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REZIME:
Sinteza, karakterizacija i primena nanocestica srebra na

makroporoznom polimernom nosacu

U ovoj doktorskoj disertaciji prikazan je postupak dobijanja nanocestica
srebra (Ag) na umreZzenom makroporoznom kopolimernom nosacu
poli(glicidilmetakrilatu-ko-etilenglikol dimetakrilatu) (poli(GMA-ko-EGDMA)).
UmreZeni  makroporozni  kopolimer  sintetisan je  suspenzionom
kopolimerizacijom preko slobodnih radikala u prisustvu inertne komponente
(smesa ciklodekanola i tetradekanola). Prisustvo inertne komponente unutar
reakcione smese bilo je neophodno za dobijanje makroporznog kopolimera sa
permanentnom poroznosc¢u. Sintetisani poli(GMA-ko-EGDMA) modifikovan je
sa amonijakom, 1,2-dietilenaminom, 1,8-dietilenoktanom i argininom.
Reaktivnost poli(GMA-ko-EGDMA) potice od prisustva epoksidne grupe u
molekulu GMA koja se lako moze prevesti u hidroksilnu, karboksilnu, keto ili
amino grupu. Izbor modifikatora izvrSen je tako da sa jedne strane, odabrani
molekuli imaju sposobnost da stupe u hemijsku reakciju sa epoksidnim grupama
na povrsini makroporoznog kopolimera, a sa druge strane preko
neproreagovalih funkcionalnih grupa redukuju Ag* jone do metala i imobilisu
nanocestice Ag za kopolimerni nosa¢. Modifikacija polaznog kopolimera
uvodenjem slobodne -NHz grupe dovela je do stvaranja polimernog nosaca sa
novim svojstvima, a samim tim otvorila moguénosti za nove primene.

Za odredivanje svojstava dobijenih materijala koris¢ene su sledece metode:
difrakcija rendgenskih zraka, visoko-rezoluciona transmisiona elektronska
mikroskopija, skanirajuca elektronska mikroskopija, Zzivina porozimetrija,
refleksiona spektroskopija, infracrvena spektroskopija sa Furijeovom
transformacijom, emisiona spektroskopija i elementarna analiza. Antimikrobna
aktivnost nanocestica Ag imobilisanih na makroporoznom nosacu ispitivana je
odredivanjem smanjenja broja mikrobnih ¢elija Gram-negativne bakterije E. coli,

Gram-pozitivne bakterije S. aureus i gljivice C. albicans.



Cilj ovog rada je bio razvoj sintetskih metoda koje omogucéavaju dobijanje
nanocestica Ag na umrezenom makroporoznom kopolimeru poli(GMA-ko-
EGDMA). Modifikacija kopolimera amonijakom i diaminima omogucava
prisustvo slobodne amino grupe na polimernom lancu. Amino grupa predstavlja
slabo redukciono sredstvo koje se u koloidnoj hemiji koristi za dobijanje
nanocestica Ag. Ovakav sintetski pristup omogucava "in situ" dobijanje
nanocestica Ag imobilisanih na polimernom nosa¢u. Na osnovu rezultata
transmisione elektronske mikroskopije sintetisanih uzoraka, jasno je pokazano
prisustvo velikog broja zasebnih nanocestica Ag sfernog oblika ¢ija se veli¢ina
kretala u opsegu od 6 do 12 nm. Homogena raspodela nanocestica Ag po celom
uzorku ukazuje da su pore koris¢enog nosaca imale ulogu nanoreaktora u kom
se odigravala sinteza samih cestica kao i njihova stabilizacija. Pokazano je da
dobijeni materijali inhibiraju rast patogenih mikroorganizama (E. coli, S. aureus i

C. albicans).

Kljucne reci: makroporozni kopolimer, amonijak, 1,2-diaminoetan, 1,8-diaminooktan,
arginin, nanocestice srebra, antimikrobna efikasnost

Naucna oblast: Hemijske nauke

UZa naucna oblast: Hemija

UDK: 620.3:546.57:678.86



ABSTRACT:
Synthesis, characterization and application of silver nanoparticles on

a macroporous polymer support

In this doctoral dissertation is provided a method of obtaining silver (Ag)
nanoparticles on a crosslinked macroporous copolymer support
poly(glycidylmethacrylate-co-ethyleneglycol = dimethacrylate) (poli(GMA-co-
EGDMA)). Crosslinked macroporous copolymer made up of monomer units
GMA and EGDMA was synthesized by suspension copolymerization by free
radicals in the presence of inert component (mixture of cyclodecanol and
tetradecanol). The presence of inert component within the reaction micture was
necessary for the preparation of macroporous copolymer with permanent
porosity. Synthesized poly(GMA-co-EGDMA) is modified with ammonia, 1,2-
diaminoethane, 1,8-diaminooctane and arginine. Reactivity of poly(GMA-co-
EGDMA) originates from the presence of epoxy groups in the molecule og GMA
which can be easily be converted to a hydroxyl, carboxyl, keto and amino group.
The choice of modifiers is achieved so that the selected molecules have the ability
to initiate the chemical reaction with the epoxy groups on the surface of
macroporous copolymer GMA, after that via unrelated functional groups reduce
Ag* ions to metal state and immobilize formed Ag nanoparticels on a polymer
carrier. Modification of a starting copolymer by introduction of free -NH> groups
has led to the formation of a polymer carrier with new properties, and
consequently opened possibilities for its new applications. For determining the
properties of the obtained materials the following methods were used: x-ray
diffraction, transmission electron microscopy, scanning electron microscopy,
mercury porosimetry, reflection spectroscopy, infrared spectroscopy with
Fourier transform, emission spectroscopy, elemental analysis. Antimicrobial
activity of composites is tested by the degree of the reduction of Gram-negative

bacteria E. coli, Gram-positive bacteria S. aureus, and yeast C. albicans.



The goal of this study was the development of synthetic methods that enables
obtaining composites based on crosslinked macroporous copolymer poly(GMA-
co-EGDMA) and Ag nanoparticles. Modification of the copolymers with
ammonia and diamines provides the presence of the free amino groups on the
polymer chain. It is known that the amino group is a poor reducing agent which
is used in colloidal chemistry for the preparation of Ag nanoparticles. This
synthetic approach allows "in situ" preparation of Ag nanoparticles immobilized
on a polymer support. Based on results of transmission electron microscopy of
synthesizes samples, the presence of a large number of separate Ag nanoparticles
spherical shape with a size that ranged from 6 to 12 nm is shown. The
homogeneous distribution of Ag nanoparticles throughout the sample indicates
that the macroporous pores played a role of the nanoreactor where the formation
of Ag nanoparticles took place, as well as their stabilization. It is shown that
obtained materials have the major affect on the inhibition grow of pathogenic

microorganisms (E. coli, S. aureus and C. albicans).

Key words: macroporous copolymer, ammonia, 1,2-diaminoethane, 1,8-diaminooctane,
arginine, silver nanoparticles, antimicrobial efficiency

Scientific area: Chemistry sciences

Field: Chemistry

UDC: 620.3:546.57:678.86
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1. Uvod

Materijali ¢ija bar jedna od dimenzija lezi u opsegu od 1 do 100 nm
nazivaju se nanomaterijali. Zbog dimenzija nanomaterijala, veliki broj
atoma/molekula od kojih su izgradeni nalazi se na njihovoj povrsini, usled cega
se fizicka i hemijska svojstva materijala nanometarskih dimenzija u velikoj meri
razlikuju od svojstava istog materijala makroskopskih dimenzija. Cinjenica da
povrsinske pojave imaju znacajan uticaj na fizicka i hemijska svojstva
nanomaterijala, pruza mogucnost da se promenom samo veli¢ine i oblika
nanomaterijala mogu kontrolisano menjati njihova fizi¢ka i hemijska svojstva.

Nanostrukturni materijali na bazi polimera i neorganskih Ccestica
poslednjih decenija predstavljaju jednu od najznacajnijih grupa nanomaterijala.
Polimeri se najc¢esce koriste kao kontinualna faza u procesu dobijanja polimernih
nanokompozita. Sem toga, polimeri koji sadrze odgovarajuce reaktivne
funkcionalne grupe mogu se koristiti kao nosaci za razli¢ite vrste neorganskih
nanocestica. Polimeri ¢iji molekuli sadrZe funkcionalne grupe sposobne da dalje
reaguju nazivaju se reaktivni polimeri. Zeljene funkcionalne grupe u polimer se
mogu uvesti polimerizacijom monomera koji ve¢ sadrZi te funkcionalne grupe ili
hemijskom modifikacijom nekih ve¢ postoje¢ih funkcionalnih grupa u polimeru.
Nosaci na bazi reaktivnih makroporoznih polimera predstavljaju dobar izbor za
“in situ” sintezu metalnih nanocestica na polimernom nosacu, jer oni poseduju
permanentnu poroznost, a sinteza i stabilizacija formiranih nanocestica metala
odvija se u porama polimernog nosaca koje imaju ulogu nanoreaktora.

Poznato je da srebro poseduje antimikrobna svojstva Sirokog spektra, a
sinteza nanocestica Ag na razli¢itim organskim nosa¢ima omogucava njihovu
imobilizaciju, brzu i laku separaciju iz reakcione smeSe i kontrolu brzine
oksidacije, tj. otpustanja jona srebra. Takode je poznato da amino grupa
predstavlja slabo redukciono sredstvo koje se u koloidnoj hemiji koristi za
dobijanje nanocestica Ag. Umrezeni makroporozni kopolimer glicidilmetakrilata

(GMA) i etilenglikoldimetakrilata (EGDMA), poli (GMA-ko-EGDMA) pogodan
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je za hemijsku modifikaciju zbog prisustva epoksidne grupe u molekulu GMA
koja lako reaguje sa razli¢itim jedinjenjima. Reakcijama poli (GMA-ko-EGDMA)
sa amonijakom i diaminima dobijaju se amino-funkcionalizovani kopolimeri sa
slobodnim amino grupama, koje imaju sposobnist da redukuju Ag* jone do
metala i koordinisu/imobilisu nastale nanocestice Ag za polimerni nosac.

Cilj ovog rada je bio da se ispita mogucnost "in situ" sinteze i imobilizacije
nanoCestica  srebra na  amino-funkcionalizovanom  makroporoznom
kopolimernom nosacu bez prisustva dodatnog redukcionog sredstva, kao i da se
ispita uticaj koris¢enog modifikatora na svojstva dobijenih materijala i

mogucnost njihove primene kao antimikrobnih agenasa.
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2. Teorijski deo

2.1. Polimerni materijali

Polimeri su supstance ¢iji su molekuli nastali hemijskim povezivanjem
velikog broja malih molekula (monomera) [1-4]. Polimerni molekuli se odlikuju
viSestrukim ponavljanjem konstitutivnih jedinica duz makromolekulskog lanca
koji je toliko veliki da mu se fizi¢ka i hemijska svojstva znac¢ajno ne menjaju ako
se sa lanca otkine ili u njega ugradi nekoliko konstitutivnih jedinica [1-3].
Polimeri predstavljaju supstance koje se sastoje od makromolekula. Dva
makromolekula iste hemijske strukture su retko iste duzine, odnosno polimeri su
polidisperzni u odnosu na molarnu masu, pa se za definisanje veli¢ine
makromolekula umesto molarne mase uvodi pojam srednje molarne mase (M).
U zavisnosti od eksperimentalne metode odredivanja i nacina usrednjavanja
razlikujemo srednju brojnu (Mn), srednju masenu (Mw), srednju z-vrednost (Mz)
i srednju viskozimetrijsku vrednost molarne mase (Mn).

S obzirom na sloZenost makromolekulskih sistema, polimeri se mogu
klasifikovati na osnovu razli¢itih kriterijjuma: prema poreklu i sastavu,
mehanizmu reakcije polimerizacije, odnosno na¢inu povezivanja monomera u
makromolekule, prema svojstvima i na¢inu prerade, oblastima primene, itd. [1].
Na osnovu porekla, polimeri se dele u dve osnovne grupe na prirodne i sintetske,
dok na osnovu sastava mogu biti organski i neorganski. Na osnovu mehanizma
reakcije polimerizacije izvrSena je podela polimera na one sintetisane
stupnjevitim reakcijama polikondenzacije ili poliadicije i one koji su sintetisani
lan¢anim reakcijama u koje spadaju radikalna, katjonska, anjonska i
koordinaciona polimerizacija. Lanc¢ana reakcija polimerizacije se sastoji od vise
stupnjeva. Pocetni stupanj polimerizacije je inicijacija, a zatim dolazi do rasta
polimernog lanca, reakcije propagacije, i zavrSetka polimerizacije reakcijom
kuplovanja i/ili disproporcionacije.

Osnovna podela polimera prema vrsti osnovnih strukturnih jedinica u

makromolekulskom lancu je na homopolimere i kopolimere. Polimeri ¢iji su

3
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molekuli izgradeni od jedne vrste monomera predstavljaju homopolimere, dok
su kopolimeri dobijeni polimerizacijom dva razli¢ita monomera. Prema nacinu
povezivanja komonomera, kopolimere delimo na statisticke, alternirajuce,

kalemljene i blok-kopolimere (Slika 1).

1. HOMOPOLIMERI—D - O -0 -0 -0-0 -
2. KOPOLIMERI ——@-A_ _A__

statisticki —@—M—A-Q— A-@ -

alternirajuéi —@—A— _A_ _A_

blok kopolimeri —A —A—A —— —_
|

A
I

kalemljeni — — — —_ _ -
|

£ 4
t 4

Slika 1 Sematski prikaz strukture kopolimera

U zavisnosti od funkcionalnosti monomera i nac¢ina polimerizacije, mogu
se dobiti polimeri i/ili kopolimeri sa linearnim, razgranatim ili umrezenim
makromolekulima (Slika 2). Kod razgranatih makromolekula na osnovnom
lancu se mogu javiti duZe ili krace bo¢ne grane, dok kod umreZenih polimera
dolazi do stvaranja hemijskih veza izmedu polimernih lanaca usled cega se
formiraju umrezene makromolekulske strukture. Polimeri sa umreZzenim
makromolekulskim strukturama se ne rastvaraju, ve¢ samo bubre u odredenim

rastvara¢ima u zavisnosti od stepena umreZenosti [1].
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Slika 2 Sematski prikaz strukture linearnih (a), razgranatih (b) i

umrezenih makromolekula (c)

2.1.1. Opste karakteriskike umreZenih makroporoznih kopolimera

UmreZeni makroporozni kopolimeri se definisu kao klasa materijala sa
permanentnom, jasno definisanom poroznom strukturom [5] i koriste se kao
polazne supstance za dobijanje jonoizmenjivackih smola, kao inertni nosaci za
neke tipove hromatografija, kao nosaci enzima, za sorpciju teskih i plemenitih
metala, itd. [5-10]. Najzastupljeniji metod sinteze makroporoznih kopolimera je
suspenziona polimerizacija preko slobodnih radikala [1,11,12]. Tehnika
suspenzione polimerizacije za dobijanje umreZenih makroporoznih struktura
predstavlja reproduktibilnu metodu kako u laboratorijskim tako i u industrijskim
uslovima. Prvi wumreZeni sistemi na bazi polistirena dobijeni su
kopolimerizacijom stirena (ST) i divinilbenzena (DVB) suspenzionom
polimerizacijom iniciranom slobodnim radikalima [13]. Sintetisane Ccestice
poli(ST-ko-DVB) su staklasto-transparentne, pravilnog sfernog oblika sa
mogucnoséu bubrenja u “dobrim rastvarac¢ima” pri ¢emu ne dolazi do njihovog
rastvaranja. Bubrenje dovodi do formiranja prostora unutar samih cestica

kopolimera $to omogucava pristup malim molekulima u unutrasnjost polimerne
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matrice. Pristup molekula unutar polimerne matrice predstavlja preduslov za
kontrolisano odigravanje hemijskih reakcija na zeljenom mestu. Stepen bubrenja
moze se podeSavati koriSéenjem razli¢itih koli¢ina umrezivaca tokom sinteze
kopolimera [13]. Materijal ¢e bubriti do dostizanja elasticnog maksimuma same
mreze, svaka dalja ekspanzija je ogranicena umrezenos¢u polimernog materijala.
Dakle, kopolimerizacijom ST i DVB u prisustvu inicijatora polimerizacije dobija
se polimer koji ogranic¢eno bubri u odgovarajuc¢im rastvaracima. Kada se nalazi
u nabubrelom stanju kopolimer poseduje odredenu poroznost. Veli¢ina pora i
raspodela veli¢ine pora zavise od medusobnog odnosa monomera. Poroznost
koja se javlja samo u nabubrelom stanju naziva se prividna poroznost. S obzirom
da se poroznost javlja kao rezultat bubrenja materijala, koris¢enje
neodgovarajucih rastvaraca ograni¢ava mogucnost njihove primene [6].

Krajem pedesetih godina proslog veka otkrivena je nova tehnika
polimerizacije kojom su sintetisani umreZeni kopolimeri na bazi polistirena sa
poroznom strukturom u suvom stanju [14,15]. Odigravanje suspenzione
polimerizacije ST i DVB u prisustvu odredenog organskog rastvaraca (inertne
komponente) kao krajnji rezultat dovodi do formiranja cestica promenjene
unutrasnje strukture. Do promene morfologije cestica dolazi usled uticaja
organskog rastvaraca, porogena, na sam tok reakcije polimerizacije. Po svojim
svojstvima neophodno je da inertna komponenta (porogen) bude rastvorna u
monomernoj smesi, a da ne rastvara nastali kopolimer. Po zavrSetku reakcije
polimerizacije dobija se heterogena, neuniformna polimerna matrica koju u
odredenim delovima ¢ine medusobno isprepleteni umreZeni polimerni lanci.
Uklanjanjem porogena i naknadnim susSenjem dobijaju se krute, neprozirne
Cestice koji ne moraju da se podvrgavaju procesu bubrenja kako bi se omogucila
difuzija molekula u unutrasnjost polimernih cestica, jer materijal poseduje
permanentnu poroznu strukturu. Ovakvi materijali su po definiciji
"makroporozni” materijali. Treba napomenuti da se sam termin "makroporozni”
ne odnosi na veli¢inu pora, ve¢ na klasu materijala koji poseduju permanentnu

poroznost i u suvom, nenabubrelom stanju [16]. Da bi se odrzala makroporozna
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struktura materijala, do razdvajanja faza mora doc¢i prilikom procesa
umrezavanja kako bi dvofazna struktura ostala fiksirana u toku daljeg formiranja
umreZene strukture [15]. Inertha komponenta moZe biti rastvarac, nerastvarac ili
linearni polimer. U zavisnosti od koris¢ene inertne komponente dobijaju se
kopolimeri sa razli¢itom raspodelom veli¢ine pora [10,15,17]. Faza bogata
porogenom unutar makroporoznih cestica predstavlja Sablon po kome ce biti
formirana porozna struktura. Takode je neophodno da inertna komponenta bude
nerastvorna u vodi, odnosno koris¢enom disperznom sredstvu, da poseduje
inertnost prema reaktivnim grupama koje su prisutne u molekulima monomera
kao i dovoljno visoku temperaturu klju¢anja. U kom trenutku ¢ée doci do
razdvajanja faza zavisi od prirode samog porogena i njegove kompatibilnosti sa
polimernom matricom. Porozna struktura sintetizovanih kopolimera zavisi od
sastava i udela inertne komponente u reakcionoj smesi, udela umreZzivaca u
smesi monomera kao i od temperature odigravanja kopolimerizacije [10,18-21].
Menjanjem navedenih parametara moze se sintetisati kopolimer istog hemijskog

sastava, ali razli¢ite poroznosti i veli¢ine cestica.

2.1.2. Suspenziona polimerizacija

Tehnika suspenzione polimerizacije predstavlja jedan od mogucih nacina
sinteze umreZenih kopolimera. Metod suspenzione polimerizacije su 1909.
godine razvili Hoffman i Delbruch [22], dok su 1931. godine Bauer i Lauth prvi
put uspesno izveli eksperiment suspenzione polimerizacije akrilnih monomera
[23]. Suspenziona polimerizacija predstavlja postupak u kom, u prvom koraku,
dolazi do formiranja emulzije monomera u rastavracu intenzivnim mesanjem, a
potom razlaganjem inicijatora na povisenoj temperaturi, koji je rastvoran samo u
monomeru, zapocinje reakcija polimerizacije slobodnim radikalima.

Suspenziona polimerizacija je specifican nacin izvodenja reakcije
slobodno-radikalske polimerizacije u masi [1]. Na pocetku odigravanja
suspenzione polimerizacije u reaktor se unosi odredena zapremina vode

(disperziono sredstvo), koja je dva do deset puta veca od zapremine monomera
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i stabilizatora emulzije ulja u vodi. Prisustvo stabilizatora emulzije je neophodno,
jer se u nastavku odigravanja reakcije suspenzione polimerizacije dodaje
monomer koji je nemesljiv sa vodom. MeSanjem se monomer disperguje u vodi
u kapi odredenog pre¢nika. Zatim, uz pomo¢ inicijatora radikalske
polimerizacije, koji je rastvoran samo u monomeru, na povisenoj temperaturi
zapocinje reakcija polimerizacije. Pre¢nik dispergovanih kapi zavisi od brzine
mesanja, temperature odigravanja reakcije, kao i od prirode stabilizatora.
Mehanizam odigravanja reakcije suspenzione polimerizacije je isti kao i kod
polimerizacije u masi, s tim da svaka kap monomera ¢ini poseban mikro-reaktor
u kome se odigrava reakcija.

Prilikom polimerizacije estara akrilne i metakrilne kiseline, stirena i
drugih monomera dobija se polimer koji je rastvoran u monomeru u vidu
prozrac¢nih cestica sfernog oblika (perli). Ovaj postupak polimerizacije se naziva
perl-polimerizacija. U slucaju polimerizacije vinilhlorida i akrilonitrila nastaje
polimer nerastvoran u monomeru, koji se talozi u kapima monomera. Ovo je
primer suspenzione taloZzne polimerizacije. Dobijene cestice polimera su
nepravilnog oblika i nisu transparentne.

Prednosti suspenzione polimerizacije u odnosu na polimerizaciju u masi
se ogledaju u lakom izdvajanju polimera iz reakcione smese i vecoj grani¢noj
povr$ini monomer/voda Sto omogucava kontrolisano izvodenje reakcije
polimerizacije i odvodenje toplote koja se oslobodi u toku reakcije polimerizacije.

Kao disperziono sredstvo prilikom izvodenja suspenzione polimerizacije
najcesce se koristi voda. U slucaju hidrofilnih monomera koriste se hidrofobni
organski rastvaraci kao Sto su toluen, benzen, itd.

