdravstvene organizacije, kre¢u se u intervalu od 0,9 do 1,3 mg/dan, iste
se zadovoljavaju koriS¢enjem u ishrani hrane bogate ovim metalom (plodovi mora, jetra,

pasulj, orasi, zitarice, krompir, graSak i razno povrée) (WHO, 2004).

Toksicnost bakra. lako je bakar esencijalni biometal za zivi svet, ipak u koncentracijama
ve¢im od 10 mol/dm? moze da dovede do poremecaja normalnih funkcija u organizmu,
moze da inhibira enzime bitne za normalno funkcionisanje organizma (kisela fosfataza).
Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji (WHO, 2004) maksimalno dozvoljena dnevna
koli¢ina bakra, koja moze da se unese u organizam, jeste 10-12 mg. Ukoliko se unese viSak
bakra moze da dovede do hemoliticke anemije i poremecaja rada bubrega. Na osnovu
literaturnih podataka sadrzaj bakra od 8 ppm u pijacoj vodi moze da dovede do mucnine,
povracanja, bolova u stomaku i dijareje. Koli¢ina od 1-2 g moze da dovede do ozbiljnih
simptoma trovanja ovim metalom, hemolize, destruktivnih oSte¢enja mozdanog i tkiva jetre.
Takode, povecan sadrzaj ovog metala u organizmu coveka moze da dovede i do poremecaja u

kardiovaskularnom sistemu (Kalicanin i Nikoli¢, 2011).

2.3.2. Biogeni metal - Kobalt (Co)

Bioloski znacaj kobalta. Kobalt kao mikroelement ima ulogu u metabolizmu proteina i amino
kiselina za transfer metil grupa od metil donora do metil akceptora kao sastavni deo
metaloenzima (metiltransferaza 1 metioninsintetaza) (Crichton, 2012). Heksokinaza je enzim
koji katalizuje reakciju fosforilacije glukoze i u njemu se kobalt nalazi u obliku kompleksa
Co(III)B,y—Co(NH3)4ATP. Kobalt je sastavni deo antianemi¢nog vitamina BI12
(cijanokobaltamina) kojeg ne sintetiSu ni biljke ni Zivotinje, ve¢ samo pojedini
mikroorganizmi. Vitamin B12 indirektno reguliSe sintezu DNK. U njemu je kobalt sa
koordinaconim brojem 6, i to koordinisan preko pet N-donor atoma, dok jedno koordinaciono
mesto zauzima —CN ligand. Kao koenzim neophodan je za viSe enzimskih reakcija, kao i za
normalnu funkciju hematopoetskog sistema, nervnog sistema i mnogih drugih tkiva, kao i za
pravilan rast i razvoj organizma (Tsiliou i sar., 2012). Ovaj metal ucestvuje u hematopoezi, i

to preko vitamina B12, koji ima vaznu ulogu u procesu maturacije eritrocita. Kobalt stimulise
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i produkciju eritropoetina, koji povecava iskoriS¢avanje gvozda u celijama koStane srzi

(Caki¢ i sar., 2007).

Toksicnost kobalta. Svoje toksi¢no dejstvo kobalt ispoljava kada se u organizam unosi u
dozama ve¢im od dozvoljenih ili kada se organizam izlaze dugotrajnom uticaju ovog metala,
pa makar on bio i u manjim koncentracijama. Svoje toksicno dejstvo kobalt ispoljava na
tiroidnu zlezdu (inhibicija tirozin-jodinaze, guSavost, miksedem), na pluca (kobaltova astma),
na kozu (kontaktni alergijski dermatitis), kao i na imuni sistem. Mehanizam toksi¢nog
delovanja ovog metala jo§ uvek nije dovoljno jasan, mada se isti povezuje sa: velikim
afinitetom metala da se vezuje za sulfhidrilne grupe vaznih enzima u mitohondrijalnoj
respiraciji; mogué¢no$éu da zameni dvovalentne metale kao aktivne centre enzima;
antagonizmom sa Ca(Il)-jonom; sposobnoscu da proizvodi reaktivne kiseoni¢ne vrste i na taj
nacin izaziva oksidativni stres organizma (oSte¢enje DNK, proteina i lipida). Co(II)-jon
izaziva takode 1 apoptozu celija, a u ve¢im koncentracijama i nekrozu sa inflamatornim
odgovorom. Takode, ovaj metal ima i genotoksican uticaj, dovodi do kardiomiopatije,

stimuliSe produkciju eritropoetina i povecava eritropoezu (Simonsen i sar., 2012).

2.4. Nanocestice srebra

Nanotehnologija je, relativno mlada, multidisciplinarna oblast u kojoj se primenjuju znanja
prirodnih nauka i inZenjerski principi sa ciljem da se dobiju, okarakteriSu i primene materijali
veli¢ine nanometra (Ramsten, 2014). Materijali nanodimenzija imaju specifi¢ne
karakteristike. Kada se broj atoma koji Cine materijal znatno smanji, atomi zauzimaju
drugaciji raspored i menja se medurastojanje za povrSinske atome, §to dovodi do promene
fizickih i hemijskih karakteristika u odnosu na materijale istog sastava, ali makroskopskih
dimenzija (Trajkovi¢ i Markovi¢, 2010). Poslednjih nekoliko decenija, metalne nanocestice
(zlata, srebra, platine, paladijuma i mnogih oksida metala, i kompozitnih materijala na
njihovoj bazi) su fokus mnogih istrazivackih grupa (Krsti¢, 2013; Nadagouda i Varma, 2007;
Liu i sar., 2009; He i sar., 2007; Shevchenko i sar., 1985; Tolmachev i sar., 1985).

Veli¢ina metalnih nanocCestica krece se u opsegu od 1 do 100 nm. Nanocestice, zahvaljuju¢i
velikoj specificnoj povrsini u odnosu na zapreminu, kao i velikoj povrSinskoj energiji, imaju
jedinstvene kataliticke, elektricne, magnetne, opticke i mehanicke karakteristike (Horikoshi,

2013).
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Nanocestice srebra su zbog svojih kataliti¢kih (Jiang 1 sar., 2005; Saha i sar., 2010) i optickih
(McFarland i Duyne, 2003) osobina, kao i antimikrobne aktivnosti (Bhattacharya i
Mukherjee, 2008), privukle paznju mnogih istrazivackih grupa. One se mogu sintetizovati

razli¢itim postupcima - metodama:

1. hemijskom redukcijom jona srebra (u prisustvu redukcionog i stabiliziraju¢eg
sredstva) i to u vodenim rastvorima (Leopold i Lendl, 2003; Caswell i sar., 2003;
Chaki i sar., 2004), kao i u nevodenim rastvorima (Chen i Huang, 2002; Wang 1 sar.,
2003; Faure i sar., 2003),

2. elektrohemijskom metodom (Johans i sar., 2004),

3. redukcijom jona srebra pomocu ultrazvuka (Zhang i sar., 2004),

4. redukcijom indukovanom ili katalizovanom fotohemijskim putem (Shchukin i sar.,
2003; Zhang i sar., 2003; Cozzoli i sar., 2004),

5. sintezom indukovanom mikrotalasima (Komarneni i sar., 2002; Yamamoto i sar.,
2004),

6. radijaciono-hemijskom redukcijom (Hornebecq i sar., 2003; Lihui i sar., 2004),

7. mikroemulzionom metodom (Zheng i sar., 2003; Zheng i sar., 2004; Maillard i sar.,
2002; Maillard i sar., 2003) i

8. biohemijskom redukcijom jona srebra (Naik i sar., 2002; Bhainsa i D'Souza, 2006).

Takode, nanoCestice srebra se mogu sintetisati u hidrogelovima, bubrenjem hidrogelova u
rastvorima Ag" jona i naknadnom redukcijom jona srebra. U zavisnosti od uslova sinteze
nanocestice mogu biti razliCite veli¢ine i oblika (Yu i Yam, 2005; Sharma i sar., 2009;

Mochochoko i sar., 2013).

Kod svih postupaka sinteze AgNPs osnovna reakcija je redukcija jona srebra do

elementarnog srebra:

nAg-+tne — (Ag)n

Pri tome treba imati u vidu veliku tendenciju ka aglomeraciji, §to umanjuje odnos povrsine i
zapremine, a time se menjaju i svojstva nanocestica. Zbog toga se kod izbora redukcionog
agensa mora voditi raCuna i o njegovim svojstvima kao zaStitnog agensa koji sprecava

aglomeraciju. U tom cilju mogu se koristiti razli¢ite supstance, najces¢e polimeri sintetskog
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ili prirodnog porekla, posebno biopolimeri polisaharidnog tipa i njihovi derivati (Quelemes i
sar., 2013; Hamedi i sar., 2012; Chudobova i sar., 2013b; Krsti¢, 2013; Nadagouda i Varma,
2007; Liu 1 sar., 2009; He i sar., 2007; Shevchenko i sar., 1985; Tolmachev i sar., 1985;
Garza-Navarro i sar., 2013; Prinz i sar., 2010). Sve veca primena nanocestica srebra u
mnogim oblastima, posebno favorizuje tzv. netoksi¢ne, odnosno “zelene” postupke sinteze.
Za razliku od fizickih i hemijskih sintetickih metoda, zelena sinteza ima niz prednosti: manja
potro$nja energije, jednostavno izvodenje, troSkovi se smanjuju, koriS¢enje netoksicnih
hemikalija kao redukujuéi i stabilizujuéi agens, koji omogucava biokompatibilno i in vivo
primenjivanje formiranih Cestica (Amooaghaie i sar., 2015; Sathishkumar i sar., 2009; Bar i
sar., 2009; MubarakAli i sar., 2011). Postoji stalno veliki interes za zelene sinteticke
procedure gde se biljni ili drugi prirodni proizvodi koriste kao redukujuéi i1 zastitni agens.
Jedan od nacina prelaska na netoksi¢ne sinteze je koriS¢enje prirodnih proizvoda, tj. vodenih
ekstrakata biomase, kao i polimera prirodnog ili sintetickog porekla, €iji su producenti
razli¢iti mikroorganizmi, kao redukcionog i stabiliziraju¢eg agensa. Kao $to je poznato, biljke
mogu da proizvode razliCite fitohemikalije kao sto su flavoni, ketoni, terpenoidi, aldehidi,
amidi, karboksilne kiseline, glikozidi, polisaharidi, proteini i sl. Ovakve fitohemikalije sadrze
u svojoj strukturi funkcionalne grupe koje mogu da redukuju Ag* do Ag’ i da imaju ujedno
ulogu zastitnog agensa. Metode zelene sinteze za formiranje nanocestica sa razli¢itim biljnim
ekstraktima opisane su u literaturi (Vilchis-Nestor i sar., 2008; Shankar i sar., 2004; Abu
Bakar i sar., 2007; Vigneshwaran i sar., 2006; Chandran i sar., 2006; Shankar i sar., 2004;
Shankar i sar., 2005; Sharma i sar., 2007; de Aragdo i sar., 2016; Ebrahiminezhad i sar.,
2016; Huang i sar., 2007; Sabri i sar., 2016). Za biomedicinsku primenu se kao atraktivan
zeleni agens pokazao med, koji istovremeno redukuje srebro i stabiliSe nanocestice srebra.
Med se koristi u medicinske svrhe od davnina zbog svog sastava i specificnih karakteristika.
Med se sastoji od razli¢itih ugljenih hidrata (>80 %), pri ¢emu su najzastupljeniji fruktoza i
glukoza ¢ine¢i udeo od oko 70 %, dok je saharoza (stoni Secer) zastupljena ~ 5 %. Ostatak je
voda oko 20 %, dok su proteini zastupljeni u malom procentu oko 0,3 %. Prilikom sinteze
nanocestica srebra u medu glukoza sluzi za redukciju srebra, a proteini meda za stabilizaciju
nanocestica. Da bi redukcija srebra pocela, neophodno je prisustvo natrijum hidroksida koji
olakSava otvaranje glukoznog prstena, Sto omogucava jonima srebra da oksiduju glukozu do
glukonske kiseline. Tokom ove hemijske reakcije nastaju nanoCestice srebra i glukonska
kiselina, a sve ostale komponente meda ostaju nepromenjene. Takode pokazano je da Sto je

visa pH vrednost (odnosno pri ve¢im koncentracijama natrijum hidroksida) to se stvara veci
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broj veoma malih nanocestica ~ 4 nm (Philip, 2010; Jull i sar., 2008; Raveendran i sar.,
2006). Od biopolimera najc¢eS¢e su koriS¢eni polisaharidi i njihovi derivati: celuloza i
karboksimetil celuloza, dekstran (Berry i sar., 2003), CMD i DS, pululan, alginat, agar, skrob
(Chairam 1 Somsook, 2008; Chairam i sar., 2009), hitozan (Park 1 sar., 2005) 1 glikogen, ali i
ekstrakti iz prirodnih proizvoda (Vilchis-Nestor i sar., 2008; Shankar i sar., 2004; Abu Bakar
i sar., 2007; Vigneshwaran i sar., 2006; Chandran i sar., 2006; Shankar i sar., 2004; Shankar i
sar., 2005; Sharma i sar., 2007; de Aragdo i sar., 2016; Ebrahiminezhad i sar., 2016; Huang i
sar., 2007; Sabri i sar., 2016). Od sintetickih polimera, zbog biokompatibilnosti, koriste se
PVP, PVA, poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) i poli(metil metakrilat) (PMMA)
(Stasica i sar., 2000; Darwis i sar., 2002).

Mehanizam redukcije jona srebra i stabilizacija formiranih AgNPs polisaharidima, dobro je
objaSnjen u radu (Bankura i sar., 2012), koji je prikazan na Slici 4 na primeru sinteze

nanocestice srebra u vodi, uz kori$é¢enje dekstrana kao redukujuceg i zastitnog sredstva.

Nanocestice srebra ne mogu da se sintetiSu koriS¢enjem rastvora dekstrana u preciscenoj
vodi, jer pre¢iSéena voda ima slabu kiselost (pH = 6) koja mozZe da sprec¢i redukciju Ag™ na
Ag’ u nanometarskom rasponu formiranjem R-O'Ha (korak-I). Prisustvo veoma niske
koncentracije NaOH moze osloboditi hidroksilne grupe dekstrana uklanjanjem protona
(korak-1I) 1 pomaze formiranje nanocestice srebra S$to se uocava promenom boje rastvora

(korak-III) (Bankura i sar., 2012).

Agregativna stabilizacija nanocestica srebra pomocu rastvora polimera (ukljucujuéi
polisaharide i njihove derivate) objasnjava se elektronskim interakcijama funkcionalnih grupa
polimera i nanocestica metala. Naime, nukleofilni karakter funkcionalnih grupa polimera je
dovoljno izraZzen da bi se nanocestice metala vezale donorskim elektronima (Henglein, 1993).
Takode, polimeri mogu da stvore koordinativne veze sa jonima metala, formiraju¢i kompleks
polimer/metalni jon koji se lako moZe redukovati. Takav redukovani kompleks sadrzi Cestice

metala manjih dimenzija i uze raspodele veli¢ina (Esumi i sar., 1998).
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Slika 4. Sematski prikaz mehanizma protonacije (Korak-I), deprotonovanjem (Korak-II) hidroksilne
grupe dekstrana i koordinacije veze izmedu molekula dekstrana i srebra nanocestica (Korak-III)

(Bankura i sar., 2012)

Nakon redukcije, efekat stabilizacije se moZe objasniti na dva nacina: vezivanjem nanocestica
za polimer ili inkapsulacijom nanocestica metala unutar strukture polimera (sterne

interakcije) (Kuo i Chen, 2003).
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2.5. Antimikrobna svojstva nanocestica srebra

Antimikrobne osobine srebra su ve¢ vekovima poznate. Tako je posude od srebra koris¢eno
za ¢uvanje vode, dok su jedinjenja koja sadrze srebro koriS¢ena u tradicionalnoj medicini
(Armentano i sar., 2010; Slawson i sar., 1992). U poslednjih nekoliko decenija zabelezen je
znacCajan porast mikroorganizama koji su rezistentni na postojece antibiotike, $to je vratilo
srebro u medicinsku primenu (Monteiro i sar., 2009). Danas postoje razli¢iti proizvodi koji u
sebi sadrze srebro kao $to su antimikrobne obloge za rane, masti i premazi koji se najcesSce
koriste u tretmanu inficiranih opekotina, otvorenih rana i hroni¢nih ulkusa (Travan i sar.,
2009; Dubas i sar., 2011). Pokazano je da nanocestice imaju vecu antimikrobnu aktivnost od
jona srebra (Lok i sar., 2006). Nanocestice deluju na nivou celijske (citoplazmati¢ne)
membrane tako §to interaguju sa strukturnim proteinima menjajuéi permeabilnost membrane,
a zatim i sa membranskim enzimima inhibiraju¢i njihovu aktivnost (Li i sar., 2010).
Nanocestice takode penetriraju u celiju interaguju¢i sa DNK, $to utiCe na sposobnost
replikacije ¢elije. Pri tome se nanocCestice i rastvaraju oslobadajuci jone srebra koji takode
deluju antimikrobno (Morones i sar., 2005). Pokazano je da nanocestice srebra deluju na
razlicite viruse (Xiang i sar., 2011), bakterije (Guzman i sar., 2012; Radzig i sar., 2013) i
gljive (Panacek 1 sar., 2009). Hemijski sintetisane nanocestice srebra u rastvorima razlicitih
saharida pokazale su antibakterijsku aktivnost prema 10 razlicitih vrsta bakterija, pri ¢emu su
najmanje nanocestice u ovoj studiji precnika 25 nm bile najefikasnije, dok su najvece
nanocestice pre¢nika 50 nm imale najslabiju antimikrobnu aktivnost (Panacek i sar., 2000).
Takode je pokazano da oblik nanoCestica znacajno uti¢e na antimikrobnu aktivnost (Pal,
2007). Pri ispitivanju antimikrobne aktivnosti nanocestica srebra razlicitih oblika (Stapicaste,
sferi¢ne 1 trouglaste nanocestice) prema E. coli ATCC 10536, pokazano je da su najefikasnije
nanocestice trouglastog oblika, dok su nanocestice Stapic¢astog oblika imale najslabiju
antimikrobnu efikasnost. Nanocestice srebra se ve¢ komercijalno koriste za obloge za rane
(Acticoat, Smith&Nephew, SAD), ali imaju potencijalnu primenu za antimikrobne kreme i
gelove (Jain 1 sar., 2009), kao i za prevlake za katetere, drenove i implante (Knetsch i Koole,
2011). NanocCestice srebra su takode, zbog svoje snazne antimikrobne aktivnosti, veoma
atraktivne komponente za poboljsanje funkcionalnosti membrana za tretman otpadnih voda,
kao i filtera za vodu (Jain i Pradeep, 2005; Kim i der Bruggen, 2010). Medutim, glavni
problem primene nanocestica srebra je njihovo brzo otpustanje sa povrSine polimera od kojeg

su membrane napravljene (Tseng i sar., 2006), pa je koncentracija srebra u filtriranoj vodi
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iznad dozvoljene koncentracije od 0,1 mg/l po EPA standardu (Environmental Protection
Agency-EPA). Stoga se funkcionalnost membrana poboljSava imobilizacijom nanocestice
srebra unutar vlakana polimera od kojih je membrana napravljena. Na taj nafin se mali
procenat nanocestica otpusti iz polimera u filtriranu vodu, a antimikrobna aktivnost ostaje

nepromenjena (Van Phu i sar., 2013).

2.6. Ugljeni hidrati kao ligandi

Ugljeni hidrati predstavljaju veoma rasprostranjenu grupu prirodnih proizvoda koje sintetiSu
Zivi organizmi 1 koji zauzimaju znacajno mesto u Zivotnim ciklusima. Oni ¢ine oko 80 %
mase suve supstance biljaka i oko 2 % kod zivotinja, kao energetske rezerve (npr. kao skrob)
ili su gradivne materije (celuloza). Osnovna empirijska formula ugljenih hidrata je CaH200n
ili (Ca(H20)n) iz koje se vidi da je broj atoma ugljenika isti kao i broj atoma kiseonika, §to
navodi na zaklju¢ak da je za svaki ugljenikov atom vezan po jedan atom kiseonika.
Polisaharidi imaju razli¢ite i u mnogim slucajevima kompleksne hemijske strukture, brojne
fizioloske funkcije i Sirok spektar potencijalne primene. Osnovu ugljenohidratne strukture
polisaharida predstavljaju monosaharidne jedinice koje medusobno mogu biti povezane preko
razlicitih polozaja i orijentacija, Sto strukturnu hemiju polisaharida ¢ini veoma slozenom.
Mogu biti kovalentno vezani sa proteinima ili lipidima i u obliku slozenih glikokonjugata
¢ine bioloski vazna jedinjenja koja imaju razli¢ite funkcije. Na osnovu toga da li su
sastavljeni od istih ili razli¢ittih monosaharidnih jedinica, razlikuju se homo- i
heteropolisaharidi, respektivno. U zavisnosti od strukturnog uredenja monomernih jedinica,
dele se na linearne i racvaste. Prema funkcionalnim grupama u njihovim molekulima, mogu
se svrstati u anjonske, neutralne ili katjonske polisaharide. Prema izvorima iz kojih se
dobijaju, dele se na polisaharide biljaka, Zivotinja i mikroorganizama. Polisaharidi se u
industriji koriste kao zgusnjivaci, stabilizatori 1 geliraju¢i agensi. Takode, koriste se i kao
agensi za uklanjanje zagadivaca iz zivotne sredine, a zbog bioloskih dejstava, kao §to su
antioksidativni, probioticki ili antitumorski, interes za hemiju polisaharida svakodnevno raste
(Pakovi¢, 1985; Wilkipedija, Donot i sar., 2012; Liu i sar., 2010a). Mogu se izolovati iz
razlicitih izvora (bakterija, gljiva, algi i biljaka), mada su polisaharidi algi 1 viSih biljaka
dominantni na svetskom trziStu. Ovi biopolimeri se izoluju direktnom ekstrakcijom iz
biomase i mogu se koristiti u nativnom obliku, dok u hemijskom vidu imaju primenu u

razlicitim oblastima. Tako, recimo, dekstran koji predstavlja polisaharid dobijen
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mikrobioloSkom sintezom je molekularni lanac anhidro-D-glukopiranoznih jedinica
povezanih a-1,6 glikozidnim vezama (pored ovih a-1,6 mogu postojati i druge, a-1,2, 0-1,3 i
a-1,4). Ima primenu kao najefikasniji zamenik krvne plazme, koristi se u postoperativnoj
terapiji za sprecavanje venskih tromboza, kao i za izradu granulisanih gela u gel-

hromatografiji (Nikoli¢, 2001).

2.6.1. Egzopolisaharid dekstran

Dekstran je razgranati egzopolisaharid koji se sastoji od D-glukopiranoznih ostataka
medusobno povezanih a-1,6 glikozidnim vezama u osnovnom nizu, sa razlicitim sadrzajem
0-1,2), a-1,3 1 a-1,4 grana, i razli¢itom konformacijom glukopiranozne jedinice (Sarwat i sar.,
2008)(v. Sl. 5). Dekstran je prirodni proizvod, ali se moze sintetisati iz saharoze posredstvom
pojedinih bakterija mlec¢ne kiseline, medu kojima su najpoznatije Leuconostoc mesenteroides
i1 Streptococcus mutans.On ima medicinsku primenu kao antitrombotik, za
redukovanje viskoznosti krvi, 1 kao sredstvo za povecanje zapremine kod anemije.
Upotrebljava se kao zamena za krvnu plazmu u tretiranju Soka prouzrokovanog gubitkom
telesne tecnosti (Belder, 1985; Rehm, 2010). Polisaharid dekstran ima izvanrednu sposobnost
formiranja u vodi rastvornih kompleksa sa razli¢itim biometalima (Fe, Cu, Co, Zn, Ca, Mg),
kao i drugim metalima (Tb, Al, Cd, Pb, Ni, Mn) (Caki¢ i sar., 2008; Nikoli¢ i sar., 2009;
Miti¢ 1 sar., 2009; Nikoli¢ i sar., 2008; Miti¢ i sar., 2007; Miti¢, 2008; Vasko i sar., 1971;
Barker 1 sar.,1953). Sirovi dekstran se ne moze upotrebiti u klinicke svrhe, jer poseduje
toksi¢na 1 antigena svojstva. Iz navedenih razloga se sirovi dekstran depolimerizuje 1 vise
puta frakcioniSe hidrofilnim rastvaracima u cilju dobijanja frakcija sa $to uzom raspodelom
molarnih masa. Molekuli dekstrana sa velikom molarnom masom zbog svoje toksi¢nosti
izazivaju sporedne reakcije u organizmu, dok se molekuli sa malim molarnim masama vrlo
brzo izlucuju iz organizma. U klinicke svrhe se upotrebljavaju samo dekstrani sa malim
stepenom razgranatosti, tj. oni sa sadrzajem a-1,6 veza preko 90 %. Dekstrani su ¢vrste
amorfne supstance bele boje. Delimi¢no hidrolizovani dekstran rastvara se u vodi,
formamidu, dimetilformamidu, dimetilsulfoksidu, etilenglikolu, glicerolu i u rastvoru alkalija.

Razli¢iti alkoholi i acetoni ne rastvaraju dekstran, ve¢ ga naprotiv taloZe iz rastvora.
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Slika 5. Molekulska forma dekstrana

Reaktivnost dekstrana (ali i drugih polisaharida, recimo pululana, inulina, skroba, celuloze,
agara, agaroida, hondroitin sulfata itd) prvenstveno zavisi od reaktivnosti sekundarnih,
ekvatorijalno orijentisanih hidroksilnih grupa glukopiranozne jedinice (OH na C-2, C-3 i C-
4). Mali je procenat primarnih OH grupa u dekstranu (oko 1,5 %), mada se neznatno uvecava
pri nizim molarnim masama zbog doprinosa iz neredukcionih terminalnih CH2OH grupa.
Reaktivnost sekundarne OH grupe, na atomu C-2, ka alkilirajuéim reagensima je vi$a nego
kod C-3 i C-4. Povecanje kiselosti OH grupe na C-2 moze se objasniti blizinom anomernog
centra. Kada se OH grupe na C-2 i C-4 jonizuju, smanjuje se reaktivnost OH grupe na C-3.
Medutim, zamena OH grupa na C-2 i C-4 poniStava ovo dejstvo uz uzastopno povecanje
reaktivnosti OH grupe na C-3. Treba napomenuti da je potrebna izvesna predostroznost pri
primeni ovih generalizacija, poSto jaCina baze moze da utice na relativne i apsolutne
reaktivnosti hidroksila. Zbog toga dekstran moze da gradi razliCita jedinjenja medu kojima
su, zbog svoje bioloske funkcije i farmakoloSke aktivnosti, vazni estri sa neorganskim ili
organskim kiselinama, ali 1 kompleksna jedinjenja sa biometalima (Ricketts, 1952b; Kentaro 1
Kotaro, 1974). 1z grupe estara i etara najpoznatiji su dekstran i celuloza, tj. i karboksimetil

dekstran i karboksimetil celuloza, kao i dekstran sulfat. Ova jedinjenja se primenjuju u
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farmaciji i kozmetici za izradu mnogih preparata kod kojih imaju funkciju punioca ili pak
zbog svoje hidrofilnosti za izradu hidratnih krema. S obzirom na prisustvo karboksilne i sulfo
funkcionalne grupe mogu da grade komplekse sa biometalima ili druge derivate, najvise sa
Sifovim bazama (aminokiseline) koje se dalje mogu kompleksirati, recimo sa platinom, i
koristiti u terapiji kancera, kao redukcioni i stabiliziraju¢i agensi za sintezu MNPs ili kao
njihovi nosaci (Tao i sar., 2011). Svakako najpoznatije jedinjenje dekstrana (ali i drugih
polisaharida, pululana i inulina) jeste njegov polinuklearni kompleks sa gvozdem (pravilnije
sa B2-FeOOH formom gvozde hidroksida), imaju¢i u vidu njegovu Siroku primenu u humanoj

medicini 1 veterini u terapiji sideropeni¢ne anemije (Cakic¢ i sar., 2007).

2.6.2. Derivati dekstrana

Karboksimetil dekstran (CMD) je derivat dekstrana, koji se dobija eterifikacijom dekstrana sa
halogen acetatnom kiselinom, (naj¢esce hlor- ili brom-hlor) u mesavini alkohola i vodenim
rastvorom natrijum hidroksida, kako je to Sematski prikazano na Slici 6. Sinteza
karboksimetil dekstrana izvodi se u dva stupnja, prvi predstavlja alkalizaciju dekstrana, a
drugi karboksimetilovanja dekstrana sa hlor-sir¢etnom kiselinom. CMD se rastvara u
destilovanoj vodi, a moze se istaloziti etanolom. Karboksimetil grupa menja karakteristike
dekstrana u vodi, a narocito viskozitet vode. S obzirom na postojanje viSe hidroksilnih grupa
u strukturi, eterifikacija moze teorijski da ide do stepena eterifikacije 3, ali s obzirom na
reaktivnost one na C-3, koja se najlakSe eterifikuje, najCes¢e se dobija sa stepenom

eterifikacije 1.
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HOe 0 CHE |H-
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NaOH, T alkohol I H,C
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Slika 6. Sematski prikaz sinteze CMD
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Karboksimetil dekstran ima Sirok spektar aplikacija, kao Sto je imobilizacija biomolekula,
inZenjering tkiva, u izgradnji polimernih membrana koje se koriste u razvoju biomaterijala

(biostrukture za primenu kao §to je isporuka lekova).

Dekstran sulfat (DS) predstavlja estar sumporne kiseline i dekstrana. S obzirom na to da po
jednoj glukopiranoznoj jedinici dekstrana postoje tri OH grupe, stepen esterifikacije, bar
teorijski posmatrano, bi mogao da se kre¢e do maksimalno tri. Osnovna razlika izmedu
ovakvih estara je srednja molarna masa, kao i stepen esterifikacije. Pored dekstran sulfata
poznati su i inulin sulfati, pululan sulfati, ali i drugi (agar i agaroid, hondroitin sulfat i dr.)
(Ricketts, 1952a). Interes za ispitivanje ovakvih sulfata polisaharida je veliki poSto se
pokazalo da poseduju antiviralno dejstvo (pululan sulfat, antikoagulativno, protiv ¢ira i sl.) pa
su zbog toga potencijalna jedinjenja za izradu farmaceutskih preparata u terapiji peptickog
¢ira, side (AIDS) i sl. (Schraum-Thirl, 1971). Mnogi od sulfata kao dekstran sulfat su i
komercijalni proizvodi. Tako recimo, firma SIGMA isporucuje dekstran sulfat u obliku
natrijumove soli: Mw= 500 000 i M, =7 000 g/mol, §to ga ¢ini rastvornim i stabilnim u vodi.
Dekstran sulfati sadrze 17 % sumpora, koji je ekvivalentan sa 2,3 sulfatne grupe po
glukoznom ostatku. U rastvorima slabe jonske jaCine dekstran sulfatni polimer ¢e biti jako
istegnut i izduzen, zbog odbijanja negativno naelektrisanih sulfatnih grupa. U rastvorima
velike jonske jacine polimer se skuplja i viSe nalikuje nejonizovanom dekstranu (Silverberg i
Diehl, 1987). Promene pH preko titrabilnog opsega sulfatne grupe izaziva izduzenje i

kontrakciju.