Prilikom izvodenja suspenzione polimerizacije neophodno je prisustvo
stabilizatora emulzije kako bi se sprecila pojava koalescencije (spajanja) kapljica
monomera. Na osnovu hemijske grade razlikuju se dve grupe stabilizatora:
neorganski prahovi (Pikering stabilizatori) i vodorastvorne makromolekulske
supstance. Neorganski prahovi su delimi¢no kvasljivi i vodom i monomerom, pa

se nakon dodavanja u reakcionu smesu nalaze na granici monomer/voda
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dovodeci do stabilizacije kapi monomera. Kao neorganski stabilizatori koriste se
magnezijum hidroksid, cink oksid, kalcijum karbonat, barijum karbonat,
hidroksiapatit.

Makromolekulski stabilizatori su makromolekulske supstance rastvorne
u vodi, ali nerastvorne u monomerima, koji se apsorbuju na granici faza
monomer/voda doprinoseci stabilnosti emulzije monomera u vodi. Dakle,
vodorastvorni polimeri imaju ulogu da onemoguce sudare kapi monomera koji
uzrokuju njihovo trajno povezivanje u vece kapi (pojava koalescencije), kao i da
sprec¢i nastajanje agregata polimernih cestica kasnije u toku izvodenja
polimerizacije.

Hidrofobni delovi makromolekulskih lanaca se nalaze adsorbovani na
hidrofobnoj povrsini kapi monomera, dok su hidrofilni delovi
makromolekulskih lanaca solvatisani i nalaze se u vodi. Makromolekulski
stabilizatori mogu biti prirodni polimeri (skrob, agar-agar, natrijum alginat),
modifikovani prirodni polimeri (karboksimetilceluloza, etri skroba), sinteticki
homopolimeri i kopolimeri kao sto su poli(vinilalkohol), poli(vinilacetat),
poli(vinilpirolidon), itd.

Suspenziona polimerizacija se najées¢e izvodi diskontinualnim
postupkom u reaktoru sa mesalicom. Prvo se u reaktor uvodi vodena faza sa
stabilizatorom, zatim se mes$alica pusta u rad i unosi monomer sa inicijatorom.
Posle odredenog vremena meSanja monomer se disperguje u vodenoj fazi u kapi
sfernog oblika. Veli¢ina i raspodela kapi monomera zavise od vrste i
koncentracije stabilizatora, viskoznosti te¢nih faza, brzine mesanja, temperature
kao i oblika mesalice i reaktora. U sistemima u kojima ne dolazi do pojave
koalescencije srednja veli¢ina kapljica kao i njihiva raspodela veli¢ina se ne menja
tokom polimerizacije, pa se po zavrSetku reakcije polimerizacije dobijaju cestice
sa uskom raspodelom veli¢ina cestica. Medutim, pri izvodenju suspenzione
polimerizacije ne moZe se izbe¢i koalescencija u pocetnoj fazi reakcije, pa usled
stalnih sudara kapi dolazi do formiranja agregata koji na kraju koalesciraju u

velike kapi. Medjutim, ako je energija mesanja dovoljno velika, dolazi do
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ponovnog redispergovanja velikih kapi do pocetnih veli¢ina. Veli¢ina
monomernih kapi je odredena dinami¢kom ravnotezom koja se uspostavlja pri
procesima flokulacije i koalescencije kao i deflokulacije i dispegovanja.
Dispergovanje, za razliku od koalescencije, zavisi od procesa mesanja ¢iji intezitet
nije isti u svim delovima reaktora, te veli¢ina kapi monomera zavisi od mesta
formiranja u reaktoru. U toku polimerizacije u svakoj kapi monomera dolazi do
formiranja makromolekula, pa u slu¢aju da je polimer rastvoran u monomeru, sa
povecanjem stepena konverzije reakcije dolazi do povecavanja viskoznosti smese
polimer/monomer i za nekoliko redova veli¢ine. To ima za posledicu otezano
dispergovanje i povecanje dimenzija kapljica. Na kraju reakcije polimerizacije
dobijaju se Cestice polimera veceg prec¢nika od prvobitno formiranih kapi na
pocetku reakcije. Nakon dostizanja odredenog stepena konverzije koji je
definisan uslovima izvodenja eksperimenta dolazi do prestanka i koalescencije i
dispergovanja kapi. Taj stepen konverzije se naziva tac¢kom identiteta cestica.
Dalje odigravanje reakcije polimerizacije ne dovodi do promene broja kapi i
njihove veli¢ine. Pre dostizanja tacke identiteta, lepljivost kapi smeSe
polimer/monomer se povecava sa povecanjem stepena konverzije. Navedena
pojava predstavlja kriticnu fazu pri odigravanju suspenzione polimerizacije u
kojoj mozZe do¢i do formiranja sekundarnih agregata cestica. Pazljivi izbor brzine
mesanja, vrste i koncentracije stabilizatora omogucava prevazilazenje ovog

problema.

2.1.3. Mehanizam nastajanja umreZenih makroporoznih kopolimera

Za sintezu umrezenih makroporoznih kopolimera suspenzionom
kopolimerizacijom koristi se smeSa monovinilnih i divinilnih komonomera, pri
¢emu divinilni komonomeri sluZze kao umreZivaci [10,24,25]. Na pocetku reakcije
suspenzione kopolimerizacije u reakcionoj smesi su prisutne vodena faza,
odnosno vodeni rastvor makromolekulskog stabilizatora i organska faza koju
¢ine smesa komonomera (Slika 3) [5]. Na odredenoj temperaturi inicijator se

razlaZze na primarne radikale koji zapocinju reakciju. Inertna komponenta, sa
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jedne strane treba da bude mesljiva sa komonomerima, a sa druge strane da ne

rastvara nastali kopolimer.
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Slika 3 Sematski prikaz procesa suspenzione kopolimerizacije: organska komonomerna smesa sa

porogenom i inicijatorom (a), vodena faza sa rastvorenim stabilizatorom (b), formiranje

komonomernih tecnih kapi (c), formiranje kopolimernih cestica (d) [5]

Nakon odredenog vremena od trenutka zapocinjanja reakcije dolazi do
formiranja trodimenzionalne umreZene strukture, odnosno sistem iz te¢nog
stanja prelazi u c¢vrsto stanje. Usled prisustva umreZivaca, u toku reakcije
kopolimerizacije dolazi do smanjanja koli¢ine rastvornih komponenti na racun
formiranja frakcije umreZenih lanaca kopolimera. Po zavrSetku reakcije, u
dispergovanoj (organskoj) fazi ¢e jedino zaostati umreZzeni kopolimer u prisustvu
inertne komponente sa kojom se ne mesa [6]. Momenat izdvajanja nove faze
zavisi od koncentracije umrezivaca, sastava i udela inertne komponente u
organskoj fazi i temperature odigravanja reakcije [26]. Prema Dusek-u [27]
razdvajanje faza predstavlja osnovni razlog za formiranje porozne strukture.
Razdvajanje faza moze biti uslovljeno povecanjem udela umrezivac¢a u smesi
komonomera, kao i povecanjem udela inertne komponente u organskoj fazi.
Ukoliko se kao porogen prilikom suspenzione polimerizacije preko
slobodnih radikala koristi nerastvarac ili linearni polimer, do razdvajanja faza
moze dodi i pre nego Sto sistem prede iz te¢nog u ¢vrsto stanje. U tom slucaju,
polimer nastao tokom reakcije polimerizacije se izdvaja u obliku ¢vrste faze

unutar te¢ne (kontinualne) faze koju predstavlja homogena sme$a monomera i

11




Doktorska disertacija Teorijski deo

porogena. Najpre dolazi do izdvajanja umrezenih kopolimernih cestica (jezgra)
¢ijom aglomeracijom nastaju veci klasteri (mikrosfere). Sa povecanjem stepena
konverzije, raste broj klastera, polimerna faza postaje kontinualna, a na kraju
reakcije sistem se sastoji od umreZenog polimera i porogena. Uklanjanjem
porogena formira se makroporozna struktura sintetisanog materijala. Kada se
nerastvarac¢ ili linearni polimer koriste kao porogen do stvaranja porozne
strukture dolazi usled nekompatibilnosti umrezenih segmenata polimera i
molekula porogena [6].

Navedeni mehanizam formiranja porozne strukture kopolimera
sintetisanog suspenzionom polimerizacijom preko slobodnih radikala dovodi do
nastajanja kopolimera koji se sastoji od aglomerata ¢estica razli¢itih dimenzija.
Kao posledica toga, umreZeni makroporozni kopolimeri se karakterisu Sirokom
raspodelom dimenzija pora u opsegu od mikropora do makropora.

Proces formiranja porozne strukture kopolimera dobijenog suspenzionom
polimerizacijom preko slobodnih radikala moze se podeliti u tri faze, a Sematski
prikaz nastalog makroporoznog kopolimera dat je na Slici 4 [6].

1. Prvo dolazi do stvaranja jezgra koje ¢ine manje ¢estice dimenzija pre¢nika
od oko 100 A. Kompaktne cestice se formiraju procesom ciklizacije i
reakcije umreZavanja tokom rane faze reakcije polimerizacije. Jezgra ne
poseduju poroznu strukturu.

2. Zatim, dolazi do aglomeracije jezgara u strukture koje se nazivaju
mikrosfere ¢ija je veli¢ina oko 1000 A.Izmedu jezgara dolazi do formiranja
mikropora dimenzija od oko 20 A

3. Aglomeracijom mikrosfera u vece strukture nepravilnog oblika, dimenzija
u opsegu od 2500 do 10000 A, formira se kona¢na porozna struktura.
Mezopore dimenzija u opsegu od 20 do 500 A obrazuju se izmedu cestica
u okviru jednog aglomerata mikrosfera. [zmedu aglomerata mikrosfera

nalaze se makropore (vece od 500 A)
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Slika 4 Sematski prikaz porozne strukture makroporoznog kopolimera dobijenog suspenzionom

polimerizacijom preko slobodnih radikala [6].

2.1.4. Sinteza, modifikacija i primena umreZenih makroporoznih kopolimera
Makroporozni kopolimeri imaju veliku mogucénost primene zahvaljujudi,
ne samo svojoj poroznoj strukturi, ve¢ i ¢injenici da se oni mogu Koristiti kao
reaktivni polimeri [28]. Makroporozni umreZeni kopolimeri predstavljaju
pogodne sisteme za uvodenje razli¢itih funkcionalnih grupa, odnosno hemijsku
modifikaciju. Pored hemijske modifikacije, aktivna grupa se moze uvesti u
polimer odabirom strukturnih monomernih jedinica koje ve¢ u sebi sadrze
odgovarajuce funkcionalne grupe [2,4]. Primenom navedenih metoda
modifikacije polimera ili kombinacijom postupaka u zavisnosti od svojstava
polimera i njihove namene dobijamo funkcionalizovane polimere sa otvorenim
mogucnostima dalje primene. Jedan od faktora koji utice na mehanizam reakcija
umreZenih kopolimera jeste dostupnost reaktivnih grupa molekulima
reaktanata. Kod umrezenih polimera sa prividnom poroznoscu, reaktivne grupe
su dostupne reaktantima nakon $to polimer dovoljno nabubri u odgovaraju¢em
rastvarac¢u, odnosno kada su lanci polimera medusobno dovoljno razmaknuti.

Ukoliko polimer ne bubri u odabranom rastvaracu, reakcija se moZe odigrati
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samo na funkcionalnim grupama koje se nalaze na spoljnoj povrsini cestice,
odnosno na onim grupama koje su dostupne molekulima reaktanta.
Funkcionalne grupe koje se nalaze u unutrasnjosti cestice ostaju nedostupne za
molekule reaktanta, pa ne dolazi do reakcije modifikacije. Ukoliko se koriste
umreZeni makroporozni kopolimeri, kopolimeri sa permanentnom poroznoscu,
tada dostupnost funkcionalnih grupa reaktantima i mogucnost odigravanja
hemijske reakcije ne zavise od izbora rastvaraca u tolikoj meri kao sto je to slucaj
kod kopolimera sa prividnom poroznoscu.

GMA predstavlja jedan od najpogodnijih komonomera za direktno
dobijanje reaktivnih kopolimera zahvaljuju¢i svom sastavu, odnosno prisustvu
epoksidne grupe [29,30]. Epoksidna grupa se relativno lako prevodi u
hidroksilnu, karboksilnu, keto ili amino grupu [31]. U literaturi se moze naci veci
broj radova koji se odnose na kopolimerizaciju GMA sa razli¢itim monomerima
kao sto su: etilendimetakrilat (EDMA), etilenglikoldimetakrilat (EGDMA), stiren
(ST), divinilbenzen (DVB), itd., u cilju dobijanja funkcionalizovanog materijala
koji se moZe Kkoristiti za razli¢ite namene [9,32-35]. Osim kopolimera na bazi
GMA ispitivana su i svojstva terpolimera na bazi MMA, GMA i DVB odnosno
poly(MMA-GMA-DVB) koris¢enog za uklanjanje jona teskih metala kao i
separaciju biomolekula [36-38].

U poslednje vreme sve vecu paznju privlace kopolimeri na bazi GMA
(monovinilni monomer) i EGDMA (divinilni monomer-umreZivac), poli(GMA-
ko-EGDMA), ¢ija je strukturna formula prikazana na Slici 5. Dobijanje umreZenog
makroporoznog poli(GMA-ko-EGDMA) suspenzionom kopolimerizacijom

opisali su Svec i saradnici sredinom 70-tih godina proglog veka [28].
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Slika 5 Sematski prikaz procesa formiranja poli(GMA-ko-EGDMA)

Kao inertna komponenta koriséena je smesa cikloheksanola i dodekanola
koji se dobro mesaju sa monomerima, a ne rastvaraju se u vodi [28,30]. Kao
makromolekulski stabilizator koris¢en je poli(vinilpirolidon) (PVP). Na osnovu
rezultata koje su objavili Svec i saradnici, a koji se odnose na ispitivanje sinteze
poli(GMA-ko-EGDMA) suspenzionom polimerizacijom, ustanovljeno je da
dodekanol moze biti uspesno zamenjen u inertnoj komponenti nekim drugim
alifatskim alkoholom [39,40]. Kakvi ¢e biti parametri porozne strukture
makroporoznog poli(GMA-ko-EGDMA) u prisustvu smese cikloheksanola i
dodekanola zavisi od udela inertne komponente u reakcionoj smesi, kao i od
udela dodekanola u inertnoj komponenti [28,30]. Kao $to je ranije pomenuto,
kopolimerizacija se moZe izvoditi u prisustvu nerastvaraca kao inertne
komponente gde do razdvajanja faza dolazi ranije tokom procesa polimerizacije.
Lanci kopolimera su isprepletani te kao rezultat imamo kopolimer sa velikom
zapreminom pora, manjom specificnom povrsinom i relativno velikim srednjim
pre¢nikom pora [26]. Medutim, inertna komponenta moze biti smesa rastvaraca
i nerastavaraca. U tom slucaju lanci kopolimera su u jezgrima manje isprepleteni
usled vece modi solvatacije inertne komponente. Pri ve¢em udelu cikloheksanola,

inertna komponenta je bolji rastvara¢ za kopolimer, lanci kopolimera su u
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jezgrima manje isprepletani i do razdvajanja faza dolazi kasnije tokom
polimerizacije. Nastale mikrosfere sadrze ve¢i broj manjih pora, odnosno manju
ukupnu zapreminu, a samim tim vecu specifi¢nu povrsinu i manji srednji pre¢nik
pora nego u slucaju kada je kao inertna komponenta koriséen c¢ist nerastvarac.
Najvedi uticaj na parametre porozne strukture poli(GMA-ko-EGDMA) pored
sastava i udela inertne komponente ima i udeo umrezivaca EGDMA u
monomernoj fazi [28,30,41].

UmreZeni makroporozni kopolimeri koriste se kao nosaci katalizatora [5],
polazne sirovine za dobijanje jonoizmenjivackih smola i sorbenta [6], kao i
materijali za biomedicinsku primenu [7,42,43]. Koris¢enje makroporoznih
kopolimera na bazi ST i DVB kao jonoizmenjivackih smola uslovljeno je
prethodnom podvrgavanju reakcijama sulfonovanja i hlormetilovanja, a nakon
toga procesu aminovanja [25]. Ford i saradnici su ispitali moguénosti primene
makroporoznih kopolimera za heterogenu katalizu [44]. Makroporozne cestice
polistirena koris¢ene su kao nosaci za benzil-3-n-butilfosfonijum jone koji
katalizuju reakciju 1-bromoktana u vodenom rastvoru natrijum cijanida.
Prednost koriS¢enja makroporoznih polimera kao nosaca potice upravo od
prirode samog materijala, odnosno od mogucénosti reaktanata da difunduju
unutar porozne polimerne matrice. Imobilizacijom enzima na povrsini poroznih
polimera omogucava se njihova uspes$na separacija iz reakcione smese [10].
Polimerna matrica doprinosi vecoj stabilnosti imobilisanih enzima,
omogucavajuci njihovu primenu u kontinualnim prosecima kao i bolju kontrolu
u katalitickim reakcijama [45]. U literaturi se mogu naci reakcije poli(GMA-ko-
EGDMA) sa etilendiaminom [9,46], amonijakom, n-butilaminom, n-oktilaminom
[47,48], jedinjenjima pirazola [49], fenolom [50], itd. Ukoliko se izvodi u
neutralnoj ili baznoj sredini, reakcija epoksidne grupe iz ostatka GMA
makroporoznog poli(GMA-ko-EGDMA) sa diaminima odigrava se tako sto atom
azota napada manje zasti¢en atom ugljenika u sastavu epoksidne grupe [47].
Modifikacija polaznog kopolimera na bazi GMA dovodi do stvaranja polimernog

nosaca sa novim svojstvima, a samim tim otvara mogucnosti i za nove primene.
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Reakcijom poli(GMA-ko-EGDMA) sa diaminima dolazi do uvodenja
funkcionalne amino grupe na polimerni nosa¢. Amino grupa se moze ponasati
kao donor elektrona [51], odnosno predstavlja redukciono sredstvo.
Modifikovani materijal ima ulogu medijatora pri sintezi nanocestica srebra s
obzirom da reaktivni amino centri imaju sposobnost da redukuju jone srebra sa

ciljem dobijanja cestica Zeljenih morfoloskih svojstava [51-53].

2.2. Metalne nanodcestice

Fizi¢ka i hemijska svojstva materijala dispergovanih tako da im se bar
jedna dimenzija reda veli¢ine od 1 do 100 nm, se u velikoj meri razlikuju od
svojstava istog materijala makroskopskih dimenzija [54-56]. Smanjenje dimenzija
materijala do nanometarskog nivoa dovodi do promena njegovih optickih,
termickih, mehanickih, elektrickih i magnetnih karakteristika [57-61].
Nanocestice predstavljaju skup 103-10° atoma ili molekula medusobno povezanih
hemijskim vezama. Komparativhu prednost nanocestica u odnosu na cestice
vecih dimenzija predstavlja mnogo veéi odnos izmedju povrsine i zapremine,
tako da se veliki deo od ukupnog broja atoma koji ulaze u sastav nanocestice
nalazi na povrsini cestice. Pored veli¢ine, svojstva nanocestica zavise i od
njihovog oblika i sredine u kojoj se nalaze.

Povrsinski atomi se razlikuju od atoma u unutrasnjosti cestice, jer su
koordinisani manjim brojem susednih atoma te se nalaze u visem energetskom
stanju. Stanje viSe energije podrazumeva vecu hemijsku reaktivnost te se moze
zaklju¢iti da su nanocestice hemijski reaktivnije od makroskopskih ¢estica iste
supstance [62]. Na Slici 6 je Sematski prikazano smanjenje energije nanocestica sa

povecanjem njihove velicine.
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Slika 6 Zavisnost energije nanocestica od njilove velicine

Visoke vrednosti povrSinske energije imaju za posledicu tendenciju
nanocestica za agregacijom pod dejstvom van der Waals-ovih sila u cilju
smanjenja ukupne energije ¢itavog sistema. Jasno je da se sa smanjenjem
dimenzija nanocestica povecava njihova tendencija za aglomeracijom. Da bi se
iskoristila specificna svojstva nanocestica neophodno je spreciti njihovu
aglomeraciju. U principu, stabilnost koloidnih rastvora ovih cestica se moze
povecati na dva nacina: sternom ili elektrostatickom stabilizacijom [63,64]. Sterna
stabilizacijaje zasnovana na koris¢enju molekula povrsinski aktivnih supstanci
kao i molekula polimera koji adsorbovani na povrsini nanocestica sprecavaju
njihov dalji rast i aglomeraciju. U osnovi elektrostati¢ke stabilizacije koloida je
dugodometna elektrostaticka interakcija dvostrukih elektri¢nih slojeva cestica.
Podesavanjem pH vrednosti koloidnog rastvora ili vezivanjem liganada za
povr$inu nanocestica, moze se uticati na intenzitet elektrostatickog odbijanja
nanocestica [64-66].

S obzirom na veli¢inu nanocestica, njihova svojstva se ne mogu objasniti
zakonima klasi¢ne fizike, ve¢ uz pomo¢ kvantne mehanike. Dimenzije
nanocestica metala duz odredenog pravca mogu biti manje od De Broglie-evih
talasnih duzina nosioca naelektrisanja [67]. Kod metala, De Broglie-eve talasne

duZine elektrona su reda veli¢ine 10 nm. Kretanje elektrona je ograniceno
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dimenzijama nanocestica Sto za posledicu ima pojavu kvantnih efekata
nanocestica na njihova opticka, magnetna i druga svojstva. Kod metalnih
nanocestica dimenzija ve¢ih od 5 nm, kvantni efekti bivaju anulirani termi¢kim
kretanjem elektrona [68]. Kod metalnih nanocestica dolazi do pojave kolektivnih
oscilacija - plazmona [69]. Za objadnjenje plazmonskih oscilacija moguce je
primeniti klasi¢nu teoriju slobodnih elektrona bez obzira $to se nalazimo u

oblasti gde prevashodno vladaju kvantno-mehanicki zakoni.

2.2.1. Opticke karakteristike metalnih nanocestica

Veliki broj znacajnih primena metalnih nanocestica se zasniva na njihovim
optickim svojstvima. Interakcija elektromagnetnog polja upadne svetlosti sa
metalnim c¢esticama dovodi do koherentnih oscilacija elektrona iz provodne zone
Cestica koje apsorbuju i/ili rasejavaju zracenje odredene frekvencije. Ova
frekvencija predstavlja rezonanciju povrsinskog plazmona nanocestica metala, a
manifestuje se pojavom apsorpcionog maksimuma u vidljivoj oblasti spektra
elektromagnetnog zracenja. [57,69,70]. Rezonancija povrsinskog plazmona je
najintenzivnija za plemenite metale (Au, Ag) i Cu i nalazi se u vidljivoj oblasti
spektra (380-780 nm), dok vecina prelaznih metala pokazuje Siroke ili veoma
slabe apsorpcione maksimume, naj¢esce u ultraviolentnoj oblasti [71].

Polozaj, oblik, intenzitet i broj apsorpcionih maksimuma zavisi od vise
razlic¢itih faktora: veli¢ine i oblika nanocestica, meducesticnog rastojanja,
dielektricke konstante okruZenja u kome se cestice nalaze, gustine nosilaca
naelektrisanja, elektronskih interakcija stabilizacionih liganada i nanocestica
(mogu dovesti do promene elektronske gustine unutar samih nanocestica)
[61,70,72-75]. Zavisnost optickih karakteristika metalnih nanocestica od veli¢ine
i oblika moZe se vizuelno uociti jer dovodi do promene intenzivnog obojenja
koloidnih rastvora [76]. Promena obojenja se moZe objasniti promenom
rezonantne frekvencije povrsinskog plazmona na kojoj osciluju provodni

elektroni sa promenom veli¢ine i oblika metalnih nanocestica.
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Ponasanje provodnih elektrona u metalu, najc¢esce se objasnjava Drude-
ovim modelom slobodnih elektrona [74,77]. Prema pomenutom modelu,
provodni elektroni ne interaguju sa trodimenzionalnom resetkom metalnih jona,
odnosno kre¢u se slobodno kao elektronski oblak unutar kristalne resetke.
Metalna nanocestica se mozZe posmatrati kao geometrijski uredjen skup
pozitivnih jezgara oko kojih se elektroni slobodno krec¢u. Elektromagnetno polje
upadne svetlosti deluje na slobodne elektrone pomeraju¢i ih ka povrsini
nanocestice, tako da na jednoj strani dolazi do akumuliranja negativnog
naelektrisanja, dok viSak pozitivhog naelektrisanja ostaje na drugoj strani

nanocestice, formirajuci dipol.

E-polje

Metalna nanocestica

Elektronski oblak

Slika 7 Sematski prikaz plazmonskih oscilacija sfernih metalnih nanocestica i razdvajanje

elektronskog oblaka od jezgra pod dejstvom elektromagnetnog polja [60]

Pod dejstvom spoljasnjeg polja, dolazi do promene poloZzaja centra
naelektrisanja oblaka slobodnih elektrona u metalnoj cestici u odnosu na jezgro
atoma. Elektri¢ni dipol formira elektricno polje unutar same cestice koje je
suprotnog smera u odnosu na pobudno elektri¢no polje (Slika 7) [60].

Po prestanku dejstva pobudnog elektri¢nog polja Coulomb-ova interakcija
izmedu jezgra i elektrona dovodi do oscilovanja elektronskog oblaka u odnosu

na osnovni polozaj. U najjednostavnijem slucaju, ove promene su za sve
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elektrone dipolne oscilacije u istoj fazi i karakteristi¢cne su za sferne metalne
Cestice pre¢nika manjeg od talasne duzine upadne svetlosti. Pored dipolnih
oscilacija, mogu se javiti i vi§si modovi kao $to je kvadrupolni, gde se pola
elektroskog oblaka krece paralelno sa primenjenim poljem, a pola normalno na

spoljasnje polje (Slika 8) [70].

Slika 8 Sema elektricnog polja unutar Cestice usled delovanja dipolne (a), kvadrupolne (b)

multipolne rezonacije (c) [1]

Kao sto je prethodno receno, kolektivne oscilacije provodnih elektrona
unutar metalnih c¢estica, koje apsorbuju i rasejavaju svetlost odredene frekvence
jesu povrsinski plazmoni ili dipolne plazmonske resonance cestica.
Kombinovanjem Drude-ovog modela i Mie-teorije apsorpcije metalnih cestica,
mogu se objasniti njihova opti¢ka svojstva u zavisnosti od veli¢ine i okruzenja u
kome se nalaze [78]. Prema Mie teoriji, fizicko objasnjenje porekla jake apsorpcije
svetlosti metalnih nanocestica potice od koherentnih oscilacija provodnih
elektrona usled interakcije sfernih ¢estica sa elektromagnetnim poljem. Kada se
frekvenca elektromagnetnog zracenja nade u rezonanci sa koherentnim
kretanjem elektrona, javlja se apsorpcija u spektru, odakle poti¢e intenzivno
obojenje koloidnih rastvora. Kako bismo objasnili apsorpcione spektre koloidnih
rastvora metalnih c¢estica potrebno je odrediti poprecni presek ekstinkcije Oext
(eng. extinction cross section), koji predstavlja zbir poprec¢nih preseka apsorpcije i

rasejanja svetlosti od strane metalnih nanocestica [78]. Analiti¢ki izraz za
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izratunavanje Oext sfernih cestica razvio je Mie reSavaju¢i Maxweell-ovu
jednacinu apsorpcije i rasejanja elektromagnetnih talasa sfernih cestica. Radi
pojednostavljenja uvedene su odredene aproskimacije. Dipolna aproksimacija
podrazumeva da su dimenzije metalnih nanocestica mnogo manje u odnosu na
talasnu duzinu upadnog elektromagnetnog zracenja. Kako se radi o talasima u
vidljivom delu spektra elektromagnetnog zracenja (380-780 nm), uslov je
ispunjen ako su dimenzije nanocestica manje od 50 nm. U ovom slucaju

elektri¢no polje unutar nanocestice se moZze smatrati uniformnim.

3
24m%R3€,,2 &
O- =
ext A (g1 + 2¢,,) + &2

(1)

gde je A talasna duZina svetlosti, &, dielektricna konstanta sredine, &;i
g, predstavljaju realni i imaginardi deo Drude-ove dielektri¢ne funkcije metala.

Henglein je ispitivao opticka svojstva metalnih nanocestica, srebra i zlata
[66]. Na osnovu rezultata njegovih istrazivanja potvrdena je zavisnost polozaja
povrsinskog plazmona od veli¢ine i oblika nanocestica. Kod sfernih nanocestica
javlja se jedan maksimum plazmonske apsorpcije, a sa povecanjem veli¢ine
Cestica njegov poloZaj se pomera ka ve¢im talasnim duZinama.

Na Slici 9 prikazan je apsorpcioni spektar nanocestica srebra u zavisnosti
od njihove veli¢ine [79]. Sa povecanjem prec¢nika nanocestica dolazi do
pomeranja apsorpcionog maksimuma ka ve¢im talasnim duzinama. Kod ¢estica
veli¢ine preko 80 nm viSe ne vaZi dipolna aproksimacija i javlja se dodatni
apsorpcioni maksimum na niZzim talasnim duZinama, koji je posledica

kvadrupolne rezonance.
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Slika 9 Apsorpcioni spektri nanocestica srebra razlicitih dimenzija [79]

Kod metala, valentna i provodna zona se preklapaju, dajuci kontinualni
spektar mogucih elektronskih stanja slobodnih elektrona. Kod nanocestica, koje
sadrze mali broj atoma energetske zone nisu u potpunosti formirane. Zbog toga
moze dod¢i do unutrasnje tranzicije elektrona, na slican nac¢in kao kod
poluprovodnickih materijala [80]. Prelasci elektrona izmedu unutrasnjih
energetskih nivoa odgovaraju kra¢im talasnim duZinama te se cesto preklapaju
sa rezonantnim plazmonskim pikom (Slika 9).

Jedna od najinteresantnijih pojava vezanih za opticka svojstva metalnih
nanocestica je mogucnost njihovog podesavanja promenom oblika samih cestica.
Karakteristicna veli¢ina za cestice Stapicastog oblika je odnos longitudinalne i
transverzalne duzine ose cestica [73]. Sa povecanjem duZine jedne od osa,
karakteristican plazmonski pik se deli na dve komponente. Zbog toga
nanocestice Stapicastog oblika poseduju dva povrsinska plazmona koja poti¢u od
transverzalnih i longitudinalnih elektronskih oscilacija (Slika 10). Transverzalni
pik koji se javlja u visokoenergetskom delu apsorpcionog spektra posledica je

oscilacija elektrona usmerenih normalno na glavnu osu cestice, dok
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longitudinalni pik poseduje nizu energiju i odgovara oscilacijama elektrona duz

glavne ose [71,73].

Longitudinalne Transverzalne
oscilacije oscilacije

Slika 10 Sematski prikaz akumulacije naelektrisanja kod nanocestica tapicastog oblika koja

dovodi do longitudinalnih i transferzalnih oscilacija

Longitudinalne oscilacije su veoma osetljive na odnos duzina osa ¢estice,
tako da veoma mala odstupanja od sferne geometrije dovode do promene boje
koloidnog rastvora, odnosno do promene frekvencije na kojoj osciluju provodni
elektroni pod dejstvom spoljasnjeg elektromagnetnog polja [71,73].

Za razliku od sfernih nanocestica srebra ¢iji apsorpcioni spektar sadrZi
jedan apsorpcioni maksimum (Slika 11a), sa smanjenjem simetrije cestica raste
broj apsorpcionih pikova. Na primer, apsorpcioni spektar nanoprizmi srebra
sadrzi tri apsorpciona maksimuma koja poti¢u od dipolne rezonancije u ravni i
kvadrupolne rezonancije u ravni i izvan nje i prestavlja potvrdu uticaja

geometrije samih Cestica na izgled apsorpcionog spektra (Slika 11b) [81-83].
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Slika 11 Apsorpcioni spektar sfernih nanocestica srebra sa umetnutim TEM

snimkom (a), apsorpcioni spektar nanoprizmi srebra sa umetnutim TEM snimkom (b)

Opticke karakteristike nanocestica takode zavise od sredine u kojoj se
nalaze, odnosno od njene dielektricke konstante. Mulvaney je ispitivao uticaj
sredine na opti¢ka svojstva nanocestica i ustanovio u kojoj meri poloZaj
maksimuma rezonantne plazmonske apsorpcije zavisi od promene dielektri¢ne

konstante okruZzenja [72].

2.2.2. Metode sinteze metalnih nanocestica

Postoje brojni nacini sinteze metalnih nanocestica. Generalno, sve
sintetske metode pripadaju jednom od dva osnovna pristupa pripreme
nanostrukturnih materijala (Slika 12). Prvi pristup je takozvani "odozgo na dole"
(eng. top-down) ili disperzioni metod, koji se zasniva na usitnjavanju kompaktnih
materijala do cestica nanometarskih dimenzija. Naj¢esée koris¢ene metode koje
pripadaju pristupu odozgo na dole su litografija elektronskim snopom (eng.
electron beam litography-EBL) i mlevenje fokusiranim jonskim snopom (eng.
focused ion beam-FIB) [84,85]. Navedene tehnike dobijanja nanocestica imaju
limitiranu rezoluciju od oko 20 nm, pa se ne mogu koristiti za dobijanje manjih
nanocestica. Drugi pristup je takozvani "odozdo na gore" (eng. bottom-up), tj.
metod agregacije ili kako se cesto naziva metod kondenzacije, kojim se

nanostrukturni materijali dobijaju spontanom organizacijom i povezivanjem
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manjih, osnovnih jedinica grade (atoma) u stabilne, strukturno definisane

agregate [86,87].

l "Odozgo na dole"

t "Odozdo na gore"

Slika 12 Sematski prikaz dva osnovna principa formiranja nanostrukturnih materijala

Hemijske metode redukcije prekusorskih soli metala su najcesce koriséene
agregacione metode za sintezu metalnih nanocestica, gde je pored pomenutih
prekusorskih soli i redukcionog sredstva, po potrebi, neophodno i prisustvo
sredstava za stabilizaciju formiranih nanocestica [88-90].

Poslednjih godina dolazi do sve vece primene "zelenih" metoda kojima se
izbegava upotreba tradicionalnih redukcionih sredstva za sintezu. Ove metode
se zasnivaju na formiranju nanocestica pomocu biomolekula [91], polisaharida

[92,93], ili mikroorganizama [94].

2.2.3. Sinteza nanocestica srebra
Metoda sinteze sfernih nanocestica srebra zasnovana na pionirskom radu
Lee-Miesel-a i Creighton-a [95-97] se bazira na redukciji jona metala redukcionim

sredstvom, odnosno donorom elektrona, do metalnog stanja prema jednacini 2:

mM,"* + nRed > mM,° + nOx )
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Vrednost standardnog redoks potencija srebra iznosi E=+0.799 V prema
vodonicoj elektrodi, te da bi reakcija bila termodinamic¢ki moguca, redoks
potencijal redukcionog sredstva mora biti za 0,3-0,4 V negativniji od redoks
potencijala srebra [95]. Novonastali atomi srebra Ag® se spajaju formirajudi
klastere. Klasteri dalje reaguju sa zaostalim atomima metala obrazujuci nukleuse

(Ag,"). . koji rastu do formiranja termodinamicki stabilne estice (jednacina
nukl
3).

(Agno)nukl +mAg® - (Ag"+m0)éest 3)
Formiranje koloidnih sistema redukcijom jona srebra se odvija u dva stupnja,
nukleacije i rasta nastalih nukleusa, od kojih zavisi veli¢ina i oblik sintetisanih
nanocestica. Da bi se dobili monodisperzni koloidni sistemi neophodno je
istovremeno formiranje svih nukleusa, kao i da se proces nukleacije zavrsi pre
otpocinjanja procesa rasta nanocestica. Pod ovim uslovima verovatnoca da ce
nukleusi biti iste veli¢ne i da ¢e rasti istom brzinom je najveca. Ukoliko dode do

preklapanja procesa nukleacije i rasta onda ¢e dobijeni koloidni sistem biti

polidisperzan.

=

Slika 13 Sematski prikaz procesa Ostvaldovog ukrupnjavanja

Nakon nukleacije i formiranja nanocestica dolazi do procesa starenja koloida.
Proces starenja koloidnih rastvora se zasniva na takozvanom "Osvaldovom

ukrupnjavanju", odnosno rastu vecih cestica na ra¢un manjih (Slika 13). Rast
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vecih ¢estica na ustrb manjih je pospeSen vecom rastvorljivos¢u manjih cestica
[98].

Nukleacija, rast nukleusa do kriti¢ne veli¢ine i formiranje stabilnih cestica
mogu se kontrolisati promenom temperature reakcije na kojoj se reakcija izvodi,
koncentracije prekursora, pH vrednosti, vremenom odigravanja reakcije,
izborom redukcionog sredstva (natrijum borhidrid, etilen glikol, hidrazin), kao i
izborom stabilizatora [88-90,99-101]. Najces¢e koris¢enu hemijsku metodu
sinteze nanocestica srebra je razvio Creighton sa saradnicima koja omogucava
dobijanje cestica veli¢ine od 5 do 20 nm, pri ¢emu se kao redukciono sredstvo
koristi natrijum borhidrid [97]. Primena Lee-Miesel-ove metode, koja se zasniva
na koriséenju citratnih jona i kao redukcionog sredstva i kao stabilizatora, dovodi
do formiranja koloidnih rastvora sa Sirom raspodelom veli¢na cestica [96].
Hoonacker je sa saradnicima proucavao uticaj natrijum borhidrida i citrata na
raspodelu veli¢ina dobijenih nanocestica kao i na njihovu stabilnost [85]. Dosli su
do zaklju¢ka da koris¢enjem jakog redukcionog sredstva (natrijum borhidrida)
dolazi do formiranja manjih cestica, dok se upotrebom slabijeg redukcionog
sredstva (natrijum citrata) dobijaju cestice vecih dimenzija. Upotrebom
oleilamina kao redukcionog sredstva mogu se sintetisati nanocestice srebra
visoke uniformnosti, pri ¢emu se srebro nitrat koristi kao prekursor, a parafin
kao rastvarac [102]. Visoka temperatura kljucanja parafina (300 °C) omogucava
izvodenje reakcije na razli¢itim temperaturama pri cemu se dobijaju
monodisperzne nanocestice.

Sinteza nanocestica srebra nesferi¢nog oblika odvija se u prisustvu
povrsinski aktivnih supstanci koje pored uloge stabilizatora favorizuju rast
Cestica duz odredenog kristalografskog pravca [103,104]. Jedan od sintetskih
pristupa za dobijanje nanoStapi¢a srebra i zlata se zasniva na koris¢enju
prethodno sintetisanih sfernih nanocestice Ag i Au koje predstavljaju klice rasta.
Sinteza se odigrava u prisustvu cetiltrimetilamonijum bromida (CTAB) i
odgovarajuceg redukcionog sredstva [105,106]. Nanoprizme srebra mogu biti

sintetisane metodom koja ne zahteva prisustvo prethodno sintetisanih klica, i to
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u vodenom rastvoru koji sadrzi srebro nitrat, jone citrata, vodonik peroksid,
natrijum borhidrid i PVP [81]. Nakon dodavanja redukcionog sredstva, natrijum
borhidrida, dolazi do vidljive promene boje rastvora u svetlo Zutu, sto ukazuje
na odvijanje procesa nukleacije i formiranja nanocestica srebra. Nakon
odredenog vremenskog perioda boja koloidnog rastvora se menja od tamno Zute,
preko narandZaste i roze, i na kraju plave. Plava boja koloidnog rastvora ukazuje
na zavrsetak hemijske reakcije, odnosno formiranje nanoprizmi srebra.

Monodisperzne nanokocke srebra sintetisane su redukcijom srebro nitrata
pomocu etilen glikola u prisustvu polivinil pirolidona (PVP) [107,108]. Etilen
glikol je imao ulogu i redukcionog sredstva i rastvaraca. Molski odnos PVP-a u
odnosu na srebro nitrat predstavlja klju¢ni parameter koji odreduje geometrijski
oblik i veli¢inu ¢estica srebra.

Anizotropnost, tj. oblik i veli¢ina nesferi¢nih nanocestica srebra mogu se
kontrolisati podesavanjem eksperimentalnih uslova pri kojima se reakcija
odigrava (odnos koncentracije metalnog prekursora i stabilizatora, koncentracija
klica, temperatura, vreme odigravanja reakcije, itd.) [107].

Pored hemijske redukcije, kao najzastupljenije metode, redukcija Ag* jona
do metalnih nanocestica moZe se ostvariti elektrohemijski [99,107], kao i putem

fotohemijske redukcije [100,109].

2.2.4. Primena nanocestica srebra

Korisc¢enje cestica submikronskih ili nanometarskih veli¢ina datira jo$ od
antickog doba. Ilustrativan primer predstavlja Likurgov pehar [110] (eng.
Lycurgus cup) koji je izraden od bronze i oblozen je obojenim staklom, a potice iz
perioda starogr Rima. Obojeno staklo je imalo sposobnost rasejanja zelene
svetlosti pri direktnom osvetljavanju (Slika 14a) i propustanja svetlosti crvene
rubin boje (Slika 14b) ukoliko se izvor svetlosti nalazio unutar pehara. Prema
studiji narucenoj od strane Britanskog muzeja u Londonu gde se pehar i nalazi,
staklo ¢ine cestice legura srebra (70 %) i zlata (30 %) veli¢ine 70 nm. Sada je

poznato da sferne nanocestice srebra ove veli¢ine rasejavaju zelenu a, propustaju
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narandzastu svetlost, pri ¢emu prisustvo nanocestica zlata pomera polozaj
apsorpcione trake ka vedim talasnim duzinama, S$to dovodi do izrazenog
dihromatizma. Koloidne ¢estice srebra i zlata su koris¢ene u srednjem veku za
izradu vitraznog stakla intenzivnih boja [111,112]. Navedene primene
nanocestica, prevashodno metalnih, u starom i srednjem veku su slucajne, bez

razumevanja uzroka koji dovode do ostvarenih optickih efekata.

Slika 14 Likurgov pehar posmatran u a) refleksiji i b) transmisiji

Majkl Faradej je 1850. godine sproveo prvo znacajno naucno istrazivanje
optickih svojstava suspenzija metalnih cestica i ultratankih metalnih filmova
[113]. Imajuéi u vidu sposobnost izuzetno tankih filmova zlata da propustaju
zelenu svetlost, Faradej je pretpostavio da dolazi do jake interakcije izmedu
materijala i svetlosti ukoliko su dimenzije materijala mnogo manje od talasne
duzine vidljive svetlosti. Mie teorija je pocetkom 20. veka objasnila povrsinsku
plazmonsku rezonanciju koja predstavlja uzrok navedenih optickih efekata.
Intenzivan tehnoloski razvoj ovih sistema omogucava Siroku primenu
nanocestica u raznorodnim oblastima. Upotreba nanocestica Ag koja je
zasnovana na njihovim specifi¢nim optickim svojstvima omogucava pojac¢avanje
signala u optickoj spektroskopiji [114,115], kao i Ramanskoj spektroskopiji [116].
Takode, koris¢enje nanocestica Ag u dijagnostici i u funkciji biosenzora,
posledica je postojanja plazmonske apsorpcije u vidljivom delu spektra [117,118].

Svakako, pored korisc¢enja specifi¢nih optic¢kih svojstava nanocestica Ag, jedna
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od znacajnijih primena ovih nanocestica jeste njihova upotreba kao antimikrobno

sredstvo.

2.2.5. Antimikrobna svojstva nanocestica srebra

Jos od 19. veka poznato je da su mikroorganizmi uzrocnici velikog broja
bolesti. Po¢ev od tog perioda znacajan napor ulagan je u razvoj preventivnih
mera kao i pronalaZenje najefikasnijeg reSenja u vidu vakcina, poboljsavanja
opstih higijenskih uslova i pronalazak antibiotskih lekova [119]. Upotreba
antibiotika pomogla je milionima ljudi u lecenju razlic¢itih vrsta infekcija.
Medutim, tokom vremena mikrorganizmi su razvili mehanizam rezistencije
prema antibioticima, koji je doveo do njihove ogranicene upotrebe [120-122].
Penicilin je prvi put koris¢en pocetkom 1940-tih u borbi protiv infekcija izazvanih
bakterijom S. aureus, da bi ve¢ 1942. godine bili izolovani sojevi S. aureus
rezistentni na penicilin [119]. Kao posledica komercijalizacije novih antibiotskih
proizvoda do rezistencije je dolazilo nakon 1-3 godine upotrebe [123,124]. Sve
veda rezistencija na antibiotike uslovila je smanjenje sredstava koje su
farmaceutske kucée ulagale u razvoj novih lekova, pa je pitanje suzbijanja
bakterijskih infekcija postalo jedan od vecih izazova danasnjice [124-126].