Delovanje. Ukljucenje dekstran sulfata u koncentraciji od 10 % je pokazalo ubrzavanje
hibridizacije obeleZenih sondi sa membranskim imobilisanim DNA, za $ta su pogodni sulfati
Myw = 500 000 g/mol. Pokazano je da dekstran sulfat oslobada DNA iz DNA-histonskih
kompleksa. Dekstran sulfat inhibira vezivanje RNA za ribozome. On je takode potencijalni
inhibitor ribonukleaze i koristi se u izolaciji ribozoma. Dekstran sulfat se koristi sa etilen
glikolom u dvofaznoj vodenoj polimernoj separaciji bakterija, virusa, proteina i nukleinskih
kiselina. IzuCavani su i uticaji na celijsku produktivnost. Pokazano je da sa fibrinogenom
gradi nerastvorni talog. Dekstran sulfat se vezuje za viruse i inhibira pocetnu adsorpciju u
osetljive ¢elije (Kennedy i White, 1983). Interes za ispitivanje ovakvih sulfata polisaharida je
veliki posto se pokazalo da imaju antiviralno dejstvo (ali i antikoagulativno), pa su zbog toga
potencijalna jedinjenja za izradu farmaceutskih preparata u terapiji peptickog ¢ira, HIV-a i sl.

(Ricketts, 1952a; Kentaro i Kotaro, 1974). Derivati dekstrana kao Sto je karboksimetil
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dekstran (CMD) ili dekstran sulfat (DS) ¢ija je strukturna formula prikazana na Slici 7,
ispunjavaju uslove da mogu da sa prelaznim metalima grade kompleksna jedinjenja, ali mogu

da imaju ulogu kao redukcioni i stabiliziraju¢i agens u sintezi MNPs.

Slika 7. Strukturna formula natrijumove soli dekstran sulfata DS

Formiranje kompleksa, ili redukcija jona metala (recimo, srebra), omoguceno je zahvaljujuci
prisustvu O-donor atoma karboksilnih, odnosno sulfo grupa prisutnih u strukturi. Pri tome se
mogu obrazovati kompleksi razli¢itog sastava, odnosno koordinacije (v. Tab. 1) s jedne
strane, a sa druge mogu da redukuju jone metala i tako formiraju metalne nanocestice. Pored
redukcionih svojstava DS i CMD istovremeno igraju ulogu i kao stabiliziraju¢i agens koji
spreCava njihovu agregaciju nanocestica, kako je navedeno u prethodnom naslovu. I DS i
CMD mogu da grade kompleksna jedinjenja razlicite strukture i odnosa metal-ligand sa
jonima prelaznih metala (Nadagouda i Varma, 2007). Naime, anjon napred navedenih
liganada moze sa metalnim katjonom da formira jedinjenja za koja, $to se strukture tice,
postoje dve grani¢éne mogucénosti: prva da su metalni kompleksi jonski gradeni, ili druga da
su to helati, pri ¢emu priroda obrazovanih helatnih prstenova moze da bude slicna
kompleksima B-diketona kada je red veza C-C, C-O i M-O potpuno izjednacen ili, da bude
razli¢it, kako je prikazano na Slici 8 sa oznakama II (preteZzno jonska) i I (izjednacen red
veza, tip B-diketona). Dobar pokazatelj o nacinu vezivanja odnosno prirode obrazovanja

helatnih prstenova moZe da bude oblast valentnih CO vibracija kod kompleksa CMD.
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Slika 8. Helatna struktura metalnih kompleksa p-diketona

Bilo bi moguce obrazovanje razlicitih tipova kompleksa sa razli¢itim molskim odnosom
metal:ligand (1:1, 1:2, 1:3), a ukoliko bi se radilo o kompleksima sa molskim odnosom 1:2,
to bi koordinaciona sfera metala do oktaedarske konfiguracije mogla biti dopunjena

koordiniranim molekulima vode ili hidroksilnim grupama, ili prisutnim jonima u sistemu.
2.7. Lekovita dimnjaca Fumaria officinalis L
Naziv ove biljke dimnjaca (lat. Fumaria Officinalis L), poti¢e od

latinske reci fumus, §to znac¢i dim. To je jednogodiSnja zeljasta

biljka, iz porodice makova (Papaveraceae).

Nazivi: Poznata jo§ po narodnim imenima kao: zemljani dim
(zbog soka biljke koji je poput dima koji tera suze na oc¢i), mrkva, morski pelin, rosno zelje,

rosna trava, rosica, rosnica, rosopast, runjavac, dimica.

Opis: 1zrasta u proseku od 10 cm do 50 cm, rede do 60 cm. Stabljika biljke je uspravna, tanko
zilicasta 1 Suplja, od osnove poprili¢no i bogato razgranata. Listovi su blago zakrivljeni, sa
naizmenic¢nim listovima izdeljeni (razdeljeni) u obliku pera (reznjeve). Cvetovi su nepravilni,

sakupljeni (10-15 njih) u grozdaste cvasti na vrhovima grana.
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Cvetovi mogu biti beli 1 ruzicasti. Boja varira od
svetloruzicaste do tamnijih nijansi na krajevima tj. imaju
tamniju pegu na vrhu. Cvetovi su dvopolni, dakle sadrze

muske i zenske organe, a opraSuju ih i pcele i muve. Plod je

ahenija, oraS€ica sa urezanim vrhom u precniku od 2 do 2,5
mm, i malo je $iri nego duZzi. Jedna biljka godisnje moze da proizvede od 300 do 1600
semenki. Inace, dimnjaca se veoma dobro kamuflira medu drugom vegetacijom pa je stoga
tesko pronaéi. Cesto ostane neprimeéena od strane insekata, te
ima sposobnost da oprasuje samu sebe da bi proizvela seme.
Semenke zadrzavaju sposobnost da klijaju i nakon 600 godina.
Dimnjaca cveta od jula do avgusta, a posSto dosta dobro i dugo
podnosi mraz, moze da se zadrzi do kasne jeseni, septembra.
MozZe se prona¢i u bastama, poljima, neobradenim i pustim

zemljiStima, pored obala. Rasprostranjena je na podrucju skoro

cele Evrope, u Zapadnoj Aziji i Severnoj Africi. Prikuplja se u
vreme cvetanja nadzemni deo biljke u cvetu (Fumaria herba). Susi se u tankom sloju u hladu,
da zadrzi boju. Karakteristicnog je mirisa i gorkog je ukusa. Moze se konzumirati kao caj,

sok ili sirup (Watson i Dallwitz, 1992; Stevens; Angiosperm Phylogeny Group, 2003).

Sastav: Vodeni ekstrakti Fumaria officinalis L, prema podacima iz literature (Glisi¢ i sar.,
2016; Ivanov i sar., 2014; Latif i sar., 2012), sadrze alkaloide, flavonoide, ugljene hidrate,
glikozide, tanine, saponine, proteine, steroide i organske aminokiseline koji kandiduju
ekstrakt za sintezu AgNPs. Na osnovu dostupne literature mozemo zakljuciti da ekstrakti
Fumaria officinalis L, nisu kori$¢eni za sintezu AgNPs. Imajuc¢i ovo u vidu, postupci sinteze
AgNPs sa vodenim ekstraktom Fumaria officinalis L, kao i njihovom karakterizacijom su
opisani u ovom istrazivanju. Sadrzi alkaloide do 1 % (fumarin, protopin, sinaktin,
kriptokavin, koridalin), vitamin C, fumarinsku kiselinu, aurotensin, natrijum, kalijum hlorid,

kalijum nitrat, tanin, smolu, Secer, sluz i gorke stvari.

Primena: Lekovito delovanje dimnjace je raznovrsno, najpre se koristi kao diuretik, laksativ
(pomaze praznjenje creva) i holagog, $to znaci da stimuliSe povecano lucenje Zuci. Posebno
se preporucuje u lecenju hroni¢nih ekcema i daje dobre rezultate u leCenju psorijaze. U
narodnoj medicini se ova biljka upotrebljava veoma dugo, Cak viSe nego u savremenoj

medicini. U manjim koli¢inama prvenstveno krepi i jaca organizam, stimulise lu¢enje znoja i
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mokrace, utice na poboljSanje apetita. Normalizuje rad Zeludacnog-crevnog sistema (prilikom
zatvora, gréeva i gasova), zuCi i jetre. Pomaze kod SeCerne bolesti, arterioskleroze,
hemoroida, ¢isti krv, poboljsava krvnu sliku u periodu 8 dana (umnozava crvena krvna zrnca
- eritrocite), ali ako se uzima duze od preporucenog, narusava krvnu sliku. U malo ve¢im

koli¢inama izaziva bolove i proliv.

Napomena: Narodni lekari su bili veoma obazrivi sa dimnja¢om, stabljika je otrovna zbog
fumarina koji sadrzi. Na pacijente deluje vrlo razlicito u razli¢itim dozama. Prevelika koli¢ina
je uvek fatalna (smrtonosna), jer zaustavlja (paraliSe) respiratorni sistem. Ne preporucuje se u

toku trudnoce i dojenja.

2.8. Metode karakterizacije i strukturne korelacije kompleksa i nanocestica

srebra

Koordinacija i struktura nagradenog kompleksnog jona, nastalog kao rezultat interakcije
metala i1 liganda, zavisi od prirode centralnog jona metala (vrednosti energije jonizacije,
popunjenosti d-podnivoa, jonskog radijusa, polarizabilnosti) i prirode liganda (naelektrisanje,
jacina ligandnog polja, duzina veze metal-ligand). Sve ove osobine jona metala i liganda
uslovljavaju razli¢itu geometriju kompleksnog jona koja se moze utvrditi spektroskopskim
ispitivanjima. Odgovaraju¢i izdvojeni produkti interakcije metal-ligand se razlikuju po boji,
sadrzaju metala i stabilnosti, $to se moze utvrditi razli¢itim fizicko-hemijskim metodama

analize.

2.8.1. UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis spektrofotometrija obuhvata proucavanje apsorpcije elektromagnetnog zracenja
(EMZ) od strane atoma, jona ili molekula u oblasti izmedu 200 i 900 nm. Rezultati dobijeni
primenom aproksimativnih metoda kvantne hemije pri proucavanju ovih spektara, ukazali su
na izvanredne mogucnosti za detaljnije proucavanje jonskih stanja i strukture molekula, jona i

kompleksa, kao i za karakterizaciju hemijskih veza u njima.

Vecina standardnih UV-Vis spektrofotometara radi u delu elektromagnetnog spektra izmedu
200 i 800 nm. Taj deo je podeljen na blisku ultraljubicastu (200-400 nm) i vidljivu oblast

(400-800 nm). Inace, priroda interakcije zracenja sa molekulom jednaka je u obe oblasti. Na

32



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

nizim talasnim duzinama (< 200 nm) nalazi se takozvana vakuumska ultraljubicasta oblast,
koja nije od interesa za strukturna odredivanja. Energetski sadrzaj zracenja u oblasti od 200
do 800 nm nalazi se izmedu 600 i 150 kJ-mol”!, $to je dovoljno za pobudivanje elektrona i
njihov prelaz iz osnovnih stanja u pobudena stanja: £ (kJ-mol!) = 1,19-10%A (nm). Zbog
toga Sto UV-Vis zraCenje apsorbuju elektroni, ova vrsta spektroskopije nosi naziv i
elektronska spektroskopija. Intenzitet apsorpcije zracenja definisan je jednacinom 1 koja je

izvedena iz Lamber-Berovog zakona (MiSovi¢ i Ast, 1989):
10
A:10g7=g-c-d ()

gde je: 4 - apsorbancija, /o - intenzitet upadnog zraka, [ - intenzitet zraka po prolasku kroz
uzorak, ¢ - koli¢inska koncentracija (moldm™), & - molarna apsorptivnost (molarni

ekstinkcioni koeficijent), d - duzina putanje zraka kroz uzorak (dm).

Svaki apsorpcioni maksimum okarakterisan je talasnom duZinom (Amax) na kojoj se nalazi,
kao i molarnom apsorptivnosc¢u (&) na toj talasnoj duzini. Intenzitet apsorpcije (&) upravo je
proporcionalan verovatno¢i elektronskog prelaza i veliini sistema koji apsorbuje. O
verovatno¢i (krece se izmedu 0 i 1) govore kvantno-mehanicka selekciona pravila, koja se
zasnivaju na simetriji orbitala osnovnih i pobudenih stanja, kao i na spinskim
multipletnostima. Na osnovu selekcionih pravila postoje takozvani dozvoljeni prelazi
(verovatno¢a = 1) i zabranjeni prelazi (verovatno¢a = 0). Od dozvoljenih prelaza poticu i
najintenzivniji apsorpcioni maksimumi (& > 10.000). Elektronski prelazi koje zabranjuju
selekciona pravila Cesto se ipak javljaju u spektru, samo je intenzitet njihove apsorpcije
veoma mali. Prelazi se deSavaju zbog toga S§to su simetrijska svojstva koja ih striktno
zabranjuju narusena molekulskim vibracijama, i/ili supstitucijom. Elektronski spektri u
oblasti 200-800 nm nastaju prelazima elektrona koji obuhvataju o, m i nevezivne (n)
molekulske orbitale. Jedinjenja koja sadrze grupu sa nevezivnim elektronima ispoljavaju
apsorpciju koja je povezana sa prelazima n — ¢*, n — 7* tipa. Za jedinjenja prelaznih metala
s delimi¢no popunjenim d-podnivoima karakteristi¢ni su d—d prelazi, koji se javljaju u Vis
spektralnom podrucju. Spektrofotometrijske metode imaju veoma vaznu ulogu u ispitivanju
mehanizma reakcija kompleksiranja, odredivanju sastava kompleksa, koncentracija
apsorbujucih supstanci, odredivanju ravnoteznih i konstanti stabilnosti kompleksa, ispitivanju

kinetike reakcija itd. UV-Vis spektrofotometrija pruza bitne podatke pri ispitivanju
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koordinacionih jedinjenja prelaznih metala. To je vaZzna tehnika u ispitivanju reakcija

kompleksiranja d-metala.

Ovom spektrofotometrijskom tehnikom se iz odgovaraju¢ih apsorpcionih spektara dobijaju

podaci o (Lever, 1987):

e odnosu metal:ligand,

o vrsti elektronskih prelaza, kao i za karakterizaciju hemijskih veza u njima,
e energiji cepanja d-energetskih podnivoa,

e geometrijskom rasporedu liganada oko centralnog metalnog jona,

e simetrijskim karakteristikama kompleksa,

e prisustvu izomera u ispitivanom rastvoru kompleksa i

e jacini i tipu veze metal-ligand.

U sluc¢aju MNPs metode UV-Vis spektrofotometrije se primenjuju za pracenje toka sinteze,
veliCine 1 stabilnosti Cestica. U slu¢aju kompleksa Cu i Co sa DS i CMD, kao i AgNPs

koris¢ene su slede¢e metode karakterizacije:

2.8.1.1. Metoda kontinualnog variranja (Jobb-ova metoda)

Metoda kontinualnog variranja (Jobb-ova metoda) najcesce se upotrebljava za odredivanje
sastava i stabilnosti kompleksa u rastvoru. Metodu je prvobitno opisao Ostromisalensky
1910. godine, a njene principe utvrdio Denison 1912. godine, ali generalno se ova metoda
pripisuje P. Jobb-u, koji je 1928. godine objavio detaljnu primenu metode u proucavanju
velikog broja koordinacionih jedinjenja. Ova metoda nije univerzalna i moze se primeniti

samo ako su zadovoljeni slede¢i uslovi:

1. kompleks se ponasa u skladu sa Berovim zakonom apsorpcije,

2. usistemu se gradi samo jedan mononuklearni kompleks,

3. kompleks se gradi po datoj jednacini, tj. ne postoje nikakve sporedne reakcije
(protonovanje liganda ili hidroliza jona metala) 1

4. jonska sila rastvora je konstantna u toku merenja.
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Za reakciju tipa mM + nL < MnLs, gde je M jon metala, a L ligand, metoda se sastoji u
tome da se napravi serija rastvora odmeravanjem razliCitih zapremina ekvimolarnih rastvora
jona metala i liganda i to tako da je ukupna koncentracija, cto= cm + crL, konstantna.
Konstantna je i ukupna zapremina rastvora, a menja se odnos koncentracija metala i liganda,
cMm/cL. Zatim se meri apsorbancija ovih rastvora pri konstantnim vrednostima jonske sile i pH.
Merenja se izvode na talasnoj duzini na kojoj nagradeni kompleks pokazuje maksimum
apsorpcije. Da 1i se u rastvoru gradi samo jedan kompleks, a ne smesa kompleksa, moze se

proveriti na dva nacina:

1. meri se apsorbancija na vise talasnih duZina u oblasti apsorpcionog spektra
kompleksa; ako merenja na svim talasnim duzinama daju isti rezultat izracunavanja,
moze se zakljuciti da se gradi samo jedan kompleks,

2. eksperiment se izvodi sa viSe razli¢itih ukupnih koncentracija, ctwt, ukoliko se gradi

samo jedan kompleks maksimum apsorpcije se uvek nalazi na istoj talasnoj duzini.

Meri se apsorbanca na Amax. Zavisnost A u funkciji od molskog udela metala ili liganda ima
karakteristi¢an maksimum apsorbance, odnosno koncentracije kompleksa. Projekcija te tacke
na apscisu daje molski odnos metal-ligand u kompleksu. Konstanta stabilnosti izracunava se
povlacenjem tangenti kroz bo¢ne grane krive. Tacka u kojoj se seku tangente daje odnos

metal:ligand u kompleksu.

2.8.1.2. Metoda molskih odnosa

Metoda molskih odnosa sastoji se u merenju apsorbance serije rastvora u kojima se
koncentracija jedne komponente odrzava konstantnom (obi¢no metala), a koncentracija druge
komponente se menja tako $to se polazi od nizih koncentracija ka viSim u odnosu na prvu
komponentu. Apsorbanca rastvora meri se na odredenoj talasnoj duzini i graficki se
predstavlja u zavisnosti od odnosa stehiometrijskih koncentracija liganda i1 metala:
A=f(cL/cm). Krive zavisnosti mogu imati razlicite oblike (v. Sl. 9). Ako se obrazuje samo
jedan stabilan kompleks (kriva 1) onda apsorbanca rastvora raste linearno sa molskim
odnosom i postaje konstantna, §to odgovara potpunom vezivanju jona metala u kompleks, te
dalji dodatak liganda ne izaziva promene apsorbance. Tacka preloma krive odreduje odnos

metala i liganda u kompleksu.
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Slika 9. Grafik funkcije A=f(ci/cm)-metoda molskih odnosa

Kada je disocijacija kompleksa mala dobija se kriva 2, a broj liganada u kompleksu odreduje
se iz preseka tangenti na pocetni i zavr$ni deo krive. Ako je disocijacija kompleksa jako
velika, horizontalni deo krive se ne dostize, ¢ak i ako je ligand u znatnom visku (kriva 3). U
slucaju obrazovanja veceg broja kompleksnih jedinjenja, kada su razlike konstanti stabilnosti
dovoljno velike, javlja se veci broj prevoja odakle se dobija i stehiometrijski odnos metala i

liganda u kompleksima (kriva 4).
2.8.2. Interpretacija UV-Vis spektara ispitivanih metala

Elektronski prelaz iz osnovnog terma u neko pobudeno stanje, zapaza se po promeni
elektronskog spektra u vidljivoj i bliskoj ultraljubicastoj oblasti kompleksa jona prelaznih
metala. Kod kompleksa d-metala javljaju se d-orbitalni prelazi, koji se jo$ nazivaju i d—d

prelazima. Kod MNPs se oc¢ekuju trake od tzv, SPR prelaza u vidljivoj oblasti.

2.8.2.1. Elektronska struktura i spektri Co(Il)-jona u kompleksnim

jedinjenjima

Co(II)-jon (d” elektronska konfiguracija) gradi najveci broj tetraedarskih kompleksa od svih

jona prelaznih metala i serije, Sto je verovatno posledica samo neznatne razlike koja postoji u
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energiji stabilizacije u ligandnim poljima 7z i On simetrije za jon. Pored kompleksa
tetraecdarske strukture isti moze da gradi i komplekse kvadratno-planarne i oktaedarske
strukture. U oktaedarskom okruzenju sa ligandima Co(II)-jon gradi kompleksna jedinjenja sa
koordinacionim brojem 6, koja mogu imati jednu od dve moguée konfiguracije jona d’ i to:
(t2¢)° (e¢)* u slabom ligandnom polju, ili (t2¢)° (e¢)! sa ligandima jakog polja deformisane O
strukture. Kompleksna jedinjenja ovog jona su dosta spektroskopski prouc¢avana (Defazio i
Cini, 2002; Tsiliou i sar., 2012). Sa ligandima tipa karboksilata ovaj jon gradi komplekse tipa
[MLT]", [ML2], [MLs3] .

Rastvori oba kompleksa (On 1 T4) apsorbuju u Vis oblasti spektra i prema tome bice obojeni.
Oktaedarski Co(Il)-jon ima ruzicastu boju, dok tetraedarski ima intenzivnu plavu boju. Boja
oktaedarskog kompleksa poti¢e od prelaza *Ti(F) — “Tig (P). Traka oko 8000-10000 cm!
moZe se pripisati prelazu *Ti(F) — *Aze. Osim nje u vidljivoj oblasti oko 20000 c¢m!
manifestuje se traka sa multipletnom strukturom koja odgovara prelazu *T1(F) — #Azg. Prelaz
4A2g je veoma slab i Cesto se manifestuje u vidu prevoja, i zapaza se u vidu veoma slabe
apsorpcije oko 12000 cm!. Kod tetraedarskih i pseudotetraedarskih kompleksa Co(Il)-jona
javljaju se prelazi A2 — *Ti(F) i *A2 — *T1(P) koji se manifestuju u vidu multipliteta u

bliskoj IR i vidljivoj oblasti.

Na osnovu intenziteta ovih traka jasno se razlikuju tetraedarski i oktaedarski kompleksi
Co(II)-jona. Polozaji apsorpcionih maksimuma Co(Il)-jona u On i1 Tu ligandnom polju, kao i
odgovarajuéi prelazi elektrona prikazani su u Tabeli 4 (Jorgensen, 1954; Nikoli¢ 1 sar., 2010;

Drago, 1981; Lever, 1987; Mili¢, 1998).

Tabela 4. PoloZaji apsorpcionih maksimuma u spektrima i odgovarajuéi prelazi elektrona jona d’

konfiguracije u Oy i T, ligandnom polju

Oy ligandno polje T4 ligandno polje
Prelaz Intenzitet [nm] Prelaz Intenzitet [nm]
‘TI(F) — T2 (P) ~1200 ‘A — T2 <2000
‘TI(F) — *Azg ~ 560 4A2— 4T (F) ~1250-2500
“Ti(F) — *T1g (P) ~ 560 ‘A2 — “Ti(P) ~700
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2.8.2.2. Elektronska struktura i spektri Cu(II)-jona u kompleksnim

jedinjenjima

Osnovni term Cu(Il)-jona je *D koji se u ligandnom polju Oy ili Tu strukture cepa na 2Eg i
T2, odnosno E i T2 nivoe, respektivno. Uprosc¢eni dijagram energetskih nivoa Cu(Il)-jona
prikazan je na Slici 10. Konfiguracija Cu(Il)-jona u kristalnom polju je (t2¢)® (eg)’, pa su
odgovaraju¢i kompleksi u kojima isti koordinira sa 6 liganada ili 6 donor atoma polidentatnih
liganada jako deformisani i veze Cu-L sa ligandima u trans-polozaju mnogo duze nego ostale
cetiri veze Cu-L. Na osnovu ovoga proizilazi da simetrija nastalih kompleksa opada do tipa
Dan, $to je posledica Jan-Telerovog efekta. Apsorpcioni spektri jona Cu(Il) u vodenom
rastvoru nemaju jednu simetricnu apsorpcionu traku ve¢ nekoliko bliskih traka koje se
prekrivaju. Razlika u energiji prelaza t2g—e¢ u kompleksu Cu(Il)-jona pravilne O strukture
je u intervalu od oko 13000 cm! za komplekse gde je Cu(Il)-jon u koordinaciji sa O-donor
atomima, do oko 18000 cm™ za komplekse gde je Cu(I)-jon u koordinaciji sa N-donor

atomima.

T ITEg

Slika 10. Uproséeni dijagram energetskih nivoa jona d’ konfiguracije u Oy ligandnom polju

Kod kompleksa Cu(Il)-jona sa O-donor ligandima [Cu(acac):] dolazi do pojave Siroke
apsorpcione trake u oblasti 13000-20000 cm™'. Slabije apsorpcione trake kod kompleksa sa
O-donor ligandima u odnosu na one sa N-donor ligandima, objasnjavaju se pojavom prelaza

sa prenosom naelektrisanja metal-ligand, pored d—d prelaza, ¢ija je frekvencija dosta niza od
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drugih i koja daje veéi deo intenzivnosti d—d prelazu, koji prekriva apsorpcionu traku
(Lever, 1987). Kompleksi Cu(Il)-jona vrlo niske simetrije u UV-Vis spektru daju slabe
apsorpcione trake. Ukoliko su tetragonalno deformisani, u UV-Vis spektru njih karakterise
pojava veceg broja apsorpcionih traka u odnosu na pravilnu O koordinaciju. Kompleksi
Cu(II)-jona kvadratno - planarne strukture i strukture bliske njoj ne apsorbuju u oblasti ispod

10000 cm™! (XKapckuii i HoBukos, 1988; Drago, 1981).

2.8.3. Izracunavanje energije cepanja Kristalnim poljem

Jacanje veze metal-ligand povecava energiju cepanja, dok odbijanje elektrona veze metal-
ligand smanjuje energiju cepanja. Na osnovu frekvencije apsorpcionog maksimuma trake u
Vis spektru kompleksa, moze se izraCunati energija cepanja kristalnim poljem (A).

Odgovarajuti izraz je:

A=h-v=h-c/l 2)

gde je: h - Planck-ova konstanta (6,626-10* Js), v - frekvencija (s!), ¢ - brzina svetlosti

(3-10'° ¢cms™), A- talasna duzina (cm).

2.8.4. Interpretacija UV-Vis spektara ispitivanih nanocestica srebra

2.8.4.1. UV-Vis karakteristike nanocestica srebra

Kada elektromagnetno zracenje, tj. foton pada na metalnu nanocesticu, dolazi do rasejanja ili
apsorpcije zracenja, Sto prvenstveno zavisi od veli¢ine nanocestice (Nikoli¢ i sar., 2008).
Rasejanje se javlja kod vecih nanocestica (veli¢ine nekoliko desetina nm) i predstavlja
elasticni proces (sa neznatnim prenosom energije), pri ¢emu se pravac fotona menja usled
interakcije sa nanocesticom. Kod manjih nanocestica veca je verovatnoca da ¢e doci do
apsorpcije. Apsorpcija fotona moze izazvati internu ekscitaciju ili fotojonizaciju. Pri internoj
ekscitaciji energija fotona prenosi se na neki od slobodnih elektrona unutar nanocestice koji

prelazi u pobudeno stanje sa viSom energijom. Ukoliko foton poseduje dovoljnu energiju
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(hv>Ei) dolazi do fotojonizacije, tj. izbijanja slobodnog elektrona iz najviSe elektronske
ljuske. Energija E: se naziva energija jonizacije. Kod materijala makroskopskih razmera
vrednost energije potrebna za jonizaciju naziva se radna funkcija. Kako je energija jonizacije
funkcija veli¢ine nanoCestice, moze se Kkoristiti izvor monohromatske svetlosti (laser,
monohromator) promenljive frekvencije (energije), za odredivanje ovog praga, kako bi se
odredila veli¢ina nanocestice. Druga strategija je koriS¢enje monohromatske svetlosti fiksne
frekvencije (koja prelazi prag jonizacije) i merenje kineticke energije izbijenih elektrona. U
ovom procesu, elektroni se pobuduju iz niza zauzetih energetskih nivoa u nanocestici i
spektar kineticke energije emitovanih elektrona daje informacije o gustini stanja energetskih
nivoa u nanocestici. Medutim, najznacajniji efekat do kojeg dolazi interakcijom
elektromagnetnog talasa i metalnih nanocestica je povrSinska plazmonska rezonanca, koja se
ne javlja kod objekata makroskopskih razmera. Ona predstavlja kolektivno oscilovanje
slobodnih elektrona unutar nanocestice pobudenih elektromagnetnim poljem. Ove rezonantne
oscilacije se kod cestica nekih metalnih nanocestica javljaju u vidljivom delu spektra
elektromagnetnih talasa, tako da se mozZe govoriti o svetlosnom talasu, pa u UV spektru
postoji apsorpciona traka ¢iji poloZaj zavisi pre svega od veliCine Cestice. Pri sintezi se menja
i boja, jer je ovo podrucje Zuto-braon boje. Postoje razliCite metode odredivanja veliine,
jedna od njih bazira se na korelaciji sa poloZajem apsorpcionog maksimuma (Bindhu i
Umadevi, 2013; Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim, 2013; Quelemes i sar., 2013; Hamedi i
sar., 2012; Ahmad i sar., 2011; Aihara i sar., 1998). Inace, kao rezultat SPR prelaza se
ocekuje traka u UV spektru (ova se u zargonu naziva SPR traka) u oblasti od 370 do 450 nm.
Na Slici 11 prikazan je apsorpcioni spektar nanocestica srebra u zavisnosti od njihove
veliCine. Sa slike se moze uociti da povecanje pre¢nika nanocestica od 10 do 100 nm dovodi
do pomeranja apsorpcionog maksimuma od 400 nm ka 500 nm. Kod vecih Cestica (veli¢ine
preko 80 nm) dipolna aproksimacija vise ne vazi i javlja se sekundarni maksimum na niZim
talasnim duzinama, koji je posledica ¢etvoropolne rezonance. Pod stabilno$éu nanocestica u
rastvorima se podrazumeva zadrzavanje Cestica u dispergovanom stanju i posle protoka
duZzeg perioda vremena. Stabilnost nanocestica u disperziji opisuje DLVO teorija, nazvana po

cetiri naucnika Derjaguin, Landau, Verwey i Overbeek.
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Slika 11. Apsorpcioni spektar nanoCestica srebra u zavisnosti od njihovog pre¢nika

[http://nanocomposix.eu/]

Izmedu dispergovanih Cestica javljaju se odbojne elektrostaticke i Van der Valsove privlacne
sile. Van der Valsove sile se javljaju izmedu momenata elektri¢nih dipola atoma ili molekula.
Sila izmedu dva dipola veoma brzo slabi sa rastojanjem (1/r?). Usled termalnog kretanja i
rotacije dipola, njihova interakcija postaje slabija sa porastom rastojanja. lako su Van der
Valsove sile takode elektrostatiCke prirode, (dipol-dipol ili dipol-indukovani dipol) veoma su
kratkog dometa (1/r%) i javljaju se samo medu Cesticama koje su u direktnom kontaktu.
Ukoliko se nanocestice nadu na ovako malom medusobnom rastojanju, privlacne sile
preovladaju i1 potrebno je uloziti veliku energiju za njihovo razdvajanje. Ova pojava
nagomilavanja nanocCestica zove se aglomeracija. Metalne nanodestice (Mn’) ne poseduju
viSak naelektrisanja. Ipak, na povrSini nanocCestice mogu se javiti indukovana naelektrisanja
(6%), osiromasenjem povrsinskog sloja elektronima, usled adsorpcije X~ jona (ili molekula sa
funkcionalnim grupama koje imaju visak naelektrisanja). Nanocestica tako postaje anjonska
M.’ - Xm™. Ovako obrazovane naelektrisane Cestice su istog polariteta i medusobno se
odbijaju usled elektrostaticke interakcije. Negativne Cestice privlate Cestice suprotnog
(pozitivnog) naelektrisanja, formiraju¢i zajedno sa indukovanim naelektrisanjima elektricni
dupli sloj na povrSini Cestice (Puntari¢, 2014). Karboksimetil dekstran, poseduje negativno

naelektrisane karboksilne grupe za koje se pretpostavlja da mogu elektrostaticki da interaguju
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sa Ag" jonima kako bi formirale kompleks. Sli¢no je prime¢eno kod hijaluronske kiseline i
AgNPs (Shipway i sar., 2000; Deli¢, 2011; Bednar, 2014; Stojanovi¢ i sar., 2009). Pored
toga, na povrSinsku plazmonsku rezonancu znacajno uti¢e i oblik nanocestica. Unutrasnje
indukovano elektricno polje srazmerno je visku naelektrisanja akumuliranog na povrsini
nanocestice, tako da je u direktnoj vezi sa dimenzijama nanocestice u pravcu elektri¢nog

polja svetlosti (normalno na pravac propagacije svetlosnog talasa).