Medu netradicionalim antimikrobnim sredstvima, nanocestice Ag
predstavljaju optimalne kandidate u borbi protiv patogenih mikroorganizama
prethodno tretiranim konvencionalnim antibioticima zahvaljuju¢i njihovom
sirokom spektru delovanja [127-129]. Do sve vece upotrebe nanocestica Ag kao
antimikrobnog agensa doslo je razvojem sintetskih metoda za sintezu cestica sa
kontrolisanim fizi¢ko-hemijskim karakteristikama [130]. Mnogi proizvodi koji su
u svakodnevnoj upotrebi, u svom sastavu imaju nanocestice Ag pocev od
garderobe do filtera za vodu, kozmetickih preparata i igracaka za decu [131,132].
Takode, nanocestice Ag koriste se i u biomedicinske svrhe [133-135]. Medutim,
uprkos rasprostranjenoj upotrebi, efekti koje nanocestice Ag imaju na
mikroorganizme nisu u potpunosti razjasnjeni. Kao glavni nedostatak navodi se

odsustvo jasno definisanog mehanizma delovanja na molekulskom nivou [119].
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Morones i saradnici [136] su ispitivali baktericidni efekat nanocestica Ag
dimenzija od 1 do 100 nm. Pokazali su da pri koncentraciji nanosrebra od 75
ng/ml dolazi do inhibicije rasta testiranih bakterijskih sojeva bez obzira na
veli¢inu samih cestica. Na osnovu rezultata skenirajuce elektronske mikroskopije
ustanovljeno je da se nanocestice dimenzija od 1 do 10 nm vezuju za povrsinu
bakterija i dovode do ostecenja i promene funkcije celijske membrane kao i da je
ovaj efekat znatno manje izrazen kod nanocestica vecih dimenzija. Ova pojava
objasnjena je ¢injenicom da sa smanjenjem dimenzija dolazi do povecanja

specifi¢ne povrsine, a samim tim i reaktivnosti nanocestica.

< J Ag denaturiSe Dolazi do inhibicije
ribozome sinteze proteina

Ag razara peptidoglukanski Dolazi do pucanja
sloj celijskog zida —® celijske membrane

Ag
@
2 o
Sprecava se
Ag se vezuje za » replikacija > Dolazi do inhibicije
DNK DNK celijske reprodukcije

Slika 15 Razliciti mehanizmi ispoljavanja antimikrobne aktivnosti srebra [131,137,138]

Interakcijom nanocestica Ag i bakterija formiraju se kanali u samoj
membrani koji uticu na njenu permeabilnost (Slika 15) [131,137,138].
Akumulirane nanocestice prodiru u unutrasnjost bakterije, stupaju u interakciju
sa intracelularnim proteinima i molekulom DNK.

Takode je utvrdrno da, otpuSteni Ag* joni sa povrSine nanocestica

doprinose ukupnom baktericidnom efektu na sli¢an nacin kao i same nanocestice
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Ag. Iako se ne moze sa sigurnoséu reci tacan razlog zbog kojeg dolazi do
osteCenja membrane u smislu fizicko-hemijskih interakcija, generalno je
prihvaéeno da doprinos baktericidnog efekta potice i od nanocestica Agiod Ag*
jona [139-142]. Choi i Hu [143] takode su se bavili ispitivanjem medusobnog
odnosa koji se moze javiti izmedu dimenzija nanocestica i njihovog mehanizma
delovanja. Sintetisali su nanocestice Ag dimenzija od 5 do 21 nm i utvrdivali
korelaciju izmedu veli¢ine i intracelularnog stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika
(eng. Reactive Oxigen Species, ROS). Inhibicija rasta bakterijskih sojeva testirana je
pomocu nanocestica Ag, AgCl koloida i Ag+ jona gde je pronadeno da su
nanocestice Ag najefikasnije. Frakcija nanocestica srebra dimenzija od 5 nm imala
je vecu toksi¢nost od bilo koje druge ispitivane forme srebra. Autori su navedeno
svojstvo doveli u korelaciju sa olakSanim transportom kroz ¢elijsku membranu
nenaelektrisanih nanocestica Ag u poredenju sa naelektrisanim jonima srebra.
Na osnovu svojih ispitivanja pokazali su da nanocestice Ag, AgCl koloidi i Ag*
joni dovode do stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika, s tim da je ROS koncentracija
zavisila od krajnje koncentracije srebra, ali ne i od forme, kao i da je integritet
¢elijske membrane ostao sacuvan pri koncetraciji srebra od 1 mg/1 sto je bilo u
suprotnosti sa prethodnim ispitivanjima [136]. Choi i Hu su predlozili da je
toksi¢nost nanocestica Ag striktno povezana sa stvaranjem ROS vrsta i da je
krajnja koncentracija srebra klju¢ni parametar bez jasnih dokaza da li su
nanocestice Ag ili Ag* joni viSe zasluzni za formiranje ROS vrsta. S obzirom da
nanocestice imaju tendenciju ka aglomeraciji koja dovodi do smanjenja biocidnog
efekta, ispitivan je uticaj stabilnosti nanocestica na njihova antibakterijska
svojstva [144-146]. Nanocestice su povrsinski modifikovane razli¢itim
polimerima i surfaktantima kao $to su natrijum dodecilsulfat (SDS),
polioksietilensorbitan monooleat (Tween 80), polivinilpirolidon (PVP), anjonski
i katjonski ligandi funkcionalizovani hidroksilnim grupama u cilju njihove
stabilizacije i povecanja antibakterijske aktivnosti [144,147,148]. Nanocestice Ag
povrsinski modifikovane SDS-om su pokazale znacajno povecanje

antibakterijske aktivnosti gde je minimalna inhibitorna koncentracija iznosila
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manje od 1 ng/ml [144]. Medutim, suspenzije nekih nanocestica iako stabilne i
monodisperzne pokazivale su slabu antimikrobnu aktivnost usled blokiranja
povrsine samih cestica i oteZanog oslobadanja Ag* jona [149].

Oblik nanocestica srebra predstavlja jedan od faktora koji uti¢e na njihovu
antibakterijsku aktivnost. Prema Pal-u i saradnicima [150] nanoprizme Ag sa
zaobljenim vrhovima i (111) kristalografskim ravnima zastupljenim na njihovoj
povrsini, pokazivale su najvece biocidno dejstvo prema E. coli u poredenju sa
nanocestima srebra sfernog i cilindriénog oblika i rastvorom AgNOs. Velika
gustina elektrona u (111) ravnima uti¢e na reaktivnost i dovodi do povecanja
toksi¢nosti nanocestica Ag. Pojava poboljsane antimikrobne aktivnosti se javlja
kao rezultat vece reaktivnosti nanocestica. Povrsina kristalne reSetke nanocestica
ima uticaja na antibakterijska svojstva koja moze dovesti do brze oksidacije
Cestica i stvaranja Ag* jona.

Veliki napori uloZeni su u razumevanje antimikrobnih svojstava i
mehanizma delovanja nanocestica Ag [139,144,149,151-155]. Prihvaceno je da sto
su nanocestice manjih dimenzija to pokazuju vedi inhibitorni efekat rasta
mikroorganizama usled vece reaktivne povrsine, kao i da biocidni efekat potice
usled ostecenja celijske membrane, stvaranja ROS vrsta i blokiranja celijskog
disanja.

Medutim, uprkos velikom broju publikovanih radova, jo§ uvek nije u
potpunosti objasnjen mehanizam toksi¢nosti, odnosno ta¢na uloga koju imaju
nanocestice Ag, a koju Ag* joni koji se formiraju otpuStanjem sa povrsine Cestica.
U skorasnjim istraZivanjima Xiu i saradnici [156] predloZili su da antibakterijski
efekat koji se javlja kod nanocestica Ag, kao i kod materijala koji u svom sastavu
imaju nanocestice Ag, potice od oksidacije i oslobadanja Ag*jona sa povrsine
nanocestica. Antibakterijsko dejstvo ispitivano je pod anaerobnim uslovima u
kojima ne dolazi do oksidacije cestica i pod navedenim uslovima toksi¢nost
nanocestica Ag prema E. coli nije zabeleZena. Nanocestice se mogu smatrati
depoom Ag* jona. Do formiranja slobodnih Ag*jona moZze do¢i usled oksidacije

na povrsini nanocestica i stvaranja srebro oksida (Ag20) (jednacina 4), koji u
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reakciji sa protonom iz spoljasnje sredine formira slobodni Ag* jon (jednacina 5)

[157].

4Ag° + 0, - 249,0 (4)
240,0 + 4H* > 4Ag* + 2H,0 )

Fizicko-hemijske karakteristike nanocestica Ag (veli¢ina i oblik cestica)
prisustvo stabilizatora i liganada, pH i jonska jac¢ina koloidnih rastvora
indirektno uti¢u na toksi¢nost, preko mehanizma kojim se reguliSe otpustanje
Ag* jona sa povrSine cestica. Brzina formiranja Ag* jona je generalno
proporcionalna specifi¢noj povrsini samih cestica, pa ¢e se proces mnogo brze
odigravati kod nanocestica u poredenju sa makroskopskim materijalima

[119,158,159].

2.2.6 Mehanizam dejstva srebra na mikroorganizme

U prethodnom odeljku rec¢eno je da antimikrobna svojstva nanocestica Ag
poticu od aerobnog otpustanja Ag* jona koji su primarni uzrocnici njihove
toksi¢nosti. Mehanizmi delovanja odnose se na direktno ostecenje Ccelijske
membrane od strane Ag* jona, formiranje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS)
indukovanih prisustvom Ag* jona kao i na negativan uticaj koji Ag* joni imaju
na replikaciju molekula DNK, funkcionisanje respiratornog lanca i proizvodnju
adenozin trifosfata (ATP-a) [139,144,149,151-155].

Direktno ostecenje celijske membrane od strane Ag*jona potkrepljeno je
nizom literaturnih podataka [136,149,152,153,160,161]. Na osnovu TEM analize
jasno su primecena fizi¢ka oste¢enja membrane u vidu ulegnuca i otvora. Jedno
od mogucih objasnjenja delovanja Ag*jona na celijski zid bakterija i gljivica jeste
reakcija sa tiolnim (-SH) grupama proteina koji su prisutni u éelijskom zidu
mikroorganizama, $to dovodi do njihove denaturacije [136]. Sve interakcije
membranskih proteina i Ag* jona dovode do drasti¢ne promene permeabilnosti

membrane razgradnjom lipopolisaharida i proteina gde kao kranji rezultat dolazi
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do rasipanja protonskog gradijenta [161-163]. Intracelularni Ag* joni mogu se
vezati za proteine respiratornog lanca usled ¢ega dolazi do razdvajanja procesa
disanja, odnosno transporta elektrona kroz membranske proteine, sa puta
oksidativne fosforilacije [127,164]. Takode, utvrdeno je da intracelularni Ag* joni
dovode do povecanja frekvencije mutacije DNK lanca. Toksi¢ni efekti Ag* jona
mogu se javiti i usled formiranja reaktivnih vrsta kiseonika, ROS vrsta [143,165].
Visak reaktivnih vrsta kiseonika uslovljava formiranje oksidativnog stresa usled
povecanja koncentracije slobodnih radikala koji mogu ostetiti molekule lipida i
DNK [166,167]. Ag* joni u kombinaciji sa rastvorenim molekulima kiseonika
mogu reagovati kao katalizatori, stvarajuci povisenu koncentraciju reaktivnih
vrsta kiseonika. Oksidativni stres predstavlja stanje u kome dolazi do promene
ustaljene koncentracije reaktivnih vrsta kiseonika, odnosno dolazi do
neravnoteZe i promene Ccelijskog metabolizma i njegove regulacije, Sto za
posledicu ima ostecenja celijskih komponenata [168]. Kod svih aerobnih
organizama moze do¢i do stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika. Mogu nastati kao
nusprodukti mitohondrijskog transporta elektrona tokom procesa aerobnog
disanja ili putem delovanja enzima oksidoreduktaza. Reaktivne vrste kiseonika
su slobodni radikali nastali parcijalnom redukcijom molekularnog kiseonika
[168]. Tu spadaju: superoksidni anjon (O2), vodonik peroksid (H202),
hidroksilni radikal (- OH), hidroksilni jon (OH-). Slobodni radikali predstavljaju
atome, molekule ili jone sa nesparenim elektronima iz poslednje popunjene
elektronske ljuske, a samim tim se ubrajaju u veoma reaktivne supstance [169].
Formirane reaktivne vrste kiseonika mogu prelaziti iz jednog oblika u drugi.
Najcesce, molekulski kiseonik se redukuje tokom mitohondrijskog transporta
elektrona gde se kao krajnji produkt dobija voda. Uzastopnim dodavanjem
jednog elektrona molekulskom kiseoniku dolazi do formiranja(Oz’), koji se dalje
redukuje do H2O: i na kraju do OH i OH-. Lancana reakcija se zavrSava

formiranjem molekula vode, adicijom elektrona i protona na -OH (Slika 16) [168].
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a8 > 2H,0
aH" 2
0, H/ e \H]
—=—> 0;— > H,0,— > OH + 'OH

Slika 16 Metabolicki putevi kiseonika u organizmu [168]

Iako H202 po svojoj strukturi ne predstavlja slobodni radikal ubraja se u
veoma reaktivne vrste jer poseduje vecu aktivnost od molekulskog kiseonika.
Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu biti uklonjene ili vezane razli¢itim tipovima
antioksidanasa, a takode mogu stupiti u interakciju sa unutarcelijskim i
vancelijskim komponentama neutralizujué¢i svoje dejstvo [168]. Specificna
povrsina, takode utice na formiranje reaktivnih vrsta kiseonika. Za istu
koncentraciju srebra, nanocestice dimenzija 15 nm generisale su vec¢u koli¢inu

ROS u bakterijama u poredenju sa nanocesticama dimenzija 30 nm i 50 nm [170].

2.2.7. Grada mikroorganizama

U mikroorganizme spadaju virusi, bakterije, gljive, alge, liSajevi i
prazivotinje [171]. Virusi predstavljaju najsitnije mikroorganizme bez definisane
Celijske grade, kod kojih je genetski materijal zasti¢en proteinskim omota¢em. U
prokariote spadaju bakterije i modrozelene alge, organizmi sa nedovoljno
strukturiranom celijskom gradom, dok su viSe alge, gljive i prazivotinje
organizmi sa eukariotskom gradom Cdelije. Otpornost bakterija na spoljasnje
uticaje zavisi od grade (elijskog zida. Bakterijski zid obezbeduje c¢vrstinu,
rigidnost, oblik kao i zasitu bakterija od osmotskog pucanja i mehanickih
ostecenja [172]. U strukturi grade celijskog zida nalaze se glikoproteini, odnosno
peptidoglukani (mukopeptidi) ili mureini koji celijskom zidu obezbeduju

¢vrstinu. Mureini su sa¢injeni od polisaharidnih vlakana medusobno povezanih
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pepetidnim vezama. Prema strukturi celijskog zida bakterije se dele na Gram-
negativne i Gram-pozitivne [141]. Glavna komponenta grade Ccelijskog zida
Gram-pozitivnih bakterija jeste ¢vrsti peptidoglukanski sloj koji je ispunjen
teihoinskom kiselinom. Debljina peptidoglukanskog sloja iznosi od 20 do 50 nm.
Celijski zid Gram-negativnih bakterija sastoji se od tanjeg peptidoglukanskog
sloja i u svojoj strukturi ne sadrzi teihoinsku kiselinu. Na peptidoglukanski sloj

naleZe spoljasnja membrana.

Gram-pozitivne Gram-negativne

— Peptidoglukanski sloj _~ Peptidoglukanski sloj

A 1s Celijska membrana
Celijska
membrana }—Periplazmati¢ni prostor

Spoljasnja membrana

Slika 17 Sematski prikaz grade Celijskog zida Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija

Spoljasnja membrana Gram-negativnih bakterija sastoji se od
lipopolisaharida koji povecavaju negativno naelektrisanje ¢elijske membrane i
veoma su vazni za strukturu samih bakterija i njihovu odrzivost. Razlike u gradi
Celijskog zida Gram-pozitivnih i Gram negativnih bakterija su date na Slici 17.
Escherichia coli spada u Gram-negativne bakterije, dok je Staphylococcus aureus
predstavnik Gram-pozitivnih bakterija.

Gljive spadaju u eukariotske mikroorganizme [171]. Celije eukariota
sadrZe organele (mitohondrije, endoplazmati¢ni retikulum, Goldzijev aparat i
dr.) koje su okruZzene membranama, kao i jedro, koje je jasno definisanog oblika,
takode okruzeno membranom. U svom sastavu imaju veliki broj ribozoma. Kod

starijih celija su prisutne i vakuole. Citoplazma je obavijena citoplazmati¢nom
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membranom koja je od celijskog zida odvojena periplazmati¢nim prostorom.
Candida albicans je iz roda kvasaca, koji pripadaju carstvu gljiva. Najvaznija
komponenta celijskog zida, pored lipida i fosfolipida jesu polisaharidi koji daju
oblik i ¢vrstinu Celiji. Fosfati su vezani estarskim vezama za polisaharide.
Negativno naelektrisanje celija gljivica poti¢e od fosfornog ostatka sa
funkcionalnom karboksilnom grupom proteina. Naelektrisanje utice na
adsorpciju materija iz spoljasnje sredine.

Prokariotske i eukariotske celije se medusobno razlikuju po svojoj gradi,
medutim razumevanje mehanizma delovanja nanocestica Ag na sloZenije celijske
strukture se moze objasniti preko potencijalnog efekta koje nanocestice srebra
imaju na mitohondrije. UnutraSnja membrana mitohondrija i prokariotska
¢elijska membrana su po svojoj strukturi veoma sli¢ne [173]. Respiratorni proces
kod bakterija se odigrava na sli¢an nacin kao i u mitohondrijama eukariota koji
ukljucuje transport elektrona kao i sintezu ATP-a. Takode, mitohondrijska DNK
i bakterijska DNK su medusobno analogne. Moze se zakljuciti da nanocestice Ag
deluju na mitohondrije sloZenijih organizama na slican nacin kao sto deluju na

bakterijski celijski zid.

2.3. Sinteza i primena metalnih nanocestica na polimernom nosacu

Metalne nanocestice na polimernim nosacima predstavljaju materijale koji
zahvaljujudi svojim karakteristikama privlace sve ve¢u paznju i nalaze sve vecu
prakti¢cnu primenu [93,174-178]. Razvijen je veliki broj postupaka za sintezu
metalnih nanocestica, a posebna paznja pridaje se pronalazenju optimalnih
sintetskih uslova za kontrolu veli¢ine i oblika samih nanocestica, pa je prisustvo
stabilizatora u velikom broju slucajeva neophodno. Stabilizatori sprecavaju
proces aglomeracije nanoklastera formiranjem sterne ili elektrostaticke barijere
uzmedu cestica [175,179]. Kao rezultat toga, razvoj materijala na bazi polimera i
metalnih nanocestica, gde polimer kao nosa¢ preuzima ulogu stabilizatora

Cestica, smatra se jednim od najperspektivnijih reSenja. Sinteza metalnih
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nanocestica na polimernim nosa¢ima predstavlja vid sinteze sa osnovnom
namenom iskoris¢avanja dvojne funkcije nosaca, sa jedne strane kao medijuma
za sintezu nanocestica, a sa druge strane kao stabilizatora u cilju sprecavanja
nekontrolisanog rasta, agregacije i otpustanja [180-183].

U literaturi su opisani razli¢iti nacini sinteze metalnih nanocestica na
razli¢itim poroznim polimernim nosac¢ima [184-186]. Lindgren i saradnici [187]
sintetisali su nanocestice Au na makroporoznom polimernom nosacu bez
upotrebe dodatnog redukcionog sredstva. Kao polimerni nosa¢ koriséene su
komercijalno dostupne makroporozne Cestice poli(ST-ko-DVB)
funkcionalizovane hidroksilnim i kvaternernim amonijum grupama. Prvo je
doslo do interakcije izmedu pozitivno naelektrisanih kvaternernih amonijum
grupa sa povrsine poli(ST-ko-DVB) i AuCly jona iz rastvora, a zatim do redukcije
pomocu hidroksilnih grupa i formiranja nanocestica Au. Kim i saradnici [188]
sintetisali su materijal na bazi mezoporoznog polimera i nanocestica Ag.
Prethodno sintetisane nanocestice Ag fizicki su adsorbovane na povrsinu pora
mezoporoznog poli(etilenglikol ~dimetakrilata-ko-akrilonitrila) zahvaljujudi
velikom afinitetu nanocestica Au i -CN grupa. Dimenzije cestica polimera
varirale su od 3 do 20 pm. TEM analizom utvrdeno je da je maksimalna
penetracija nanocestica Au u unutrasnjost poroznog polimera iznosila 200 nm od
povrsine polimera.