Elektronski spektri u ovom podruc¢ju EMZ nastaju prelazima elektrona koji obuhvataju o, 7 i
nevezivne (n) molekulske orbitale. Jedinjenja koja sadrze grupu sa nevezivnim elektronima
ispoljavaju apsorpciju koja je povezana sa prelazima n—c i n—n’ tipa. Za jedinjenja
prelaznih elemenata s delimi¢no popunjenim d-podnivoima karakteristicni su d—d prelazi,

koji odgovaraju uglavnom Vis spektralnom podrucju i daju slabe apsorpcione trake.

Uvodenjem karboksimetil grupe, odnosno sulfo grupe kao hromofornih grupa u strukturu
dekstrana, nastaju CMD 1 DS pa bi se u njihovim UV-Vis spektrima ocekivale apsorpcione
trake od t—n" prelaza (na oko 180 nm) i n—n" (na oko 270 nm). Ove trake se najverovatnije
zbog slabog intenziteta ne mogu uociti. Medutim, kod kompleksa Cu-DS 1 Co-DS u ovoj
oblasti bi se ocekivala promena u intenzitetu i polozaju ovih traka ako bi ove grupe
ucestvovale u koordinaciji, odnosno pojava interakcija ligand-metal, tj. formiranje

koordinativne veze, pa eventualne promene mogu da sluze kao kriterijum uspesnosti sinteze.

2.8.5. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

Atomi i molekuli nisu stati¢ni, oni se nalaze u stanju neprekidnog vibriranja. U zavisnosti od
njegove slozenosti i geometrije, svaki molekul je okarakterisan odredenim brojem vidova
vibracije. Svaki vid vibracije ima svoju vibracionu frekvenciju koja zavisi od masa atoma i
jacine veze izmedu njih. Neke od molekulskih vibracija su karakteristicne za molekul kao
celinu, dok su druge odraz prisustva odredenih funkcionalnih grupa u njemu. Vazno je odmah
napomenuti da neke od funkcionalnih grupa pokazuju istu ili vrlo slicnu vibracionu
frenkvenciju bez obzira na strukturu ostataka molekula. Ova osobina ¢ini osnov za primenu
infracrvene spekrofotometrije u analiti¢ke svrhe. Vibraciona frekvencija se obi¢no izrazava
kao talasni broj ¢ije su jedinice cm’!. Izrazena na ovaj nalin, frekvencija predstavlja

reciprocnu vrednost talasne duzine A izrazene u centimetrima. PoSto se u infracrvenoj
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spektrofotometriji, talasne duZine izrazavaju najée$¢e u mikrometrima (1 cm™ = 10* um),

odnos izmedu frekvencije i talasne duzine dat je izrazom (3):

v (cm™!) = 10% A(um) 3)

Talasne duZzine molekulskih vibracija nalaze se u infracrvenoj oblasti spektra
elektromagnetnog zraCenja. Ova oblast se proteze od 0,75 do 400 um. Od najveceg
prakti¢nog interesa za analiti¢are je uska oblast od 2,5 do 15,0 pm ili izrazeno u jedinicama
frekvencije od 4000 do 666 cm™'. Organski molekuli mogu da apsorbuju zradenje u ovoj
oblasti i da apsorbovanu energiju pretvore u vibracionu energiju. Ova apsorpcija je
kvantizirana (molekul moze da apsorbuje samo one frekvencije zracenja koje se poklapaju sa
vibracionim frekvencijama unutar molekula). Poredenjem intenziteta ulaznog i izlaznog zraka
dobija se infracrveni apsorpcioni spektar uzorka (ove spektre skraceno nazivamo IR
spektrima, od eng. infra-red = infracrveni). Apsorpcija odredene frekvencije zracenja dovodi
do pobudivanja odgovarajuce vibracije. Nakon prestanka dejstva zracenja, pobudeni molekul
se vraca u prvobitno stanje, pri ¢emu se apsorbovana energija oslobada kao toplota (Barker i
sar., 1953). U hemiji koordinacionih jedinjenja IR spektroskopija je nezamenjiva metoda u
proucavanju koordinacije metal-ligand (M-L), pogotovu u sluc¢ajevima kada se menja
simetrija liganda zbog vezivanja za jon metala. Sa opadanjem simetrije liganda povecava se
broj apsorpcionih traka ili se usled preraspodele elektronske gustine u molekulu liganda pri
koordinaciji trake pomeraju i menjaju intenzitet u IR spektru nastalog proizvoda. Na taj nacin
se preko IR spektara mogu proucavati interakcije M-L i priroda veze u koordinacionim
jedinjenjima. Valentne vibracije veze metal-ligand, vazne za koordinacionu hemiju, registruju
se u dalekoj IR oblasti. Kada se kroz prostor ispunjen nekom supstancom (u bilo kom
agregatnom stanju) propusti snop IR zra¢enja, koji se zatim opti¢kom prizmom (ili reSetkom)
razlozi na monohromatske komponente, primecuje se (pomoc¢u odgovarajuc¢eg detektora) da
na pojedinim frekvencijama dolazi do veceg ili manjeg slabljenja jaCine svetlosti. Razlog ove
pojave je selektivna apsorpcija IR zraCenja od strane molekula koji sa tim zraCenjem dolaze u
dodir. Ako se promena intenziteta propustenog IR svetla predstavi u zavisnosti od frekvencije
(/i talasne duzine) dobija se infracrveni spektar. IR spektar se najcesc¢e meri automatski,
pomocu infracrvenog spektrofotometra kao zavisnost transparencije (7) od talasnog broja
(v) vili talasne duzine (4). Transparencija, odnosno svetlosna propustljivost, jeste koli¢nik

intenziteta propustenog (/) i upadnog zraka (/o) 1 izrazava se u procentima (Miti¢ i sar., 2009):
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%Tzi-IOO 4)

0

Talasni broj je recipro¢na vrednost talasne duzine izrazene u cm:

V=

I v

—=— 5
P (%)
gde je v - talasni broj (cm™), v - frekvencija (Hz), A - talasna duzina (cm), ¢ - brzina svetlosti

(3-10' cms™).

Na frekvencijama na kojima dolazi do apsorpcije zracenja javljaju se apsorpcioni maksimumi
(minimumi propustljivosti), koji se posmatraju odozgo na dole. Oni se nazivaju i
apsorpcionim trakama. Kako je izgled IR spektra (polozaj, intenzitet, broj i oblik
apsorpcionih maksimuma) u direktnoj vezi sa strukturom molekula, to je on veoma
karakteristiCan za svako jedinjenje. Zbog toga je za ovu vrstu spektra i uobiCajen naziv
"otisak prsta molekula". Talasne duZine koje zahvata kompletna IR oblast nalaze se izmedu
vidljivog (~ 800 nm) i mikrotalasnog (~ 1 mm) dela spektra EMZ. Na osnovu vrste
energetskih prelaza koji se pobuduju apsorpcijom zracenja, ova celokupna oblast je podeljena
na tri dela. Za hemiju je najinteresantniji deo takozvane srednje (ili osnovne vibracione) IR
oblasti, koji se nalazi izmedu priblizno 2,5 i 15 um (4.000-650 cm™). Apsorpcija zracenja u
IR oblasti odgovara energetskim prelazima reda veli¢ine 8,5-41 kJ-mol!. Zragenje sa ovim
energetskim sadrzajem se poklapa sa frekvencijama valencionih i deformacionih vibracija
(Miti¢, 2008). Najintenzivniji maksimumi u IR spektrima poti¢u od apsorpcije polarnih veza
(C=0, C-0, N=0 itd.) (Vasko i sar., 1971). Pomoc¢u IR spektara moZe da se sagleda snazan
potencijal infracrvene spektroskopije kao metode za identifikaciju funkcionalnih grupa
organskih jedinjenja. IR spektar Cesto pruza informacije i o drugim detaljima strukture
molekula, koje mogu biti od velike pomoc¢i pri njegovoj identifikaciji. Takve informacije su,
na primer, prisustvo vodoni¢ne veze, konjugovanost strukture, dimenzije prstena,
razgranatost strukture, broj supstituenata i sl. Jedna od veoma vaznih karakteristika
infracrvene spektroskopije jeste njena sposobnost za razlikovanje izomera: na primer 1,2- i
1,3-dibrompropana, kao i orto-, meta- i para-ksilola koji daju veoma razli¢ite IR spektre na
osnovu kojih je moguca njihova identifikacija. Prouavanjem samo IR spektara nepoznatog
jedinjenja retko se moze dobiti konacan odgovor u smislu njegove potpune identifikacije. U
tu svrhu kombinuju se informacije dobijene masenom spektrometrijom, NMR analizom i

UV-spektrofotometrijom. IR spektroskopija danas je u velikoj meri potisnula klasicne metode
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kontrole i pracenja proizvoda pri sintezi u organskoj laboratoriji (Barker i sar., 1953). U
slucaju polisaharida 1 njihovih derivata sa razli¢itim funkcionalnim grupama, IR
spektroskopija moze uspesno da se primenjuje za ispitivanje interakcija sa jonima metala,
posto kompleksiranje, obrazovanje jonskih jedinjenja ili postojanje drugih interakcija izmedu
funkcionalne grupe i metala je propraceno promenom polozaja, oblika i intenziteta
odgovarajuc¢ih traka funkcionalnih grupa. Analiza infracrvenih spektara sintetisanih
jedinjenja moZe se vrSiti na empirijski nacin tj. na osnovu literaturnih podataka i medusobnim
uporedivanjem spektara polaznih jedinjenja dekstrana, karboksimetil dekstrana i kompleksa.
Infracrveni spektar dekstrana je bio predmet mnogobrojnih ispitivanja (Caki¢ i sar., 2008;
Nikoli¢ i sar., 2009; Miti¢ 1 sar., 2009; Nikoli¢ i sar., 2008; Miti¢ i sar., 2007; Miti¢, 2008;
Vasko i sar., 1971; Barker i sar., 1953). [zucavanjem spektralnih oblasti polisaharida, pa tako
1 dekstrana i CMD mogu da se dobiju podaci o sadrzaju a-1,6 veza, (ali i drugih veza o-1,3,
a-1,4), informacije o prisustvu molekula vode u strukturi, tipu i nac¢inu vezivanja molekula
vode (v. Tab. 5), a pored interakcija intra- ili intermolekulskog tipa i1 konformacije
glukopiranozne jedinice (koja kao $to je poznato ima 6 forme), izmene konformacije prstena,
tj. prostornog rasporeda OH i CH20H grupa (rotacija oko C-O i C-C veza), stepenu

linearnosti i kristali¢nosti polimera itd. Spektralne oblasti ¢ijim se izu¢avanjem mogu dobiti

napred iznesene informacije su prikazane u Tabeli 5.

Tabela 5. Primena FTIR spektroskopije u ispitivanju strukturnih izmena polisaharida

Vodonitna veza Konformacija | Konfiguracija | Orijentacija i Konformacija
CH;OH grupe CH grupe kristalizacija prstena
3700-3000 e’ | 1450-1300em” | 1000700 en” | 1909499 ") 1000700 car
700-400 cm’! 3000-2800 cm™ 1000_0713_? (kr.) 3600-3550 cm™
200-100 cm™ 3000-2800 cm’™
-tip intramolekul.
—nlskotempe.raturm niskotemperat, 925-885 ax-ax dihroizam Vodonlpne veze
spektri spekiri 885-860 ax-eq amorfie -sterni faktori
-dihroizam v(OH) | tem I;r spekiri 855-825 eqg-ax Centaciie | -prost. rasp. OH
-izotopska izmena 1astli)f ﬁzgraka 825-790 eq-eq Or.ljen .aC1].e. 1 -aksijalni i
sa D,O p ’ kristalizacije ekvatorijalni
polozaj CH

Spektri kristalnih modifikacija dekstrana razlikuju se jedni od drugih, kao i od amorfnih

modifikacija. IR spektroskopske karakteristike razli¢itih strukturnih modifikacija dekstrana

date su u Tabeli 6.
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U oblasti 1000-700 cm! spektri amorfnog dekstrana imaju 3 trake srednjeg intenziteta: 912,
844 i 758 cm’!. Traka u oblasti 825-790 ukazuje na prisustvo u elementarnom prstenu
ekvatorijalno-ekvatorijalni (eq-eq) raspored susednih CH grupa. Za eq-eq, aksijalno-
ekvatorijalni (ax-eq) 1 aksijalno-aksijalni (ax-ax) raspored karakteristicne su trake u
intervalima: 855-825, 885-860 i 925-885, respektivno. U spektru amorfnog dekstrana nalaze
se trake karakteristi¢ne za eq-ax i ax-ax raspored CH grupa (844 i 912 cm™), a nema traka u
oblasti 885-860 i 825-790 cm’!, $to ukazuje na odsustvo ax-eq i eq-eq rasporeda CH grupa
piranoznog prstena. Shodno tome, za elementarni prsten amorfnog dekstrana Sema CH grupa
¢e biti eq-ax-ax-ax-ax (gde redosled zapisa slova u Semi odgovara numeraciji atoma ugljenika
u piranoznom prstenu), $to odgovara konformaciji “C1 piranoznog prstena. Spektri razli¢itih
kristalnih modifikacija (v. Tab. 6), imaju trake na 910, 838 i 760 cm’!, tako da se kristalni
uzorak dekstrana razlikuje od amorfnog samo neznatnim pomeranjem maksimuma traka.

Shodno tome, i ova modifikacija ima *C1 konformaciju.

Tabela 6. Frekvencije apsorpcionih traka u IR spektrima razli¢itih strukturnih modifikacija

dekstrana, sa prostornim rasporedom susednih CH grupa na glukopiranoznoj jedinici

Apsorpcione trake u IR oblasti 1000 — 700 cm!
Br. uzorka (polozaj susednih CH grupa)
struk. Modif. > 025 925-885 885-860 | 855-825 | 825-790 <790
(ax-ax) (ax-eq) | (eq-ax) | (eg-eq)
1 amor. - 912 - 844 - 758
2 Krist. - 910 - 838 - 760
3 krist. 948 915, 900 885 855, 844 - 756
4 krist. 945 915, 905 882 844, 835 - 753
5 Kkrist. 948 915 865 847 - 760
6 krist. 945 914 879 852, 843 - 758
7 amor. - 912 - 850 - 768
8 amor. - 914 - 845 - 760

Rezultati spektroskopskih ispitivanja dozvoljavaju pretpostavku da pri kristalizaciji dekstrana
u tecnoj sredini, usled izmene pakovanja makromolekula u kristalnoj oblasti polimera,
proizilazi promena oblika “Ci konformacije stolice D-glukopiranoznih prstenova u pravcu Bi
i 3B konformacije lade (v. SI. 12). Moguée da polimerni lanci u kristalnoj oblasti polimera
sadrze anhidro-D-glukopiranozne prstenove u izvrnutoj konformaciji, dok kod amorfnih

imaju predasnju *Ci konformaciju.

46



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

Slika 12. Promena oblika *C; konformacije "stolice" D-glukopiranoznih prstenova u pravcu B;i°B
konformacije "lade" pri kristalizaciji dekstrana u te¢noj sredini usled izmene pakovanja

makromolekula u kristalnoj oblasti polimera

Efekti promene temperature. Na izgled, oblik i polozaj apsorpcione trake u IR spektru,
znacajno moze uticati temperatura na kojoj se snima spektar. SniZenje temperature moze da
se na nekoliko nacina odrazi na izgled spektra. NajceSc¢e se spektri snimaju na temperaturi
kljucanja tecnog azota (liquid nitrogen temperature), a dobijeni spektri se u zargonu nazivaju
LNT spektri. Snizenje temperature uti¢e na bolje razdvajanje traka, a uzrok tome je veca
naseljenost osnovnog vibracionog nivoa, Sto favorizuje fundamentalne prelaze u visi sa
vibracionim kvantnim brojem 1, a reducira overtonove koji zbog anharmonicnosti vibracija
imaju manju energiju (frekvenciju) od fundamentalnih. Rezultat ovoga je polusirina trake i
njihovo bolje razdvajanje istovremeno. Zbog smanjenja dimenzija elementarne Celije, veze
unutar gradivnih jedinki se smanjuju, $to je naroc€ito izraZzeno u slucaju protona vezanog na
heteroatome (kiseonik, azot itd.) pa to utice na frekvenciju odgovarajuce vibracije. Ispitivanje

uticaja temperature olakSava empirijsku asignaciju traka.

Deuteriranje. lzotopska izmena vodonikovih atoma deuterijumom (jednaCina 6)
kombinovana sa FTIR spektroskopijom ima znacajnu ulogu u odredivanju strukture

polisaharida i prisustvo molekula vode:

R — OH + D20 (ili HDO) = R — OD + HDO (ili H20) (6)
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Zapazeno je da kod polisaharida dostupnost deuteriranja za jedan Cas iznosi oko 50-60 %.
Deuteriranje posle ovog vremena (¢ak i nekoliko dana) ne uti¢e znatno na njegovo povecéanje.
Same strukturne izmene u procesu reakcije moguce je proslediti po apsorpcionim trakama u
oblasti 3600-3000 cm’!, uslovljenim v(OH) vibracijama. Pri izotopskoj izmeni O-H u O-D
grupu, frekvencija valentnih vibracija se snizava za \2 puta i pada u oblast 2700-2300 cm™'.
Ispitivanje reakcijom deuteriranja je osetljiva metoda ocene okruzenja OH grupa, Sto je

povezano sa intenzitetom vodoni¢ne veze koju obrazuju.

Metodom IR spektroskopije uz primenu deuteriranja uzoraka, moZe se odrediti i stepen
kristalicnosti polisaharida. Kristalicnost predstavlja deo uredene oblasti saharida u kojoj su
makromolekuli povezani uporednim vodoni¢nim vezama. Pri obradi uzoraka sa D20 obi¢no
se OH grupe u manje uredenim ili amorfnim oblastima brzo pretvaraju u OD grupe, dok se
izmena OH grupa u kristalnim oblastima odvija veoma sporo. Tako se stepen kristalicnosti
odreduje na osnovu promena intenziteta trake asim, v(OH) vibracije i pojave nove trake v(O-
D) vibracije. Odnosi intenziteta traka na 1429 i 893 cm’!, uzeti su kao empirijski pokazatelji
stepena kristali¢nosti uzoraka. Sa opadanjem kristali¢nosti nestaje traka na oko 1430 cm! i
dolazi do povecanja intenziteta trake na oko 900 cm!, karakteristi¢ne za amorfnost. Jo$ bolji

odnos zapaZa se kod traka na oko 1370 i 2900 cm'.

2.8.5.1. Spektar strukturne korelacije primenom metode FTIR

spektroskopije

Na osnovu analize IR moze se pratiti ishod sinteze, prirodu interakcija metal-ligand analizom
oblasti funkcionalnih grupa ukljucenih u obrazovanje kompleksa, o dentatnosti liganda
(monodentatni, bidentatni, mostni), o nacinu koordinacije sa jonom biometala, vrsti
donorskih atoma, kao i o tipu kompleksa (mononuklearni, binuklearni, polinuklearni). Glavna
karakteristika u IR spektrima kompleksa prelaznih metala sa O-donor ligandima tipa kiselina
jeste frekvencija simetricnih (vs) i asimetri¢nih (vas) -COO vibracija. Frekvencija ovih
vibracija zavisi od koordinacije metalnog jona sa karboksilnom grupom iz liganda. Pregled
polozaja traka, intenziteta, kao i dentatnosti karboksilne grupe u koordinaciji sa metalnim
jonima dati su u Tabeli 7 (Dendrinou-Samara i sar., 1998; Agotegaray i sar., 2010; Dimiza i

sar., 2010; Tita i sar., 2011).
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Tabela 7. Karakteristi¢ne vibracije karboksilne grupe sa razli¢itom koordinacijom M-L

Tip koordinacije vas (COO) | vs (COO) | Av = vy (COO) - v, (COO)

Monodentatni

1560-1620 | 1370-1425 150-210

"

Monodentatni dvostruko
vezan

#‘ 1580-1620 | 1370-1410 170-230

Bidentatni

NQ_I 1520-1570 | 1410-1450 70-130

Bidentatni dvostruko
vezan

2 1550-1600 | 1400-1430 100-160
¢
M

Bidentatni trostruko vezan
a)

(}-I
b) M

2.8.6. Atomska apsorpciona spektroskopija (AAS)

1560-1600 | 1380-1420 100-130

AAS je metoda za odredivanje koncentracije nekog metala u datoj supstanci merenjem

apsorpcije zracenja od strane nepobudenih atoma u plazmi tog elementa, nastalih iz date
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supstance. Odredivanje se vr$i na talasnoj duzini jedne od apsorpcionih linija, koja je
karakteristi¢na za element koji se ispituje (rezonantna linija). Apsorpcija se javlja u optickoj
ili normalnoj spektrohemijskoj oblasti (200-1000 nm). Glavne osobine AAS kao analiticke
tehnike, velika specificnost odredivanja i univerzalnost metode, doprinele su Sirokoj primeni
ove tehnike za odredivanje sadrzaja metala u kompleksnim jedinjenjima, kao i1 u
geohemijskim ispitivanjima. Visoka preciznost, od 0,1 do 1 % od merene vrednosti
koncentracije, povezana je u najvecoj meri sa prevodenjem uzorka u rastvor, jer se time
znatno smanjuje njegova nechomogenost (MiSovi¢ i Ast, 1989). Kod plamene AAS granica
detekcije je od nekoliko ppb do nekoliko desetina ppb, dok su kod besplamene AAS granice
100-1000 puta nize. Metodama AAS mogu se odredivati mnogi metali (Fe, Cu, Co, Zn, Ca,

Mg i dr.) u bioloskim uzorcima ili farmakoloskim preparatima (MiSovic i Ast, 1989).

2.8.7. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Osnove rada skenirajuceg elektronskog mikroskopa sastoje se od skeniranja povrSine
ispitivanog uzorka fokusiranim snopom elektrona vrlo precizno. Snop elektrona ekscituje
elektrone u sastavu atoma uzorka. Energija elektrona iz snopa u proporciji je sa interaktivno
ekscitovanim elektronima iz uzorka. Energije ekscitovanih elektrona iz uzorka se sakupljaju i
mere specijalnim detektorima. Pomoc¢u mikroprocesora stvara se pseudotrodimenzionalna
slika topografije povrsSine uzorka. Skenirajuci elektronski mikroskop moze imati rezoluciju i
do nekoliko nanometara, pri cemu moze da radi sa uvecanjima 10 000-300 000 puta i kao
takav jedan je od najces¢e koris¢enih uredaja za karakterizaciju nanomaterijala. Elektroni
uzorka mogu da emituju i X-zrake povratkom iz ekscitovanog u osnovno stanje. Ova pojava
je osnova metode energijske disperzione spektroskopije X-zraka (eng. Energy-Dispersive X-
Rays Spectroscopy, EDX 1ili EDS), koja je Cesto mogucéa u sklopu samog elektronskog
mikroskopa. Emitovani X-zraci se analiziraju i daju podatke o hemijskom sastavu povrsine
uzorka na osnovu Cinjenice da su dobijeni spektri karakteristini za svaki element. U
tipicnom SEM eksperimentu generiSe se snop primarnih elektrona fokusiran u tacku precnika
oko 5 nm, sa energijama elektrona koje variraju od 100 eV do 50 keV. Deo predate
neelasticne energije elektronima u materijalu dovodi do ekscitacije elektrona iz elektronskih
ljuski atoma. Tako ekscitovani atomi vrac¢aju se u osnovno stanje, emitujuc¢i fotone
karakteristicnog X-zracenja ili emisijom Augerovih elektrona. Deo elasticno rasejanih

primarnih elektrona vracéa se iz materijala kroz povrSinu kao odbijeni elektroni sa
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verovatnocom proporcionalnom atomskom broju posmatrane regije materijala. SEM sistem
formira sliku detektovanjem svih pomenutih tipova zraCenja koji se javljaju kao rezultat
interakcije primarnog elektronskog snopa sa materijalom. Detektori sekundarnih elektrona su
standardna oprema svih SEM uredaja, a retko su prisutni detektori za sve signale (Mentus i

Mio¢, 1992; Milosavljevi¢, 1994).

2.8.8. Difrakcija X-zracenja (XRD)

Difrakcija X-zraCenja je veoma vazna metoda ispitivanja kristalne strukture. Kristalna
struktura nanocCestica srebra odredena je metodom Sirokougaone difrakcije X-zracenja
(XRD). Na osnovu dobijenih difrakcionih spektara, identifikacija kristalnih faza, njihovih
prostornih grupa simetrije i odgovaraju¢ih parametara elementarne celije ostvaruje se
poredenjem poloZaja 1 intenziteta svih detektovanih difrakcionih maksimuma sa
odgovaraju¢im referentnim JCPDS difraktogramima makroskopskih kristala. Difraktogrami
X-zracenja za povrsinski centriranu kubnu reSetku, kakva se ocekuje kod AgNPs, treba da
pokazu pikove (maksimume) na 38°, 44°, 64°, 77° 1 81°, 1 oni mogu biti prepoznati kao 111,
200, 220, 311 1 222, respektivno. Snimljeni su pomocu Seifert V-14 uredaja, koriste¢i Ko.l/2
dublet linija bakra talasne duZine Ax = 0.154 nm u intervalu Bragg-ovih uglova 20 od 5° do

90°. Vreme prikupljanja signala po koraku 26 od 0.02° iznosilo je 2s.

Sirina difrakcionih maksimuma S na difraktogramima je odli€an parametar za procenu reda
veli¢ine srednjih dimenzija nanokristalita Dnki. Scherrer-ova jednacina povezuje veli¢inu

nanokristala i Sirinu difrakcionih maksimuma preko relacije (7):
Dkt (20)= K - hx / Prii - cosOnki (7)
ovde je K~1, A - talasna duzina x-zraCenja. Brojevi h, k, i | predstavljaju Milerove indekse

kristalne reSetke uocCenog maksimuma, B - S§irina difrakcionog maksimuma na polovini

njegove visine, # - upadni ugao X-zraka.
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2.8.9. Energijska disperziona spektroskopija X-zraka (EDX)

EDX je efikasna metoda za odredivanje sastava materijala, tj. identifikaciju elemenata u
uzorcima, a radi u sklopu skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Ova tehnika koristi
X-zrake emitovane iz uzorka za vreme bombardovanja elektronskim snopom. Tokom
bombardovanja uzorka elektronskim snopom iz SEM-a pojedini elektroni povrSinskih atoma
bivaju izbaceni. Nastalu vakanciju popunjava elektron sa viSeg nivoa, pri ¢emu emituje X-
zrak kao posledicu zakona odrzanja energije za ova dva elektrona razliCite energije veze.
EDX detektor meri broj emitovanih X-zraka u zavisnosti od energije. S obzirom na to da je
energija X-zraka karakteristika elemenata iz koga je X-zrak emitovan, dobijeni spektar
energije u zavisnosti od relativnog broja detektovanih X-zraka koriS¢en je za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu elemenata prisutnih u ispitivanom uzorku. Prisustvo elementarnog
srebra pokazuju intenzivni signali u spektrogramu na oko 2,8 i 3,15 eV, slabi signali sumpora

na2,3112,46 eV, dok kiseonik daje signal 0,526 eV, a natrijum na oko 1,041 1,07 eV.

2.8.10. Dijaliza

Dijaliza kao metoda uglavnom se primenjuje za razdvajanje molekularno dispergovanih od
koloidnih sistema. Razdvajanje se postize polupropustljivom membranom, ¢ije su pore tako
fine da zadrZavaju koloidne i makromolekularne cestice, a propustaju cCestice manjih
molarnih masa (Miti¢, 2009). Ova tehnika se Siroko primenjuje u industriji i laboratorijskoj
praksi za preciS¢avanje i koncentrisanje. U slucaju sinteze AgNPs ovom tehnikom se moze
ukoniti visak neizreagovanih jona (nitratni, joni srebra i natrijuma), Sto je vazno za spektar
strukturne korelacije primenom metode FTIR spektroskopije. Uklanjanje viska jona srebra iz
reakcione smeSe je vazno i zbog spreCavanja mogucnosti oksidacije drugih organskih
molekula. Srebro je uklonjeno dijalizom naspram dejonizovane vode. Rastvori AgNPs-CMD,
AgNPs-DS i AgNPs-E su kvantitativno preneseni u creva za dijalizu (Spectra/Por, M.W.C.O.
12000, proizvodaca ,,Spectrum Medical Industries, Inc.”) ¢iji je cut off 12 kDa.
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2.8.11. Gel permeaciona hromatografija (GPC-SEC)

Hromatografska metoda bazirana na razlicitim veli¢inama molekula, jedna je od standardnih
metoda u frakcionisanju i karakterizaciji polimera. Glavna prednost nad ostalim metodama je
u tome §to pruza uspesno frakcionisanje za odredeni vremenski period. Gel-hromatografsko
razdvajanje se vrsi u zatvorenom sistemu, pod odredenim pritiskom (Markovi¢ i sar., 1998).
Polimer je rastvoren u pogodnom rastvarau, a razdvajanje razliitih efektivnih veli¢ina
makromolekula u rastvoru, predstavlja rezultat funkcija njihove molarne mase, veliCina pore
pakovanja kolone i afiniteta polimera i rastvaraca. Stacionarnu fazu predstavlja matrica gela
(poroznog polimera sa porama razli¢itih veli¢ina) ispunjena tecnoS¢u (eluentom) sa slabo
izrazenim adsorpcionim osobinama, tako da se razdvajanje molekula vrsi isklju¢ivo prema
njihovom obliku 1 veli€ini, tj. hidrodinamickoj zapremini. Mehanizam razdvajanja u GPC-
SEC pretpostavlja da je razdvajanje zasnovano na difuzionoj ravnoteZzi koja uslovljava da je
vreme zadrzavanja komponenti uzorka direktno proporcionalno dubini penetracije kroz pore
gela. Kao rezultat eksperimenta dobija se eluacioni dijagram-hromatogram, koji se pomocu
kalibracione krive moze prevesti u krivu raspodele molarnih masa, integralnu ili

diferencijalnu (Gutnikov i Scott, 2000).

2.8.12. Antimikrobna aktivnost nanoc¢estica srebra

Antimikrobna aktivnost sintetisanih AgNPs analizirana je primenom disk-difuzione metode
kao indirektne kvantitativne metode, koja je zasnovana na posrednom odredivanju broja
mikroorganizama izraslih na hranljivoj podlozi, odnosno brojanju kolonija koje su u toku

inkubacije formirale pojedinacne ¢elije mikroorganizama.