Porozni materijali koji u svom sastavu imaju metalne nanocestice koriste
se kao hemijski i bioloski senzori [187,189-191], u heterogenoj katalizi [192-195],
a takode i kao antimikrobna sredstva [93,176,196,197]. Prema Ishida i
saradnicima [198] nanocestice Au deponovane su direktno iz vodenog rastvora
dietilendiamina-zlato (III) kompleksa na razli¢ite komercijalno dostupne
polimerne cestice bez povrSinske modifikacije. Dodavanjem redukcionog
sredstva NaBH4 formirane su nanocestice Au veli¢ina od 5 do 10 nm. Kataliticki
ucinak nanocestica Au imobilisanih na polimernim cesticama bio je mnogo veci
u poredenju sa u¢inkom neimobilisanih nanocestica Au. Frechet i saradnici [199]

formirali su polimernu kapilarnu kolonu ¢iju je osnovu ¢inio makroporozni
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kopolimer poli(GMA-ko-EGDMA). U reakciji epoksidnih grupa GMA i
cisteinamina doslo je do funkcionalizacije nosaca i uvodenja tiolnih grupa, s tim
da su tiolne grupe mogle biti podloZne izmenama. Nakon toga, koloidni rastvor
Cestica Au propusten je kroz kolonu pri ¢emu je doslo do vezivanja nanocestica
Au na povrsinu nosaca. Zeng je sa saradnicima [197] ispitivao antimikrobna
svojstva nanocestica Ag imobilisanih na makroporoznom nosa¢u na bazi
prirodnih materijala. Sinteza se odigravala dispergovanjem granula nosaca u
vodenom rastvoru AgNO; uz dodavanje NaBH4 kao redukcionog sredstva. Prvo
je doslo do adsorbovanja Ag* jona po povrsini makroporoznog nosaca, a zatim
do difuzije jona unutar pora materijala i formiranja kompleksa sa hidroksilnim
grupama. Sa dodatkom NaBHj izvrSena je potpuna redukcija Ag* jona do
nanocestica Ag. Kontrola procesa nukleacije predstavljala je veoma vaZzan korak
tokom formiranja nanocestica Ag unutar polimernog nosaca. SadrZaj nanocestica
iznosio je 1,8 mas.-% sa dimenzijama ispod 100 nm. Minimalna inhibitorna
koncentracija nanocestica Ag unutar kompozita prema E. coli i C. albicans iznosila
je 14,1 mg/11i 28,1 mg/1. Poredenje dobijenih rezultata uradeno je sa koloidnim
rastvorom srebra, gde je veli¢ina cestica iznosila 63 nm, a bile su stabilisane
pomocu natrijum oleata. Makroporozni kopolimer metakrilne kiseline sa
nanocesticama Ag nasao je svoje mesto kao jedan od sistema koji se koristi za
preciscavanje voda [200]. Do formiranja nanocestica Ag doslo je metodom
hemijske redukcije jona, a do njihove stabilizacije interakcijom karboksilne
funkcionalne grupe makroporoznih ¢estica. Navedeni materijali pokazali su se
kao veoma efikasno antibakterijsko sredstvo prema Gram-negativnim bakterijma
(E. coli, P. aeruginosa) i Gram-pozitivnim bakterijama (B. subtilis, S. aureus). Chen
i saradnici [201] sintetisali su nanocestice Ag na mezoporoznom nosacu koje su
imale vecu antibakterijsku aktivhost u poredenju sa komercijalnim
nanocesticama Ag. Nanocestice Ag stabilisane u prisustvu nosaca dugoroc¢no su
obezbedivale izuzetnu antibakterijsku efikasnost prema E. coli i S. aureus.
Zahvaljujud¢i poroznoj strukturi, nerastvorljivosti, dobrim mehani¢kim

karakteristikama i stabilnosti, polimerni materijali nalaze sve ve¢u primenu kao
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nosa¢i metalnih nanocestica. U poredenju sa koloidnim cesticama Ag,
imobilisane nanocestica Ag su fizicko-hemijski stabilnije, manje su podlozne
procesima aglomeracije i oksidacije [202-204], pa imaju sposobnost da zadrZe
antibakterijska svojstva tokom duZeg vremenskog intervala. Imobilizacijom
nanocestica Ag na polimernim nosa¢ima olakSava se njihovo koriséenje i

minimizira eventualni toksi¢ni efekat na vodeni ekosistem [204,205].
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3. Eksperimentalni deo

3.1. Materijali

Za sintezu umrezenog makroporoznog kopolimera
poli(glicidilmetakrilata-ko-etilenglikoldimetakrilata), (poli(GMA-ko-EGDMA))
koris¢eni su monomeri: glicidilmetakrilat (GMA) proizvoda¢a Fluka i
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) proizvodaca Merck. Kao stabilizator emulzije
pri suspenzionoj polimerizaciji koris¢en je polivinilpirolidon (PVP) molarne
mase Mw=1x10° g/mol (Fluka), dok je kao inicijator koris¢en 2,2'-
azobisizobutironitril (AIBN) (Fluka). Za pripremu inertne komponente koriséen
je cikloheksanol (Merck) i tetradekanol (Merck). Za reakcije modifikacije
sintetisanog makroporoznog polimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA)
koriséeni su 1,2-diaminoetan (Fluka), 1,8-diaminooktan (Sigma-Aldrich), vodeni
rastvor amonijaka i arginin (Sigma-Aldrich), a kao prekursor za sintezu
nanocestica srebra, srebro nitrat (AgNOs) (Kemika), dok je kao kao rastvarac
koriséen toluen (J.T. Baker). Voda koja je koris¢ena u sintezi je dobijena
prec¢is¢avanjem destilovane vode pomoc¢u Milli-Q Water sistema sa cetiri
jonoizmenjivacke kolone. Ovakva voda odgovara cetiri puta destilovanoj vodi

(4D). Kvalietet vode je proveravan merenjem provodljivosti koja je iznosila 4-6 x

107 Qlem-1.

3.2. Sinteza umreZenog makroporoznog kopolimera poli(GMA-ko-
EGDMA) postupkom suspenzione polimerizacije

Postupak sinteze poli(GMA-ko-EGDMA) detaljno je opisan u literaturi
[206]. Sinteza makroporoznog kopolimera izvedena je u reaktoru zapremine 1
dm? koji je opremljen sa povratnim hladnjakom i mehani¢kom mesalicom. U
reaktor se prvo sipa vodena faza koju ¢ini smesa destilovane vode (237,6 g) i PVP
(24 g). Sadrzaj u balonu se mesa brzinom od 200 obr/min. Nakon potpunog

rastvaranja PVP u balon se dodaje organska faza u ¢iji sastav ulaze komonomeri
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GMA (24,2 g) i EGDMA (10,3 g) i inicijator, AIBN (0,8 g), kao i inertna faza koju
¢ine cikloheksanol (36,5 g) i tetradekanol (9,1 g). Organska faza se disperguje u
vodenoj fazi do kapi odredenih dimenzija koje se stabilizuju pomoéu PVP-a iz
vodene faze. Reakcija kopolimerizacije se izvodi 2 h na 70 °C, nakon cega se
temperatura vodenog kupatila poveca na 80 °C. Na toj temperaturi reakcija se
izvodi jo$ 4 h uz konstantnu brzinu mesanja (200 obr/min). Nakon toga, iskljuci
se mesanje i reaktor izvadi iz vodenog kupatila. Kada se sadrZaj u balonu ohladi
do sobne temperature, istaloZene ¢estice umreZenog makroporoznog kopolimera
poli(GMA-ko-EGDMA) se dekantovanjem odvajaju od vodene faze, a zatim
ispiraju vodom da bi se uklonio zaostali PVP. Nakon ispiranja vodom, sintetisane
Cestice se ispiraju etanolom kako bi se uklonila inertna komponenta. Cestice
kopolimera se ostavljaju u etanolu preko no¢i, a zatim odvajaju cedenjem i suse
u vakuum susnici na temperaturi od 40 °C do konstantne mase. Makroporozni
kopolimer sintetisan suspenzionom polimerizacijom dobija se u vidu cestica
nepravilnog oblika razli¢itih dimenzija. Cestice su separisane po veli¢ini pomocu

sita.

3.3. Modifikacija umreZenog makroporoznog kopolimera

poli(GMA-ko-EGDMA)

3.3.1. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) amonijakom

Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) amonijakom izvodi se na nacin
prikazan u literaturi [48,207]. U balon od 100 ml opremljen povratnim
hladnjakom sipa se 0,3 g poli(GMA-ko-EGDMA) dispergovanih u 20 ml vodenog
rastvora amonijaka (25%, w/w). Reakcija se izvodi 24h na 50 °C uz konstantno
meSanje na magnetnoj mesalici. Nakon toga, dobijene modifikovane cestice se
odvajaju centrifugiranjem, ispiraju nekoliko puta vodom i suse na 40 °C u
vakuum susnici do konstantne mase. Radi preglednosti, poli(GMA-ko-EGDMA)

modifikovan amonijakom ¢e u daljem tekstu biti oznacen sa GENHo.
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3.3.2. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) 1,2-diaminoetanom

Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,2-diaminoetanom izvrSena je
prema proceduri opisanoj u literaturi [48]. U balon od 100 ml opremljen
povratnim hladnjakom sipa se 10 g 1,2-diaminoetana i 0,3 g poli(GMA-ko-
EGDMA) dispergovanih u 25 ml toluena. SadrZaj balona se na sobnoj temperaturi
mesa magnetnom mesalicom preko no¢i. Nakon toga, reakciona smesa se drzi 8
h na 70 °C uz konstantno mesanje. Po zavrsetku reakcije, dobijene modifikovane
Cestice poli(GMA-ko-EGDMA) se odvajaju centrifugiranjem, ispiraju nekoliko
puta smeSom etanola i vode i su$e na 40 °C u vakuum susnici do konstantne
mase. Radi preglednosti, poli(GMA-ko-EGDMA) modifikovan sa 1,2-

diaminoetanom ¢e u daljem tekstu biti oznacen sa GEC2.

3.3.3. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) 1,8-diaminooktanom

Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,8-diaminooktanom izvrsena je
na slifan nac¢in kao Sto je u literaturi prikazana modifikacija sa 1,2-
diaminoetanom [48]. U balon od 100 ml opremljen povratnim hladnjakom sipa
se 2,17 g 1,8-diaminooktana i 0,3 g poli(GMA-ko-EGDMA) dispergovanih u 25 ml
toluena i ostavlja preko no¢i da se me$a magnetnom mesalicom na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, reakcija se izvodi jos 8 h na 70 °C uz konstantno
mesanje na magnetnoj mesalici. Po zavrSetku reakcije, dobijene modifikovane
Cestice poli(GMA-ko-EGDMA) se odvajaju centrifugiranjem, ispiraju nekoliko
puta smeSom etanola i vode i su$e na 40 °C u vakuum susnici do konstantne
mase. Radi preglednosti, poli(GMA-ko-EGDMA) modifikovan sa 1,8-

diaminooktanom ¢e u daljem tekstu biti oznacen sa GECS.

3.3.4. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) argininom

Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) argininom izvodi se na sli¢an nacin
kao Sto je opisano u literaturi [208]. U balon od 100 ml opremljen povratnim
hladnjakom sipa se 0,1 g poli(GMA-ko-EGDMA) i 0,47 g arginina dispergovanih

u 25 ml vode (pH vrednost vode je prethodno podesena na 13) i ostavlja preko
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noci da se mesa magnetnom mesalicom. Nakon toga, reakciona smesa se drzi 5h
na 40 °C uz konstantno mesanje. Po zavrsetku reakcije, dobijene modifikovane
Cestice poli(GMA-ko-EGDMA) su odvojene centrifugiranjem, ispirane nekoliko
puta smeSom etanola i vode i susene na 40 °C u vakuum su$nici do konstantne
mase. Radi preglednosti, modifikovanie cestice poli(GMA-ko-EGDMA)

molekulom arginina ¢e u daljem tekstu biti oznacene sa GEArg.

3.4. Sinteza nanocestica Ag na modifikovanom umreZenom

makroporoznom kopolimernom nosacu

Sinteza nanocestica Ag na sva Cetiri koris¢ena amino-funkcionalizovana
kopolimerna nosaca izvrSena je “in situ” redukcijom Ag* jona bez upotrebe
dodatnog redukcionog sredstva. Postupak dobijanja Ag nanocestica na
kopolimernim nosac¢ima GEC2, GEC8 i GENH: izvrSen je na potpuno isti nacin,
koji je opisan na primeru GEC2 koris¢enog nosaca [209]. U balon od 100 ml,
opremljen povratnim hladnjakom, se sipa 25 ml toluola u kome je dispergovano
0,050 g GEC21 0,105 g AgNOs. Sadrzaj balona se drzi 7 h na 110 °C uz konstantno
mesanje na magnetnoj mesalici. Nakon toga, reakciona smesa se hladi do sobne
temperature i centrifugira. Dobijene nanocestice Ag na polimernom nosacu se
izdvajaju u obliku taloga, koji se ispira nekoliko puta smesom vode i etenola ( 25
ml vode sa 25 ml etanola) i susi na 40 °C u vakuum su$nici do konstantne mase.
Sinteza nanocestica Ag na GEArg nosacu izvrsena je tako $to je rastvor dobijen
rastvaranjem 0,6 g AgNOs u 25 ml vode sipan u balon od 100 ml, opremljen
povratnim hladnjakom, a zatim je u balon dodato 0,2 g GEArg. Reakciona sme3a,
¢ija je pH vrednost bila 8, drzana je 6 h na 60 °C uz konstantno mesanje na
magnetnoj mesalici. Nakon toga, reakciona smesa se hladi do sobne temperature
i centrifugira. Dobijene Ag nanocestice na polimernom nosacu se izdvajaju u
obliku taloga, koji se ispira nekoliko puta smesom vode i etenola (25 ml vode sa
25 ml etanola) i susi na 40 °C u vakuum sus$nici do konstantne mase [210]. U

daljem tekstu nanocestice Ag sintetisane na GEC2 nosac¢u imace oznaku
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GEC2/Ag, GEC8/ Ag sintetisane na GEC8, GENH>/ Ag sintetisane na GENH2 i
GEArg/ Ag sintetisane na GEArg.

3.5. Metode karakterizacije

3.5.1. Difrakcija rendgenskih zraka (XRD)

Prisustvo kristalne strukture nanocestica Ag odredivano je na osnovu
difrakcije rendgenskih zraka na instrumentu Rigaku Ultima IV sa filtriranim Cu
Ka zracdenjem. Intezitet difrakcije meren je skeniraju¢om tehnikom u opsegu
Bragg-ovih uglova 20 od 10° do 90° sa korakom od 0,02°. Vreme prikupljanja
signala po koraku je iznosilo 10 s. Na osnovu dobijenih difrakcionih spektara i
parametara elementarne celije, kristalna faza je identifikovana poredenjem
polozaja i inteziteta difrakcionih maksimuma sa odgovarajué¢im referentnim
JCPDS difraktogramima makroskopskih kristala. Polusirina difrakcionih
maksimuma P predstavlja parametar za odredivanje usrednjenih veli¢ina
nanokristalita Djy. Debay-Scherrer-ova jednac¢ina povezuje Sirinu difrakcionih

maksimuma i veli¢inu nanokristalita preko relacije 6:

Ky
BrkicosOnki

(6)

Dpp =

gde je k~1, A, talasna duzina x zracenja (4, = 0,154 nm), a 0 ugao na kome se
javlja difrakcioni maksimum. Vrednosti h, k i | predstavljaju Miller-ove indekse

kristalne resetke uocenog maksimuma.

3.5.2. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

Morfologija i prostorni raspored nanocestica Ag u poli(GMA-ko-EGDMA)
ispitivani su pomocu transmisionog elektronskog mikroskopa (TEM) i
skeniraju¢eg TEM (STEM) JEOL JEM-2100 LaB¢ pri radnom naponu od 200 kV.
Pomocu SerialEM softvera sacinjena je serija STEM snimaka sa naginjanjem

uzorka u opsegu od 140 ° sa korakom od 5 ° uz upotrebu 805 STEM BF/DF
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detektora i DigiScan-II sistema za kontrolu elektronskog snopa i obradu slike.
Uzorci za TEM merenja pripremani su tako $to su sintetisani uzorci GENH>/Ag,
GEC2/Ag, GEC8/Ag i GEArg/Ag prvo dispergovani u vodi, a zatim

nakapavani na bakarne mreZzice prekrivene slojem poroznog ugljenika.

3.5.3. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Za ispitivanje morfologije povrsine sintetisanih uzoraka kopolimera i
metalnih nanocestica koris¢ena je metoda skenirajuce elektronske mikroskopije.
Merenja su uradena na instrumentu JEOL JSM-6610LV. Pre merenja, uzorci su
naparavani tankim slojem zlata (oko 15 nm) u LEICA SCD005 naparivacu zbog
male elektri¢ne provodljivosti materijala. Hemijski sastav materijala odredivan je
na osnovu detekcije X-zracenja emitovanog usled pobudivanja elektrona iz
unutrasnjih elektronskih nivoa na povrsini uzorka pomoc¢u modula za analizu X-

zraka koji se nalazi u sastavu instrumenta (EDX).

3.5.4. Metoda Zivine porozimetrije

Ukupna zapremina pora i raspodela zapremine pora po prec¢nicima pora
sintetisanih makroporoznih materijala odredena je metodom Zivine
porozimetrije. Pre merenja uzorci su suseni 30 min u vakuum susnici na 105 °C.

Merenja su vrsena na Pascal 140/440 Thermo Scientific instrumentu.

3.5.5. UV-Vis spektroskopija

Refleksioni spektri sintetisanih uzoraka snimljeni su na instrumentu
Thermo Scientific Evolution 600 UV-Vis Spectrophotometer, na sobnoj
temperaturi u opsegu talasnih duzina od 300 do 800 nm. Za korekciju signala pre
svakog merenja uzoraka koris¢en je standard: Labsphere 00390-0110, SRS-99-010
AS-01160-060.

3.5.6. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR)
FTIR spektri sintetisanih uzoraka snimljeni su na instrumentu Thermo
Nicolet 6700 u opsegu talasnih brojeva od 4000 cm! do 400 cml. Za snimanje

spektara koriséeni su uzorci presovani u KBr ploc¢icu.

48




Doktorska disertacija Eksperimentalni deo

3.5.7. Atomska emisiona spektroskopija (ICP-AES)

TeZinski udeo srebra u uzorcima je odredivan metodom atomske emisione
spektroskopije sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-AES), na instrumentu
ICAP 6000 Thermo Electron Corporation. Priprema uzoraka za merenje je vrsena
kvantitativnom oksidacijom metalnog srebra do jonskog dispergovanjem
poznate koli¢ine sintetisanog kompozitnog praha (5 mg) u 10 mL koncentrovane
hlorovodoni¢ne kiseline. Kvantitativna oksidacija je indikovana potpunim
obezbojenjem kopolimernog nosaca posle tretmana sa hlorovodoni¢nom

kiselinom.

3.5.8. Elementarna analiza

Hemijski sastav (maseni udeo C, H i N) makroporoznog kopolimera i
amino-funkcionalizovanih uzoraka makroporoznog kopolimera odreden je na
osnovu elementarne analize. Merenja su radena na istrumentu LECO Elemental

Analyzer CNHS-628.

3.5.9. Ispitivanje antimikrobnih svojstava nanocestica srebra sintetisanih na
makroporoznom polimernom nosacu

Antimikrobna svojstva uzoraka ispitivana su koris¢enjem indikatorskih
bakterija (Escherichia coli (Gram-negativna) ATCC 25922, Staphylococcus aureus
(Gram-pozitivna) ATCC 25923) i gljivice (Candida albicans ATCC 24433).
Inokulum mikroorganizama se priprema zasejavanjem odredene kulture na
te¢noj podlozi tripton soja bujon, koja je pripremana rastvaranjem 30,00 g tripton
soja bujona i 6,00 g ekstrakta kvasca u 1l destilovane vode i zatim sterilisana u
autoklavu na 120 °C i pritisku od 1,5 bar, u trajanju od 30 min. Nakon toga,
zasejana podloga je inkubirana u termostatu na 37 °C preko nodi.
Mikroorganizmi uzeti iz eksponencijalne faze rasta su koris¢eni u daljim
ekperimentima (period inkubacije oko 18h). Broj mikroorganizama u inokulumu
odreden je razblaZivanjem inokuluma fizioloskim rastvorom (1:10 i 1:100),
odakle je vrseno prebacivanje alikvota (0,1 ml ili 1 ml u zavisnosti od gustine

rasta mikroorganizama) u sterilne Petri Solje. Rastopljen i ohladen tripton soja
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agar je prelivan preko alikvota, uz mesanje Petri Solje u svim pravcima, radi
homogenizacije i ravnomerne raspodele ¢elija kroz agarnu podlogu. Cvrsta
podloga je pripremana rastvaranjem 30,00 g tripton soja bujona, 6,00 g ekstrakta
kvasca i 15,00 g agara u 1l destilovane vode, nakon ¢ega je vr$ena sterilizacija.

Procenat smanjenja broja celija (R, %) se izra¢unava pomocu jednacine 7:

R =

COC;C x 100 % 7)
gde je: Co - broj kolonija mikroorganizama izraslih posle kontakta sa kontrolnim
uzorkom (¢ist kopolimer poli(GMA-ko-EGDMA) bez nanocestica Ag), a C - broj
kolonija mikroorganizama izraslih posle kontakta sa uzorkom sa nanocesticama
Ag[211,212].

Procenti smanjenja broja celija (R, %) u funkciji koncentracije uzorka
odredjivani su za uzorke GENH:/Ag, GEC2/Ag, GEC8/Ag i GEArg/Ag.
Zeljena koli¢ina ispitivanog uzorka se disperguje u 9 ml sterilnog fizioloskog
rastvora, koji se zasejava sa 1 ml inokuluma bakterija, i bez mesanja
termostatirana 37 °C u trajanju od 1h. Nakon toga se alikvot rastvora od 0,1 ml
razblazuje sterilnim fizioloskim rastvorom (1:100 i 1:10000) i 0,1 ml alikvota
prebacuje u sterilne Petri Solje, preliva otopljenim i rashladenim agarom, a nakon
oc¢vrséavanja ostavlja u termostatu na 37 °C u trajanju od 24h. Procenat smanjenja
broja celija se ra¢una na osnovu jednacine 7.

Pod identi¢nim eksperimentalnim uslovima vrsena su kontrolna merenja
sa uzorcima koji ne sadrZze nanocestice Ag. Utvrdjeno je da polimerni nosaci,
GENH,, GEC2, GEC8, GEArg i poli(GMA-ko-EGDMA), ne pokazuju
antimikrobnu aktivnost.

Pored odredivanja antimikrobne aktivnosti uzoraka GEArg/Ag u
zatvorenom sistemu vrSena su dodatna merenja u proto¢nom sistemu
koriS¢enjem aparature opisane u literaturi [213]. Kolona je punjena
homogenizovanom smesom koja se sastoji od 20 mg GEArg/Ag i 20 mg cistog

kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA). 100 ml prethodno sterilisanog fizioloskog
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rastvora u koji je dodat inokulum E. coli u koncentraciji od oko 3,70x107 CFU/ml
(kontrolni uzorak) je propustano kroz kolonu uz protok od 1,35 ml/min.
Uzorkovanje je vrseno po isteku prve polovine, kao i nakon isteka celokupne
zapremine filtrata. Priprema uzoraka i odredjivanje procenata smanjenja broja
Celija za E. coli je vrSeno na identi¢an nacin koji je opisan za eksperimente koji su
izvedeni u zatvorenom sistemu. Takode, izvrSeni su eksperimenti bez prisustva
E. coli kako bi se koris¢enjem ICP-AES merenja pod identi¢nim eksperimentalni

uslovima paralelno odredila koncentracija otpustenih Ag* jona u filtratu.
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4. Rezultati i diskusija

4.1. Sinteza i karakterizacija nemodifikovanog makroporoznog

kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA)

Makroporozni  kopolimer  poli(GMA-ko-EGDMA)  dobijen je
suspenzionom polimerizacijom GMA i EGDMA, a detaljan opis postupka sinteze
dat je u poglavlju 3.2. Odnos GMA i umrezivaca EGDMA iznosio je 70/30, dok
je maseni udeo alifatskog alkohola u inertnoj komponeti iznosio 20 mas.%.