Princip ove metode je da ispitivani antimikrobni uzorak difunduje u hranljivu podlogu i
deluje inhibitorno na razmnoZzavanje mikroorganizma (bakterija i gljiva) prethodno zasejanih
na tu podlogu. Najces¢e primenjivana difuziona metoda je disk metoda (metoda tablete). U
tom slucaju koriste se diskovi ili tablete obloZzeni tacno odredenom koncentracijom
ispitivanog uzorka. Hranljiva podloga se prethodno zaseje suspenzijom odredene gustine
Ciste kulture ispitivanog soja (inokulum), a potom se stave diskovi ili tablete iz kojih uzorak
difunduje u podlogu. Dobijeni rezultat ocitava se kao pre¢nik zone inhibicije rasta mikroba

nakon inkubacije od 18-24 c¢asa na 37 °C. Ukoliko su svi uslovi standardizovani (pritisak,
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temperatura, pH, vreme inkubacije) onda je precnik zone inhibicije proporcionalan
koncentraciji ispitivanog antimikrobnog uzorka. Naime, ako je zasejan mikroorganizam
osetljiv na dejstvo antimikrobnog uzorka, on nece porasti u zoni njegove aktivnosti.
Na $irinu zone inhibicije mogu da utic¢u slede¢i faktori:

» osobine podloge,

> veli¢ina inokuluma,

» faza razmnozavanja u kojoj se nalazi ispitivani mikroorganizam,

» stabilnost antimikrobnog sredstva.
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3.1. Priprema uzoraka

U disertaciji su koriS¢eni komercijalni proizvodi: bakar(Il)-acetat monohidrat
(Cu(CH3COO0)2'H20, Sigma Aldrich), kobalt(I)-hlorid heksahidrat (CoCl2-6H20, Sigma
Aldrich), karboksimetil dekstran (CMD ,,Zdravlje”, Leskovac, Srbija), natrijumova so
dekstran sulfata (DS) (Sigma Aldrich, Svedska, Mw = 500 000 g/mol, 17 % S), nadzemni deo
dimnjace (Fumaria herba) sa podrucja Srbije (Chamomilla, Banatski Karlovac). Biljni
materijal je neposredno pre analize samleven u laboratorijskom elektricnom mlinu (" BRAUN
AROMATIC KSM2”), biljni ekstrakt Fumaria officinalis L, dobijen ekstrakcijom u
laboratoriji na TehnoloSkom fakultetu u Leskovcu, AgNOs (Merck-Darmstadt, Nemacka),
NaOH (Sigma-Aldrich, Svedska). Za pripremanje rastvora kori$éena je redestilovana voda.

Svi reagensi su analiticke Cistoce i1 koriS¢eni su bez daljeg prec€is¢avanja.

3.1.1. Sinteza kompleksa bakra sa CMD

U rastvor koji sadrzi 2 mmol CMD liganda u 100 ml H20, je dodavan ukapavanjem rastvor
koji sadrzi 1 mmol bakar(Il)-acetat monohidrat uz konstantno meSanje do pH oko 7 i
zagrevanje do kljucanja. Promena boje reakcione smeSe (od plave do zelene) ukazuje na
formiranje kompleksa. Iz reakcione smeSe su uzimani uzorci nakon 10, 60 i 90 minuta,
snimani njihovi UV spektri i merena apsorbanca. Reakciona smeSa je zatim ohladena do
sobne temperature, a kompleks je talozen dodavanjem 50 ml 96 % etanola. Posle stajanja
preko no¢i, etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran redestilovanom vodom. Dijaliza
rastvora koriS¢ena je za uklanjanje nepozeljnih jona. Konacno, kompleks je talozen iz
dijalizovanog rastvora 96 % etanolom i nakon odvajanja suSen 3 ¢asa na 105 °C u vakuum

susnici.

3.1.2. Sinteza kompleksa bakra sa DS

U rastvor koji sadrzi 2 mmol DS liganda u 100 ml H20, je dodavan ukapavanjem rastvor koji
sadrzi 1 mmol bakar(II)-acetat monohidrat uz konstantno mesanje (10 i 60 minuta) do pH oko
7. Rastvor se zagreva do kljuCanja i do promene boje reakcione smeSe. Promena boje rastvora

od plave do zelene pokazala je da je sinteza kompleksa zavrSena. Reakciona smesa je zatim
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ohladena na sobnoj temperaturi, a kompleks je talozen dodavanjem 50 ml 96 % etanola. Posle
stajanja preko noci, etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran redestilovanom vodom.
Dijaliza rastvora koriS¢ena je za uklanjanje nepozeljnih jona. Konacno, kompleks je talozen
iz dijalizovanog rastvora 96 % etanolom i1 nakon odvajanja osusen 3 casa na 105 °C u

vakuumskoj susnici.

3.1.3. Sinteza kompleksa kobalta sa CMD

U rastvor koji sadrzi 2 mmol CMD liganda u 100 ml H20, je dodavan ukapavanjem rastvor
koji sadrzi 1 mmol kobalt(Il)-hlorid heksahidrat uz konstantno mesanje (10 i 60 minuta) do
pH oko 7. Rastvor se zagreva do kljucanja i do promene boje reakcione smese. Promena boje
rastvora iz slabo ruzicaste u roze boju pokazala je da je sinteza kompleksa zavrSena.
Reakciona smesa je zatim ohladena na sobnoj temperaturi, a kompleks je talozen dodavanjem
50 ml 96 % etanola. Posle stajanja preko no¢i, etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran
redestilovanom vodom. Dijaliza rastvora koriS¢ena je za uklanjanje nepozeljnih jona.
Konacno, kompleks je talozen iz dijalizovanog rastvora 96 % etanolom i nakon odvajanja

osusen 3 Casa na 105 °C u vakuumskoj susnici.

3.1.4. Sinteza kompleksa kobalta sa DS

U rastvor koji sadrzi 2 mmol DS liganda u 100 ml H20, je dodavan ukapavanjem rastvor koji
sadrzi 1 mmol kobalt(Il)-hlorid heksahidrat uz konstantno mesanje (10 i 60 minuta) do pH
oko 7. Rastvor se zagreva do kljuCanja i do promene boje reakcione smeSe. Promena boje
rastvora iz slabo ruziCaste u roze boju pokazala je da je sinteza kompleksa zavrSena.
Reakciona smesa je zatim ohladena na sobnoj temperaturi, a kompleks je talozen dodavanjem
50 ml 96 % etanola. Posle stajanja preko no¢i, etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran
redestilovanom vodom. Dijaliza rastvora koriS¢ena je za uklanjanje nepozeljnih jona.
Konac¢no, kompleks je talozen iz dijalizovanog rastvora 96 % etanolom i nakon odvajanja

osusen 3 Casa na 105 °C u vakuumskoj susnici.
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3.1.5. Sinteza nanocestice srebra sa CMD

U reaktor zapremine 100 ml, pri sobnoj temperaturi, najpre je dodato 20 ml sveze
pripremljenog CMD (0,002 M), a nakon 10 minuta, uz konstantno mesanje (300 obr/min), i
10 ml rastvora AgNOs3 (0,001 M). Suspenzija je podvrgnuta meSanju tokom 2 Casa, a potom
je podeSena pH vrednost suspenzije na 7, dodavanjem 0,4 ml rastvora NaOH (0,001M).
Smesa je drzana 24 Casa pod refluksom. Promena bele u zutu boju reakcione smese ukazuje
na formiranje AgNPs-CMD nanocestica. Reakciona smeSa je zatim ohladena do sobne
temperature, a nanocestice AgNPs-CMD su taloZene 96 % etanolom. Posle stajanja preko
no¢i, etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran redestilovanom vodom. Konacno,
nanocestice su istaloZene iz rastvora 96 % etanolom 1 nakon dekantovanja alkohola suSene 3

¢asa na 105 °C u vakuum susnici.

3.1.6. Sinteza nanocestice srebra sa DS

U reaktor zapremine 100 ml, pri sobnoj temperaturi, najpre je dodato 20 ml sveze
pripremljenog DS (0,002 M), a nakon 10 minuta, uz konstantno mesanje (300 obr/min) i 10
ml rastvora AgNOs3 (0,001 M). Suspenzija je podvrgnuta meSanju tokom 2 Casa, a potom je
podesena pH vrednost suspenzije na 7 dodavanjem 0,4 ml rastvora NaOH (0,001 M). Smesa
je drzana 24 Casa pod refluksom. Promena bele u Zutu boju reakcione smeSe ukazuje na
formiranje AgNPs-DS nanocestica. Reakciona smeSa je zatim ohladena do sobne
temperature, a nanocestice AgNPs-DS su talozene 96 % etanolom. Posle stajanja preko no¢i,
etanol je dekantovan, a talog ponovo rastvaran redestilovanom vodom. Konac¢no, nanocestice
su istalozene iz rastvora 96 % etanolom i nakon dekantovanja alkohola suSene 3 ¢asa na

105°C u vakuum susnici.

3.1.7. Sinteza nanocestice srebra sa ekstraktom Fumaria officinalis L

Vodeni rastvor koji sadrzi Fumaria officinalis L, kao redukuju¢i 1 zastitni agens (0,50 g
osusenog ekstrakta u 50 ml redestilovane vode), je dodavan ukapavanjem u rastvor koji
sadrzi AgNOs3 (50 ml, 0.001 M) u reaktoru uz konstantno meSanje. Sinteza je vrSena tokom 2

¢asa na dva nacina: na temperaturi kljucanja ili na sobnoj temperaturi. [z reakcionih smesa
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uzimani su uzorci u razli¢itim vremenskim intervalima (5-120 minuta), kao i nakon stajanja
(15 dana-3 meseca), za snimanje UV-Vis spektara. Promena boje reakcione smese (bezbojne
do zute) ukazuje na formiranje AgNPs-E nanocestica. Za snimanje FTIR spektara ohladena

reakciona smesa je prethodno podvrgnuta dijalizi, a potom suSena pod vakuumom.

3.2. Metode ispitivanja

3.2.1. UV-Vis spektrofotometrija

Apsorpcioni spektri kompleksa bakra, kobalta i nanocestice srebra sa polisaharidima
karboksimetil dekstranom, dekstran sulfatom i ekstraktom snimani su na spektrofotometru
Varian Cary-100 Conc. UV-Vis u talasnoj oblasti od 190-900 nm. Snimanje uzoraka je
vrseno u kvarcnim kivetama (1x1 cm) na sobnoj temperaturi, u odnosu na redestilovanu
vodu. Kompjuterska obrada snimljenih UV-Vis spektara vrSena je softverskom aplikacijom

Carz. UV-Conc (Copyright®, Varian 1999) pod Windows XP OS podrskom.

3.2.1.1. Jobb-ova metoda bioelementa Cu

Za odredivanje odnosa metala i liganda kompleksa Cu-CMD, prema Jobb-ovoj metodi
pripremani su rastvor bakar acetata 0,0995 g rastvoren u 50 ml vode i osnovni rastvor CMD
0,119 g u 50 ml vode. Od ovih rastvora pripremljena je serija rastvora dobijena meSanjem
osnovnih rastvora u razlicitom molskom odnosu, a merenje apsorbancije vrSeno je na 279 i

744 nm.

3.2.1.2. Metoda molskog odnosa bioelementa Cu

Posto su preliminarna ispitivanja pokazala da je kompleks Cu-DS nestabilan, za odredivanje
odnosa metala i DS, primenjena je metoda molskog odnosa. Pripremani su rastvor bakar
acetata 0,050 g rastvoren u 100 ml vode i osnovni rastvor DS 0,110 g u 100 ml vode. Merenje
apsorbancije rastvora u razli¢itim molskim odnosima, dobijenih tako Sto je istoj zapremini

rastvora bakra dodavana razlicita zapremina rastvora DS vrSeno je na 215, 254 1 698 nm.
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3.2.1.3. Jobb-ova metoda bioelementa Co

Za odredivanje odnosa metala i liganda kompleksa Co-CMD, prema Jobb-ovoj metodi
pripremani su rastvor kobalt hlorida 0,0995 g rastvoren u 50 ml vode i osnovni rastvor CMD
0,119 g u 50 ml vode. Od ovih rastvora je pripremljena serija rastvora dobijena meSanjem
osnovnih rastvora u razlicitom molskom odnosu, a merenje apsorbancije vrSeno je na 250 i

510 nm.

3.2.1.4. Metoda molskog odnosa bioelementa Co

Posto su preliminarna ispitivanja pokazala da je kompleks Co-DS nestabilan za odredivanje
odnosa metala i DS primenjena je metoda molskog odnosa. Pripremani su rastvor kobalt
hlorida 0,050 g rastvoren u 100 ml vode i osnovni rastvor DS 0,110 g u 100 ml vode.
Merenje apsorbancije rastvora u razli¢itim molskim odnosima dobijenih tako §to je istoj
zapremini rastvora kobalta dodavana razli¢ita zapremina rastvora DS, vrSeno je na 254 1 500

nm.

3.2.2. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)

Infracrveni spektri Cu, Co 1 nanocestica srebra sa polisaharidima karboksimetil dekstranom,
dekstran sulfatom i ekstraktom dobijeni su metodom presovanja supstance zajedno sa KBr-
om. IR spektri ¢vrstih uzoraka snimani su neposredno posle pripremanja pastile na sobnoj
(298 K) i1 temperaturi tecnog azota (77 K) na FTIR spektrometru BOMEM MB-100
(Hartmann & Braun, Canada), koji je opremljen standardnim (deuterated triglycine
sulfate/KBr) DTGS/KBr detektorom, u oblasti talasnih brojeva mid-IR od 4.000-400 cm™! i
pri rezoluciji 2 ¢cm!, sa referentnom pastilom pripremljenom od ¢istog KBr-a (150 mg,
Merck). Pre snimanja kroz spektrometar je produvavan inertni gas azot, zbog eliminisanja
vlage i CO2, koji negativno uti¢u na kvalitet IR spektra. Za snimanje FTIR spektara na
temperaturi kljuanja te¢nog azota "LNT-FTIR spektri" koris¢ena je ¢elija Graseby Specac
P/N 21525 sa promenljivom temperaturom. Kompjuterska obrada snimljenih IR spektara
vrSena je softverskom aplikacijom Win-Bomem Easy™ 3.01C Level II (Copyright® 1991-
1994, Galactic Industries Corporation) pod Windows XP OS podr§kom.
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Deuteriranje. Parcijalno deuterirani analozi hidrata kompleksa dobijeni su na tzv.
hidrotermalni nacin, tj. stajanjem 10 mg odgovarajuceg jedinjenja u D20 u zatopljenim
staklenim ampulama na povisenoj temperaturi (oko 50 °C) u toku dva meseca. Nakon toga su
izdvajani filtriranjem, osuSeni pod vakuumom, posle €ega su snimani njihovi FTIR spektri

metodom presovanih tableta u KBr.

3.2.3. Atomska apsorpciona spektrometrija (AAS)

Odredivanje sadrzaja bakra i kobalta je radeno primenom metoda AAS na AAS spektrometru
Philips PYE UNICAM SP 9 u Zavodu za javno zdravlje Leskovac. Merenje je vrSeno na
324,8 nm, Sirina proreza 0,5 nm u plamenu acetilen-vazduh sa Cu lampom kao Supljom

katodom.

Priprema osnovnog standardnog rastvora bakra: na analitickoj vagi odmeren je ta¢no 1 g
bakra i rastvaran u 50 ml rastvora HNO3 koncentracije 5 mol/dm®. Rastvor je razblazen
vodom R (Aqua redestillata-“Zdravlje” Leskovac), a sadrzaj bakra u osnovnom standardnom
rastvoru je 1 mgem™. Od osnovnog standardnog rastvora bakra, razblazivanjem su
pripremljeni standardni rastvori. RazblaZeni standardni rastvor bakra sadrzi: 3,20; 6,40; 9,60;
12,80; 16,00 i 19,20 mg Cu(Il)/dm® (ppm). Svi reagensi koji su korid¢eni za pripremu
ispitivanog rastvora dodavani su standardnim rastvorima i rastvoru slepe probe u istim
koncentracijama. Kao slepa proba kori§¢en je rastvor HCI koncentracije 0,5 mol/dm?. Na
osnovu srednjih vrednosti ocitavanja dobijenih sa standardnim rastvorima, konstruiSe se

kalibraciona prava.

Ispitivani rastvor:; odmereno je 0,030 g kompleksa Cu sa CMD i rastvoreno u odmernom
sudu sa vodom do 25 ml, a za merenje je uziman 1 ml. Merenje je vrSeno za obe probe na

324,8 nm, u plamenu acetilen-vazduh sa Cu lampom kao Supljom katodom.

Priprema osnovnog standardnog rastvora kobalta: na analitickoj vagi odmeriti tacno 1 g
metala kobalta i rastvoriti u 50 ml HCI (5 mol/dm?). Rastvor prebaciti u normalni sud od 1000
ml, razblaziti vodom R, dopuniti do crte i promuckati. Sadrzaj kobalta u osnovnom rastvoru
je 1 mgem3. Od osnovnog rastvora otpipetirati 4 ml u normalni sud od 100 ml, zatim
rastvorom HCI koncentracije 0,5 mol/dm® dopuniti do crte i dobro promuckati. Od ovog
razblazenog rastvora otpipetirati po: 0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 1 2,0 ml u odmerne sudove od 25 ml,

dopuniti rastvorom HCI koncentracije 0,5 mol/dm? do crte i promudkati. Svi reagensi koji se
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koriste za pripremu ispitivanog rastvora dodaju se standardnim rastvorima i rastvorima slepe
probe u istim koncentracijama. Na osnovu srednjih vrednosti ocitavanja dobijenih sa
standardnim rastvorima, konstruiSe se kalibraciona prava. Razblazeni standardni rastvori
sadrze: 0,48; 0,80; 1,60; 2,40 i 3 20 mg Co(1I)-jona po dm?® (ppm). Slepa proba je rastvor 0,5
mol/dm? HCL.

Ispitivani rastvor: odmereno je 0,020 g uzorka kompleksa Co sa CMD i odmerni sud od 25
ml je dopunjen vodom do crte, a za merenje je uziman 1 ml. Merenje je vrSeno na 240,7 nm u

plamenu acetilen-vazduh sa Co lampom kao Supljom katodom.

3.2.4. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija je koriS¢ena kao metoda za ispitivanje morfologije
povrsine nanocestice srebra. Uredaj kojima su vrSena merenja je JEOL JSM 6460LV. Uzorci
u vidu praha su, pre analize, prekriveni tankim slojevima zlata zbog male elektricne
provodnosti materijala, pomoc¢u uredaja za naparavanje JPC JEOL-1100, strujom od 30 mA
sa udaljenosti od 50 mm tokom 180 s. Uredaj je dodatno opremljenim INCA EDX dodatkom

pomocu kojeg je odreden sastav uzorka i njegova homogenost po povrsini.

3.2.5. Difrakcija X-zracenja (XRD)

Metoda XRD je korisS¢ena za odredivanje i potvrdivanje kristalne strukture nanocestice
srebra. Uzorak za XRD analizu je pripremljen nanoSenjem centrifugiranog uzorka na
mikroskopsku staklenu plocicu i preko no¢i susen na vazduhu. Difraktogram je snimljen iz
Rigaku MiniFlex 600 difraktometra u opsegu 260 od 5 - 70 © pomoéu Cu Ka (A = 1.540593 A)
kao X-zraka. Kristalna struktura nanocestica srebra odredena je metodom Sirokougaone
difrakcije X-zracenja (XRD). Na osnovu dobijenih difrakcionih spektara, identifikacija
kristalnih faza, njihovih prostornih grupa simetrije i odgovarajucih parametara elementarne
¢elije, ostvarena je poredenjem poloZaja i intenziteta svih detektovanih difrakcionih

maksimuma sa odgovarajuc¢im referentnim difraktogramima makroskopskih kristala.
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3.2.6. Energijska disperziona spektroskopija X-zraka (EDX)

Za EDX spektralnu analizu nanocestice srebra koriS¢en je LINK Analitical 2000 QX
montiran na JEOL JSM 5300 skenirajuceg elektronskog mikroskopa. Isti uzorci pripremljeni

za SEM analizu, kori$¢eni su za dobijanje EDX spektra.

3.2.7. Dijaliza

Dijaliza je radena u laboratorijskoj ¢asi zasti¢enoj od svetlosti, na magnetnoj mesalici, uz
Ceste izmene redestilovane vode. Na svaka 24 Casa proveravana je uspeSnost dijalize,
utvrdivanjem prisustva visak srebra u vodi naspram koje je radena dijaliza. Uzorci od 100 ml
AgNPs-CMD, AgNPs-DS i AgNPs-E stavljeni su u creva za dijalizu. Uspesnost dijalize
pracena je dodavanjem male koli¢ine natrijum hlorida do pojave belog zamucenja u
laboratorijskoj ¢asi koji oznacava pozitivnu reakciju na prisustvo visak neizreagovanih jona
srebra. Izmene vode naspram koje su vrSene dijalize uzoraka AgNPs-CMD, AgNPs-DS i

AgNPs-E ponavljane su sve do negativnih reakcija na prisustvo jona srebra.

3.2.8. Metoda ekstrakcije

U ovom istrazivanju kao biljni materijal je koriS¢en vazdusni deo zemljisnog dima (Fumaria
herba). Usitnjeni i homogenizovani biljni materijal (5 g) je preliven klju¢alom vodom (100
ml) i izvrSena je ekstrakcija ukupnih ekstraktivnih materija (UEM) u toku 90 minuta na
sobnoj temperaturi (solvomodul 1:20 m/v). Nakon ekstrakcije biljni materijal je odvojen od
teCnog ekstrakta filtriranjem na Bihnerovom levku, zatim je rastvarac¢ uklonjen uparavanjem
na rotacionom vakuum uparivacu na 60 °C do konstantne mase i ¢uvan u frizideru na +4 °C
do analize. Prinos UEM (suvi ekstrakt) odreden je suSenjem te¢nog ekstrakta (alikvotni deo,
2 ml) u susnici na 105 °C do konstantne mase. Koncentracija te¢nog ekstrakta (mg/ml)
izraCunata je na osnovu sadrzaja suvog ostatka. Na osnovu dobijenih rezultata izracunat je

prinos UEM i izrazen u g/100 g biljnog materijala (g/100 g b.m.) kori§¢enog za ekstrakciju.
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3.2.9. Gel permeaciona hromatografija (GPC-SEC)

Gel-hromatografska analiza uzoraka vrSena je na hromatografskom sistemu HP Agilent GPC-
300 sa DAD i RID detektorom, na Zorbax Eclipse PSM-300 koloni. Eluiranje frakcija je
vrSeno destilovanom vodom na sobnoj temperaturi. Protok u sistemu (1 c¢m?® min?) je
odrzavan konstantnom binarnom pumpom (HP, Agilent). U sistem je dozirano po 20 pl
ispitivanog rastvora. UV spektri prisutnih frakcija su snimani DAD detektorom u intervalu
talasnih duzina od 200 do 400 nm. Kompjuterska obrada snimljenih HP-GPC hromatograma i
UV spektara vrSena je softverskom aplikacijom Agilent Chem. Station™ LC 3D Systems
(Copyright® 2006, Agilent), pod Windows XP OS podrskom, za automatsku obradu
parametara Mw, Mn, Mz, Mv, D, [n], Vp, Mp 1 A.

3.2.10. Antimikrobna aktivnost nanocestica srebra

Za ispitivanje su koriS¢eni standardni inokulumi mikroorganizama, koji su pripremani
zasejavanjem odgovarajuce kulture mikroorganizma (100 pl) na tecnoj TSB podlozi (3 ml).
Nakon inkubacije inokuluma na 37 °C tokom no¢i, mikroorganizmi su uzeti iz njihove
eksponencijalne faze rasta (16-18 Casa od zasejavanja) i kao takvi dalje koriS¢eni u

eksperimentu.

Sama metoda zasniva se na tome da se u sterilne erlenmajere u sterilnoj atmosferi plamenika
dodaju slede¢im redom: fizioloski rastvor (50 ml), inokulum odgovaraju¢eg mikroorganizma
(500 pl) 1 ispitivane nanocCestice srebra i kompleksa Cu (1 mg). Kako bi se odrzala sterilna
sredina, erlenmajeri su zatvoreni ¢epom i drzani na temperaturi od 37 °C u vodenom kupatilu
tokom 2 ¢asa, uz meSanje. Nakon toga, iz svakog erlenmajera je uzet alikvot suspenzije od 1
ml koji je dalje decimalno razblazivan fizioloskim rastvorom 0,9 % NaCl (sterilizacija u
trajanju od 20 minuta na 121°C). Nakon homogenizacije suspenzije na vorteksu gustina
suspenzije je podeSena poredenjem sa 0,5 McFarlandovim standardom koji odgovara broju
mikroorganizama od 1-2x10® CFU/ml (eng. Colony Forming Units) (Andrews, 2005).
Alikvot od 0,1 ml iz odgovaraju¢eg razblazenja je prebacen u sterilne Petrijeve Solje, nakon
¢ega je prelivan rastopljenom TSA podlogom (~ 20 ml), uz meSanje. Na povrSinu zasejane
podloge postavljeni su sterilni diskovi precnika 9 mm i impregnirani sa 60 pl rastvora

kompleksa Cu i nanocestice AgNPs-CMD, AgNPs-DS i AgNPs-E u koncentracijama 0,25
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mgem, 0,5 mgem™>, 1 mgem3. Petrijeve Solje su inkubirane u termostatu na temperaturi od
37 °C tokom narednih 24 ¢asa (Hamblin i Jori, 2011). Nakon inkubacije izmeren je pre¢nik

zone inhibicije rasta mikroorganizama.

Za antimikrobnu aktivnost nanocestica srebra kao indikator sojeva koriS¢eni su sledeci

mikroorganizmi:

Gram-pozitivne bakterije:

v’ Staphylococcus aureus ATCC 25923,
v" Bacillus cereus ATCC 11778,
v Bacillus luteus in haus strain,

V' Listeria monocytogenes ATCC 15313,

Gram-negativnih bakterije:

v' Escherichia coli ATTC 25922,
V' Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853,
v’ Klebsiella pneumoniae ATTC 700603,
V' Proteus vulgaris ATTC 8427, i

Gljiva:
v’ Candida albicans ATTC 2091.
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4.1. Fizicko-hemijske karakteristike kompleksa biometala Cu sa CMD i DS

4.1.1. Odredivanje stehiometrije kompleksa

Radi karakterizacije sintetisanih kompleksa ispitivane su neke fizicko-hemijske karakteristike

kompleksa, a rezultati su prikazani u Tabeli 8.

Tabela 8. Fizi¢ko-hemijske karakteristike kompleksa Cu

Sadrzaj Cu (%)
Prinos | Molski odnos Boja
Kompleks Vreme Amax/ nm
(%) M:L kompleksa
10 min. | 60 min.
279, 309,
Cu-CMD 6,1 12,1 64,06 1:2 zelena
744
Cu-DS 2,5 12,5 25,06 1:1 254, 698 zelena

Rezultati prikazani u Tabeli 8 odnose se na komplekse dobijene na temperaturi kljucanja i pH
oko 7. Sadrzaj bakra u ovim reakcionim uslovima ispitivan je posle 10, odnosno 60 minuta
primenom metoda AAS (na osnovu preliminarnih rezultata zakljuceno je da se reakcija
zavrSava posle 60 minuta). Kao §to se vidi, posle 60 minuta ostvaren je prinos jedinjenja Cu-
CMD 64 % odnosno Cu-DS oko 25 %, sa sadrzajem bakra od 12,1 % odnosno 12,5 %
respektivno. Preracunati odnos Cu : ligand bi bio priblizno 1:2 kod kompleksa Cu-CMD, a
kod jedinjenja Cu-DS 1:1. Potvrdu ovakvih molskih odnosa dala su ispitivanja primenom
Jobb-ove metode za kompleks Cu-CMD, a za jedinjenje Cu-DS ispitivanja metodom molskog
odnosa koja su detaljnije opisana u teoretskom delu rada, posto su preliminarna ispitivanja

pokazala da se Jobb-ova metoda kod ovog jedinjenja ne moze primeniti.

Merenje apsorbancije serije standardnih rastvora vrSeno je na 744 nm u slucaju kompleksa
Cu-CMD, (na ovoj talasnoj duzini postoji apsorpcioni maksimum, v. SI. 15), a rezultati su

prikazani na Slici 13.
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Slika 13. Primena Jobb-ove metode za odredivanje odnosa M:L (na apscisi su prikazane zapremine

rastvora liganda, a zapremine rastvora metala su dopuna do 10 ml).

Kao $to moze da se vidi sa slike, najveca absorbanca je dobijena kod zapreminskog odnosa
ligand : metal ~ 6,3:3,7, S§to bi priblizno odgovaralo odnosu M : L ~ 1:2. Kod ovakvog
odnosa M : L, dva koordinaciona mesta metala mogu biti dopunjena do koordinacionog broja
6, tako da se moze formirati kompleks oktaedarske strukture, na Sta ukazuje zelena boja
kompleksa, ali 1 polozaj apsorpcionog maksimuma. U tom slucaju koordinaciona sfera metala
mogla bi da bude dopunjena, najverovatnije, molekulima vode do O tipa kompleksa

navedenog metala.

Posto su preliminarna ispitivanja pokazala da je kompleks Cu-DS nestabilan za odredivanje
odnosa metala i DS, primenjena je metoda molskog odnosa. Merenje apsorbancije rastvora u
razli¢itim molskim odnosima, dobijenih tako S$to je istoj zapremini rastvora bakra dodavana
razliita zapremina rastvora DS iste koncentracije, vrSeno je na 698 nm, na kojoj kompleks
pokazuje najvecu vrednost apsorbancije. Rezultati merenja su prikazani na Slici 14. U ovom
slucaju tacka preloma koja odreduje molski odnos, kako je u teoretskom delu opisano, je za
odnos metal : ligand ~ 1:1, pa bi po pitanju koordinacione sfere bakra i u ovom slucaju vazilo

da ona moze biti dopunjena do Or tipa, najverovatnije, molekulima vode.
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Apsorbanca
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Slika 14. Primena metode molskog odnosa M:L kompleksa Cu-DS.

4.1.2. Spektar strukturne korelacije primenom metode UV-Vis

spektrofotometrije

Spektri u UV-Vis oblasti su prikazani na Slici 15. Uvodenjem karboksimetil grupe, odnosno
sulfo grupe kao hromofornih grupa u strukturu dekstrana, koji ne pokazuje apsorpciju u
bliskoj UV oblasti, nastaju CMD 1 DS, pa bi se u njihovim UV-Vis spektrima ocekivale
apsorpcione trake od m—n" prelaza, koji je zabranjen po kvantnomehanic¢kim selekcionim
pravilima (na oko 180 nm) i n—>n" (na oko 270-290 nm) (Nikoli¢, 2001). Ove trake se
najverovatnije zbog slabog intenziteta ne mogu uociti, ili je njihov polozaj izvan granica
snimljenog spektra. Medutim, kod kompleksa Cu-DS u oblasti od 200-300 nm postoji
intenzivna traka na oko 254 nm, a kod Cu-CMD na 279 nm sa prevojem na 309 nm koje se
mogu pripisati n—>n" prelazima karboksilne, odnosno sulfo hromoforne grupe. U odnosu na
polazne ligande kod kompleksa pokazuju batohromni i hiperhromni efekat, koji je verovatno
rezultat promenjene elektronske gustine i povecane verovatnoce prelaza zbog interakcija
ligand-metal, odnosno formiranja koordinativne veze. Pojava ovih traka u UV oblasti spektra

moze da sluzi kao kriterijum uspesnosti sinteze. Cinjenica da je apsorpcioni maksimum kod
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jedinjenja Cu-DS na manjim talasnim duzinama ukazuje na jacu vezu, odnosno interakcije

Cu-0 nego li kod Cu-CMD.