Elementarnom analizom odreden je sastav nemodifikovanog
kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA). Eksperimentalni rezulati analize
prikazani su u Tabeli 1, zajedno sa izrac¢unatim teorijskim vrednostima. Rezultati
elementarne analize sintetisanog uzorka poli(GMA-ko-EGDMA) se u velikoj meri

poklapaju sa teorijski odredenim vrednostima.

Tabela 1 Elementarni sastav uzorka poli(GMA-ko-EGDMA)

Elementarni sastav

Eksperimentalo odreden Teorijski odreden
Uzorak %C %H %N %C %H %N
poli(GMA-ko-EGDMA) 58,9 8,6 - 59,9 7,05 -

Ukupna koli¢ina epoksidnih grupa izra¢unata je na osnovu jednacine 8 [214,215],

Cg izraZzena u mol/g:

%GMA
e = To0xMana ®)

gde je %GMA-koncentracija GMA u komonomernoj smesi; Mg ,-molekulska
masa GMA (142,1 g/mol).

Udeo GMA prilikom sinteze poli(GMA-ko-EGDMA) iznosio je 70 mas.-%, pa je
izra¢unata vrednost ukupne koli¢ine epoksidnih grupa u nemodifikovanom

kopolimeru imala vrednost 4,93 mmol/g.
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Strukturna karakterizacija sintetisanog nemodifikovanog kopolimernog
nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) izvr$ena je primenom infracrvene spektroskopije
sa Furijeovom transformacijom (FTIR). Na Slici 18 prikazan je FTIR spektar
nemodifikovanog kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) na kojoj se vidi
da osnovni kopolimer sadrzi apsorpcione trake koje poti¢u od prisustva
epoksidnog prstena (asimetri¢na vibracija epoksidnog prstena na 845 i 907 cm1).
Trake koje poti¢u od valencionih vibracija C-H veza iz metil i metilenskih grupa
javljaju se na 2994 i 2948 cm’, dok se trake koje poti¢u od odgovarajucih
deformacionih vibracija ovih veza javljaju na 1479, 14491 1388 cm-. Traka na 1724
cm! potic¢e od valencione vibracije karbonilne grupe iz estarske veze. Trake koje
se javljaju na 1254 i 1145 cm! poticu od valencionih (asimetri¢nih i simetri¢nih)
vibracija C-O veza iz estraskih grupa i simetri¢nih vibracija epoksidnog prstena.
Dobijeni polozaji apsorpcionih traka su u saglasnosti sa ve¢ objavljenim

literaturnim podacima [215].

poli(GMA-ko-EGDMA)

Y

2994
2948

Transmitanca (%)
1724

T T T T T T T T v T L I ’

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Talasni broj (cm™)

Slika 18 FTIR spektar kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA)
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Morfologija povrsine cestica sintetisanog umrezenog makroporoznog
kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) je ispitivana metodom skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM). SEM snimci povrSine sintetisanog
makroporoznog kopolimera, snimljeni pri razli¢itim uvec¢anjima, prikazani su na
Slici 19. Morfologija sintetisanih ¢estica u vidu porozne strukture se javlja kao
posledica prisustva inertne komponente u toku reakcije kopolimerizacije. Na slici
se jasno mogu videti agregati koji su izgradeni od globula dimenzija od 100 do
200 nm, izmedu kojih se nalaze pore razli¢itih dimenzija. Takode se vidi da su
srednji precnici ovih pora veéi od 50 nm, Sto ukazuje da pore nastale u

kopolimeru uklanjanjem inertne komponente (porogena) spadaju u grupu

makropora.

X25,000 Aum  e— x50,000 0.5um

Slika 19 SEM snimci kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA) pri razlicitim uvecanjima (a,b)

Morfologija sintetisanog kopolimernog nosaca ispitana je i pomocu
transmisione elektronske mikroskopije (TEM). Na Slici 20 predstavljeni su TEM
snimci sintetisanog umreZenog makroporoznog polimernog nosaca poli(GMA-
ko-EGDMA) pri razli¢itim uvecanjima, s tim da je Slika 20a snimljena u
takozvanom svetlom polju, a Slika 20b u tamnom polju. TEM analiza
makroporoznog poli(GMA-ko-EGDMA) ukazuje da se sintetisani uzorak sastoji
od submikronskih gradivnih jedinica nepravilnog oblika (Slika 20a i 20b).
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Slika 20 TEM snimci poli(GMA-ko-EGDMA) pri razlicitim uvecanjima (a,b)

Metodom zivine porozimetrije se moZe odredivati zapremina pora ¢vrstog
materijala kod kog se pre¢nik pora krece u opsegu od 7,5 nm do 15 pm. Zbog
toga je ova metoda pogodna za karakterizaciju makroporoznih materijala koji su
po konvenciji klasifikovani kao materijali koji sadrZe pore ¢iji su precnici veci od
50 nm [216]. Jedno od svojstava kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA)
jeste prisustvo otvorenih pora [217], odnosno pora koje su u vezi sa spoljasnjim
okruzenjem materijala. Otvorene pore ¢ine porozni materijal dostupnim za
neposrednu interakciju sa molekulima i jonima koji se mogu nalaziti u
okruzenjsamog materijala. Zapremina pora, kao jedno od svojstava poroznih

materijala se odnosi na zapreminu otvorenih pora.
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Slika 21 Distribucja velicine Cestica poli(GMA-ko-EGDMA)

Na Slici 21 predstavljena je integralna kriva raspodele zapremine Zive
utisnute u meducesti¢ni prostor ispitivanog uzorka makroporoznog polimernog
nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) u zavisnosti od pre¢nika Ccestica kao i
odgovarajuci histogram raspodele veli¢ine cestica. Sa slike moZemo uociti da
integralna kriva ima inverzni S oblik sa definisanom prevojnom tackom.
Vrednost najzastupljenijeg pre¢nika cestica dobijena je odredivanjem prevojne
tacke ove krive i iznosi oko 30 um. Na osnovu integralne i diferencijalne krive
raspodele zapremine pora po pre¢nicima pora kod polaznog kopolimernog
nosaca poli(GMA-ko-EGDMA), vidimo da je najzastupljenija veli¢ina pre¢nika
pora iznosila 137 nm (Slika 22).
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Slika 22 Integralna i diferencijalna kriva rapodela zapremine pora po precnicima pora

poli(GMA-ko-EGDMA)

Sintetisani materijal se nedvosmisleno moze klasifikovati kao
makroporozni s obzirom na veli¢inu pre¢nika pora vecu od 50 nm. Jedna od
najvaznijih karakteristika umreZenog makroporoznog poli(GMA-ko-EGDMA)
jeste specifi¢na povrsina. Dobijena vrednost specifi¢cne povrsine kopolimernog
nosaca za precnik pora od 137 nm iznosila je 36 m?/g. Treba napomenuti da se
ova vrednost odnosi na unutrasnju povrsinu poroznog materijala, pod kojom se
podrazumeva povrsina svih pora, kao i povrsina svih pukotina koje imaju vecu
dubinu nego Sirinu [217,218].

Opticka svojstva nemodifikovanog kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-
EGDMA) ispitana su merenjem refleksije svetlosti iz oblasti vidljivog dela

spektra i prikazana su na slici na Slici 23. Na osnovu prikazanog refleksionog
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spektra, moZemo videti da sintetisani nosa¢ ne apsorbuje u vidljivom delu

spektra.
110

100 S poli(GMA-ko-EGDMA)

80

R (%)

70 4

60

50 X T y T Y T T
400 500 600 700 800

Talasna duzina (nm)

Slika 23 Refleksioni spektar kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA) sa umetnutom fotografijom

uzorka u prahu
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4.2. Modifikacija makroporoznog kopolimernog nosaca poli(GMA-
ko-EGDMA)

Makroporozni kopolimer poli(GMA-ko-EGDMA) predstavlja pogodan
material za razli¢ite vrste hemijske modifikacije zahvaljujuéi prisustvu reaktivne

epoksidne grupe u ostatku GMA komonomera (Slika 24).

o
“HyC—C—H,C— (o
C=0 C=0
0 0
éﬁz_ éHz
(’/Ele\\a‘f (lez
\“\CH// o ?
il C=0
szC_(:;m
CH,
poli(GMA-ko-EGDMA)

Slika 24 Hemijska struktura poli(GMA-ko-EGDMA)

Sa ciljem da se epoksidne grupe prisutne u kopolimeru poli(GMA-ko-
EGDMA) prevedu u amino grupe, izvrSena je hemijska modifikacija kopolimera
sa Cetiri razli¢ita jedinjenja, amonijakom, 1,2-diaminoetanom, 1,8-
diaminooktanom i argininom, ¢ije su strukturne formule prikazane na Slici 25.
Dva su razloga zasto je izvrSena zamena epoksidnih grupa amino grupama. Prvi,
amino grupe na povrsini kopolimernog nosaca ¢e posluziti kao redukciono
sredstvo za redukciju jona srebra do metalnog srebra, a drugi razlog je da se,
preko amino grupa, nastale cestice srebra imobilisu na povrsinu kopolimernog

nosaca.
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3 —

Slika 25 Strukturne formule amonijaka (a), 1,2-diaminoetana (b), 1,8-diaminooktana (c),

arginina (d)

U hemijskoj reakciji koja se odigrava izmedu epoksidne grupe i amino
grupe, u baznoj ili neutralnoj sredini, atom azota po pravilu napada manje
zasSticen atom ugljenika koji se nalazi u sastavu epoksidnog prstena [47]. Opsta

Sema reakcije izmedu epoksidne grupe i amino grupe prikazana je na Slici 26.

@)

—»
R-NH,

poli(GMA-ko-EGDMA)

Slika 26 Opsta sema reakcije izmedu epoksidne grupe i amino grupe
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4.2.1. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa amonijakom

Detaljna procedura modifikacije poli(GMA-ko-EGDMA) sa vodenim
rastvorom amonijaka je opisana u ekperimentalnom delu, poglavlje 3.3.1.
Sematski prikaz reakcije amonijaka sa epoksidnim grupama makroporoznog
kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA) i dobijanje modifikovanog, amino

funkcionalizovanog, kopolimera GENH2: je dat na Slici 27.

OH

poli(GMA-ko-EGDMA) GENH,

Slika 27 Sematski prikaz formiranja GENH,

Reakcija epoksidnih grupa poli(GMA-ko-EGDMA) kopolimera sa
amonijakom utvredena je na osnovu rezultata FTIR analize uzorka. Na Slici 28
prikazani su FTIR spektri nemodifikovanog kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-

EGDMA) i modifikovanog kopolimernog nosaca GENHo». Poredenjem spektara
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¢istog poli(GMA-ko-EGDMA) i modifikovanog GENHo, vidi se da je u spektru
GENH_: intenzitet traka na 845 i 907 cm-!, koje poti¢u od epoksidnog prstena,
znatno smanjen. Takode, u spektru GENH> vidi se Siroka traka u oblasti 3100 do

3600 cm! koja potice od O-H i N-H valencionih vibracija.

poli(GMA-ko-EGDMA)

N

<

]

Q
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Slika 28 FTIR spektri kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA) i GENH;

Na osnovu rezultata FTIR spektroskopije moZe se re¢i da se aminacija
uspesno odigrala i da je prisustvo amino grupa u GENH: posledica hemijske
modifikacije kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) sa amonijakom.
Navedeni rezultati su u saglasnosti sa ve¢ objavljenim literaturnim podacima [48,
207].

Ukupan broj epoksidnih grupa koji je proreagovao sa amonijakom,
odnosno ukupan broj amino grupa u GENH> uzorku, odreden je na osnovu
rezultata elementarne analize. U Tabeli 2 prikazan je elementrani sastav GENH>
uzorka dobijen eksperimentalno, kao i teorijski izracunat sastav koji bi

aminovani uzorak imao kada bi sve epoksidne grupe prisutne u poli(GMA-ko-
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EGDMA) kopolimeru proreagovale sa amonijakom, tj. kada bi stepen konverzije

epoksidnih grupa u amino grupe bio 100%.

Tabela 2 Elementarni sastav modifikovanog uzoraka GENH>

Elementarni sastav

Eksperimentalo odreden Teorijski odreden
Uzorak %C %H %N %C %H %N
GENH» 52,9 8,41 3,28 55,02 7,87 6,38

Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata elementarne analize o sadrzaju
N kod uzorka GENH: izrac¢unata je koncentarcija modifikatora (liganda)

koriS¢enjem jednacine 9 [46,215]:

_ %N
Cmoa = 100X Ar(N)xn )

Gde je Cmoa - koncentracija modifikatora izraZena u mol/g; Ar(N)-atomska masa
azota (14); n-broj atoma azota u molekulu modifikatora.

Izra¢unata koncentracija modifikatora, tj. amino grupa u uzorku GENHziznosila
je 2,34 mmol/g. Na osnovu dobijenog rezultata mozemo izracunati stepen

konverzije epoksidnih grupa prema jednacini 10:
konverzija epoksidnih grupa = % x 100 (10)

Gde je Cmos - koncentracija modifikatora izrazena u mol/g, a Co-pocetna
koncentracija epoksidnih grupa u nemodifikovanom kopolimeru (4,93 mmol/ g).
Dobijeni rezultati konverzije epoksidnih grupa i koncentracije amino grupa u

modifikovanom kopolimeru GENH; prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3 Konverzija epoksidnih grupa i koncentracija modifikatora kod GENH>

Uzorak Cmod, mmol/g Konverzija, %
GENH: 2,34 47,5
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4.2.2. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,2-diaminoetanom

Detaljna procedura modifikacije poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,2-
diaminoetanom je prikazana u ekperimentalnom delu, poglavlje 3.3.2. Sematski
prikaz reakcije 1,2-diaminoetana sa epoksidnim grupama poli(GMA-ko-
EGDMA) kopolimera i dobijanje modifikovanog, amino-funkcionalizovanog,

kopolimera GEC2 prikazan je na Slici 29.

OH
O NH—CH;CHjNH,

poli(GMA-ko-EGDMA) GEC2

Slika 29 Sematski prikaz formiranja GEC2

Kako bi pokazali da je epoksidna grupa kopolimernog nosaca poli(GMA-
ko-EGDMA) uspesno modifikovana sa 1,2-diaminoetanom izvrSena je
karakterizacija GEC2 primenom FTIR spektroskopije. Na Slici 30 prikazani su
FTIR spektri nemodifikovanog kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) i

modifikovanog kopolimernog nosaca GEC2.
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poli( GMA-ko-EGDMA)
W
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Slika 30 FTIR spektri kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA) i GEC2

Poredenjem spektara cistog poli(GMA-ko-EGDMA) i modifikovanog
GEC2, vidimo prisustvo novih vibracionih traka koje poticu od N-H
deformacionih vibracija na 1571 i 1633 cm! kao i N-H i O-H valencionih vibracija
koje se javljaju u opsegu talasnih brojeva od 3100-3600 cml. Takode, inteziteti
traka koji poti¢u od prisustva epoksidnog prstena na 845 i 907 cm su nakon
modifikacije smanjeni.

Na osnovu dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da je prisustvo amino
grupa u GEC2 posledica hemijske modifikacije kopolimernog nosac¢a poli(GMA-
ko-EGDMA) sa 1,2-diaminoetanom. Predstavljeni rezultati su u saglasnosti sa ve¢
objavljenim literaturnim podacima [48,209,215].

Koncentracija amino grupa i stepen konverzije epoksidnih grupa u
modifikovanom GEC2 kopolimeru izrac¢unat je na osnovu rezultata elementarne
analize. Elementarni sastav GEC2 uzorka, dobijen eksperimentalno i teorijski
sastav modifikovanog uzorka racunat za stepen konverzije epoksidnih grupa od

100% prikazani su u Tabeli 4.
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Tabela 4 Elementarni sastav modifikovanog uzoraka GEC2

Elementarni sastav

Eksperimentalo odreden Teorijski odreden
Uzorak %C %H %N %C %H %N
GEC2 49,1 8,40 7,32 55.13 8,48 10,67

Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata elementarne analize o sadrzaju
N kod uzorka GEC2, kori$¢enjem jednacine 9, izra¢unata je koncentracija amino
grupa, a koris¢enjem jednacine 10 odreden je stepen konverzije epoksidnih grupa
[46]. Dobijeni rezultati konverzije epoksidnih grupa i koncentracije amino grupa

u modifikovanom kopolimeru GEC2 prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5 Konverzija epoksidnih grupa i koncentracija modifikatora kod GEC2

Uzorak Cmod, mmol/g Konverzija, %
GEC2 2,61 52,9

Prema rezultatima prikazanih u tabelama 4 i 6, vidi se da je stepen
konverzije epoksidnih grupa u uzorku GENHziznosio 47,5%, a u uzorku GEC2
52,9%. Razlog zasto je manji stepen konverzije epoksidnih grupa postignut u
slucaju kada je modifikacija kopolimera izvrSena amonijakom nego kada je
modifikacija izvrSena 1,2-diaminoetanom verovatno lezi u razli¢itom uticaju
rastvaraca koji su koris¢eni prilikom izvodenja reakcija modifikacije. U slucaju
kada je modifikacija izvr$ena amonijakom, kao rastvarac je koris¢ena voda, usled
Cega je smanjena nukleofilnost amonijaka i usporena reakcija nukleofilne
supstitucije. U drugom slucaju, kao rastvara¢ je koris¢en toluol, pa je
nukleofilnost amino grupe u tom sluc¢aju povecana, a samim tim je i reakcija
nukleofilne supstitucije favorizovana. Pored uticaja rastvaraca, jo$ jedan od
razloga moze biti i taj $to je reakcija epoksidnih grupa sa amonijakom izvedena

na 50 °C, a sa 1,2-diaminoetanom na 80 °C.
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4.2.3. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,8-diaminooktanom

Procedura modifikacije poli(GMA-ko-EGDMA) sa 1,8-diaminooktanom je
prikazana u ekperimentalnom delu, poglavlje 3.3.3. Reakcije 1,8-diaminooktana
i epoksidnih grupa makroporoznog kopolimera i dobijanje amino-

funkcionalizovanog makroporoznog kopolimera GECS8 dat je na Slici 31.

O OH

NH—(CH,—CH,),—NH,

poli(GMA-ko-EGDMA) GEC8

Slika 31 Sematski prikaz formiranja GEC8

Dobijeni makroporozni kopolimer GEC8 okarakterisan je FTIR
spektroskopijom. Na Slici 32 prikazani su FTIR spektri nemodifikovanog
kopolimernog  nosaca  poli(GMA-ko-EGDMA),  1,8-diaminooktana i
modifikovanog kopolimernog nosaca GEC8. Kada wuporedimo spektre
nemodifikovanog  kopolimernog  nosaca  poli(GMA-ko-EGDMA) i
modifikovanog GECS, vidimo prisustvo novih vibracionih traka u spektru GEC8

koje poti¢u od N-H deformacionih vibracija na 1575 1 1636 cm! kao i N-H i O-H
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valencionih vibracija koje se javljaju u opsegu talasnih brojeva od 3100-3600 cm-
1. Takode, inteziteti traka koji poti¢u od prisustva epoksidnog prstena na 845 i
907 cm! su nakon modifikacije smanjeni, $to predstavlja jo$ jednu potvrdu da se
odigrala hemijska reakcija izmedu epoksidne grupe u kopolimeru i amino grupe
iz 1,8-diaminooktana. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa ve¢ objavljenim

literaturnim podacima [48,215].

poli(GMA-ko-EGDMA)
v

1,8-diaminooktan

o
DTl

T T y T T T T | ' T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

GEC8

Transmitanca (%)

Talasni broj (cm™)
Slika 32 FTIR spektri kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA), 1,8-diamonooktana i GEC8

Elementarni sastav  dobijenog modifikovanog makroporoznog
kopolimera GEC8 odreden je na osnovu elementarne analize. Eksperimentalno
dobijene vrednosti, kao i teorijski izra¢unate vrednosti za aminovani kopolimer

sa 100% konverzijom epoksidnih grupa prikazane su u Tabeli 6.
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Tabela 6 Elementarni sastav modifikovanog uzoraka GEC8

Elementarni sastav

Eksperimentalo odreden Teorijski odreden
Uzorak %C %H %N %C %H %N
GECS8 57,6 9,10 4,62 62,48 9,88 8,07

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 6, koristeci jednacine 9 i 10, izra¢unata
je koncentracija amino grupa i stepen konverzije epoksidnih grupa u dobijenom

kopolimeru GECS, a izra¢unate vrednosti su prikazane u Tabeli 7 [46].