—ea—CND —*—Cu-CKMD

—¥— Cu-DS

Apsorbanca

e T T T T T T T T T T T T T T "]
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Wavelength (nm)
Slika 15. UV-Vis spektri CMD, DS i njihovih kompleksa sa biometalom Cu

Pored traka koje se javljaju u UV oblasti, u vidljivoj oblasti spektara postoji Siroka traka kod
Cu-CMD na Amax = 744 nm, a kod Cu-DS na 698 nm. Ove trake, prema polozaju i intenzitetu
mogu se pripisati prelazima d—d tipa u centralnom metalnom jonu bakra konfiguracije
Cu?":[Ar] 3d°. Prema kvantnomehani¢kim pravilima izbora d—»d prelaz je zabranjen, a
¢injenice pokazuju da on stvarno postoji. Do delimi¢nog odstupanja od zabrane dolazi
kombinovanjem talasnih funkcija d- i p- orbitala, u slucajevima kada molekul kao celina
nema centar simetrije, a njihova simetrija se narusava uvodenjem talasnih funkcija koje se

odnose na vibracije liganda.

Ako pretpostavimo da, verovatno, dolazi do interakcije d- orbitala M(II)-jona sa p-orbitalama
liganda, onda je d—d prelaz ustvari p—d prelaz, koji je dozvoljen po kvantnomehanickim
pravilima izbora. Prema literaturnim podacima, §to je vece meSanje odgovarajucih d- i p-
atomskih orbitala (pz-dr interakcija), to je i intenzitet odgovarajuée apsorpcione trake veéi

(Drago, 1981; Lever, 1987).
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Na osnovu vrednosti Amax mogu se izracunati vrednost molarnog energetskog sadrzaja za

navedene apsorpcione maksimume, Emax prema relaciji (8):

Em=h-v-Na=h-c-Na/k (8)

U ovoj jednacini je: & - Planck-ova konstanta (6,626-10-4Js), v - frekvencija (s!), ¢ - brzina

svetlosti (3-10'° cms™), Na - Avogadrov broj (6,02 - 10> mol!), A - talasna duZina (cm).

Posle uvodenja brojnih vrednosti i preraCunavanjem, vrednosti molarnog energetskog
sadrzaja bi iznosile: 6,62-1034Js - 3-10' nm's™! - 6,02:10*3 mol"' / A =1,197-10° / A (nm) =
160,89 kJ-mol! za jedinjenje Cu-CMD, odnosno 171,49 kJ-mol! za jedinjenje Cu-DS $to

odgovara energiji vidljive oblasti spektra za zabranjeni d—d prelaz.

Izralunate, energije cepanja kristalnim poljem prema relaciji A = v-1,2938-10=1,2938-10-4/A
bi iznosile 1,74 (eV) za jedinjenje Cu-CMD, odnosno 1,83 (eV) za jedinjenje Cu-DS. Ovakve

vrednosti ukazuju na tetragonalno deformisane komplekse oktaedarske koordinacije.

4.1.3. Spektar strukturne korelacije primenom metode FTIR

spektroskopije

Analiza infracrvenih spektara sintetisanih jedinjenja vrSena je na empirijski nacin tj. na
osnovu literaturnih podataka, medusobnim uporedivanjem spektara polaznih jedinjenja
dekstrana, karboksimetil dekstrana i kompleksa, ali i koriS¢enjem specijalnih metoda analize
spektara (metoda izotopske izmene i snimanje spektara na temperaturi kljucanja te¢nog azota,

tzv. LNT spektri).

Infracrveni spektar dekstrana je bio predmet mnogobrojnih ispitivanja (Caki¢ i sar., 2008;
Nikoli¢ i sar., 2009; Miti¢ 1 sar., 2009; Nikoli¢ i sar., 2008; Miti¢ i sar., 2007; Miti¢, 2008;
Vasko i sar.,1971; Barker i sar., 1953). Izu¢avanjem spektralnih oblasti dekstrana mogu da se
dobiju razli¢iti podaci: o sadrzaju a-1,6 veza, (ali i drugih veza o-1,3, a-1,4) Sto je vazna
informacija o linearnosti, odnosno o stepenu grananja polimera, o stepenu kristalicnosti,
konformaciji glukopiranoznih jedinica (koja kao S§to je poznato ima 6 forme), o
konformacionim prelazima, kako je opSirnije prikazano u teoretskom delu rada, i promenama

u strukturi, hemijski, ili na drugi nacin tretiranog dekstrana.
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Tako, ukoliko bi se dekstran hemijski tretirao, tako Sto bi se OH grupe eterifikovale (kao kod
CMD) ili esterifikovale (kao kod DS), dobili bi se proizvodi ¢iji spektri moraju da se
razlikuju od polaznog dekstrana. Uvodenjem karboksimetil grupa (reakcijom dekstrana sa
mono-hlor ili brom siré¢etnom kiselinom u alkalnoj sredini) dobice se karboksimetil dekstran
(CMD) u ¢ijem FTIR spektru, za razliku od polaznog dekstrana, treba ocekivati trake od svih

tipova vibracija karboksimetil grupe:

traku od C=0 vibracije na oko 1740 cm™!,
traku od deformacione C-OH koje se javljaju na oko 1250 cm™,
traku od C-O vibracije na oko 1150 cm™,

traku od C-O-C vibracije na oko 1020 cm™' etarske glikozidne veze,

YV V V V V

kao i onu od deformacione C=0 vibracije oko 680 cm™'.

U literaturi se navodi samo traka od prvo navedene vibracije (Daniel-da-Silva i sar., 2009),
dok o ostalim koje su vazne za pracenje kompleksiranja metodom FTIR spektroskopije, tj.
prirode eventualno obrazovanih helatnih prstenova, interakcija metal-ligand 1 geometrije
kompleksa nema podataka. Uporedjivanje spektara dekstrana i CMD koji su prikazani na
Slici 16, pokazuje da u spektru CMD postoje trake na oko 1740, 1245, 1140, 1020 i 682 cm!,
(ove su oznacene strelicama) kojih nema kod dekstrana pa se mogu pripisati gore navedenim
vibracijama. Dalje, intenzitet i polozaj traka koje poti¢u od vibracije svih tipova hidroksilnih
grupa dekstrana u spektru CMD treba da bude umanjen u zavisnosti od stepena eterifikacije
Sto se vidi u oblasti v(OH) oko 3400 cm™ i §(C-OH) vibracija i v(C-O), u oblasti 1400-1100

cm’.

72



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

T(%)

a

TE'FPTT

T0'0PLT

ZT'8reT

82'4F8 )

EF'EPPE

T T -
4000 3000 2000 1000

Slika 16. FTIR spektri dekstrana (a), CMD (b) i DS (c)

Za razliku od spektra CMD, u FTIR spektru DS ocekuju se trake od vibracija svih tipova
sulfo grupe. Prema literaturnim podacima (Se-Hui i sar., 2007; Cakic i sar., 2005; Mahner i
sar., 2001; Liu i sar., 2009), prisustvo sulfo grupe u dekstranu i slicnim polisaharidima moze
se utvrditi na osnovu postojanja traka od vibracija svih tipova sulfo grupe, ¢ija je asignacija
prikazana u Tabeli 9, zajedno sa trakama od deformacionih CH vibracija glukopiranoznih

prstena za *C1 konformaciju.

Tabela 9. Asignacija traka sulfo grupe u dekstranu

DS Asignacija
1261 CIl'l_1 Vas(S:O)
988 cm’! vs(S=0)

Uzorak 824 cm’! vas(0-S-0), ekvatf).rijalan
850 cm’! vas(O-S-0), aksijalan
585 cm’! vs(0-S-0)
1

z;(S) 22 I 4Ci konformacija
745 o a-D-glukopiranoznog prstena
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Spektar natrijumove soli DS prikazan je na Slici 16c. Kao §to moze da se vidi, u njegovom

spektru postoje trake navedene u Tabeli 9 koje su oznacene strelicama.

Treba napomenuti da, kada je sulfo grupa u aksijalnom poloZaju, javlja se traka na 850 cm’!
dok je za ekvatorijalni poloZaju ona na oko 820 cm™'. Na osnovu ovog kriterijuma moze se

odrediti polozaj sulfo grupe u ispitivanom DS ili eventualna promena polozaja u toku sinteze.

Uporedjivanje spektara CMD i DS kao kompleksiraju¢ih liganada sa spektrima njihovog
kompleksa sa jonima bakra, moze da nam pruzi informacije o uspeSnosti sinteze, o
strukturnoj geometriji i prirodi eventualno obrazovanih helatnih prstenova, o konformaciji
glukopiranozne jedinice i nacinu vezivanja vode. Naime, anjon CMD ili DS moze sa
metalnim katjonom da formira jedinjenja za koja, Sto se strukture tice, postoje dve grani¢ne

mogucnosti (v. SI. 8):

v prva da su metalni kompleksi jonski gradeni (tada bi spektar bio sli¢an spektru
natrijumove soli DS, a razlika u frekvenciji vas i vs(C=0) vibracija kod kompleksa

CMD bi bila manja od 100 cm™")(Palacios i sar., 2004),

v" ili druga da su to helati, pri ¢emu priroda obrazovanih helatnih prstenova moze da
bude slicna kompleksima B-diketona, kada je red veza C-C, C-O i M-O potpuno

izjednacen ili da bude razlicit.

Dobar pokazatelj o uspesnosti sinteze, kao i nacinu vezivanja odnosno prirode obrazovanja
helatnih prstenova, mogu da pruze spektar strukturne korelacije u oblasti CO, odnosno SO

vibracija svih tipova kod oba tipa kompleksa.

FTIR spektar kompleksa CMD sa jonom Cu(II) snimljen na sobnoj temperaturi prikazan je na
Slici 17. U spektru kompleksa Cu-CMD, nema traka od deformacione 8(C-OH) 1245 cm!,
niti one od valentne v(C-O) vibracije 1140 cm™, kao i od deformacione C=0 vibracije oko

682 cm™!, §to moze biti dobar pokazatelj uspeSnosti sinteze.
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Slika 17. FTIR spektri CMD (a), Cu-CMD (b), DS (c) i Cu-DS (d)

Dalje, u oblasti v(CO) vibracija nalazi se jedna $iroka intenzivna traka na oko 1603 cm™ i
druga neSto manje intenzivna na oko 1414 cm’'. Ove trake prema svom polozaju, obliku i

intenzitetu treba pripisati asimetricnoj i simetri¢noj valentnoj vibraciji C=0 grupe, ¢iji je red
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promenjen u odnosu na polazno jedinjenje CMD. Naime, u visokofrekventnoj vibraciji kod
CMD na oko 1740 cm™!, udela pretezno ima valentna C=0 vibracija, a u nize frekventnoj na
oko 1150 cm™! v(C-0), valentna vibracija. Ovo bi znacilo da u koordinaciji kod obrazovanja
kompleksa, ucestvuju C=0 sa slobodnim elektronskim parom i -OH grupom iz COOH preko
koje se obrazuje kovalentna veza —O-M. Frekvencija vas 1 vs(C=0) vibracija zavisi od
koordinacije metalnog jona sa karboksilnom grupom iz liganda. Analiza poloZaja, intenziteta
i razlika u frekvenciji ovih vibracija za O-donor ligande tipa kiselina dobar je pokazatelj
dentatnosti karboksilne grupe u koordinaciji sa jonima tipa M(II), pa tako i Cu(lIl)
(Dendrinom-Samara i sar., 1998; Agotegeray i sar., 2010; Agotegeray i sar., 2012b; Dimiza i
sar., 2011; Tita i sar., 2011). Razlika u frekvenciji od oko 185 cm’! pokazuje da se
karboksilna grupa CMD ponasa, verovatno, kao bidentatni ligand (v. Tab. 7)(Glisi¢ 1 sar.,
2015) pa je razumljivo da se usled delokalizacije elektrona red veze menja od liganda do
kompleksa. Treba napomenuti da se u nekim radovima (Basuny 1 sar., 2015) navodi da je u
slu¢aju bidentatne koordinacije razlika u frekvenciji manja od 200 cm™!, a za monodentatnu
preko 350 cm!, dok ako je razlika izmedu ove dve vrednosti onda je karboksilna grupa
izmedu ova dva tipa koordinacije anizobidentatna. Delokalizacija elektrona unutar okruzenja
bakra nije potpuna, tako da je jedna CO veza karboksilne grupe pretezno dvostruka, a druga
jednostruka, $to ukazuje neSto povecana vrednost razlike u frekvenciji ovih vibracija, na $ta
su ukazali UV-Vis spektri ili mogucée asimetri¢no helatno ponaSanje koje moze biti razlog

tetragonalno deformisane oktaedarske koordinacije.

FTIR spektri DS u formi natrijumove soli 1 njegovog jedinjenja sa jonima bakra su u osnovi
sli¢ni (v. S1. 17), izuzev jasne razlike u frekvenciji vas(SO) vibracije. Naime, dok je traka od
ove vibracije u spektru DS na oko 1261 ¢cm™!, u spektru Cu-DS je ona na oko 1249 cm™!. Ova
razlika u frekvenciji odgovarajuce vibracije liganda i kompleksa moZe da sluzi kao pokazatelj
uspesnosti sinteze. Slicnost spektara, pak ukazuje na sli¢nu strukturu, tj. da je ovo jedinjenje
pretezno jonskog karaktera, $to ukazuje mala razlika u frekvenciji vas(SO) vibracije (12 cm™)
ova dva jedinjenja (mali udeo S=O u koordinaciji). U oblasti vas(O-S-O) vibracije u spektru
kompleksa postoji traka na oko 810 cm! koja ukazuje na ekvatorijalan polozaj sulfo grupa

kao u polaznom DS.

Imajué¢i u vidu rezultate fizicko-hemijskih i UV-Vis ispitivanja, prema kojima je odnos
liganda CMD i Cu(Il)-jona 2:1, odnosno 1:1 kod jedinjenja Cu-DS, tetragonalno deformisanu

oktaedarsku koordinaciju i bidentatnost liganda, koordinaciona sfera bakra treba biti
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dopunjena do koordinacionog broja 6. To moze biti postignuto molekulima vode ili drugih
prisutnih jona u sistemu. Ukoliko je prisutna voda u strukturi, onda se ocekuju i trake od
vibracija svih tipova vode. U oblasti v(OH) vibracija molekula vode, oko 3600 cm™! u svim
spektrima postoji Siroka intenzivna traka sa vise prevoja sa nizZe- i viSefrekventne strane pa je
tesko na osnovu izgleda spektra u ovoj oblasti locirati traku od ove vibracije, utoliko vise jer

pored nje ovde padaju i trake v(OH) vibracija, -OH grupa glukopiranoznih jedinica.

Zbog toga je primenjena tehnika izotopske izmene molekula vode onima D20 i uporedivanje
spektara hidrata i njihovih parcijalnih deuterisanih analoga. Naime, u spektru parcijalnog 1
deuterisanog analoga treba ocekivati trake od svih tipova vibracija HOD, odnosno D20
molekula koji u odnosu na hidrate treba da budu pomerene za faktor 1,4 prema niZim
frekvencijama, a intenzitet traka u valentnoj HOH oblasti treba da bude proporcionalno
umanjen u zavisnosti od stepena izotopske izmene. Spektar parcijalno deuteriranog analoga
hidrata Cu-CMD prikazan je na Slici 18a. U oblasti v(HOD) vibracija postoji traka na oko
2510 em, ¢&iji bi partner u v(HOH) oblasti uzimajuéi u obzir faktor pomeranja 1,34 bio oko
3400 cm’!) ali je tacno lociranje ove trake teSko zbog preklapanja ove onima od v(OH)

vibracija.
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Slika 18. RT i LNT spektri Cu-CMD deuteriranog analoga hidrata u oblasti v(HOH) (a) i (HOH) (b)
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Prisustvo trake u spektru parcijalno deuteriranog analoga od v(HOD) vibracije, ukazuje na
prisustvo vode u strukturi ovog jedinjenja. Kao Sto je poznato (Falk i sar., 1969) predlozili su
kriterijume prema kojima je, na osnovu izucavanja spektara protonovanih, delimi¢no i
potpuno deuteriranih hidrata, moguce odrediti broj tipova molekula H2O (n) i1 broj
neekvivalentnih OH grupa u njima (m). Prema ovim kriterijumima, pojave jedne trake u
v(HOD) oblasti ukazuju da je u strukturi CMD i njegovog kompleksa sa Cu(Il)-jonom
prisutan jedan tip molekula vode, n=1. Na osnovu Berglund-ove korelacije (Berglund i sar.,

1978) moguce je proceniti ja¢inu vodonikove veze koja je obrazovana protonima vode, tj.

vibracije, 2510 cm’!, procenjeno Ow....O rastojanje bi iznosilo 280 pm kod Cu-CMD
kompleksa.

Da se ne radi o apsorpcionoj vodi, ve¢ onoj u strukturi, ukazuje i oblast oko 1600 cm™, u
kojoj se ocekuje traka od deformacione HOH vibracije koja treba da je osetljiva na snizenje
temperature. Kako se moze videti na Slici 18b, u LNT spektru traka na oko 1630 c¢m'!
pokazuje osetljivost na snizenje temperature. Naime, snizenje temperature izaziva promene u
poloZaju i obliku trake na oko 1600 cm™' koja ima kompleksnu strukturu, §to moze biti,
verovatno, rezultat preklapanja traka od vas(C=O) vibracije sa onom §(HOH) vibracijom.
Snizenje temperature izaziva jasno razdvajanje na dve trake, jedna ne menja svoj polozaj
(1600 cm!, vas(C=0)) a druga se pomera prema visim frekvencijama, 1630 cm’!, pa se moZe
pripisati 3(HOH) vibraciji. Posto je frekvencija visa od 1600 cm™ smatra se da je u pitanju
konstituciona voda, tj. koordinirana voda, a ne apsorpciona (Pejov i sar., 2001; Soptrajanov i

sar., 2002).

Dalju potvrdu prisustva ove konstitucione (koordinirane) vode moze dati izucavanje
nizefrekventog dela spektra. Naime, razlika u izgledu spektara hidrata sa koordiniranom i
nekoordiniranom vodom u strukturi je u tome $to se kod jedinjenja sa koordiniranom vodom
u nizefrekventnom delu spektra ocekuju i trake od tzv. libracija molekula vode i to od tzv.
rocking, twisting, wagging modova. Obicno se javljaju dve trake, jedna u oblasti od 1000-600
cm’!, a druga 600-400 cm'. Trake od ovih libracija su slabog intenziteta s jedne strane, a s
druge u ovoj oblasti se javljaju trake od drugih tipova vibracija pa je njihovo tac¢no lociranje
tesko, ali posto je njihov intenzitet i polozaj osetljiv na sniZenje temperature, uporedivanje
spektara snimljenih na sobnoj RT i LNT moze pomo¢i njihovu detekciju. Prema ovom

kriterijumu u niskotemperaturnom spektru Cu-CMD kandidati za ove libracije mogu da budu
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trake oko, 860, 770 cm™ (prevoj), 660 cm™ (v. SI. 19a), a kod Cu-DS na oko 680 i 610 cm™!
(v. SI. 19b), Sto bi znacilo da se i kod kompleksa Cu-DS koordinaciona sfera bakra dopunjuje

molekulima vode.
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Slika 19. RT i LNT FTIR spektri kompleksa Cu sa CMD (a) i DS (b) u oblasti libracija molekula

vode

Ova ¢injenica upucuje na to da u strukturi postoje najverovatnije dva koordinirana molekula
vode koja dopunjuju koordinacionu sferu Cu(Il) do 6, ¢iji su protoni ukljué¢eni u obrazovanje
relativno slabih vodoni¢nih veza. Uzimajuéi u obzir stehiometriju kompleksa i O» okruzenja
Cu(Il)-jona, kompleks Cu-CMD se formira deprotonacijom monomerne jedinice CMD, tako
da se nalazi u oblasti od Cetiri O atoma iz dve karboksilne grupe, dva polimerna lanca i dva O
atoma, iz dva koordinirana molekula vode, §to bi odgovaralo Cu(Il):(CMD).(H20)2

stehiometriji kompleksa (GliSi¢ i sar., 2015), kao $to je prikazano na Slici 20.

79



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

lanac 2
@)
H H
H H -
O'/
O n
:C—CH>

Slika 20. Strukturni model Cu-CMD kompleksa, sa $est atoma O-donora u tetragonalnom Oy

okruzenja Cu(II)-jona

U Cu-DS kompleksu, verovatno su Cu(II)-joni u oblasti od Cetiri O atoma dve susedne sulfo
grupe istth monomernih jedinica, i dva O atoma iz dva koordinirana molekula vode na Sta
ukazuje ispitivanje nizefrekventnog dela spektra. U nizefrekventnoj oblasti, oblast ispod 800
cm!, kod kompleksa bi se ocekivale trake od valentnih M-O vibracija, ¢iji bi polozaj bio
osetljiv na prirodu metala. Medutim, zbog postojanja slabih traka od deformacionih vibracija
glukopiranozne jedinice, u ovoj oblasti njihovo lociranje nije moguée na empirijski nacin.
Imajuci u vidu odreden molski odnos Cu : DS ~ 1:1, prisustvo molekula vode u strukturi,
kao i analizu IR spektara koja je pokazala da je jedinjenje pretezno jonsko po svojoj prirodi,
stehiometrija ovog jedinjenja bi bila: Cu(Il)-DS-(H20)2 (Glisi¢ i sar., 2015), a verovatna

struktura je prikazana na Slici 21.
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Slika 21. Strukturni model Cu-DS kompleksa, sa $est atoma O-donora u tetragonalnom O; okruzenja

Cu(Il)-jona

Oblast deformacionih CCH vibracija van ravni od 1000 do 700 ¢cm™! kuplovanih sa C-C-O, O-
C-0 i C-O-C vibracijama posebno je vazna za strukturna ispitivanja polisaharida, njihovih
derivata i jedinjenja sa M(II)-jonima, jer daje podatke o tipu glikozidne veze i konformaciji
monosaharidne (glukopiranozne) jedinice (Barker i sar., 1953; Caki¢ i sar., 2008). Tako za a-
1,6 veze u ovoj oblasti postoje dve trake srednjeg intenziteta, jedna na oko 916 cm™!, a druga
na oko 765 cm’'. Za a-1,3 i a-1,4 (koje ukazuju na ragvanje) veze postoje trake na oko 794
cm! i 759 cm!, respektivno. Ukoliko bi se obrazovala B-D-glikozidna veza, tada je
spektralna slika u ovoj oblasti drugacija, onda postoji jedna traka na 896 cm!, dok ako su
prisutne i a-1,4 veze tada u spektru postoje trake na 759 + 3 cm™ i 730 +5 cm!. U spektrima
CMD, DS i njihovih kompleksa sa Cu, u ovoj oblasti y(C-H) postoje trake na oko 920 cm!,
760 cm™! i oko 850 cm™!. Prema napred iznesenim kriterijumima, moglo bi da se zakljuci da je
kod svih jedinjenja u pitanju *Ci konformacija glukopiranozne jedinice, $to zna¢i da u toku
sinteze kompleksa nije bilo konformacionih prelaza, kao i da su ligandi i kompleksi sa

visokim sadrzajem o-1,6 veza, Sto ukazuje na visoku linearnost polisaharidnog liganda.
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4.2. Fizicko-hemijske karakteristike kompleksa biometala Co sa CMD i DS

4.2.1. Odredivanje stehiometrije kompleksa

Karakterizacija sintetisanih kompleksa kobalta vrSena je primenom istih metoda koje su

koris¢ene u slucaju kompleksa bakra sa CMD i DS, a rezultati su prikazani i u Tabeli 10.

Tabela 10. Fizi¢ko-hemijske karakteristike kompleksa Co

Sadrzaj Co (%)
Prinos Molski Boja
Kompleks Vreme Amax/ Nm
(%) odnos M:LL kompleksa
10 min. | 60 min.
Co-CMD 5,2 12,14 76,51 1:2 250, 510 roze
Co-DS 3,61 10,7 67,44 1:1 254, 500 roze

I u ovom slucaju maksimalni sadrzaj metala postignut je posle 60 minuta sinteze, ali su prinos
i sadrzaj metala neSto vedi i priblizan za oba tipa kompleksa kobalta. Na osnovu
eksperimentalno dobijenog sadrzaja kobalta moze se zakljuciti da je kod kompleksa Co-CMD
odnos kobalta prema CMD 1:2, a kod jedinjenja Co-DS ~ 1:1. Boja rastvora u toku sinteze
promenila se od bezbojne do roze, Sto moze da posluzi kao pokazatelj uspesnosti ishoda
sinteze s jedne, a s druge strane da se formiraju oktaedarski kompleksi Co u slabom
ligandnom polju Or tipa koji su zbog apsorpcije u Vis oblasti (500 i 510 nm) obojeni slabo
ruzicastom bojom, kako je to ranije diskutovano. Naime, traka od ovog prelaza je slabo
intenzivna. U jakom ligandnom polju se formiraju 74 oktaedarski kompleksi (polje jace od

1500 cm™) koji imaju intenzivnu plavu boju (Miti¢, 2009).

Na isti nacin kao kod karakterisanja odgovarajucih jedinjenja bakra primenom Jobb-ove
metode kod kompleksa Co-CMD i primenom metode molskog odnosa kod Co-DS, odreden
je odnos metal : ligand. Rezultati odredivanja odnosa metala i liganda kompleksa Co-CMD
prema Jobb-ovoj metodi dobijeni su meSanjem osnovnih rastvora u razli¢itom molskom
odnosu, a merenja apsorbancije vrSeno je na 510 nm (v. SI. 22). Najveca apsorbanca je
izmerena kod kompleksa zapreminskog odnosa 6,6:3,4 Sto bi odgovaralo molskom odnosu
Co : CMD ~ 1:2 pa bi i u ovom slucaju koordinaciona sfera kobalta mogla da bude dopunjena

molekulima vode do Oy tipa kompleksa.
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Apsorbanca

Molski odnos CMD : Co

Slika 22. Primena Jobb-ove metode za odredivanje odnosa M:L (na apscisi su prikazane zapremine

rastvora liganda, a zapremine rastvora metala su dopuna do 10 ml).

Posto su preliminarna ispitivanja i u ovom slucaju pokazala da je kompleks Co-DS nestabilan
za odredivanje odnosa kobalta i DS, primenjena je metoda molskog odnosa, a merenje
apsorbancije rastvora u razli¢itim molskim odnosima vrSeno je na 500 nm. Rezultati ovih
ispitivanja prikazani na Slici 23. U ovom slucaju tacka preloma koja odreduje molski odnos,
kako je u teoretskom delu opisano, jeste za odnos metal : ligand ~ 1:1, pa bi i kod ovog
jedinjenja koordinaciona sfera metala mogla da bude dopunjena do O tipa, najverovatnije,

molekulima vode.

- VA
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Apsorbanca

CL/Cyp
Slika 23. Primena metode molskog odnosa M:L kompleksa Co-DS.
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4.2.2. Spektar strukturne korelacije primenom metode UV-Vis

spektrofotometrije

Spektri u UV-Vis oblasti kompleksa kobalta sa CMD i DS prikazani su na Slici 24. Kao §to
se vidi kod kompleksa se, slicnho onima bakra, javljaju trake u UV oblasti kojih nema kod
liganada, i najverovatnije poticu od n—n" i n—>n" prelaza karboksilne, odnosno sulfo grupe
(njihove talasne duzine su kod kompleksa Co-DS na oko 254 nm, a kod Co-CMD na 250
nm). U odnosu na polazne ligande kod kompleksa pokazuju batohromni i hiperhromni efekat,
koje ukazuju na pojavu interakcija ligand-metal, odnosno formiranje koordinativne veze pa
mogu da sluze kao kriterijum uspesSnosti sinteze. Dalje, apsorpcioni maksimumi pokazuju
hipsohromni efekat u odnosu na odgovaraju¢a jedinjenja bakra, Sto ukazuje na jace
interakcije Co-O u odnosu na one Cu-O. Ako se uporeduje polozaj apsorpcionog maksimuma
jedinjenja kobalta koji je nizi kod jedinjenja Co-DS, moze se zakljuciti da su interakcije Co-

O (veza) jace kod jedinjenja Co-DS u odnosu na one kod Co-CMD.
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Slika 24. UV-Vis spektri CMD, DS i njihovih kompleksa sa biometalom Co
U vidljivoj oblasti spektra javlja se Siroka traka kod Co-CMD, na Amax= 510 nm, a za Co-DS

na 500 nm. Ove trake se, najverovatnije, mogu pripisati ve¢em broju po spinu dozvoljenih, a

po energiji bliskih prelaza kao jedinstvena nesimetricna apsorpciona traka, d—d prelazu
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naelektrisanja sa O donor atoma liganda na M(II)-jon, $to opet ukazuje na kompleksiranje. Po
kvantnomehanickim pravilima izbora d—d prelaz je zabranjen, a Cinjenice pokazuju da on
stvarno postoji. Ovi prelazi su po selekcionim pravilima zabranjeni (zbog iste simetrije svih d
orbitala) pa su slabo intenzivni. Pojava slabo intenzivne trake se tumaci preklapanjem d
orbitala centralnog metalnog jona sa p orbitalama liganda, pa su ustvari ovo p—d prelazi koji
su zbog slabih interakcija orbitala slabi po intenzitetu, ali njihova pojava na ovim talasnim

duzinama govori u prilog obrazovanju oktaedarskih kompleksa.