Tabela 7 Konverzija epoksidnih grupa i koncentracija modifikatora kod GEC8

Uzorak Cmod, mmol/g Konverzija, %
GECS8 1,65 33,5

Izra¢unata vrednost konverzije epoksidnih grupa ukazuje da prilikom
koris¢enja 1,8-diaminooktana kao modifikatora ostvaruje se nizi stepen
konverzije u poredenju sa amonijakom i 1,2-diaminoetanom. U poredenju sa 1,2-
diaminietanom, 1,8-diaminooktan poseduje duzi alifati¢cni niz, manje je
reaktivan, samim tim smanjuje se mogucénost konverzije epoksidnih grupa.
Prema literaturnim podacima, prilikom modifikacije poli(GMA-ko-EGDMA) koji
je usvom sastavu imao 60 mas.- % GMA 1,2-diaminoetanom, 1,4-diaminoetanom,
1,6-diaminoetanom i 1,8-diaminoetanom dobijene vrednosti za teorijski stepen
konverzije iznosile su 51,54 %, 47,12 %, 39,86% i 30,63% [48]. Vidimo da sa
povecanjem polietilenskog niza amina dolazi do smanjenja stepena konverzije
epoksidnih grupa. Do ograni¢enja tokom odigravanja hemijske reakcije
modifikacije 1,8-diaminooktanom doslo je usled sternih smetnji, $to predstavlja
najve¢i problem prilikom funkcionalizacije kopolimera sa voluminoznijim

grupama [219].
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4.2.4. Modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA) sa argininom

Procedura modifikacije poli(GMA-ko-EGDMA) sa argininom je prikazana
u ekperimentalnom delu u poglavlju 3.3.4. U prethodna dva slucaja kada je
modifikacija makroporoznog kopolimera izvrSena simetricnim diaminima,
reaktivnost amino grupa u jednom molekulu diamina je bila ista, pa samim tim i
verovatnoca da se diamin veze za kopolimer preko jedne ili druge amino grupe
je bila ista. Medutim, u slucaju arginina, situacija nije tako jednostavna usled
slozenosti hemijske strukture samog molekula (Slika 25d). Arginin spada u
grupu da-aminokiselina koje se mogu predstaviti opstom formulom
H>NCHRCOOH, gde R predstavlja bo¢nu grupu (boc¢ni ostatak) [220]. Ukoliko
se pogleda strukturna formula arginina, vidi se da se njegov bo¢ni ostatak sastoji
od alifatskog niza od tri metilenske grupe na ¢ijem kraju se nalazi guanidin
grupa. Aminokiseline se mogu nalaziti u razli¢itim jonskim stanjima u zavisnosti
od pH sredine u kojoj se nalaze, jer imaju dve razli¢ite pK vrednosti konstante
disocijacije, koje su za a-karboksilnu grupu, pKj, i a-amino grupu, pKaz. Takode,
i bo¢ne grupe nekih aminokiselina imaju svoje odgovarajuce pKr vrednosti.
Vrednosti pK1 a-karboksilnih grupa aminokiselina se nalaze u opsegu od 1,8 do
2,4, a a-amino grupa od 9,0 do 10,8. Vrednost pKj za arginin iznosi 2,17, dok pKz
iznosi 9,04, a vrednost pKr ima vrednost 12,48 [221,222]. Protonovano stanje
funkcionalnih grupa aminokiselina moZe se odrediti uporedivanjem pK
vrednosti funkcionalnih grupa sa pH vrednod¢u rastvaraca u kom se nalaze.
Kada je pH vrednost rastvora manja od pK vrednosti odredene funkcionalne
grupe aminokiseline, ona ¢e se nalaziti u protonovanom obliku, i obrnuto, kada
je pH vrednost veca od pK vrednosti, ta grupa ¢e biti deprotonovana. U slucaju
kada su pK i pH vrednosti priblizne, funkcionalne grupe aminokiselina mogu
biti i u protonovanom i u neprotonovanom obliku, a u kom od ova dva oblika ¢e
biti veca koli¢ina amino zavisi od toga koliko se pK i pH vrednosti razlikuju. Na
Slici 33 su predstavljeni svi jonski oblici u kojima se moZe nalaziti molekul

arginina u zavisnosti od pH vrednosti sredine u kojoj se nalazi.
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Slika 33 Jonski oblici arginina u zavisnosti od pH vrednosti sredine u kojoj se nalazi

Kao 3to je navedeno u eksperimentalnom delu, poglavlje 3.3.4., pH
vrednost vodene sredine u kojoj je vrSena modifikacija poli(GMA-ko-EGDMA)
molekulima arginina je iznosila pH=13. Na osnovu toga moze se zakljuciti da se
i -NH21 —~COOH grupa vezane za a-C atom arginina, nalaze u deprotonovanom
obliku. Osnovno pitanje na koje treba odgovoriti je koja od dostupnih —NH>
grupa reaguje sa epoksidnim grupom kopolimera. Imaju¢i u vidu da je pH
vrednost vodene sredine u kojoj se odigrava modifikacija (pH=13) relativno
bliska pKr vrednosti bo¢nog lanca arginina (pKr=12,48), moze se zakljuciti da se
na navedenoj pH vrednosti guanidin grupa nalazi u oba oblika, protonovanom i
neprotonovanom. Protonovana guanidin grupa ima moguénost rezonantne
stabilizacije $to smanjuje njenu reaktivnost, a to je osnovni razlog zbog koga sa
visokom izvesnos$¢u pretpostavljamo da se modifikacija polimernog nosaca
odigrava otvaranjem epoksidnog prstena u reakciji sa -NH> grupom vezanom za
a-C atoma arginina [223]. Sematski prikaz reakcije otvaranja epoksidnog prstena

argininom i dobijanja aminovanog kopolimera GEArg dat je na Slici 34.
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poli(GMA-ko-EGDMA) GEArg

Slika 34 Sematski prikaz formiranja GEArg

Kako bi pokazali da je epoksidna grupa kopolimernog nosaca poli(GMA-
ko-EGDMA) uspesno modifikovana sa argininom izvrSena je strukturna
karakterizacija sintetisanog GEArg uzorka primenom FTIR spektroskopije. Na
Slici 35 prikazani su FTIR spektri arginina, nemodifikovanog kopolimernog
nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) i modifikovanog kopolimernog nosa¢a GEArg. U
FTIR spektru arginina uocavaju se karakteristi¢ni pikovi na 3343 i 3277 cm-! koji
potic¢u od vibracija istezanja N-H veza iz amino grupe, Siroka “amonijumska
traka” na 3100-2600 cm, kao i traka na 1626 cm! koja poti¢e od vibracija savijanja
N-H veza. Vibracione trake na 1574 i 1406 cm poticu od asimetri¢nih i
simetri¢nih vibracija istezanja COO- grupe, a traka na 1670 cm poti¢e od

vibracija istezanja C=N veze iz bo¢nog lanca arginina [224,225].
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Slika 35 FTIR spektri kopolimera poli(GMA-ko-EGDMA), arginina i GEArg

Vibracione trake u FTIR spektru GEArg uzorka, siroka u opsegu od 3400
do 3100 cm koja potice od vibracija istezanja N-H veza, traka na 1580 cm-! koja
potice od asimetri¢nih vibracija COO- grupe i traka na 1645 cm koja potice od
vibracija savijanja N-H veza, kao i ¢injenica da je doslo do smanjenja intenziteta
traka koje poticu od epoksidnih grupa na 845 i 907 cm’, u poredenju sa
intenzitetom tih traka u spektru nemodifikovanog kopolimera, ukazuju da se
arginin hemijski vezao za makroporozni kopolimer [210].

Osim napred navedenih promena, FTIR spektar GEArg uzorka sadrzi sve
karakteristi¢ne trake koje se javljaju u spektru nemodifikovanog kopolimera.

Elementarni sastav makroporoznog kopolimera modifikovanog
argininom, GEArg, odreden je na osnovu rezultata dobijenih elementarnom
analizom. Rezultati elementarne analize, kao i izracunati teroijski sastav
kopolimera GEArg racunat za 100% stepen konverzije epoksidnih grupa dati su

u Tabeli 8.
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Tabela 8 Elementarni sastav modifikovanog uzoraka GEArg

Elementarni sastav

Eksperimentalo odreden Teorijski odreden
Uzorak %C %H %N %C %H %N
GEArg 44,52 7,65 7,09 51,14 7,50 14,87

Na osnovu eksperimentalno dobijenih rezultata elementarne analize o sadrzaju
azota u uzoraku GEArg koris¢enjem jednacine 9 izracunata je koncentarcija
arginina (modifikatora) hemijski vezanog za kopolimer [46]. Vrednost stepena
konverzije epoksidnih grupa izra¢unata je koris¢enjem jednacine 10 [46].
Izra¢unate vrednosti konverzije epoksidnih grupa i koncentracije arginina
kao modifikatora na kopolimernom nosacu poli(GMA-ko-EGDMA) prikazani su

u Tabeli 9.

Tabela 9 Konverzija epoksidnih grupa i koncentracija modifikatora kod GEArg

Uzorak CMod, mmol/g Konverzija, %
GEArg 1,27 25,8

Kada je za funkcionalizaciju umreZenog makroporoznog kopolimernog
nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) koris¢en arginin, ostvaren je najnizi stepen
konverzije epoksidnih grupa (25,8%) u poredenju sa amonijakom (47,5%), 1,2-
diaminoetanom (52,9%) i 1,8-diaminooktanom (33,4%). MoZemo reé¢i da je
arginin najmanje reaktivan od svih koris¢enih molekula modifikatora, a glavni
razlog za to leZi u velicini i strukturi molekula, s tim §to treba imati na umu da
se na pH pri kome je izvedena modifikacija jos uvek jedan deo molekula arginina
nalazi u obliku cviter jona. Najpribliznije vrednosti stepena konverzije
epoksidnih grupa dobijene su kada je kao modifikator koriséen 1,8-
diaminooktan, $to je i oekivano imajuci u vidu priblizno istu duzinu alifati¢nog
niza arginina i 1,8-diaminooktana. Do sli¢nih rezultat dosli su Kiyohara i sar.
[208] koji su ispitivali moguénost modifikacije argininom epoksidnih grupa

radijaciono kalemljenog GMA na polietilenskoj membrani. Stepen konverzije
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epoksidnih grupa iznosio je 23-33% u zavisnosti od koncentracije arginina, 0,80-

0,96 mmol/g.

4.2.5. Karakterizacija amino-funkcionalizovanih makroporoznih kopolimera
GENH,, GEC2, GEC8 i GEArg

Opticka svojstva modifikovanih kopolimernih nosaca GENH,, GEC2,
GEC8 i GEArg ispitana su merenjem refleksije svetlosti iz vidljivog dela spektra.
Ispitivani modifikovani kopolimerni nosaci ne apsorbuju u vidljivom delu
spektra, kao ni nemodifikovani kopolimerni nosa¢ poli(GMA-ko-EGDMA. Radi

preglednosti na Slici 36 prikazan je samo refleksioni spektar GEC2.
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Slika 36 Refleksioni spektar GEC2 sa umetnutom fotografijom uzorka u prahu

Kako bi se utvrdilo da li je doslo do promene morfologije kopolimernog
nosac¢a poli(GMA-ko-EGDMA) nakon funkcionalizacije amonijakom, 1,2-
diaminoetanom, 1,8-diaminooktanom i argininom, morfologija povrsine
modifikovanih uzoraka GENH2, GEC2, GEC8 i GEArg je ispitivana metodom

skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Na Slici 37 su prikazani SEM snimci
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poli(GMA-ko-EGDMA) modifikovanog sa 1,2-diaminoetanom, GEC2, kao
reprezentativnog uzorka pri razli¢itim uvecanjima (25000x i 50000x). Kod svih
ispitivanih uzoraka u poredenju sa dobijenim rezultatima SEM analize
nemodifikovanog kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-EGDMA) nije doslo do

morfoloskih promena povrsine polaznog kopolimernog nosaca, odnosno

porozna struktura samog nosaca je ostala o¢uvana.

8 4 4 i
xzs.op%g SEI 30KV X50,000 0.5um
UB-RGF L s

Slika 37 SEM snimci GEC2 pri razlicitim uveéanjima (a,b)

4.3. Sinteza nanocestica @Ag mna funkcionalizovanom

makroporoznom nosacu

Sinteza i imobilizacija nanocestica Ag na makroporoznim nosacima
GENH», GEC2, GEC8 i GEArg izvrsena je zahvaljuju¢i amino grupama prisutnim
u modifikovanom kopolimeru. Amino grupe su imale ulogu redukcionog
sredstva za redukciju jona srebra do elementarnog srebra, a u isto vreme su
posluzile i za stabilizaciju i imobilizaciju nastalih cestica srebra na povrsini
makroporoznog nosaca. Redukcija Ag* jona u ispitivanim heterogenim
sistemima izvrSena je na sli¢an nacin kao i prilikom dobijanja koloidnog rastvora

srebra polaze¢i od homogenih rastvora [51,53].
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4.3.1. Sinteza nanocestica Ag na GENH;
Na Slici 38 prikazana je predloZena Sema formiranja nanocestica Ag na

modifikovanom kopolimernom nosa¢u GENHo.

OH OH
O NH, y ii H
ppli(GMA-ko-EGDMA) GENH, GENN,/Ag

Slika 38 PredloZena Sema formiranja nanocestica Ag na GENH,

Da bi se utvrdio mehanizam nastajanja nanocestica Ag i nacin njihovog
vezivanja za kopolimerni nosa¢ uradena su FTIR spektroskopska merenja. Na
Slici 39 prikazani su FTIR spektri modifikovanog kopolimernog nosa¢a GENH: i
GENH»/Ag.

Poredenjem prikazanih spektara vidi se da je kod GENHz/Ag doslo do
povecanja inteziteta apsorpcione trake na 1642 cm-1. Navedena vibraciona traka
potice od vibracija istezanja C=N veza, $to ukazuje da mehanizam formiranja
nanocestica Ag ukljucuje nastajanje imina. Vibraciona traka koja se javlja na 3300
cm! usled =N-H vibracija istezanja se preklapa sa O-H valencionim vibracijama

za koje je karakteristican opseg talasnih brojeva od 3100 do 3500 cm™.
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Slika 39 FTIR spektri GENH, i GENHy/Ag

lako se formiranje nanocestica Ag odvijalo u heterogenom sistemu,
dobijeni rezultati su saglasni sa literaturnim podacima koji se odnose na
mehanizam formiranja koloidnih cestica srebra iz homogenih rastvora,
koris¢enjem oleilamina koji je imao dvojaku ulogu, kao redukcionog sredstva i
kao rastvaraca [102,226]. Mehanizam nastanka koloidnih ¢estica Ag prvo
uklju¢uje formiranje stabilnih kompleksa soli srebra i amina. Nakon formiranja
kompleksa, dolazi do transfera elektrona sa amino grupe na jone srebra pri
povisenoj temperaturi, odnosno do redukcije i stvaranja nanocestica Ag i amino
radikala. Deprotonacija amino radikala dovodi do formiranja imina koji
omogucava dalju stabilizaciju nanocestica Ag tako Sto se veZe za povrSinu
nastalih cestica srebra preko slobodnog elektronskog para sa azota ili preko m-
elektrona iz dvostuke veze [102].

Na osnovu svega napred navedenog moze se zakljuciti da je do formiranja

nanocestica Ag na funkcionalizovanom umrezenom makroporoznom
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kopolimernom nosac¢u doslo koordinacijom povrsine nanocestica Ag i nastale
imino grupe.
Nanocestice plemenitih metala ispoljavaju specifi¢na opticka svojstva koja

se mogu pratiti spektroskopijom u ultraljubicastoj i vidljivoj oblasti spektra.

R (%)

r T X T X T T
400 500 600 700 800
Talasna duzina (nm)

Slika 40 Refleksioni spektri GENH» (a) i GENH,/Ag (b) sa umetnutom fotografijom

uzorka u prahu

Kao $to je ve¢ objasnjeno u poglavlju 2.2.1 specifi¢na opticka svojstva
nanocestica metala nastaju usled interakcije kolektivnih oscilacija provodnih
elektrona metala sa upadnim elektromagnetnim poljem i apsorpcije zracenja
odredenih talasnih duZina [57,69-71]. Na drugoj strani, opticka svojstva
prikazanih materijala predstavljaju aditivhu funkciju optickih svojstava
organske i neorganske komponente, te koordinisane nanocestice Ag ostavljaju
svoj spektroskopski pecat na polaznom umrezenom makroporoznom
kopolimernom nosacu.

Na Slici 40 prikazani su refleksioni spektri modifikovanog kopolimernog
nosaca GENH: (Slika 40a) i GENH:/Ag (Slika 40b). Kao 3to se moZze uociti,

GENH: (Slika 40a) ne apsorbuje u vidljivoj spektralnoj oblasti, sto omogucava
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nesmetanu  karakterizaciju optickih svojstava metalnih nanocestica
koordinisanih za kopolimerni nosa¢. Sintetisani GENH>/ Ag za razliku od belog
praskastog kopolimernog nosaca ima Zzuto-braon boju. Refleksioni spektar
GENH»/Ag (Slika 40b) sadrzi karakteristi¢an pik na 425 nm usled rezonance
povrsinskog plazmona nanocestica Ag. Prisustvo ovog pika ukazuje da se
veli¢ina sintetisanih ¢estica Ag nalazi u nanometarskom opsegu i da su cestice
najverovatnije sfernog oblika [72]. Starenje sintetisanog materijala tokom duzeg
vremenskog perioda u normalnim laboratorijskim uslovima nije dovelo do bilo
kakve vidljive promene obojenosti.

Dublji uvid u morfologiju sintetisanih uzoraka, kao i odredivanje velicine,
oblika i prostornog rasporeda formiranih nanocestica na funkcionalizovanom
kopolimernom nosac¢u dobijen je koris¢enjem transmisione elektronske
mikroskopije (TEM). Na Slici 41 A prikazan je TEM snimak GENH>/Ag sa
odgovaraju¢im histogramom distribucije veli¢ine cestica Ag (Slika 41 B). Na
osnovu TEM analize uzorka GENH>/ Ag (Slika 41 A) uoc¢ava se prisustvo velikog
broja neaglomerisanih/zasebnih nanocestica Ag sfernog oblika, sa veli¢inom
srednjeg precnika cestica od 12,1 nm. Homogena raspodela nanocestica Ag po
celom uzorku jasno ukazuje da su pore makroporoznog kopolimernog nosaca
imale ulogu nanoreaktora u kome se odigravala sinteza cestica. Prisustvo
povrsinskog plazmona u refleksionom spektru GENH2/Ag je u saglasnosti sa
TEM analizom koja je pokazala su cestice nanometarskih dimenzija i sfernog
oblika, pri ¢emu nije doslo do spajanja cestica u vece agregate.

Koli¢ina srebra u ispitivanom uzorku odredena je na osnovu rezultata
atomske emisione spektroskopije. Na osnovu ovih rezultata GENH2 uzorak
sadrzi 5 mas.% srebra. Koli¢ina srebra odredena na ovaj nacin predstavlja
ukupnu koli¢inu srebra u ispitivanom uzorku i na osnovu ovih rezultata ne
mozemo reci da li se ukupna koli¢ina srebra nalazi u obliku elementarnog srebra

ili postoji i odredena kolic¢ina srebra u jonskom obliku.
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Slika 41 TEM snimak GENHy/Ag (A) sa odgovarajucim histogramom distribucije

velicine cCestica Ag (B)
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4.3.2. Sinteza nanocestica Ag na GEC2
Na Slici 42 prikazana je predloZena Sema formiranja nanocestica Ag na

modifikovanom kopolimernom nosa¢u GEC2.

OH OH P
@) NH-CHyCHzNH, A _NH—CH,—HC ‘

poli(GMA-ko-EGDMA) GEC2 \ GEC2/Ag

Slika 42 PredloZena Sema formiranja nanocestica Ag na GEC2

Karakterizacijom GEC2/Ag pomoc¢u FTIR spektroskopije utvrdeno je
vrsta interakcije izmedu modifikovanog kopolimernog nosaca GEC2 i
nanocestica Ag. Na Slici 43 prikazani su FTIR spektri modifikovanog
kopolimernog nosaca GEC2 i GEC2/Ag. Uporedujuc¢i FTIR spektre GEC2 i
GEC2/Ag, u spektru GEC2/Ag uocava se prisustvo nove apsorpcione trake na
1379 cm! koja se moZe pripisati valencionim vibracijama NOs- anjona [227].
Ocigledno da je i pored temeljnog ispiranja po zavrsetku sinteze jedan deo NOs-
anjona ostao adsorbovan na kopolimernom nosacu usled makroporozne prirode
samog materijala i velike specifi¢ne povrsine. Smanjenje inteziteta apsorpcione
trake na 1571 cm! koja potice od N-H deformacionih vibracija se moZe uociti
poredenjem FTIR spektara GEC2 i GEC2/Ag na Slici 43. Takode, moze se
primetiti i povecanje inteziteta apsorpcione trake na 1641 cm-!, koja odgovara
deformacionim vibracijama N-H grupe na 1633 cm!. Navedena vibraciona traka

potice od C=N veze $to ukazuje da mehanizam formiranja nanocestica Ag
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ukljucuje transfer elektrona sa amino grupe modifikovanog polimernog nosaca

na jone srebra i nastajanje imina.

GEC2

GEC2/Ag

Transmitanca (%)

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 3500
Talasni broj (cm™)
Slika 43 FTIR spektri GEC2 i GEC2/Ag

Vibraciona traka koja se javlja na 3300 cm usled =N-H valencionih
vibracija se preklapa sa O-H valencionim vibracijama za koje je karakteristican
opseg talasnih brojeva od 3100 do 3500 cm. Bez obzira $to se nastanak
nanocestica Ag odigrava u heterogenom sistemu, kao i u slucaju kada je kao
modifikator koriS¢éen amonijak, dobijeni rezultati su saglasni sa literaturnim
podacima koji se odnose na mehanizam formiranja koloidnih cestica srebra iz
homogenih rastvora koris¢enjem oleilamina kao redukcionog sredstva [102,226].

Mozemo reci da je do formiranja nanocestica Ag na funkcionalizovanom
umrezenom makroporoznom kopolimernom nosac¢u doslo koordinacijom

povrsine nanocestica Ag i nastale imino grupe [209].
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Pored FTIR spektroskopije, izmerena je refleksija svetlosti sintetisanih
uzoraka GEC2 i GEC2/Ag u UV i oblasti vidljivog dela spektra. Na Slici 44 su
prikazani refleksioni spektri GEC2 (Slika 44a) i GEC2/Ag (Slika 44b).

40 80

R (%)
(%) ¥

. Y . ' . . ' v " 0
300 400 500 600 700 800

Talasna duzina (nm)

Slika 44 Refleksioni spektri GEC2 (a) i GEC2/Ag (b) sa umetnutom fotografijom

uzorka u prahu

Kao 3to se mozZe videti, GEC2 (Slika 44a) ne apsorbuje svetlost u
ispitivanom opsegu talasnih duZina, sto kao i u slucaju uzorka GENH,,
omogucava nesmetanu karakterizaciju optic¢kih svojstava metalnih nanocestica
koordinisanih za kopolimerni nosa¢. Sintetisani GEC2/Ag za razliku od belog
praskastog kopolimernog nosaca ima intenzivnu zuto-braon boju. Refleksioni
spektar GEC2/Ag (Slika 44b) sadrzi karakteristican pik na 415 nm usled
rezonance povrsinskog plazmona nanocestica Ag koji ukazuje da se veli¢ina
sintetisanih ¢estica Ag nalazi u nanometarskom opsegu i da su one najverovatnije
sfernog oblika [72]. Starenje kompozitnog materijala tokom duZeg vremenskog
perioda u normalnim laboratorijskim uslovima nije dovelo do bilo kakve vidljive

promene njegove boje.
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Morfologija povrsine sisntetisanog GEC2/Ag ispitivana je metodom
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM). Na Slici 45 prikazani su SEM snimci
GEC2/ Ag pri razli¢itim uvecanjima (25000x i 50000x). Usled limitirane rezolucije
¢ak i pri najveéim moguéim uvecanjima koris¢enog instrumenta, ¢estice srebra
nanometarskih dimnezija se ne mogu primetiti i identifikovati. Medutim, vidi se
da formiranje nanocestica Ag ne dovodi do naruSavanja porozne strukture

kopolimernog nosaca.

SEI 30KV il
UB-RGF"

SEl  30kV * X50,000  -0.5)m " e——
UB-RGF - 4

Slika 45 SEM snimci GEC2/Ag pri razlicitim uvecanjima (a,b)

Paralelno sa SEM merenjem izvrSena je i kvalitativna elementarna analiza
GEC2 (Slika 46a) i GEC2/Ag uzoraka (Slika 46b). Prisustvo azota na Slici 46a
predstavlja dodatnu potvrdu uspesne funkcionalizacije poli(GMA-ko-EGDMA)
sa 1,2-diaminoetanom. Iako se na SEM snimcima GEC2/ Ag, iz napred navedenih
razloga, nisu mogle primetiti nanocestice Ag, EDX spektroskopijom je utvrdjeno
prisustvo atoma srebra, Sto jos jedan od pokazatelja uspesnog odigravanja
reakcije redukcije Ag* jona.