4.2.3. Spektar strukturne korelacije primenom metode FTIR

spektroskopije

Analiza infracrvenih spektara sintetisanih jedinjenja kobalta vrSena je na empirijski nacin tj.
na osnovu literaturnih podataka i medusobnim uporedivanjem spektara polaznih jedinjenja
dekstrana, karboksimetil dekstrana, dekstran sulfata i kompleksa o kojoj je ve¢ bilo reci kod
kompleksa Cu. Spektri CMD (a), Co-CMD (b), DS (c) i Co-DS (d) prikazani su na Slici 25.
U oblasti valentnih CO vibracija intenzivne trake su od valentnih CO vibracija na niZim
frekvencijama u spektru kompleksa u odnosu na sam CMD, dok ih u spektru Co-DS
razumljivo nema. Frekvencije traka u spektru jedinjenja Co-CMD oblasti valentnih CO
vibracija iznose: za visefrekventnu 1595 cm!, a za drugu nizefrekventnu 1420 cm!. Ove
trake prema svom polozaju, obliku, intenzitetu i osetljivosti na prirodu metala (vidi diskusiju
kod odgovarajuceg jedinjenja bakra) treba pripisati simetricnoj i asimetri¢noj vibraciji
karboksilne grupe, ¢iji je red promenjen u odnosu na polazno jedinjenje CMD. Naime, u
viefrekventnoj traci kod CMD, ¢ija je frekvencija 1740 cm™!, pretezno ima udela valentna
C=0 vibracija, a u nizefrekventnoj ¢iji je polozaj na 1240 cm™! valentna C-O vibracija. Ovo
bi znacilo da u koordinaciji kod obrazovanja kompleksa ucestvuju C=0O sa slobodnim
elektronskim parom i -OH grupa iz COOH, preko koje se obrazuje kovalentna veza —-O-M, ali
tako da je red prve veze snizen, a red druge veze povecan najverovatnije zbog delokalizacije
unutar obrazovanih helatnih prstenova. Prema frekvenciji ovih traka moze se zakljuciti da je i
kompleks kobalta sa CMD-a po prirodi obrazovanog helatnog prstena priblizan onom kod [3-
diketona, na $ta ukazuje i razlika u frekvenciji dveju CO vibracija koja je oko 180 cm’!. Ova
razlika, kako je ranije navedeno, pokazuje da se i u ovom slu¢aju CMD ponasa kao bidentatni

ligand. Pri tome treba imati u vidu stehiometriju kompleksa koja, kao kod odgovarajuceg
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kompleksa bakra, moze da bude dopunjena molekulima vode. U tom slu¢aju trebalo bi

ocekivati u FTIR spektrima trake od svih tipova vibracija molekula vode.
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Slika 25. FTIR spektri CMD (a), Co-CMD (b), DS (c¢) i Co-DS (d)
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FTIR spektri DS u formi natrijumove soli i njegovog jedinjenja sa jonima kobalta u osnovi su
sliéni (v. SI. 25) i sli€ni jedinjenju Cu-DS, izuzev jasne razlike u frekvenciji vas(SO) vibracije.
Naime, dok je traka od ove vibracije u spektru DS na oko 1261 cm™!, u spektru Co-DS ona je
na oko 1253 c¢m’!, odnosno nesto je visa nego li kod Cu-DS. Ova razlika u frekvenciji
odgovarajuce vibracije liganda 1 kompleksa pokazatelj je uspesnosti sinteze. Sli¢nost spektara
ukazuje na slicnu strukturuy, tj. da je i ovo jedinjenje pretezno jonskog karaktera (mala razlika
u frekvenciji vas(SO) vibracije DS i Co-DS). U oblasti vas(O-S-O) vibracije u spektru
kompleksa postoji traka na oko 808 cm™! koja ukazuje na ekvatorijalan polozaj sulfo grupa

kao u polaznom DS.

Spektralna slika u oblasti OH vibracija je sledec¢a: kod jedinjenja Co-CMD postoji traka na
oko 3495 cm'! sa jasnim prevojem na 3240 cm™' i viSe prevoja sa viSe frekventne strane koji
su osetljivi na snizenje temperature pa ih svakako treba pripisati valentnim OH vibracijama
hidroksilnih grupa ili molekula vode (v. Sl. 26A). Kod Co-DS u ovoj oblasti postoji traka na
oko 3455 cm! (v. Sl. 27). S obzirom na kompleksni izgled ove trake tesko je bez dodatnih
podataka tac¢no odrediti poreklo traka odnosno, koje poti¢u od valentnih OH vibracija vode, a

koje od —OH grupa.

Radi razjasnjenja ove dileme snimljeni su spektri na sobnoj i temperaturi klju¢anja te¢nog
azota kompleksa kobalta sa CMD i1 DS, kao i parcijano deuteriranog analoga hidrata

komleksa kobalta sa CMD.

U prilog postojanja vode u strukturi Co-CMD govori izgled spektra deuterisanog analoga
hidrata ovog jedinjenja koji su snimljeni na razli¢itim temperaturama. Naime, u spektrima
parcijalno deuterisanog analoga hidrata (v. SI. 26B) nalazi se traka oko 2500 cm™! koju treba
pripisati valentnoj HOD vibraciji, $to potvrduje i njena osetljivost na sniZenje temperature i
ocekivani faktor pomeranja. Na osnovu frekvencije ove trake mozZe se zakljuciti da su

molekuli vode vezani sli¢no onima kod jedinjenja Cu-CMD (v. Sl. 18).
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Slika 26. RT i LNT FTIR spektri kompleksa Co-CMD (A) i parcijalno deuteriranih analoga hidrata

snimljenih na razli¢itim temperaturama 25°C, -150 °C 1 -170°C (B)

Da je u strukturi prisutna voda pokazuje izgled spektra u oblasti deformacionih HOH
vibracija. U oblasti deformacione HOH vibracije kod Co-CMD postoji Siroka intenzivna
traka na oko 1595 cm!, a kod Co-DS na 1639 cm!, (u spektru DS na 1647 cm™) koja se
moze sli¢no asignirati kao ona kod Cu-CMD, tj. moze se pripisati deformacionoj HOH
vibraciji (v. Sl. 27). Ovakva spektralna slika ukazuje na to da su pored OH grupa u strukturi
kompleksa, verovatno, prisutni i molekuli vode za koje je moguée da dopunjuju
koordinacionu sferu metala. Naime, ako je u strukturi prisutna voda, u spektru treba da
postoji traka na oko 1640 cm! od deformacione HOH vibracije, s tim §to koordinirana voda

daje traku u oblasti 1640-1620 cm™! kao u nasem slucaju kod Co-DS (v. SI. 27). Ako se radi

88



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

o kristalnoj (nekoordiniranoj) vodi oblast je nesto niza 1630-1600 ¢cm™!, mada u literaturi
postoje i opisani slucajevi kada je frekvencija jo§ niza. U slucaju Co-CMD tesko je locirati

traku od ove vibracije zbog preklapanja sa trakom od vas(CO) vibracije.

Razlika u izgledu spektara hidrata sa koordiniranom i nekoordiniranom vodom u strukturi je
u tome §to se kod jedinjenja sa koordiniranom vodom u niZefrekventnom delu spektra
ocekuju i trake od tzv. libracija vode i to od tzv. rocking, twisting, wagging. Trake od ovih
libracija su slabog intenziteta s jedne strane, a s druge u ovoj oblasti se javljaju trake od
drugih tipova vibracija pa je njihova detekcija izvrSena uporedivanjem spektara Co-CMD
snimljenih na sobnoj i LNT. U niskotemperaturnom spektru, kandidati za ove libracije prema

osetljivosti bile bi trake jedna na oko 717 cm!, a druga na oko 588 cm™! (v. SI. 26).

Infracrveni spektri kompleksa kobalta sa DS snimljeni na sobnoj temperaturi i LNT prikazani
su na Slici 27. Na sniZenje temperature osetljiva je traka kompleksne strukture oko 3400 cm
I, ali i traka na oko 1640 cm’! koju treba pripisati deformacionoj vibraciji koordiniranih
molekula. U prilog ovakvom zakljuc¢ku jasna je pojava slabih traka od libracija molekula

kojima odgovaraju trake na oko 810 i 748 cm™! (ove su na Slici 27 oznacene strelicama).

T T T
4000 3000 2000 1000

Slika 27. RT i LNT FTIR spektri kompleksa Co-DS

Sve ovo upucuje na to da u spektru postoje najverovatnije dva koordinirana molekula vode,
na §ta upucuje prisustvo traka od libracija i osetljivost traka na sniZenje temperature u

valentnoj i deformacionoj OH oblasti.
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U nizefrekventnoj oblasti, oblast ispod 600 cm, kod kompleksa bi se ocekivale trake od
valentnih M-O vibracija, ¢iji bi polozaj bio osetljiv na prirodu metala. Medutim, zbog
postojanja slabih traka od deformacionih vibracija glukopiranozne jedinice u ovoj oblasti

njihovo lociranje nije moguce na empirijski nacin.

U spektrima kompleksa u oblasti y(C-H) vibracije postoje trake kod jedinjenja Co-CMD na
oko 920 cm™!, 768 cm! i 842 cm™! (sli¢no je i kod jedinjenja Co-DS). Prema ranije iznesenim
kriterijumima moglo bi da se zakljuci da u toku sinteze kompleksa nije bilo konformacionih
prelaza, tj. da je u pitanju *“C: konformacija glukopiranozne jedinice, takode, i da su
kompleksi sa visokim sadrzajem a-1,6 veza, odnosno, visoka linearnost polisaharidnog

liganda.

Napred navedene Cinjenice ukazuju na stehiometriju kompleksa slicnu onoj kod
odgovarajucih jedinjenja bakra tj. Co(II):(CMD)2-(H20)2 1 Co(II)-DS-(H20)2 (Glisi¢ 1 sar.,
2015).

4.3. Nanocestice AgNPs-CMD

4.3.1. UV-Vis spektrofotometrija

Kao §to je u uvodnom delu navedeno, CMD i DS ispunjavaju uslove da mogu da redukuju
jone srebra do elementarnog srebra, pri ¢emu istovremeno sprecavaju aglomeraciju
formiranih AgNPs. Uspesnost sinteze se vizuelno prati promenom boje reakcione smeSe od
bezbojne do zuckasto-braon boje, Sto je razumljivo, jer Cestice AgNPs pokazuju prelaze u
vidljivoj oblasti spektra, 370-450 nm. Metode apsorpcione UV-Vis spektrofotometrije koriste
se za njihovu karakterizaciju. Apsorpcioni spektri AgNPs-CMD, dobijeni iz razli¢itih
molskih odnosa srebra i CMD, snimani u oblasti talasne duzine 200-900 nm prikazani su na

Slici 28.
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Slika 28. UV-Vis spektar CMD, AgNPs-CMD C¢estica dobijenih pri molskom odnosu 1:1 (A), 1:2

(B) i nanocestica nakon 2 meseca (C)

Odmah se moze primetiti da je UV oblast (do 300 nm) skoro identi¢na onoj kod ranije
diskutovanih spektara kompleksa bakra i kobalta sa CMD. Naime, i u ovom slu¢aju n-n*
prelaz na oko 190 nm (Ahmad i sar., 2011) CMD nije detektovan u analiziranom UV-Vis
spektru. Medutim, UV-Vis spektri AgNPs-CMD sadrze apsorpcionu traku na oko 215 nm,
koja se najverovatnije moze pripisati n-n* prelazu karboksilne grupe, za koju je energija

prelaza niza nego za CMD ili AgNO:s, $to ukazuje na interakcija Ag” jona i CMD.

Dalje, u Vis oblasti apsorpcionog spektra AgNPs, za razliku od onog CMD postoji intenzivna
traka na oko 420 nm. Ovo je oblast u kojoj Cestice AgNPs pokazuju prelaze, a apsorpciona
traka se oznaCava kao SPR traka, a rezultat je, kako je to ranije navedeno, kolektivne
plazmonske rezonance. Postojanje ove trake u spektru u oblasti 370-450 nm smatra se
kriterijumom koji ukazuje da su formirane AgNPs. Tacan polozaj trake u UV-Vis spektru
zavisi od precnika Cestice AgNPs, a njen intenzitet proporcionalno od koli¢ine (Trindade i
Daniel-Da-Silva, 2011; Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim, 2013; Wei i sar., 2009; Tran i
sar., 2010; Venediktov i Padokhin, 2008). Na osnovu relacije (Attp.//nanocomposix.eu/) koja

je prikazana na Slici 11, veli¢ina AgNPs iznosila bi od 20-40 nm.
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Faktori kao §to su temperatura, molski odnos, pH, dielektri¢na svojstva, veli¢ina i oblik
Cestica odreduju apsorpciju i poziciju SPR traka (Bankura i sar., 2012; Wei i sar., 2009).
Formiranje AgNPs Cestica zavisi od odnosa AgNO3 / CMD, kao $to navode i drugi autori kod
sinteze slicnih sistema (Trindade i Daniel-Da-Silva, 2011; Wei i sar., 2009; Tran i sar., 2010;
Quelemes i sar., 2013), pa je zbog toga uticaj molskog odnosa ispitivan za dva razlicita
odnosa: AgNOs3 : CMD ~ 1:1 (A) i 1:2 (B). Rezultati prikazani na Slici 28 pokazuju da je
apsorbancija za jedinjenje sa molskim odnosom AgNO3 : CMD ~ 1:2 veca nego u slucaju sa

molskim odnosom 1:1.

Promene u intenzitetu i polozaju maksimalne apsorpcione trake nisu uocene ¢ak ni nakon
perioda od 2 meseca za AgNPs-CMD, dobijen pri molskom odnosu 1:2, pa ova ¢injenica

ukazuje na dobru stabilnost AgNPs-CMD.

4.3.2. Gel permeaciona hromatografija (GPC-SEC)

Metodom GPC analizirani su polazni ligand CMD i AgNPs-CMD u cilju karakterizacije
polaznih komponenti i definisanja molarne mase AgNPs-CMD (v. Sl. 29). U slu¢aju CMD
mogu se videti dve frakcije na 3,352 i 3,695 minuta. U GPC hromatogramima AgNPs-CMD
uoc¢eno je postojanje jedne frakcije uniformne raspodele na 3,255 minuta. U ovom slucaju,

odgovarajuci ligand za sintezu AgNPs-CMD je frakcija CMD od 3,352 minuta.
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Slika 29. GPC hromatogrami CMD (A) i AgNPs-CMD (B)
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U cilju definisanja srednjih molarnih masa polaznog CMD i AgNPs-CMD, ili njihovih
frakcija, konstruisana je kalibraciona kriva Mw = f(#,) na osnovu definisanih standarda.

Funkcija zavisnosti molarnih masa standarda i retencionog vremena prikazana je jedna¢inom

(9):

Mw=313724 - 61 608 - 9)

Koris¢enjem jednacine (9) definisana je srednja molarna masa ispitivanih frakcija polaznog

CMD i AgNPs-CMD, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11. GPC parametri i molarne mase CMD i AgNPs-CMD

Retenciono vreme, | Molarna masa,
t, (min) Mw (g/mol)
AgNPs-CMD 3,255 113 191
3,695 86 083
CMD
3,352 107 216

Analizom molarnih masa odgovarajucih frakcija CMD 1 AgNPs-CMD moze se zakljuciti da u
sintezi AgNPs-CMD ucestvuje frakcija CMD srednje molarne mase 107 216 g/mol. Ovi
manji oligomeri CMD, zajedno sa drugom frakcijom, predstavljaju optimalni ligand za

kompleksiranje sa Ag, daju¢i AgNPs-CMD srednje molarne mase 113 191 g/mol.

4.3.3. SEM mikroskopija

Radi dalje morfoloske analize, primenjene su metode SEM analize sa energijom elektronskog
mlaza od 30 keV. SEM mikrografi prikazuju pojedinacne AgNPs Cestice, kao i vece agregate
(v. Sl. 30). Kao $to se moze uociti, dominiraju sferne Cestice veli¢ine 10-60 nm (v. Sl. 30A i
30B). SEM mikrografi pokazuju da su nanocestice stabilne i nisu u direktnom kontaktu, iako
su primeceni i1 pojedinacni agregati. Ovo se moze pripisati stabilizaciji nanocestica od strane

CMD, kao stabilizirajueg agensa. Radi ilustracije i poredenja na Slici 30C prikazan je i

93



Slobodan Gligié Doktorska disertacy'a

mikrograf uocCenog agregata nanocestica, nepravilne strukture, bez dobro definisane

morfologije, ali formiran od viSe pojedinac¢nih Cestica sfernog oblika.

L] —_—
IRkY X35, 098 oWy oo 38kU X15,880 i 148487

Slika 30. Skenirajuéi elektronski mikrografi AgNPs-CMD c¢estica (A, B) i agregata (C)

4.3.4. Difrakcija X-zraka (XRD)

Metoda difrakcije X-zraka primenjena je radi definisanja prostorne kristalne resetke. Dobijeni
XRD difraktogrami su prikazani na Slici 31. Na osnovu literaturnih podataka, XRD pikovi sa
vredno$¢éu priblizno oko 38°, 44° i 64° mogu biti prepoznati kao 111, 200 i 220
kristalografske ravni povrSinski centrirani kubnih Ag kristala, respektivno (Bankura i sar.,
2012; Kanmani i Lim, 2013). XRD profil AgNPs-CMD (v. Sl. 31) pokazuje 26 pikove na
38°, 44.5° 1 64.5° koji se odnose na AgNPs, dok se pik na 29° odnosi na CMD koji je
prisutan i u difraktogramu CMD, koji se razlikuje od onog AgNPs-CMD prema ocekivanju
jer je u pitanju amorfna forma pa je otuda i broj pikova znacajno manji u odnosu na kristalnu
formu cestica. Ovi rezultati dodatno potvrduju postojanje AgNPs u finalnom proizvodu
AgNPs-CMD. Sli¢ni rezultati primeceni su za AgNPs sintetizovanih sa dekstranom,
pululanom (Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim, 2013), ekstrakt od kokosovog otpadaka,
Cts, Cts / zelatin i Zelatina BNCs, i CMC (Ahmad i sar., 2011; Tolmachev i sar., 1985).
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Slika 31. XRD difraktogrami CMD i AgNPs-CMD

4.3.5. FTIR spektroskopija

Proces sinteze i karakterizacije AgNPs pracen je na osnovu spektar strukturnih korelacija
metodom FTIR spektroskopije. Asignacija spektara vrSena je na empirijski nacin, tako §to su
uporedivani spektri polaznog CMD i AgNPs-CMD, kao i na osnovu dostupnih literaturnih
podataka o spektrima slicnih sistema. FTIR spektar CMD analiziran je ranije. Za spektar
strukturne korelacije najvaznija je oblast vibracija svih tipova karboksilne grupe i
uporedivanje sa izgledom spektra u ovoj oblasti sa onom kod AgNPs-CMD. U FTIR spektru
CMD koji je prikazan na Slici 32a, postoje intenzivne trake na oko: 1740, 1244, 1139 i 682
cm’! (ove su u spektru oznadene strelicom) koje poti¢u od valentine v(C=0), 8(C-OH), (C-O)
1 0(C=0) vibracija, respektivno. Traka od valentine v(C=0) nadena je kod sli¢cnih AgNPs sa
razli¢itim karboksimetil polisaharidima: kod karagenana 1737 c¢cm!, karboksimetil celuloze
(Daniel-da-Silva i sar., 2009), kod karboksimetilovanih glukana 1736 cm™! (Bao i sar., 2002),
a u spektru CMD na 1750 ¢cm™! (Prinz i sar., 2010). Kao $to se moZe videti sa Slike 32a,
spektar koris¢enog CMD ima karakteristi¢ne trake na 1740 cm!, a sem nje i one na 1244 cm-
11139 cm! i 682 cm™!, koje se mogu pripisati svim tipovima vibracija CO karboksimetil

grupe. Medusobno uporedivanje izgleda spektra u oblasti vibracija CO grupa moze da bude
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dobar pokazatelj o uspesnosti sinteze, ali i 0 eventualnim interakcijama izmedu AgNPs i
CMD. Negativno naelektrisane karboksilne grupe su u elektrostati¢koj interakciji sa Ag®
jonima, kako smo ranije zakljucili, tako da mogu pored redukcije da formiraju i kompleks
kao deo Ag nanostrukture (Abdel-Mohsen i sar., 2012). Naime, ako se vr$i redukcija i
vezivanje deprotonovanjem OH grupe iz karboksilne grupe, u spektru AgNPs-CMD ne
ocekuje se deformaciona traka 8(C-OH), a polozaj v(C-O) trake treba da bude promenjen.
Ukoliko bi se vrsila samo redukcija, deprotonovanjem, onda bi se ocekivale promene u svim
oblastima spektra u kojima se oc¢ekuju vibracije svih tipova OH grupe, koje su ukljucene u
obrazovanje vodni¢nih veza, tj. pomeranje ka viSim frekvencijama valentne OH vibracije i
promene u obliku traka koje se uoCavaju u spektru, a umesto karboksilatne grupe bi se
ocekivale trake od vibracija karboksilatnog anjona. Ako je koordinacija moguca putem
elektronskog para C=0O grupe sa Ag (koordinacija veza izmedu dekstrana i AgNPs), ocekuje
se smanjenje frekvencije valentne C=O vibracije. U ovom sluCaju, tacan polozaj traka
valentnih C=0 i CO vibracija pretezno zavisi od interakcije izmedu Ag i dva O atoma iz -
COOR grupa. U slucaju karboksilatnog anjona, usled delokalizacije elektrona, red dve CO
veze je potpuno izjednacen, tako da se u oblasti valentne CO vibracije ofekuju dve trake
(jedna na oko 1600 ¢cm, a druga na oko 1400 cm’), od asimetri¢ne i simetricne CO
vibracije, respektivno (Garza-Navarro i sar., 2013; Daniel-da-Silva i sar., 2009). Kao §to se
moze videti, u FTIR spektru AgNPs-CMD nema trake od 8(C-OH) vibracije na 1244 cm! i
od v(C-O) na 1139 cm™!, nema traka od deformacione §(C=0) vibracije na oko 680 cm’!, dok
se traka od v(C=0) pomera ka nizim vrednostima (na oko 1603 c¢cm) Sto sve ukazuje na
promenjenu elektronsku gustinu unutar karboksilatne grupe pre i nakon sinteze AgNPs. U
prilog ovakvom zakljucku je i €injenica da u spektru AgNPs-CMD postoji traka na oko 1420

cm! koje nema u spektru CMD.
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Slika 32. FTIR spektri CMD (a) i AgNPs-CMD (b)

Imajucéi u vidu napred iznesene zakljucke, a na osnovu polozaja, intenziteta, kao i literaturnih
podataka, trake na oko 1603 i 1420 cm™ mogu se pripisati asimetri¢noj i simetri¢noj CO
vibraciji (Garza-Navarro i sar., 2013; Daniel-da-Silva i sar.,2009), respektivno. Ova €injenica
ukazuje na to da postoji jaka interakcija izmedu Ag i dva O atoma iz —COO" grupe, tj. na
koordinaciju jona srebra sa karboksilnom grupom, kao Sto je opisano kod sli¢nih kompleksa

(Abdel-Mohsen i sar., 2012).

Pored toga, FTIR spektar AgNPs-CMD (v. Sl. 32b) pokazuje traku na 1384 cm™'. Poreklo ove
trake u spektru je doskora bilo nejasno. Prema nekim autorima ova traka je karakteristicna za
sintetisane AgNPs 1 poti¢e od interakcija (sternih) AgNPs sa redukujué¢im i zaStitnim
agensom, dok prema drugima ona moZe biti pripisana simetri¢noj valentnoj vibraciji O-N-O
veze, karakteristicne za nitratne radikale (O=NOx’), (Kanmani i Lim, 2013; Ahmad i sar.,
2011; Garza-Navarro i sar., 2013). Sve ovo sugeriSe na formiranje neorganske soli izmedu
natrijum katjona, koji su raseljeni od svog prirodnog polozaja od R-CH20COO" grupa kod
CMC, i one od nitratnih anjona iz AgNOs3 reagensa koriS¢enog pri sintezi nanocestica (Garza-

Navarro 1 sar., 2013). U radu (Glisi¢ 1 sar., 2015) je pretpostavljeno da ova traka potice od
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valentne vibracije nitratnih jona koji su adsorbovani na povrS§ini AgNPs-CMD zaostalog

srebra nitrata ili koordinirana sa Ag jonima.

Kako se sinteza Cestica vrsi u slabo alkalnoj sredini i temperaturi kljucanja reakcione smese,
radi utvrdivanja eventualnih promena u strukturi CMD analizirana je nizefrekventna oblast
FTIR spektra (1000-700 ¢cm™). Naime, u ovoj oblasti, kako je ranije navedeno, ocekuju se
trake deformacionih CH vibracija od CMD. Broj i tacan polozaj traka u ovoj oblasti zavisi od
uzajamnog delovanja CH grupa (Panov i Zhbankov, 1976; Zhbankov, 1972; Panov i
Zhbankov, 1988), tj. konformacije glukopiranoznog prstena. Prisustvo traka na oko 915, 834
i 762 cm™ u spektru AgNPs-CMD ukazuje na *“Ci konformaciju a-D-glukopiranoznog
prstena, kao i kod polaznog CMD.

4.3.6. Antimikrobna aktivnost nanocestica AgNPs-CMD

Veliki broj literaturnih podataka pokazuje da AgNPs poseduju znaCajnu antimikrobnu
aktivnost koja se objaSnjava akumulacijom jona srebra iz rastvora u bakterijskim
membranama koje mogu dovesti do smrti ¢elije (Deli¢, 2011). Naime, katjon srebra moze da
reaguje sa tiolnim grupama i proteinima u ¢elijama, a sem toga moZze inaktivirati enzime koji

su potrebni za normalan ¢elijski metabolizam (Sondi i Salopek, 2004).

Antimikrobna aktivnost stabilizovanih AgNPs-CMD radena je disk-difuzionom metodom na
agaru. Za testove antimikrobne aktivnosti sintetisanih AgNPs-CMD koris¢eni su klinicki
izolati bakterijskih patogena (B. lutea, B. aureus, B. cereus, E. faecalis, P. aeruginosa,
Klebsiella) 1 gljivicnih sojeva (dspergillus spp, Penicillum spp, i C. albicans) kao indikatori
sojeva za analizu. Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti rastvora AgNPs-CMD
nanocCestica prikazani su u Tabeli 12. Radijalni rast zone inhibicije povecava se sa
povecanjem koncentracije AgNPs-CMD od 0,25 do 1 mg/ml izuzev sojeva Enterococcus
faecalis kod kojih se zona inhibicije postize tek kod koncentracije AgNPs-CMD od 1 mg/ml.
Gljivica Penicillium spp je osetljivija na AgNPs-CMD u odnosu na druga dva ispitivana
gljivicna soja kod kojih se zona inhibicije od oko 11 mm postize kod koncentracije AgNPs-
CMD od 1 mg/ml. AgNPs-CMD nanocestice su pokazale najve¢u aktivnost na bakterije B.
lutea i B. aureus. Antifungalna aktivnost AgNPs-CMD analizirana je prema soju C. albicans.

Zone inhibicije prema C. albicans su veoma male.
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Tabela 12. Radijalni pre¢nik inhibicije zona ispitivanih bakterijskih i gljivi¢nih sojeva

Radijalni prec¢nik inhibicije (mm)
AgNPs-CMD
G3=0,25 G4+~=0,5 Gs=1
mg/ml mg/ml mg/ml
Bacillus lutea 11 13 20
Bacillus aureus 12 18 21
Bakterijski Bacillus cereus 11 12 14
sojevi Enterococcus faecalis - - 11
Pseudomonas aeruginosa - - 12
Klebsiella 13 14 15
Aspergillus spp. - - 11,5
Gliviéni
JI.VIC.m Penicillium spp. 13 20 20
sojevi
Candida albicans - - 11

Zona inhibicije B. lutea, B. aureus, B. cereus, E. faecalis, P. aeruginosa i K. pneumoniae bile
su 20, 21, 14, 11, 12 i 15 mm, respektivno. AgNPs-CMD u koncentraciji od 1 mg/ml

pokazali su niz specificnosti prema svojoj antimikrobnoj aktivnosti (v. S1. 33A).
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Slika 33. Antimikrobna aktivnost nanoestica AgNPs-CMD razli¢ite koncentracije protiv

bakterijskih sojeva (B. lutea, B. aureus, B. cereus, E. faecalis, P. aeruginosa i Klebsiella) (A) i

gljivicnih sojeva (Aspergillus spp., Penicillum spp. 1 C. albicans) (B)

4.4. Nanocestice AgNPs-DS

4.4.1. UV-Vis spektrofotometrija

I u slucaju sinteze AgNPs-DS uspesnost sinteze AgNPs je preliminarno potvrdena promenom
boje reakcionog sistema iz bezbojne do Zuckasto-braon i analizom UV-Vis spektra, kako je
ranije diskutovano (Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim, 2013; Wei i sar., 2009; Tran i sar.,
2010; Quelemes i sar., 2013; Hamedi i sar., 2012; Garza-Navarro i sar., 2013; Ahmad i sar.,
2011; Prinz i sar., 2010; Abdel-Mohsen i sar., 2012). UV-Vis spektri DS, kao i AgNPs-DS
uzoraka sintetisanih na temperaturi kljucanja posle 1 i 2 asa sinteze prikazani su na Slici 34.

Kao $to se to moze videti, u vidljivom delu spektra AgNPs-DS postoji Siroka intenzivna traka
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u oblasti oko 420 nm, koja je rezultat SPR prelaza, Sto ukazuje na formiranje AgNPs-DS.
Polozaj ove apsorpcione trake promenio se sa 410 nm (1 ¢as nakon sinteze) na 420 nm (2
¢asa nakon sinteze) i nije bilo dodatnih promena u vremenu od 4 Casa nakon sinteze, niti
stajanjem u toku tri meseca, Sto ukazuje na to da se sinteza zavrSava posle 2 Casa s jedne, a s
druge strane na agregativnu stabilnost. Prema podacima iz literature, procenjena veli¢ina
AgNPs-DS na osnovu polozaja apsorpcionog maksimuma bila bi oko 40 nm (Magudapatty i
sar., 2001).
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Slika 34. UV-Vis spektri AgNPs-DS i DS

U UV-Vis spektru AgNPs-DS postoji i traka na oko 320 nm koje nema u spektru polaznog
DS. Ova traka je, najverovatnije, rezultat n-n prelaza sulfo grupe, ¢ija je elektronska gustina

promenjena usled interakcija sa srebrom, pa moze sluziti ako kriterijum uspesnosti sinteze.

4.4.2. SEM mikroskopija

Morfologija sintetisanih AgNPs Cestica je okarakterisana SEM analizom. SEM mikrografi
dijaliziranih uzoraka prikazuju pojedinatne AgNPs Cestice, kao i1 vece agregate (v. SL. 35).

Kao $to se moze uociti, dominiraju sferne cestice veli¢ine 10-60 nm (v. SI. 35A i 35C), ali je
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uocena i1 pojava agregata. SEM mikrografi pokazuju da su nanocCestice stabilne i nisu u
direktnom kontaktu. Ovo se moze pripisati stabilizaciji nanocestica od strane DS, kao

stabiliziraju¢eg agensa. Mikrograf nedijaliziranog uzorka pokazuje prisustvo Ccestica

nepravilne strukture, bez dobro definisane morfologije, usled kristalizacije liganda (v. Sl.

35B).
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Slika 35. SEM slike AgNPs-DS dijaliziranog uzorka koji pokazuje postojanje agregata
nanocestica (A i C), velikih Cestica kod nedijaliziranog uzorka (B) i tipi¢an primer EDX spektra

pojedinih AgNPs-DS dijaliziranog uzorka (D)

4.4.3. EDX analiza

Metoda EDX moze se koristiti i za kvalitativno i kvantitativno odredivanje srebra uklju¢enog
u formiranje AgNPs (Clearfield i sar., 2008). Tipican EDX spektar dobijen iz oblasti

pojedinacnih AgNPs-DS prikazan je na Slici 35D za Cesticu oznacenu strelicom. Snazan
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signal koji odgovara elementarnom srebru na oko 3 eV i slabijim signalima koji odgovara S,
Na i O (iz Na soli DS) potvrdili su formiranje AgNPs kao deo AgNPs-DS. Ovo je u skladu sa
pojavom optickog apsorpcionog pika na otprilike 3 eV (410 nm) poreklom iz povrSinske
plazmonske rezonance koja je tipi¢na za nanokristale metala srebra (Bankura i sar., 2012;

Nikoli¢ i sar., 2014).

4.4.4. Difrakcija X-zraka (XRD)

XRD difraktogrami su prikazani na Slici 36. Na osnovu literaturnih podataka, XRD pikovi sa
vrednos$¢u priblizno oko 38°, 44°, 64°, 77° 1 81° mogu biti prepoznati kao 111, 200, 220, 311
1 222 kristalografske ravni povrsinski centrirani kubnih Ag kristala, respektivno (Bankura i
sar., 2012; Kanmani i Lim, 2013). XRD profil AgNPs-DS (v. Sl. 36) pokazuje pikove na
38.24°,44.32°,64.58°,77.59°1 81.75° koji se odnose na AgNPs. Ovi rezultati dodatno
potvrduju postojanje AgNPs u finalnom proizvodu AgNPs-DS. Sli¢ni rezultati primeceni su
za AgNPs sintetizovanih sa dekstranom, pululanom (Bankura i sar., 2012; Kanmani i Lim,
2013), ekstrakt od kokosovog otpadaka, Cts, Cts / zelatin i Zelatina BNCs, i CMC (Garza-
Navarro i sar., 2013; Ahmad i sar., 2011).
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Slika 36. XRD difraktogrami AgNPs-DS
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Prosecna velicina AgNPs procenjena je iz Sirine refleksije u rentgenskom snimku koja
omogucava izracunavanje veli¢ine Cestica prema Scherrerovoj jednacini (7) kako je ranije
detaljnije prikazano. U ovom sluc¢aju odredivanje je velicine AgNPs vrSeno je na Braggovoj
refleksiji na 38.24° 26, §to daje srednju veli¢inu kristalita od 40 = 4 nm Sto je u skladu sa

rezultatima dobijenim prethodnim metodama.

4.4.5. FTIR spektroskopija

Analiza infracrvenih spektara izvedena je na empirijski nacin uporedivanjem spektra DS i
AgNPs-DS i podataka iz literature (Quelemes i sar., 2013; Glisic¢ i sar., 2015). FTIR spektri,
natrijumove soli dekstran sulfata, AgNPs-DS pre i nakon dijalize prikazani su na Slici 37.
Slicnost spektara DS i njegovih AgNPs govori u prilog sli¢ne pretezno jonske prirode ovih
jedinjenja. U FTIR spektru DS, prisustvo sulfo grupe moze se odrediti prisustvom
apsorpcionih traka o kojima je ranije bilo viSe reci. FTIR spektar AgNPs-DS u osnovi je
slican spektru pocetnog DS. Razlike postoje u polozaju trake koji potice od vas(S=0) koja se
pojavljuje na oko 1239 cm’! u spektru nedijaliziranog i dijaliziranog AgNPs-DS, dok se u
spektru DS nalazi na oko 1261 cm’!, dakle izmedu njih postoji razlika od 22 cm.
Istovremeno razlika izmedu polozaja trake od vas(O-S-O) vibracije izmedu DS i
nedijaliziranog AgNPs (kod njega je polozaj visi, 832 cm™) iznosi oko 10 cm™'. Razlika u
polozaju ove trake u odnosu na spektar dijaliziranog AgNPs-DS nesto je veca i iznosi oko 45
cm!'. Ove Cinjenice ukazuju na snaznu interakciju sulfo grupa sa srebrom, s jedne strane i
verovatno, na promenu konformacije sulfo grupe od ekvatorijalne do aksijalne pozicije s

druge strane.

Interesantna je Cinjenica, da FTIR spektar nedijaliziranog uzorka AgNPs-DS (v. Sl. 37b)
sadrzi traku na 1384 cm™!, a ne i spektar dijaliziranog uzorka (v. Sl. 37¢c). Poreklo ove trake je
razmatrano na strani 97. Da bi se razjasnilo poreklo ove trake u slu¢aju AgNPs-DS i AgNPs-
E (o kojima ¢e biti vise reci kasnije), reakciona smesa je dijalizirana do negativne reakcije na
Ag" jon i nitrate, a potom su snimani spektri. U ovako precis¢enom uzorku AgNPs-DS nema

ove trake, pa je lako zakljuciti da ona potic¢e od zaostalih nitratnih jona.
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Slika 37. FTIR spektri natrijumove soli dekstran sulfata (DS) (a), AgNPs-DS pre (b) i

nakon dijalize (c)
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Spektralna oblast od 1000 do 700 cm!, gde se pojavljuju trake koje su rezultat deformacionih
CH vibracija van ravni, kao i valentnih CCO, OCO i COC vibracija, vazna je za utvrdivanje
konformacije glukopiranozne jedinice kako je ranije viSe puta navedeno. Naime, prisustvo
traka na oko 915 cm™! (slaba traka), 850 cm™' i 752 cm™' u oba FTIR spektara ukazuje na *Ci
konformaciju a-D-glukopiranoznog prstena, Sto znac¢i da konformacija u toku sinteze ostaje

nepromenjena.

Pojava traka u oblasti vibracija svih tipova vode (valentna HOH, 3400 cm™ kao i
deformaciona HOH oko 1640 cm™) u sva tri spektra ukazuje na prisustvo konstitucione vode

u strukturi.

4.4.6. Antimikrobna aktivnost nanocestica AgNPs-DS

Rastvor AgNPs-DS pokazao je antimikrobnu aktivnost protiv bakterija, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus luteus in haus strain, Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus

vulgaris, $to dokazuje prisustvo jasnih zona inhibicije rasta bakterija oko diskova.

Tabela 13. Radijalni pre¢nik zona inhibicije za testirane bakterijske i gljivi¢ne sojeve

Radijalni pre¢nik zona inhibicije (mm)
AgNPs-DS
G1=0,25 | G=05| Gs=1
mg/ml mg/ml | mg/ml
Staphylococcus aureus 17 18 19
Bacillus cereus 16 18 19
G?a.m Bacillus luteys in haus 20 21 24
pozitivne strain
Bakterijski Bacillus subtilis 16 17 19
sojevi Listeria monocytogenes 16 17 18
Escherichia coli 17 18 21
Gram | Pseudomonas aeruginosa 23 24 26
negativne | Klebsiella pneumoniae 16 18 19
Proteus vulgaris 13 14 15
Gljiviéni soj Candida albicans - 16 -
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Radijalni precnici zona inhibicije prikazani su u Tabeli 13. Inhibicija je primecena kod svih
analiziranih bakterijskih sojeva sa koncentracijom 0,25 mg/ml AgNPs-DS, Sto ukazuje na to
da je minimalna inhibitorna koncentracija na ove mikroorganizme niska. Na primer, u
literaturi (Dhand i sar., 2016) je navedeno da su minimalne inhibitorne koncentracije za
Escherichia coli 1 Staphylococcus aureus bile oko 0,26 mg/l. NajvisSe zone inhibicije su
zabelezene protiv Pseudomonas aeruginosa i Bacillus luteus in haus strain. Zona inhibicije
protiv ovih mikroorganizama za koncentraciju od 1 mg/ml AgNPs-DS bila je 26 i 24 mm,
respektivno. Medu bakterijskim sojevima, Proteus vulgaris najmanje je bio osetljiv na
aktivnost AgNPs-DS sa zonom inhibicije 15 mm, kada je koriS¢ena koncentracija 1 mg/ml
AgNPs-DS. Ispitivanje aktivnosti razlic¢ite koncentracije AgNPs-DS u odnosu na sve druge
koris¢ene bakterijske sojeve pokazale su sli¢ne rezultate sa zonama inhibicije u opsegu 16-17
mm, 18-19 mm i 18-21 mm za koncentraciju od 0.25, 0.5 i 1 mg/ml AgNPs-DS. Rezultati za
Klebsiella pneumoniae, Bacillus luteus in haus strain i Pseudomonas aeruginosa veci su od
prethodno prikazanih za AgNPs-CMD (Glisi¢ i sar., 2015). Antimikrobna aktivnost protiv
Candida albicans primecena je samo uz koncentraciju od 0,5 mg/ml AgNPs-DS. Niska
antimikrobna aktivnost AgNPs protiv Candida albicans ve¢ je navedena za AgNPs
stabilizovane CMD (Glisi¢ i sar., 2015). Mehanizam antimikrobne aktivnosti AgNPs moze se
objasniti akumulacijom srebra u bakterijskim membranama koje mogu dovesti do smrti ¢elije
(Boxall i sar., 2007). Rastvoren Ag katjon moze da reaguje sa tiolnim grupama i proteinima u
¢elijama. Dodatno mozZe inaktivirati enzime koji su potrebni za normalan celijski

metabolizam (Klaine i sar., 2008).

AgNPs-DS u koncentraciji od 1 mg/ml pokazale su niz specificnosti prema antimikrobnoj
aktivnosti. Ali ve¢a koncentracija srebra moze biti Stetna i za mikrobe. Zbog toga su manje
koncentracije mnogo primenljive u tu svrhu. Nize efektivne koncentracije AgNPs, koje
izazivaju efekat na organizme razlicite od kontrole, krecu se od nekoliko ng/l do desetina
mg/l u zavisnosti od organizma i mnogih drugih faktora (Moreno-Garrido i sar., 2015). Ovaj

dizajn sinteze nanocCestice srebra ima veliki potencijal zbog svoje antimikrobne aktivnosti.
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4.5. Nanocestice AgNPs-E

4.5.1. UV-Vis spektrofotometrija

Kod dva prethodna postupka sinteze AgNPs koriS¢eni su netoksi¢ni agensi. Zeleni postupci
sinteze sa vodenim ekstraktima dobijeni iz prirodnih proizvoda, kao $to je ranije napomenuto,
imaju niz ekoloskih prednosti. Sem toga s obzirom na kompleksan sastav ekstrakata koji i
sami poseduju redukujuce i stabiliziraju¢e osobine, ali 1 antimikrobnu aktivnost, bilo je
interesantno sintetizovati AgNPs sa ekstraktom dimnjace, o cemu nema dostupnih podataka u
literaturi i korelirati rezultate sa onima koji se odnose na CMD i DS sintezu. I u ovom slu¢aju
je formiranje AgNPs-E propra¢eno promenom boje reakcione smeSe od bezbojne do
zuckasto-braon. Medutim, sinteza je izvrSena na sobnoj temperaturi i na temperaturi kljucanja
reakcione smesSe. Kao §to je poznato iz literaturnih podataka (Amooaghaie i sar., 2015;
Sathishkumar 1 sar., 2009; Bar 1 sar., 2009; MubarakAli 1 sar., 2011; Vilchis-Nestor 1 sar.,
2008; Shankar i sar., 2004; Abu Bakar i sar., 2007; Vigneshwaran i sar., 2006; Chandran i
sar., 2006; de Aragao i sar., 2016; Ebrahiminezhad i sar., 2016; Huang i sar., 2007; Sabri i
sar., 2016; Bednar, 2014), metode UV-Vis spektrofotometrije su koriS¢ene za pracenje toka
sinteze AgNPs-E, njihove koli¢ine, veli¢ine Cestica i agregacione stabilnosti. Naime, kada se
Ag" redukuje do Ag’ ima trend da formira klastere ili da se aglomeriSe, §to je propraceno
batohromnim pomeranjem apsorpcionog maksimuma. Prisustvo fitohemijskih jedinjenja u
reakcionoj smesi, pored redukujuc¢eg efekta ima i inhibitorni efekat na rast AgNPs-E.
Postojanje SPR trake u oblasti od 380 do 450 nm ukazuje na formiranje AgNPs-E. Povecanje
intenziteta ove trake je proporcionalno sa koli¢inom Cestica, a na osnovu tacnog poloZaja
moze se odrediti i njihova veli¢ina (Bednar, 2014). UV-Vis spektri ispitivanih uzoraka
snimljenih kao funkcija reakcione temperature (sobna temperatura i temperatura kljucanja) i

vremena prikazani su na Slici 38 i Slici 39, a date su i vrednosti Amax.

U UV-Vis spektrima snimljenih na sobnoj temperaturi postoji traka od SPR prelaza oko 436
nm, ¢iji se polozZaj pomera do 438 nm sa povecanjem vremena sinteze do 90 minuta, a ujedno
njen intenzitet raste, $to ukazuje na povecanje koncentracije AgNPs-E. Ove Cinjenice
potvrduju formiranje AgNPs-E s jedne, a s druge strane da se maksimalna koncentracija
postize posle 90 minuta. Sa produzenjem vremena sinteze do 90 minuta dolazi do formiranja

Cestica vec¢ih razmera. Na osnovu relacije (Bednar, 2014) procenjena veli¢ina Cestica iznosi
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oko 20 nm. Posle 15 dana stajanja, polozaj trake prakticno se ne menja, dakle one su

agregaciono stabilne.

Apsorbanca

200 300 400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

Slika 38. UV-Vis spektri; 1-AgNO; (227 nm i1 303 nm), 2- ekstrakt (225 nm, 282 nm i 322 nm), 3-
kompleks sobna nakon 5 minuta (436 nm), 4- kompleks sobna nakon 30 minuta, 5- kompleks sobna
nakon 60 minuta, 6- kompleks sobna nakon 90 minuta, (438 nm), 7- kompleks sobna nakon 120

minuta (439 nm) i 8- kompleks sobna nakon 15 dana (444 nm)

U UV-Vis spektrima uzoraka sintetisanih na temperaturi klju¢anja reakcione smese postoji
traka od SPR prelaza na oko 440 nm, Ciji intenzitet se ne menja posle 30 minuta reakcije, a
takode ni polozaj. Ove Cinjenice ukazuje, s jedne strane da se formiranje AgNPs-E zavrSava
brze u odnosu na sintezu na sobnoj temperaturi, a s druge strane da je veli¢ina od 18 nm
odredena prema (Bednar, 2014) neSto manja u odnosu na one sintetisane na sobnoj
temperaturi. Posle 90 minuta nisu uocene promene u polozaju trake, niti posle stajanja

kompleksa u toku 15 dana, Sto govori u prilog njihove agregativne stabilnosti u tom periodu.
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Slika 39. UV-Vis spektri; 1-AgNOs, (227 nm i 303 nm), 2-ekstrakt (225 nm, 282 nm i 322 nm), 3-
kompleks nakon zagrevanja 60 minuta (221 nm i 440 nm), 4- kompleks nakon zagrevanja 30 minuta

(436 nm) i 5- kompleks nakon zagrevanja 90 minuta (440 nm)

Paznja ranijih istraziva¢a (Amooaghaie i sar., 2015; Sathishkumar i sar., 2009; Bar i sar.,
2009; MubarakAli 1 sar., 2011; Vilchis-Nestor 1 sar., 2008; Shankar i sar., 2004; Abu Bakar 1
sar., 2007; Vigneshwaran i sar., 2006; Chandran i sar., 2006; de Aragado i sar., 2016;
Ebrahiminezhad i sar., 2016; Huang 1 sar., 2007; Sabri i sar., 2016) uglavnom je usmerena na
ispitivanju UV-Vis oblasti preko 300 nm sa ciljem potvrde postojanja AgNPs (SPR trake) 1
njihove stabilnosti, dok je FTIR analiza koriS¢ena da se identifikuju potencijalni biomolekuli
odgovorni za redukciju i stabilizaciju AgNPs i predvidanje njihove uloge u procesu sinteze
(Amooaghaie 1 sar., 2015; Sathishkumar i sar., 2009; Bar i sar., 2009; MubarakAli i sar.,
2011; Vilchis-Nestor i sar., 2008; Shankar i sar., 2004; Abu Bakar i sar., 2007; Vigneshwaran
1 sar., 2006; Chandran i sar., 2006). Medutim, i UV-Vis analiza moze da ukaze na
potencijalne funkcionalne grupe biomolekula koje ucestvuju u ovim procesima, pa smo mi
zbog toga spektre snimili po¢ev od 200 nm. Pokazalo se da (v. Sl. 39 i Sl. 40) ekstrakt
Fumaria officinalis L, u UV oblasti spektra poseduje trake na oko 230, 270 i 335 nm. Ove
trake su, najéesce, rezultat n-n" i n-n" prelaza karboksilne grupe, karbonskih kiseline i njihove

derivate, ketone, aldehide, amide i biomolekule iz grupe flavona i njihovih derivata (Saleh i
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Khalet, 2013; McConnell i sar., 1993), pa se trake od ovih prelaza o¢ekuju i u naSem spektru,
imajuéi u vidu sastav ekstrakta (Glisi¢ i sar., 2016; Latif i sar., 2012; Ivanov i sar., 2014).
Njihov intenzitet je znacajno smanjen u spektrima AgNPs-E, §to ukazuje na zakljucak da su
funkcionalne grupe sa slobodnim elektronskim parom (CO ili amidna) napred navedenih
grupa jedinjenja ukljuCene u redukciju jona srebra. Trake na oko 227 nm i 303 nm u spektru
AgNOs prisutne su i u spektrima AgNPs-E, a ne u spektru dijaliziranog uzorka (v. Sl. 40).
Ova Cinjenica upucuje na zakljucak da nakon sinteze zaostaju nitratni joni koji se uklanjaju
dijalizom. Manje batohromno pomeranje SPR trake (oko 10 nm) nakon dijalize ukazuje na
povecanje razmera AgNPs-E Cestica, tj. na Cinjenicu da, verovatno, nitratni joni imaju ulogu

u stabilizaciji Cestica.
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Slika 40. UV-Vis spektri; 1-AgNO3, 2-ekstrakt, 3-kompleks nakon dijalize i 4-kompleks nakon

zagrevanja 30 minuta

4.5.2. SEM mikroskopija

Morfologija AgNPs-E Cestica je okarakterisana SEM analizom. SEM mikrografi ili uzorci 1 i
2 su prikazani na Slici 41. Ovi SEM mikrografi prikazuju nepravilne sferne Cestice sa

prose¢nom veli¢inom 25 nm (uzorak 1), Sto potvrduje nalaze dobijene primenom metode
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UV-Vis, koje se Cesto aglomeriSu u male agregate. Veliki agregati AgNPs-E nepravilne

strukture, bez dobro definisane morfologije takode su pronadeni u uzorku (v. SI. 41).

10um uzorak 1
Slika 41. Skenirajuci elektronski mikrografi AgNPs-E sintetisane na sobnoj temperaturi (uzorak 1) i

temperaturi klju¢anja (uzorak 2)

4.5.3. EDX analiza

EDX spektroskopija koriS¢ena je za kvalitativnu i kvantitativnu analizu srebra ukljucenog u
formiranje AgNPs-E. EDX spektri od dva istrazena uzorka prikazani su na Slici 42. U oba
slucaja je na 3 keV naden jak signal koji odgovara elementarnom srebru zbog povrSinske
plazmonske rezonance. Nizi signali koji dolaze iz C i O potvrduju formiranje AgNPs kao deo
AgNPs-E. Nakon kalibracije, kori§¢enjem standarda cistog elementa, koris¢en je INCA
softver za odredivanje sadrzaja Ag koji je ~ 35 % u uzorku 1 (v. Sl. 42a) i ~ 70 % u uzorku 2
(v. SL 42b).

¢ uzorak 1

Slika 42. EDX spektri AgNPs-E sintetisane na sobnoj temperaturi (a) i temperaturi klju¢anja (b)
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Za uzorak 1 odabrane su tri Cestice koje su oznacene na Slici 43. Kvalitativno i1 kvantitativno

odredivanje u uzorku 1, a rezultati odredivanja nekih elemenata su prikazani u Tabeli 14.

ectrum 1|

Spectrum 2

' 10pm ' Electron Image 1

Slika 43. Skeniraju¢i elektronski mikrograf AgNPs-E sintetisane na sobnoj temperaturi (uzorak 1)

Kako se moze videti iz Tabele 14, sadrzaj srebra krec¢e se od min 27,82 % pa do max 43,61

%. Prosecan sadrzaj srebra iznosi 33,91 %.

Tabela 14. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje nekih elemenata u uzorku 1

Uzorak 1 C (0] Na Cl Ar Ca Ag Total

Spectrum 1 | 3825 | 15.19 | 6.14 7.80 | 1.68 | 0.61 | 30.32 | 100.00

Spectrum 2 | 31.76 | 11.87 | 11.66 | 14.45 | 2.44 27.82 | 100.00
Spectrum 3 | 3345 | 10.87 | 2.77 544 | 3.86 43.61 | 100.00
Max. 3825 | 15.19 | 11.66 | 14.45 | 3.86 | 0.61 | 43.61
Min. 31.76 | 10.87 | 2.77 544 | 1.68 | 0.00 | 27.82
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Za uzorak 2 odabrane su dve cestice koje su oznacene na Slici 44. Kvalitativno i
kvantitativno odredivanje u uzorku 2, a rezultati odredivanja nekih elemenata prikazani su u

Tabeli 15.
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Slika 44. Skeniraju¢i elektronski mikrograf AgNPs-E sintetisane na temperaturi kljuanja (uzorak 2)

Kako se moze videti iz Tabele 15, sadrzaj srebra u jednoj Cestici je 59,14 %, a u drugoj 81,17

%, tako da bi prosecan sadrzaj Cestica iznosio 70,15 % u uzorku 2.

Tabela 15. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje nekih elemenata u uzorku 2

Uzorak 2 C Cl Ar Ag Total
Spectrum 1 34.04 2.86 3.96 59.14 100.00
Spectrum 2 11.15 2.81 4.88 81.17 100.00

Mean 22.59 2.83 4.42 70.15 100.00
Std. deviation 16.19 0.04 0.65 15.57

Max. 34.04 2.86 4.88 81.17

Min. 11.15 2.81 3.96 59.14
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4.5.4. Difrakcija X-zraka (XRD)

Metoda difrakcija X-zraka je koriS¢ena za detekciju elementarnog srebra. Za povrSinski
centriranu kubnu reSetku srebra karakteristi¢ni su pikovi na oko 26 38.2°, 44.4°, 64.7° i
77.4° koji odgovaraju (111), (200), (220) i (311) refleksionim ravnima, respektivno
(Clearfield 1 sar., 2008). Na Slici 45 prikazani su XRD difraktogrami cestica AgNPs-E sa
ekstraktom Fumaria officinalis L, sintetisanih na sobnoj i temperaturi klju¢anja. Kako se
moze videti oba uzorka imaju pikove na 26 38.2° 1 44.4°, §to potvrduje prisustvo AgNPs-E u

finalnom proizvodu.
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Slika 45. XRD difraktogrami AgNPs-E sintetisane na sobnoj (1) i temperaturi kljuanja (2)

Odredivanje veli¢ine AgNPs prema Scherrerovoj jednacini (7), vrSeno je na Braggovoj
refleksiji na 38.2° i 44.4°20, sto daje srednju veli¢inu kristalita na sobnoj temperaturi i

temperaturi kljucanja 20 = 1 nm i 18 £ 1 nm, respektivno.
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4.5.5. FTIR spektroskopija

Hemijske funkcionalne grupe apsorbuju IR zracenje u specificnom podrucju u zavisnosti od
strukture ostatka molekula. Spektar strukturne korelacije moze da ukaze na grupe koje su
uklju¢ene u proces redukcije srebra kao zaStitni agens koji spreCava aglomeraciju i
stabilizaciju formulacije AgNPs-E (Ebrahimnezhad i sar., 2012; Kumar i sar., 2010; Kumar i
Yadov, 2009). Na Slici 46 prikazani su FTIR spektri ispitivanih uzoraka. U FTIR spektru
ekstrakta nalaze se Siroke kompleksne trake koje oslikavaju kompleksni sastav ekstrakta.
Trake u oblasti 3600 do 3200 cm! poti¢u od valentnih OH (alkoholi, fenoli) i/ili NH vibracija
(amini, amidi, peptide i protein). Trake na oko 2920 i 2850 cm! rezultat su v(CH) vibracija
CH: — grupe. Trake oko 1620 i 1530 cm™ mogu se pripisati (NH)C=0, primarni amidi ili
peptidi: Amid I v(C=0) i Amid II §(N-H) respektivno, i/ili v(C=0) polifenola. Siroka
intenzivna traka sa prevojem na viSefrekventnoj strani u oblasti oko 1630 cm™' (oznalena
strelicom) moze biti rezultat v(C=0) karbonilne grupe organske kiseline OR v(C=C)
(polifenoli). Siroka traka ¢&iji je centroid oko 1385 cm™ sa prevojem na visefrekventnoj strani
potice najverovatnije od 6(CH) i/ili 6(OH) vibracije (alkoholni tip polisaharida). U oblast oko
1250 cm! o¢ekuju se trake od 8(C-OH) vibracija molekuli koji sadrze funkcionalne grupe sa
kiseonikom ili azotom kao NH, (NH)C=0, CNO, C-O-C i OH grupu, a koje mogu imati
ulogu u redukciji i stabilizaciji AgNPs. Ove Cinjenice ukazuju da jedinjenja koja su povezana
sa AgNPs-E mogu biti polifenoli, proteinske ili organske kiseline, alkoholi, fenoli i polioli. U
oblasti 1200 do 1000 cm™ ocekuju se trake od valentnih v(C-0), i v(C-O-C) vibracija (kao i
traka od valentine v(C-N) vibracije alifaticnih amina) koje ukazuju na prisustvo flavonoida,
polifenola, terpenoida, polisaharida, glikozida, organskih kiselina i sl. (Amooaghaie i sar.,
2015; Sathishkumar i sar., 2009; Bar i sar., 2009; Ebrahiminezhad i sar., 2012; Huang i sar.,
2007). Trake u oblasti oko 770 do 900 cm™! od deformacione C-H vibracije van ravni ukazuju
na prisustvo polifenola (Kumar i sar., 2010). Ovi nalazi su u skladu sa podacima o sastavu

ekstrakta (GliSi¢ i sar., 2016; Latifi sar., 2012; Ivanov i sar., 2014).

U FTIR spektru AgNPs-E za razliku od spektra ekstrakta (v. Sl. 46), znacajno je smanjen

intenzitet centroida trake oko 1385 cm™ i one na oko 1250 cm™ (§(OH) vibracije).
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Slika 46. FTIR spektri AgNOs (a), vodeni ekstrakt Fumaria officinalis (b), AgNPs-E pre (c) i nakon
dijalize (d)

Dalje, u oblasti vibracija amidne grupe traka od v(C=0) pomerena je za oko 30 cm™! (sa 1619
cm'na 1590 cm!) ka niZim vrednostima talasnog broja, dok trake oko 1530 cm™! nema kao i
prevoja na 1630 cm™. Ovo ukazuje na uée$¢e amido grupe u redukciji srebra i stabilizaciji
AgNPs, verovatno na formiranje veze sekundarne amido grupe (NH)C=O grupe sa jonima
srebra kao deo AgNPs-E, §to su uodili i autori rada (Bar i sar., 2009) ispituju¢i nanocestice
srebra sa ekstraktom Jatropha curcas, ali i drugi (Nikoli¢ i sar., 2016; Glisi¢ i sar., 2015,

Cakic¢ i sar., 2016).

Uocavaju se promene i u oblasti v(C-O) i v(C-O-C) valentnih vibracija (znacajno je smanjen
intenzitet trake na 1160 cm™). Ove ¢injenice sugeriSu da molekuli koji sadrze funkcionalne
grupe sa kiseonikom ili azotom kao NH, (NH)C=0, CNO, C-O-C i OH grupu imaju ulogu u
redukciji 1 stabilizaciji AgNPs-E. To znaci da jedinjenja koja stabilizuju AgNPs mogu biti
polifenoli, flavonoidi, triterpenoidi, proteini, organske kiseline ili polisaharidi. Uporedjenje

spektra nedijaliziranog i dijaliziranog uzorka pokazuje da u spektru uzorka koji je dijaliziran
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nema trake oko 1384 cm!, $to jasno ukazuje da ona poti¢e od zaostalih nitratnih jona. U

prilog tome je i Cinjenica da srebro nitrat ¢iji je spektar prikazan na Slici 17a, ima traku na

oko 1384 cm! koja se pripisuje asimetri¢noj valentnoj vibraciji nitratnog jona.

4.5.6. Antimikrobna aktivnost nanocestica AgNPs-E

Sintetizovane nanocestice AgNPs-E pokazale su antimikrobnu aktivnost prema svim

analiziranim test mikroorganizmima (v. Tab. 16).

Tabela 16. Radijalni pre¢nik zona inhibicije za testirane bakterijske i gljivi¢ne sojeve

Radijalni pre¢nik zona inhibicije (mm)

AgNPs-E
G1, G1a- sobna temperatura Gi=1 | Ga=0,5 | G=1 | G22.=0,5
G2,Goa- temperatura kljucanja mg/ml mg/ml | mg/ml | mg/ml

Staphylococcus
aureus 28 23 30 25
Bacillus cereus 25 17 25 21

Gram
iti Bacillus luteus
pozitivne
in haus strain 25 23 20 22
e Listeria
Bakterijski
sojevi monocytogenes 22 20 23 20
Escherichia coli 25 23 23 22
Pseudomonas
Gram aeruginosa 26 22 24 23
~ Klebsiella
negativne
phneumoniae 24 22 21 22
Proteus vulgaris 28 25 25 22
Gljivicni soj Candida

i d albicans 18 13 17 15

Inhibicija je primecena kod svih analiziranih bakterijskih sojeva sa koncentracijom 0,5 mg/ml
AgNPs-E, Sto ukazuje na to da je minimalna inhibitorna koncentracija na ove
mikroorganizme niska. AgNPs-E u razli¢itim koncentracijama pokazale su niz specifi¢nosti

prema antimikrobnoj aktivnosti (v. SI. 47). Uoceni antimikrobni efekat AgNPs-E bio je veci
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nego kod AgNPs stabilizovanih sa karboksimetil dekstranom ili dekstran sulfatom (Glisi¢ i
sar., 2015, Caki¢ i sar., 2016). Temperatura formiranja AgNPs-E nije imala zna¢ajan uticaj na
antimikrobnu aktivnost. Ovo nije u skladu sa podacima koje su izneli (Nagajyothi i Lee,
2011), Sto je ukazivalo da su AgNPs nanocestice sa biljkama formirane na 80 °C, imale nizi
antimikrobni efekat u odnosu na one koje su formirane na sobnoj temperaturi. Najveca
inhibicija od 1 mg/ml AgNPs-E primecena je protiv St. aureus sa zonama inhibicije 30 mm
za kompleks koji se formira na temperaturi klju¢anja i 28 mm za kompleks formiran na
sobnoj temperaturi. Takode, velika je inhibicija sa P. vulgaris sa zonama inhibicije od 28 mm
1 25 mm izazvana koncentracijom od 1 mg/ml. L. monocytogenes je bio najmanje osetljiv sa
zonom inhibicije u opsegu od 20-23 mm. Medu Gram pozitivnim bakterijama najmanja zona
inhibicije od 17 mm potice od AgNPs-E formirane na sobnoj temperaturi i primenjene u
koncentraciji od 0,5 mg/ml. Nije postojala znacajna razlika izmedu inhibicije rasta Gram
pozitivnih i Gram negativnih bakterija. lako su naveli (Tamboli i Lee, 2013) da su Gram
negativne bakterije osetljivije na uticaj AgNPs-E. Antimikrobni efekat AgNPs moze se
objasniti sa nekoliko mehanizama. AgNPs mogu biti ukljuene u stvaranje jama u membrani
koje dovode do oste¢enja membrane (Shrivastava i sar., 2007). Promene u membrani uticu na
njenu propusnost i naruSavaju normalan transport kroz membranu koja moze izazvati smrt
¢elije (Tamboli i Lee, 2013). Pored toga, joni srebra koji ulaze u ¢eliju mogu inaktivirati
vitalne enzime i1 poremetiti ¢elijski metabolizam (Klaine i sar., 2008). Takode, penetracija
srebra u ¢eliju moZe uticati na sintezu proteina i uticati na oStecenje DNK (Feng i sar., 2000).
Suprotno visokoj antibakterijskoj aktivnosti koja je prikazana, antifungalna aktivnost protiv
C. albicans bila je znatno niza. Zone inhibicije od 18 i 17 mm primeéene su za 1 mg/ml
AgNPs-E formirane na sobnoj temperaturi i na temperaturi kljucanja, respektivno. Zona
inhibicije od 0.5 mg/ml formirane AgNPs-E na sobnoj temperaturi, bila je najniza u ovom
ispitivanju, 13 mm. Manje zone inhibicije za aktivnost AgNPs protiv C. albicans ve¢ je

navedeno u AgNPs-CMD i1 AgNPs-DS (Glisi¢ i sar., 2015, Caki¢ i sar., 2016).
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Slika 47. Antimikrobna aktivnost nanocestica razli¢ite koncentracije AgNPs-E protiv
bakterijskih sojeva Bacillus cereus, Bacillus luteus in haus strain, Escherichia coll,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Pseudomonas

aeruginosa i Proteus vulgaris (A) 1 gljivicnog soja Candida albicans (B)

4.6. Globalna struktura AgNPs

Pitanje globalne strukture AgNPs i prirode interakcija i stabilizacije su jo§ uvek otvorene.

Prema jednom misljenju, u vodenom rastvoru koji sadrzi jone mogu se adsorbovati anjoni
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koji daju povrSinski negativno naelektrisanje Cestica §to sprecava aglomeraciju. O- donor
grupe mogu donirati elektrone ¢ime se omogucava da se -OH" i/ili -NH veZze na povrSini
cestica AgNPs koordinativnom ili jonskom vezom. Prema drugom mehanizmu, stabilizacija
je rezultat sternog odbijanja organskih supstanci ili drugih koje mogu da se adsorbuju na
povrsinu AgNPs, prethodno redukujuc¢i Ag"™ jone i spre¢avaju kontakt izmedu nanodestica,

§to omogucava sternu stabilizaciju nanocestica.

Spektar strukturne korelacije, primenom metode FTIR spektroskopije mogu da pomognu kod
razjaSnjenja globalne strukture sintetizovanih nanocestica srebra. U tom cilju vrSeno je
uporedivanje spektara kompleksa Cu i Co sa CMD sa onim AgNPs-CMD u oblasti

karakteristi¢nih vibracija karboksilne grupe.

Analiza poloZaja, intenziteta i razlika u frekvenciji vibracija za O-donor ligande tipa kiselina
dobar je pokazatelj dentatnosti karboksilne grupe u koordinaciji sa jonima tipa M(II). Kod
ovakvog uporedivanja treba imati u vidu stehiometriju kompleksa Cu i Co sa CMD o kojoj je
ranije diskutovano, kao i ¢injenicu da slicna spektralna slika u oblasti vibracija svih tipova
karboksilatne grupe bi ukazivala na slicno okruZenje i interakcije ove grupe sa navedenim
metalima. U literaturi (Basuny i sar., 2015) je predlozena globalna struktura nanocestica
srebra sa karboksimetil celulozom, na osnovu polozaja traka od vas(COO) 1 vs(COO) i
razlike u frekvenciji 226 cm™ (1605-1379 cm!), $to bi odgovaralo intermedijalnom stanju
izmedu mono- i bidentatnih kompleksa, $to sugeriSe koordinaciju —COO- grupe sa Ag"
jonom. Medutim, primeceno je i da se u spektru nanocestica srebra sa karboksimetil
celulozom traka od valentne v(OH) vibracije pomera ka nizim vrednostima (za oko 8 cm™! u
odnosu na CMC). Na osnovu ovoga je zakljueno da su i hidroksilne grupe glukopiranoznih
jedinica celuloze ukljuéene u proces deprotonizacije i redukcije Ag" jona i da ovako
negativna grupa ucestvuje u stabilizaciji Cestica zahvaljuju¢i jakim jonskim interakcijama,
kao $to je prikazano na Slici 48. U radu (Zhang i sar., 2017) su ispitivane nanocestice srebra
sa pululanom i oksidovanim pululanom. Pokazalo se da u slucaju AgNPs sa Cistim pululanom
postoji promena u oblasti valentnih v(OH) vibracija tako Sto je traka od ove vibracije u
odnosu na ¢ist pululan pomerena za oko 20 cm! ka vis§im vrednostima. Na osnovu ovog
kriterijuma je zaklju¢eno da hidroksilne grupe ucestvuju u redukciji Ag" i u stabilizaciji
nanocestica na taj nacin $to postoje jake interakcije izmedu O- sa povrsinskim Ag" jonima. U
slucaju pak nanocestica AgNPs sa oksidovanim pululanom trake od vs(C=0) (1418 cm™) i

vas(C=0) (1608 c¢cm!) pripisane su deprotonovanoj karboksilnoj grupi oksidovanog pululana
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pa prema ovom nalazu potvrdeno je formiranje veze karboksilne grupe sa AgNPs, Sto su

ranije uo€ili (Shankar i sar., 2004).

U Tabeli 17 prikazane su frekvencije valentnih v(OH) i v(C=0) vibracija za jedinjenje Cu-
CMD, Co-CMD i AgNPs-CMD.

Tabela 17. Frekvencije valentnih v(OH) i v(C=0) vibracija jedinjenja Cu-CMD, Co-CMD i AgNPs-
CMD

Uzorak V(OH) | vas(C=0) | vs(C=0) | Av = v,y (C=0) — vs (C=0)

Cu-CMD 3439 1603 1414 189
Co-CMD 3495 1595 1420 175
AgNPs-CMD | 3447 1603 1418 185

Kao $to moze da se vidi polozaj traka vas(C=0) i1 vs(C=0) vibracija kod Cu-CMD, Co-CMD i
AgNPs-CMD veoma je blizak, kao i razlike u frekvenciji dveju vibracija, §to ukazuje na

slicnu prirodu interakcija izmedu jona metala i karboksilne grupe u svim slucajevima.

Razlika u frekvenciji koja se krec¢e od 175 do 189 cm’! pokazuje da se karboksilna grupa
CMD ponasa, verovatno, kao bidentatni ligand, pa je razumljivo da se usled delokalizacije
elektrona red veze menja od liganda do kompleksa. Delokalizacija elektrona unutar okruzenja
metala nije potpuna, tako da je jedna CO veza karboksilne grupe pretezno dvostruka, a druga

jednostruka, Sto ukazuje nesto povecana vrednost razlike u frekvenciji ovih vibracija.

Kod kompleksa Co-CMD u odnosu na polazni CMD polazaj centroida trake u oblasti oko
3400 cm’! pomeren je za oko 50 cm™! prema visim frekvencijama. Ovo s jedne strane moze
da znaci da su neke od vodonikovih veza raskinute, a s druge strane da neke od hidroksilnih
grupa ucestvuju u redukciji Ag" jona i da tako jonizovana OH- grupa jako interaguje sa Ag"
jonom. Uces¢e OH grupa u redukciji i stabilizaciji je verovatno, imajuc¢i u vidu slozenu
strukturu glukopiranozne jedinice, duzinu lanca CMD, DS i njihovu helikoidnu strukturu koja

omogucava obuhvatanje Cestice AgNPs i viSe kontakata funkcionalnih grupa sa povrSinskim
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Cesticama srebra. Medutim, za donoSenje decidentnih zakljucaka potrebna su dodatna

ispitivanja (recimo merenje &-potencijala).

Na osnovu napred izloZzenog razmatranja predlozen je model strukture koji je prikazan na
Slici 48, pri ¢emu treba imati u vidu da se lanci karboksimetil dekstrana ne Sire “zrakasto*
(Sto do sada nije uoceno primenom metoda SEM i TEM analize), ve¢ najverovatnije
obuhvataju formiranu Cesticu srebra formirajuci tanak sloj koji je razlog stabilnosti AgNPs,
zbog interakcija odbojne prirode sa susednim Cesticama. Sli¢na situacija bi bila i kod AgNPs-
E, kod kojih bi reducirane nanoCestice srebra bile okruzene tankim slojem organskih
supstanci (Sto spreCava aglomeraciju), od kojih neke koje sadrze funkcionalne grupe sa
kiseonikom ili azotom kao NH, (NH)C=0, CNO, C-O-C i OH imaju ulogu u redukciji, s
jedne, a s druge strane u stabilizaciji AgNPs-E, povezane jakim vezama sa povrSinskim

jonima srebra.

Imajuci u vidu raniju diskusiju o spektar strukturnim korelacijama kompleksa Cu-DS i Co-
DS s jedne strane, a s druge AgNPs-DS, koja je pokazala da su ova jedinjenja pretezno jonska
po svojoj prirodi, kao i to da se joni Cu i Co nalaze u okruzenju sa 6 atoma kiseonika (4 iz
dve sulfatne grupe DS i dva iz dva molekula vode), moze se zakljuciti da je sli¢na situacija i
u slucaju AgNPs-DS. Ove interakcije omogucavaju, s jedne strane, formiranje veze izmedu
sulfo grupe i Ag" jona sa povrSine AgNPs, a s druge strane formiranje makromolekularnog

lanca obuhvatajuci Cesticu koja deluje kao stabilizirajuci agens.
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Slika 48. Dvodimenzionalni model struktura AgNPs

4.7. Uporedna analiza antimikrobne aktivnosti AgNPs

Sintetizovane nanocestice AgNPs-E, AgNPs-DS i AgNPs-CMD pokazale su antimikrobnu

aktivnost prema slede¢im analiziranim test mikroorganizmima (v. Tab. 18).

U Tabeli 18 dat je uporedni prikaz radijalnih zona inhibicije za testirane bakterijske i
gljivicne sojeve za dve razliCite koncentracije AgNPs. Za razliku od AgNPs-E, koji je
pokazao antimikrobnu aktivnost kod svih ispitivanih uzoraka, AgNPs-DS i AgNPs-CMD
nisu pokazale aktivnost na gljiviéni soj C. albicans, a AgNPs-CMD i na P. aeruginosa u

koncentraciji od 0,5 mg/ml.
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Tabela 18. Uporedni prikaz radijalnih pre¢nika zona inhibicije za testirane bakterijske i gljivi¢ne

sojeve

Radijalni pre¢nik zona inhibicije (mm)
G1, Gia- sobna temperatura
AgNPs-E AgNPs-D AgNPs-CMD
G2, G2a- temperatura klju¢anja gNPs gNPs-DS gNPs-C
G | G | G2 | Gz
mg/ml 0,5 1 0,5 1
& 1 o5 |1 ]05 "™ ’
S. aureus 28 23 30 25 18 19 18 21
B. cereus 25 17 25 21 18 19 12 14
G+ B. luteus 25 23 20 | 22 21 24 13 20
B. subtilis X X X X 17 19 X X
Bakt.
sojevi L.monocytogenes | 22 20 23 20 17 18 X X
P. aeruginosa 26 22 24 23 24 26 - 12
K. pneumoniae 24 22 21 22 18 19 14 15
G_ .
E. coli 25 | 23 | 23| 22 | 18 | 21 X X
P. vulgaris 28 | 25 | 25| 22 | 14 | 15 X X
Gljiv. soj C. albicans 18 13 17 15 - 16 - 11

x- nije radeno, - nema dejstva

Medusobno uporedivanje veliCine radijalnih zona inhibicije pokazuje da su one najvece u
slucaju AgNPs-E, neSto su manje kod AgNPs-DS, a najmanje kod AgNPs-CMD. Takode,
zone inhibicije kod svih analiziranih bakterijskih sojeva su vece kada je koncentracija AgNPs
1 mg/ml nego li za 0,5 mg/ml. Imajuéi u vidu Cinjenicu da vodeni ekstrakt dimnjace ima
sloZzen hemijski sastav u kome su pored ostalih zastupljeni i biomolekuli koji i sami poseduju
antimikrobnu aktivnost, najve¢a antimikrobna aktivnost AgNPs-E moZe se objasniti

sinergistickim delovanjem srebra i ekstrakta na mikroorganizme.

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti sintetisanih AgNPs pokazuju da mogu imati
potencijalnu primenu u biomedicinskom polju za izradu razli¢itih preparata u humanoj

medicini, kozmetici, veterini i prehrambenoj industriji.
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Sprovedena istrazivanja radi dobijanja odgovora na postavljene ciljeve ove disertacije

pokazala su:

» Razvijeni su postupci sinteze kompleksa bakra i kobalta sa karboksimetil
dekstranom 1 dekstran sulfatom, sa prinosom jedinjenja Cu-CMD 64 %, odnosno
Cu-DS oko 25 %, i sadrzajem bakra od 12,1 %, odnosno 12,5 % respektivno, a
kod Co-CMD 76 %, odnosno Co-DS 67 % sa sadrzajem kobalta 12,1 %, odnosno
10,7 % respektivno. Na osnovu sadrzaja bakra i kobalta, kao i rezultata dobijenih
primenom Jobb-ove metode, odnosno metode molskog odnosa, utvrden je molski
odnos Cu : CMD ~ 1:2, akod Cu : DS ~1:1, odnosno Co : CMD ~ 1:21Co : DS ~
1:1.

» Kod ovakvog odnosa M:L koordinaciona sfera metala je dopunjena sa dva
koordinirana molekula vode do koordinacionog broja 6, pa se tako formiraju
kompleksi nepravilne oktaedarske strukture, na Sta ukazuje zelena boja

kompleksa bakra, odnosno roze kod kobalta.

» Promene koje se javljaju u UV oblasti, u odnosu na polazne ligande kod
kompleksa (batohromni i hiperhromni efekat za n—>n" prelaze karboksilne,
odnosno sulfo hromoforne grupe), rezultat su promenjene elektronske gustine,
odnosno formiranja koordinativne veze. Trake u vidljivoj oblasti spektra, kod Cu-
CMD na Amax = 744 nm, a kod Cu-DS na 698 nm, prema polozaju i intenzitetu
mogu se pripisati prelazima d—d tipa u centralnom metalnom jonu bakra
konfiguracije Cu**:[Ar] 3d°. U vidljivoj oblasti spektra kod jedinjenja Co-CMD
javlja se Siroka traka na Amax= 510 nm, a kod Co-DS na 500 nm, pripisane, d—d
prelazu naelektrisanja sa O donor atoma liganda na Co(II)-jon, Sto opet ukazuje

na kompleksiranje i obrazovanju oktaedarskih kompleksa.

» lIzraCunate vrednosti molarnog energetskog sadrzaja za navedene apsorpcione
maksimume su: 160,89 kJ-mol! za jedinjenje Cu-CMD, odnosno 171,49 kJ-mol!
za jedinjenje Cu-DS, Sto odgovara energiji vidljive oblasti spektra za zabranjeni
d—d prelaz, dok su energije cepanja kristalnim poljem 1,74 (eV) za jedinjenje
Cu-CMD, odnosno 1,83 (eV) za jedinjenje Cu-DS. Ovakve vrednosti ukazuju na

tetragonalno deformisane komplekse oktaedarske koordinacije.
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» Stehiometrija kompleksa je sli¢na: za kompleks bakra se moze prikazati kao:
Cu(Il):(CMD)2:(H20)2 1 Cu(II))DS-(H20)2, a za ona jedinjenja kobalta kao:
Co(II):(CMD)2:(H20)2 1 Co(II)-DS-(H20)z.

» Spektar strukturne korelacije primenom metode FTIR su potvdile uspeSnost
sinteze kompleksa Cu i Co sa CMD i DS. Na osnovu razlike u frekvenciji traka
vas 1 vs(C=0) vibracija, utvrdeno je da se karboksilna grupa CMD ponasa,
verovatno, kao bidentatni ligand. Delokalizacija elektrona unutar okruzenja bakra
i kobalta nije potpuna, tako da je jedna CO veza karboksilne grupe pretezno
dvostruka, a druga jednostruka, $to ukazuje nesto povecana vrednost razlike u
frekvenciji ovih vibracija. Koordinaciona sfera metala dopunjena je sa dva
koordinirana molekula vode istog tipa, koji su ukljueni u obrazovanje slabih
vodonikovih veza: procenjeno Ow...O rastojanje je 280 pm kod Cu-CMD
kompleksa. *C1 konformacija a-D-glukopiranoznog prstena CMD se ne menja

tokom sinteze.

» Slicnost FTIR spektara DS u formi natrijumove soli i njegovih jedinjenja sa
jonima bakra i kobalta ukazuje na sli¢nu strukturu, tj. da su ova jedinjenja
pretezno jonskog karaktera, sa zadrzanim ekvatorijalanim polozajem sulfo grupa i
nepromenjenom “Ci konformacijom a-D-glukopiranoznog prstena, kao u
polaznom DS. Uporedivanje FTIR spektara snimljenih na sobnoj temperaturi i
LNT omogucilo je jasnu detekciju traka libracija koordiniranih molekula vode,
Sto potvrduje da su joni metala u okruzenju 6 atoma kiseonika od kojih su 4 iz
dve -SOs" iste glukopiranozne jedinice DS, a dva od dva koordinirana molekula

vode.

» Razvijeni su postupci sinteze AgNPs sa CMD, DS kao i ekstraktom Fumaria
officinalis L. Na formiranje AgNPs u svim ovim slucajevima je ukazala promena
boje reakcione smeSe u toku sinteze od bezbojne do zuckasto-braon boje kao i
promene u UV oblasti koje ukazuju na interakcije Ag" jona sa CMD, DS i
fitohemikalijama ekstrakta. Formiranje AgNPs potvrdila je traka od SPR prelaza
Vis oblasti apsorpcionog spektra na oko 420 nm kod AgNPs-CMD i AgNPs-DS,
a kod AgNPs-E oko 436 nm. Procenjena veli¢ina Cestica odredena na osnovu

polozaja SPR trake bila bi u podruéju od 20 do 40 nm. Cestice su pokazale
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agregativnu stabilnost u ispitivanim vremenskim periodima (15 dana do 3

meseca).

» Rezultati ispitivanja primenom metode UV-Vis pokazuju da je apsorbancija za
jedinjenje sa molskim odnosom AgNO3; : CMD ~ 1:2 veéa nego u slucaju sa
molskim odnosom 1:1, §to znaci da se kod ovog molskog odnosa dobija vecée
koli¢ina AgNPs. Formiranje AgNPs-E na temperaturi kljucanja se zavrSava brze u
odnosu na sintezu na sobnoj temperaturi, a veli¢ina Cestica je (18 nm) nesto

manja u odnosu na one sintetisane na sobnoj temperaturi.

» Primenom metode GPC je zakljuceno da u sintezi AgNPs-CMD ucestvuje
frakcija CMD srednje molarne mase 107 216 g/mol. Ovi manji oligomeri CMD,
zajedno sa drugom frakcijom, predstavljaju optimalni ligand za kompleksiranje sa

Ag, daju¢i AgNPs-CMD srednje molarne mase 113 191 g/mol.

» SEM mikrografi pokazuju da dominiraju pojedinacne sferne ¢estice AgNPs-CMD
i AgNPs-DS, veli¢ine 20-40 i 10-60 nm respektivno, koje nisu u direktnom
kontaktu iako su primeceni i veéi agregati. AgNPs-E mikrografi pokazuju
nepravilne sferne Cestice sa prosecnom veli¢inom 25 nm, §to potvrduje nalaze

dobijene primenom metode UV-Vis, koje se Cesto se aglomeriSu u male agregate.

» Kod sva tri tipa AgNPs rezultati XRD analize su pokazali postojanje povrSinski
centrirane kubne reSetke AgNPs na osnovu vrednosti 26 pikova na 38°, 44.5° i
64.5° koji definisu 111, 200 i 220 ravni ove reSetke. XRD profil AgNPs-CMD
sadrzi i pik na 29° od CMD koji je prisutan i u difraktogramu CMD, §to potvduje
uspesnost sinteze. Prose¢na veli¢ina AgNPs kristala odredena je prema
Scherrerovoj jednacini i iznosi: 40 £ 4 nm kod AgNPs-DS. Kod AgNPs-E
veliCina kristalita sintetisanih na sobnoj temperaturi i temperaturi kljucanja su 20

+ 1 nmi 18 = 1 nm, respektivno.

» Metodom EDX izvrSeno je kvalitativno i kvantitativno odredivanje srebra
uklju¢enog u formiranje AgNPs-DS i AgNPs-E. Snazni signali koji odgovaraju
elementarnom srebru na oko 3 eV potvrdili su postojanje srebra u oba slucaja.
Slabiji signali koji odgovaraju S, Na (iz Na soli DS) potvrdili su formiranje
AgNPs kao deo AgNPs-DS. Kod oba jedinjenja primeceni su i nizi signali koji su

karakteristicni za C i O, §to dodatno potvrduje formiranje AgNPs sa ovim
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agensima. Kod AgNPs-E sadrzaj srebra metodom EDX je odreden u uzorcima
AgNPs sintetisanim na sobnoj i temperaturi kljuc¢anja i iznosi prosecno 35 % 1 70

%, respektivno.

» Spektar strukturne korelacije primenom metode FTIR spektroskopije u oblasti
funkcionalnih grupa potvrdile su ne samo uspeSnost sinteze AgNPs, ve¢ i
postojanje sli¢nih interakcija u O okruzenju izmedu CMD i DS sa AgNPs, kao
kod odgovaraju¢ih kompleksa bakra i1 kobalta sa ovim ligandima. Ovo znaci da
postoje jake interakcije izmedu Ag i dva O atoma iz —COO~ grupe, tj. na
koordinaciju jona srebra sa karboksilnom grupom, dok bi u slu¢aju AgNPs-DS to

bile pretezno interakcije jonske prirode sulfo grupa sa srebrom.

> Tokom sinteze ne dolazi do promene *Ci konformacija a-D-glukopiranoznog
prstena karboksimetil dekstrana i DS, ali se kod AgNPs-DS menja konformacija

sulfo grupe od ekvatorijalne do aksijalne pozicije.

» Analiza FTIR spektra AgNPs-E pokazala je da molekuli koji sadrze funkcionalne
grupe sa kiseonikom ili azotom kao NH, (NH)C=0, CNO, C-O-C i OH grupu
imaju ulogu u redukciji i stabilizaciji AgNPs-E. To znaci da jedinjenja koja
stabilizuju AgNPs mogu biti polifenoli, flavonoidi, triterpenoidi, proteini,
organske kiseline ili polisaharidi. Uporedjenje spektara nedijaliziranog i
dijaliziranog uzorka, pokazuje da u spektru uzorka koji je dijaliziran nema trake

oko 1384 c¢cm’!, $to jasno ukazuje da ona potice od zaostalih nitratnih jona.

» Predlozen je model globalne strukture AgNPs sa CMD, DS i E, koji pretpostavlja
postojanje tankog omotaca organskih supstanci oko AgNPs, vezanih jakim
jonskim ili koordinativnhim vezama sa povrSinskim jonima srebra, koji je razlog

stabilnosti Cestica zbog medusobnog odbijanja.

» Sintetizovane nanocestice AgNPs-E, AgNPs-DS i AgNPs-CMD pokazale su
antimikrobnu aktivnost prema analiziranim test mikroorganizmima. Za razliku od
AgNPs-E koji je pokazao antimikrobnu aktivnost kod svih ispitivanih uzoraka,
AgNPs-DS i AgNPs-CMD nisu pokazale aktivnost na gljivicni soj C. albicans, a
AgNPs-CMD i na P. aeruginosa u koncentraciji od 0,5 mg/ml. Ovako dobijene
nanocestice srebra, zbog svoje stabilnosti i o¢uvane antimikrobne aktivnosti,

mogu imati veoma Siroku primenu u raznim granama hemijske industrije.
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» Razvijeni netoksi¢ni postupci sinteze kompleksa Cu i Co sa CMD i DS kao i
AgNPs sa CMD, DS i zeleni postupak sinteze AgNPs-E sa tehnoloSkog aspekta
su vazni; ova jedinjenja imaju potencijalnu primenu u biomedicinskoj oblasti, a
jednostavni postupci imaju mnoge prednosti, kao Sto su mali troSkovi,
kompatibilnost za medicinsku i1 farmaceutsku primenu, kao i1 izradu drugih
komercijalnih proizvoda (veterina, kozmetika, tekstil, prehrambena industrija

itd.).
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Mpunor 1

U3JABA O AYTOPCTBY

M3jaBrbyjem fa je nokTopcka AucepTaunja, noa Hac/N0BOM

PA3BOJ BUOKOMNJIEKCA U HAHOYECTULIA BUOAKTUBHUX METAJA
CTABUWIN30BAHUX OJTUTOCAXAPUANMA

® PEe3ynTaT CONCTBEHOr UCTpaXXnBadKor pajaa,

e [a npeasioXeHa Auceptauuja, HU Y LEIMHU, HA Y AeNloBUMa, Huje Buna
npeanoxeHa 3a gobujarbe 6UNo Koje Auniome, npeMa CTyanjCKUM nporpamMnMma
APYTUX BUCOKOLLKONICKUX YCTaHOBaA,

e [a Cy pe3yntaTn KOPEKTHO HaBeAEHU U

* /la HUCaM Kplino/na ayTopcka npasa, HUTU 3710ynoTpebuo/na uHTeneKkTyanHy
CBOjUHY ApYyrux nuua.

Y Jleckosuy,

AyTop AucepTauuje:

Cno6oaaH MNuwunh

i\ Notnuc pokropaxaa:




Mpwunor 2

MN3JABA O MCTOBETHOCTMU LUTAMMNAHE U ENNEKTPOHCKE BEP3WUJE
AOKTOPCKE AMNCEPTALIMIE

me n npe3sumMe ayTtopa: Cno6onaH Muwnh

Ctyaunjcku nporpam: TeXHONMOLWKO UHXEHEPCTBO

Hacnos paaa: PA3BOJ BUOKOMMMNEKCA N HAHOYECTULIA BUOAKTUBHUX METATA
CTABUNN3OBAHUX ONTIUTOCAXAPUOUMA

MenTop: npod. ap Munopan Llakuh

N3jas/byjeM na je wTamnaHa Bep3uja Moje NOKTOPCKe AucepTauuje UCToBETHa
eNeKTPOHCKOj Bep3uju, Kojy cam npeagao/na 3a yHowere y  [AWrutanHu
peno3utopujym YHusepaurterta y Huuy.

[lo3Bos/baBaM aa ce objaBe MOjuM NIMYHM Moaaun, Koju cy y Besu ca aobujarbeM
aKafeMCKor 3Barba [OKTOopa Hayka, Kao WTo Cy WMe U rnpesume, roguMHa u MecTo
pohewsa u patym opbpaHe papa, u TO y Katanory bBubnuorteke, [urntanHom
penosutopujyMy YHusepauteTa y Huwy, kao n y nybnukauunjama YHusepsuteta y Huwy.

Y Neckosuy,

AyTop AucepTaumuje:

Cno6oaaH Mmuwwuh

Mc OKTOpaHAaa:




Mpunor 3

U3JABA O KOPULLUREHY

Osnawhyjem YHuBep3uTetcky 6ubnuoteky ,Hukona Tecna® npa, y [duruTtanuu

penosnTopujym YHuBepsuteta y Huwy, yHece Mojy AOKTOpPCKy AucepTauujy, noa
HaCNOBOM:

PA3BOJ BHOKOMIVIEKCA U HAHOUYECTUIIA BUOAKTUBHUX METAJIA
CTABUJIN30BAHUX OJIMT'OCAXAPUIUMA

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

AucepTtaumnjy ca csBuM npunosuma npejao/na caMm y enekTpPoHCKOM dopMarTy,
NnoroaHOM 3a TpajHO apXuBupamse.

Mojy AOKTOpCKY AucepTauujy, yHeTy y IruTanHu peno3utopujym YHusepsuteTta
y Hwuuwy, mory kopuctutu cBu Koju nowTyjy oapeabe casapxaHe y onabpaHoMm Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajeaHunue (Creative Commons), 3a Kojy cam ce oanyyumo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOopCcTBO — HEKOMepuUHjanHo
LB. AyTOpPCTBO — HekoMmepuujanHo — 6e3 npepaaE]
4. AyTOpCTBO - HEKOMEepLUWjanHO — AENUTU NoA4 UCTUM YCNOBUMA
5. AytopcTBo - 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — AenUTU Noj UCTUM YyCOBUMa

(Monumo na noasyuveTe caMo jeAHY O LWECT MOHYHEHUX NULEHUM; KpaTak Onuc
JIMLUEHUM je y HacTaBKy TeKkcTa).

Y JleckosLy,

AyTop auceprtauuje:

Cno6oaaH MNuwuh

ndrau “JOKTOpaHA




TUNOBU NNMLUEHLUMWM

1. AyTopcTBo. [lo3BO/baBaTe yMHOXaBakse, Anctpubyunjy u jaBHo caoniwTaBare
Aena, n npepaje, ako ce HaBeAe MMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH op aytopa uau
AaBaoua svueHue, 4Yak M y KkomepumjanHe cBpxe. OBo je HajcnoboaHuja on cBuUX
nnueHun (CC BY 3.0).

2. AyTopcTBO - HekoMepuujanHo. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBare, ANCTpubyunjy u
jaBHO caonwTaBawe aena, M nNpepaje, ako Ce Hasede UMe ayTopa, Ha HauyuH oapeheH
0A ayTopa uan fasaoua nuueHue. OBa NMUeHUa He 403BO/baBa KOMepuwujanHy ynotpeby
Aena (CC BY- NC 3.0).

3. AyTOpcTBO - HekoMepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3Bo/baBaTe yMHOXaBarbe,
Anctpubyumnjy u jaBHO caonwTaBare Jena, 6es3 npoMeHa, npeobnukoBara wuIn
ynotpebe Bawer aena y agenuma apyrux ayTopa, ako ce HaBefe MMe ayTopa, Ha HauyuH
oApeheH oa aytopa wau aasaoua nuueHue. Osa nmueHua He [03BO/baBa KoMepuujanHy
ynoTpeby nena. Y oAHOCy Ha CBe ocTasne JinleHUe, OBOM J/IMLEHLOM ce orpaHuyasa
Hajsehu 06um npasa kopuwhersa aena (CC BY-NC-ND 8.0).

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLMWjanHo — AeNuTu noa UCTum ycnosuma. [lossosbaBaTte
yMHOXaBatbe, Anctpubyumnjy m jasHo caonwTasarbe aena, u npepaje, ako ce Hasege
“Me ayTopa, Ha HauuH oapeheH oA ayTopa MNM AaBaoua NULEHLE, U ako ce npepaaa
AncTpubynpa noa WUCTOM WAWM CAMYHOM NMLEHUOM. OBa JiMueHua He pJo3BosbaBsa
KoMepuujanHy ynotpeby aena u npepage (CC BY-NC-SA 3.0).

5. AyTtopctBo - 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBare, AUCTpubyuujy wu
jaBHO caonwrTasahe fena, 6e3 npomexa, npeobnukosatba Unn ynotpebe Baler aena y
AenumMa Apyrux ayTopa, ako ce HaBeAe WMe ayTopa, Ha HauuH oapeheH oa ayTtopa wnam
AaBaoua nuueHue. OBa nnueHLa A03Bo/baBa KoMepuujanHy ynotpeby agena (CC BY-ND
3.0)

6. AyTOpCTBO - AeNUTU NoA WCTUM yC/IOBMMA. [lo3Bo/baBaTe yMHOXaBatbe,
AncTpubyunjy n jaBHo caonwTasare Aena, u npepane, ako ce HaBe/le MMe ayTopa, Ha
Ha4ynH oapeheH oA ayTopa UM AaBaoua NULEHLE, U aKo ce npepaaa auctpubyupa noa
NCTOM MU CIINYHOM NuueHuoM. OBa NuueHua A03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby aena
W npepaga. CanyHa je copTBEpCKUM NuULEHLaMa, 04HOCHO JiMueHuaMa oTBOPEHOor koaa
(CC BY-SA 3.0).