Na osnovu snimaka GEC2/Ag dobijenih pomocu transmisione
elektronske mikroskopije (TEM) odredena je veli¢ina, oblik i prostorni raspored
formiranih nanocestica Ag. Na Slici 47 su prikazani TEM snimci GEC2/Ag pri
razli¢itim uvecanjima i razli¢itim uslovima merenja (Slika 47a je dobijena u

tamnom polju, a Slike 47b i 47c u svetlom polju).
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Slika 46 (a) SEM snimak GEC2 Cestica sa odgovarajucim EDX spektrom; (b) SEM snimak
GEEN/Ag sa odgovarajuc¢im EDX spektrom

Sa slika se jasno moZze videti da su sintetisane nanocestice srebra
homogeno rasporedene po celom uzorku. Ovi rezultati ukazuju da je,
zahvaljuju¢i tome Sto koriS¢eni makroporozni kopolimerni nosa¢ poseduje
permanentnu poroznost, ostvarena difuzija jona srebra kroz ¢itavu zapreminu
koris¢enog nosac¢a. Homogenu raspodelu metalnih nanocestica, dobijenih "in
situ" sintezom na polimernom nosacu koji ne poseduje permanentnu poroznost,
nije moguce dobiti. Tako, za "in situ" sintetisane nanocestice Au na
liofilizovanom gelu poli(ST-ko-DVB), je utvrdeno da raspodela nanocestica Au
duZ unutrasnje porozne povrsine poli(ST-ko-DVB) nije homogena, odnosno da je
veca koncentracija primeéena blize spoljasnjoj povrsini kopolimernog nosaca
[187]. Dimenzije pre¢nika formiranih sfernih nanocestica Au takode su se
razlikovale u zavisnosti od njihovog polozaja unutar polimerne matrice. Dobijeni
podaci mogu se objasniti otezanom difuzijom AuCly jona u unutradnju strukturu

ovog makroporoznog kopolimernog nosaca [187].
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Slika 47(a-c) TEM snimci GEC2/Ag pri razlicitim uveéanjima

Na Slici 48 A prikazan je TEM smimak GEC2/Ag sa odgovaraju¢im

histogramom distribucije veli¢ine cestica Ag (Slika 48 B). Na osnovu TEM analize
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uzorka GEC2/Ag (Slika 48 A) vidimo prisustvo velikog broja
neaglomerisanih/zasebnih nanocestica Ag sfernog oblika, sa veli¢inom srednjeg
prec¢nika cestica od oko 6,7 nm. Uporedivanjem rezultata dobijenih na osnovu
TEM merenja i prisustva povrsinskog plazmona u refleksionom spektru
GEC2/Ag vidimo da su cestice nanometraskih dimenzija i sfernog oblika, kao i
da nije doslo do spajanja cestica u vece agregate, sto se na osnovu TEM slike jasno

vidi.

6,72, 1nm

.
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Diameter (nm)
Slika 48 TEM slika GEC2/Ag (A) sa odgovarajucéim histogramom distribucije

velicine Cestica Ag (B)
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Kao dodatna TEM analiza, izvedena je tomografska rekonstrukcija
GEC2/Ag uzorka na osnovu velikog broja snimaka dobijenim pod razli¢itim
uglovima uzorka u odnosu na elektronski snop, tj. takozvanim naginjanjem
uzorka (Slika 49 a-f). Dobijene trodimenzionalne slike jasno ukazuju na
homogenu raspodelu nanocestica Ag po ¢itavom uzorku usled makroporozne
prirode polaznog kopolimernog nosaca, poli(GMA-ko-EGDMA), odnosno

funkcionalizovanog nosaca.

Slika 49 TEM snimci GEC2/Ag (a-f)

Kristalna struktura GEC2/Ag analizirana je metodom difrakcije
rendgenskih zraka (XRD). Na Slici 50 je prikazan difraktogram GEC2/Ag. Na
osnovu prisustva karakteristicnih difrakcionih maksimuma izvrSena je
identifikacija kristalne faze poredenjem poloZaja i inteziteta detektovanih
difrakcionih maksimuma sa odgovarajuc¢im referentnim JCPDS difraktogramima
makroskopskih kristala. Polozaji difrakcionih pikova se u slucaju GEC2/Ag
nalaze na 20 uglovima: 38,1°; 43,7°; 64,3°; 1 77,3° i mogu se pripisati Bragg-ovim
refleksijama sa kristalnih ravni (111), (200), (220) i (311) povrsinski centrirane
kubne resetke srebra [228,229]. Dobijeni kristalografski podaci se u potpunosti
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slazu sa podacima iz kristalografske baze podataka (JCPDS 870720). Kao sto se
moze primetiti, najintenzivniji difrakcioni pik potice od refleksije sa (111) ravni.
Takode, difrakcioni pikovi su 8iroki, sto je direktna posledica nanometarskih

dimenzija kristalnih domena cestica.

111)

JCPDS 870720 (Ag)

20
Slika 50 Difraktogram GEC2/Ag. Na slici su obeleZene pozicije difrakcionih maksimuma i

Milerovi indeksi karakteristicnih ravni kristralne strukture srebra

S obzirom na amorfnu strukturu kopolimernog nosaca poli(GMA-ko-
EGDMA), kao i GEC2, njihovi difraktogrami nisu prikazani. Veli¢ina nastalih Ag
kristalita odredena je na osnovu difrakcije X zraka koris¢enjem Debay-Scherrer-
ove jednacine. Na osnovu ove jednacine, izracunata veli¢ina kristalita srebra kod
uzorka GEC2/Ag iznosi oko 5 nm. Na osnovu prikazanog vidi se da postoji puna
saglasnost u pogledu veli¢ine cestica Ag odredene na osnovu rezultata TEM,
XRD i spektroskopskih merenja.

Na osnovu rezultata atomske emisione spektroskopije sadrZaj Ag u
GEC2/Ag iznosio je 52,0 mas. %, dok je na osnovu rezultata elementarne analize

konverzija epoksidnih grupa iznosila 52,9%, pri ¢emu je na osnovu rezultata
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transmisione elektronske mikrtoskopije srednji prec¢nik cestica iznosio oko 6,7
nm. Kada je kao modifikator koris¢en amonijak, kao Sto je navedeno u
prethodnom poglavlju, sadrzaj Ag sintetisanog na GENH: nosac¢u, imao je
vrednost 5,0 mas.% sa konverzijom epoksidnih grupa od 47,5% i veli¢inom
srednjeg precnika cestica od oko 12,1 nm. Na osnovu dobijenih rezultata vidimo
da pri priblizno istoj konverziji epoksidnih grupa kod GENH> i GEC2, u uzorku
GEC2/ Ag tezinski udeo neorganske faze je ve¢i nego u GENHz/Ag. U slucaju
kada je koris¢éen GENH: nosa¢, primarna amino grupa se nalazi jako blizu same
povrsine nosaca, Sto oc¢igledno otezava odigravanje reakcije izmedu amino grupe
i jona srebra. U drugom slucaju, kada je kao nosa¢ koris¢en GEC2 kopolimer,
primarna amino grupa nije viSe tako blizu povrsine kopolimera usled cega se
reakcija sa jonima srebra moze lakSe odvijati. Takode, sem primarne amino
grupe, na ovom nosacu postoji i sekundrana amino grupa, ali se ne moZe sa
sigurnoscéu reci koja je njena uloga u samoj reakciji redukcije jona srebra i kasnije
u stabilizaciji nastalih ¢estica srebra. Takode se vidi da su dimenzije ¢estica srebra
koje su sintetisane na GEC2 nosacu skoro dva puta manje od dimenzija cestica
sintetisanih na GENH> nosacu. Razlog za to je verovatno smanjena reaktivnost
amino grupe na GENH> nosacu usled ¢ega je smanjena i brzina nukleacije, pa je
nastao manji broj centara kristalizacije i samim tim dimenzije nastalih ¢estica su

vece.
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4.3.3. Sinteza nanocestica Ag na GEC8
Na Slici 51 prikazana je predloZena Sema formiranja nanocestica Ag na

modifikovanom kopolimernom nosa¢u GECS.

NH

O OH OH
NH—(CH,—CH,);—NH, A _NH—(CH,),— HC/.

poli(GMA-ko-EGDMA) GEC8 GEC8/Ag

Slika 51 PredloZena Sema formiranja nanocestica Ag na GEC8

Kako bi utvrdili do kojeg tipa interakcija dolazi izmedu modifikovanog
kopolimernog nosa¢a GEC8 i nanocestica Ag izvrsena su FTIR spektroskopska
merenja. Na Slici 52 prikazani su FTIR spektri modifikovanog kopolimernog
nosaca GEC8 i GEC8 sa nanocesticama Ag, GEC8/Ag. Poredenjem prikazanih
spektara vidimo da je kod GEC8/Ag doslo do povecanja inteziteta apsorpcione
trake na 1642 cm-l, kao i u slu¢aju GENHz/Ag i GEC2/Ag. Navedena vibraciona
traka potice od valencionih vibracija C=N veze, $to nam govori da je mehanizam
formiranja nanocestica srebra isti kao i u slu¢aju kada je kao nosac koriséen GEC2
makroporozni kopolimer. Vibraciona traka koja se javlja na 3300 cm usled =N-
H valencionih vibracija se preklapa sa O-H valencionim vibracijama u oblasti od
3100 do 3600 cm [102,226]. Na osnovu prethodnog, mozemo reci da je do

formiranja nanocestica Ag na funkcionalizovanom umreZenom makroporoznom
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kopolimernom nosacu sa 1,8-diaminooktanom doslo koordinacijom povrsine

nanocestica Ag i nastale imino grupe.

GECS8

GEC8/Ag

L —

Transmitanca (%)

T T T T T T v T ! T % T :
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Slika 52 FTIR spektri GEC8 i GEC8/Ag

Opticka svojstva sintetisanih uzoraka GEC8 i GEC8/Ag ispitivana su
koriS¢enjem refleksione spektroskopije. Na Slici 53 su prikazani refleksioni
spektri GEC8 (Slika 53a) i GEC8/ Ag (Slika 53b). Kao sto se moze videti, GEC8
(Slika 53a) ne apsorbuje u vidljivoj spektralnoj oblasti, $to kao i u sluc¢aju GENH>
i GEC2 omogucava nesmetanu karakterizaciju optickih svojstava metalnih
nanocestica  koordinisanih za kopolimerni nosa¢. Sintetisani GEC8/Ag za
razliku od belog praskastog kopolimernog nosaca ima intenzivnu zZuto-braon
boju. Refleksioni spektar GEC8/Ag (Slika 53b) sadrZi karakteristi¢an pik na 418
nm usled rezonance nanocestica Ag koji ukazuje da je veli¢ina sintetisanih cestica
Ag nanometarskih dimenzija i da su one najverovatnije sfernog oblika [72].
Starenje GEC8/Ag uzorka tokom duzeg vremenskog perioda u normalnim

laboratorijskim uslovima nije dovelo do bilo kakve vidljive promene boje uzorka.
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Slika 53 Refleksioni spektri GEC8 (a) i GEC8/Ag (b) sa umetnutom fotografijom

uzorka u prahu

Veli¢ina, oblik i raspored sintetisanih nanocestica srebra na
makroporoznom kopolimernom nosac¢u odredeni su uz pomoé rezultata
transmisione elektronske mikroskopije. Na Slici 54 A prikazan je TEM smimak
GEC8/Ag sa odgovaraju¢im histogramom distribucije veli¢ine ¢estica Ag (Slika
54 B). Na osnovu TEM analize uzorka GEC8/Ag (Slika 54 A) vidimo prisustvo
velikog broja neaglomerisanih/zasebnih nanocestica Ag sfernog oblika, sa
veli¢inom srednjeg precnika cestica od oko 6,6 nm (Slika 54 B). Sa slike se moze
videti da su Ccestice relativno homogeno rasporedene po povrsini

makroporoznog kopolimernog nosaca.
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Slika 54 TEM slika GEC8/Ag (A) sa odgovarajucim histogramom distribucije

velicine cCestica Ag (B)

Apsorpcioni spektar nanocestica Ag zavisi od oblika i veli¢ine samih
Cestica, kao i od dielektrickih svojstava sredine u kojoj se nalaze. Karakteristi¢an
polozaj plazmonskog pika sfernih nanocestica srebra velicine oko 5 nm
dispergovanih u vodi se nalazi na oko 390 nm [95]. Polozaji apsorpcionih
maksimuma na refleksionim spektrima nanocestica srebra sintetisanim na

makroporoznim kopolimernim nosa¢ima GENH,, GEC2 i GEC8 su pomereni ka

95




Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

vedim talasnim duzinama, 425, 415 i 418 nm, u poredenju sa polozajem
povrsinskog plazmona nanocestica Ag dispergovanih u vodi.

Znacajan doprinos razumevanju optickih svojstava metalnih nanocestica
je dao Henglein, u ¢ijim radovima je nedvosmisleno pokazano da polozaj
plazmonskog pika zavisi od oblika i veli¢ine koloidnih ¢estica. Kod sfernih,
metalnih nanocestica se javlja jedan apsorpcioni maksimum, ¢iji polozaj se
pomera ka vec¢im talasnim duzinama sa povecanjem veli¢ine Cestica. [24,26,46]. S
obzirom da su kod uzoraka GEC2/Ag i GEC8/Ag, dobijene bliske vrednosti
srednjeg prec¢nika nanocestica Ag koje iznose 6,7 i 6,6 nm, nema znacajne
promene poloZzaja apsorpcionog maksimuma kod uzoraka GEC2/Ag (415 nm) u
odnosu na uzorak GEC8/Ag (418 nm). Medutim, kod uzorka GENH,/Ag
poloZaj povrsinskog plazmona (425 nm) je pomeren ka ve¢im talasnim duzinama
usled sintetisanih nanocestica Ag vec¢ih dimenzija (12,1 nm), 8to je i potvrdeno na
osnovu rezultata transmisione elektronske mikroskopije.

Na osnovu rezultata atomske emisione spektroskopije sadrzaj Ag u
GEC8/ Ag iznosio je 10,0 mas. %, dok je na osnovu rezultata elementarne analize
konverzija epoksidnih grupa iznosila 33,5%, a srednji pre¢nik ¢estica 6,6 nm. Ako
se uporede dobijeni rezultati za uzorke GEC8/Ag i GENH>/Ag, vidi se da je za
manji stepen konverzije epoksidnih grupa na nosa¢u GEC8 nastalo dva puta vise
srebra nego na GENH> nosacu. Najverovatniji razlog za to jeste $to su u slucaju
GEC8 uzorka primarne amino grupe udaljenije od povrsine samog nosaca, pa su
time i dostupnije za reakciju sa jonima srebra iz rastvora. Razlog zasto su nastale
Cestice srebra razli¢itih dimenzija je isti kao i u slucaju kada je koris¢en GEC2
nosac, tj. razli¢ita brzina nukleacije. Sa druge strane, ako se uporede dobijeni
rezultati za uzorke GEC8/Ag i GEC2/Ag vidi se da su nastale cestice srebra
gotovo istih dimenzija, s tim da je teZinski udeo neorganske faze kod GEC8/Ag
imao pet puta manju vrednost. Dobijeni rezultati ukazuju da je odnos brzina
nukleacije i rasta kristala bio pribliZzno isti, na osnovu ¢ega se moze zakljuciti da
veca duzina ugljovodoni¢nog lanca kod GEC8 nosaca nema uticaja na

reaktivnost primarne amino grupe. Razlog zasto je na GEC8 nosacu nastalo pet
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puta manje srebra nego na GEC2 je najverovatnije taj sto se zbog znatno duzeg
ugljovodoni¢nog lanca odredena koli¢ina 1,8-diaminooktana vezala sa obe svoje
amino grupe za nosac, pa je broj primarnih amino grupa, potrebnih za redukciju
jona srebra, bio manji nego sto je bio stepen konverzije epoksidnih grupa, a $to u
slucaju kada je kao modifikator koris¢en 1,2-diaminoetan, nije bilo moguce.
Kolika je koli¢ina 1,8-diaminooktana vezana za kopolimerni nosac¢ na ovaj nacin,
nije bilo moguce odrediti jer je stepen modifikacije epoksidnih grupa, odnosno
koli¢ina modifikatora koja se vezala za nosa¢ odredena na osnovu sadrzaja azota

u modifikovanom kopolimeru.

4.3.4. Sinteza nanocestica Ag na GEArg
Sinteza nanocestica srebra na GEArg makroporoznom kopolimernom
nosacu izvedena je, za razliku od prethodna tri slucaja, u vodenoj sredini na nacin

koji je detaljno opisan u eksperimenalnom delu, poglavlje 3.4.
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Slika 55 Refleksioni spektri GEArg (a) i GEArg/Ag (b) sa umetnutom fotografijom

uzorka u prahu
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Optic¢ka svojstva sintetisanog GEArg/ Ag uzorka ispitivana su primenom
refleksione spektroskopije. Na Slici 55 su prikazani refleksioni spektri
kopolimernog nosa¢a GEArg (Slika 55a), i GEArg/Ag (Slika 55b). Sa slike se
moze videti da makroporozni kopolimerni nosa¢ GEArg ne apsorbuje u
vidljivom delu spektra. U isto vreme u spektru koji odgovara GEArg/Ag uzorku
uocava se prisustvo karakteristicnog pika rezonantnog povrsinskog plazmona
srebra na 418 nm, na osnovu cega se moze zakljuciti da su cestice srebra,
sintetisane na GEArg nosacu, sfernog oblika i da imaju nanometarske dimenzije
[72].

Sadrzaj srebra u GEArg/Ag uzorku odreden je na potpuno isti nacin kao
i za prethodna tri uzorka primenom atomske emisione spektroskopije. Na
osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da sadrzaj srebra u GEArg/Ag uzorku
iznosi 1 mas.-%.

Morfologija nanocestica srebra sintetisanih na GEAgr nosacu ispitivana je
pomocu transmisione elektronske mikroskopije. TEM analiza GEArg/Ag u
tamnom polju (Slika 56a) i pri manjim uvecanjima ukazuje na prisustvo
nanocestica Ag. U visoko-rezolucionim uslovima merenja, tj. pri velikim
uvecanjima (Slika 56b) moZe se uociti jasno definisana kristalna struktura
nanocestica Ag dimenzija od 5-10 nm. Analizom elektronskog difraktograma
(slika 56c) mogu se identifikovati kristalografske ravni: (111), (200), (220) i (311),

koje poticu od refleksija povrsinski centrirane kubne resetke srebra [228,229].
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Slika 56 TEM snimci GEArg/Ag (a,b), elektronski difraktogram sa indeksiranim ravnima (c),

difraktogram sa obeleZenim pozicijama pikova karakteristicnih za povrsinski centriranu kubnu
resetku srebra (d); dodatak na slici (b) elektronski difraktogram sa indeksiranom kristalnom

ravni (111)

Kristalna struktura GEArg/Ag analizirana je metodom difrakcije
rendgenskih zraka (XRD). Na Slici 57 je prikazan difraktogram GEArg/Ag. Na
osnovu prisustva karakteristicnih difrakcionih maksimuma izvrSena je
identifikacija kristalne faze poredenjem poloZaja i inteziteta detektovanih
difrakcionih maksimuma sa odgovarajuc¢im referentnim JCPDS difraktogramima
makroskopskih kristala. PoloZaji difrakcionih pikova se u slucaju GEArg/Ag
nalaze na 20 uglovima: 38,1°; 43,7°; 64,3°; 1 77,3° i mogu se pripisati Bragg-ovim
refleksijama sa kristalnih ravni (111), (200), (220) i (311) povrsinski centrirane
kubne resetke srebra [228,229]. Dobijeni kristalografski podaci se u potpunosti
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slazu sa podacima iz kristalografske baze podataka (JCPDS 870720). Rezultati
dobijeni analizom elektronske difrakcije su saglasni sa rezultatima XRD analize

sintetisanih uzoraka.

JCPDS 870720 (Ag)

20 30 40 50 60 70 80 90
20

Slika 57 Difraktogram GEArg/Ag. Na slici su obeleZene pozicije difrakcionih maksimuma i

Milerovi indeksi karakteristicnih ravni kristralne strukture srebra

Na osnovu dobijenih rezultata kristalografskih merenja, veli¢ina nastalih
kristalita srebra odredena je primenom Debay-Scherrer-ove jednacine. Na ovaj
nacin izrac¢unata veli¢ina kristalita srebra kod uzorka GENH:/ Ag je iznosila oko
5 nm. Na osnovu prikazanih rezultata vidi se da postoji puna saglasnost u
pogledu veli¢ine sintetisanih cestica srebra dobijenih na osnovu TEM, XRD i
spektroskopskih merenja.

Svojstva sintetisanog GEArg/Ag uzorka ispitivana su i primenom FTIR
spektroskopije. Na Slici 58 prikazani su FTIR spektri modifikovanog
kopolimernog nosaca GEArg i GEArg/Ag uzorka. Poredenjem FTIR spektara
GEArgi GEArg/ Aguzoraka vidi se da svi pikovi koji se javljaju u spektru GEArg

uzorka su prisutni i u spektru GEArg uzorka. Jedina razlika koja se moZze uociti
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porede¢i ova dva spektra jeste, da u spektru GEArg/AG uzorka dolazi do
neznatnog povecanja intenziteta pikova koji odgovaraju N-H vibracijama
istezanja i savijanja i do neznatnog smanjenja intenziteta pika koji odgovara
vibracijama istezanja COO- grupa. Imajuéi u vidu mali sadrZaj srebra u uzorku
GEArg/Ag, ove neznatne razlike u FTIR spektrima ova dva uzorka bile su i za
ocekivati, a na osnovu ovih rezultata ne moZe sa sa pouzdanoscu zakljuciti na
koji nacin je izvrSena redukcija Ag* jona i kako su nastale nanocestice Ag

imobilisane na kopolimerni nosac.
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Slika 58 FTIR spektri GEArg i GEArg/Ag

Aminokiseline mogu da grade razli¢ite vrste kompleksa sa jonima srebra.
Energetski najpovoljniji su bidentatni kompleksi, a veze se mogu uspostviti
izmedu dva atoma kiseonika iz karboksilne grupe, izmedu karboksilne grupe i
amino grupe sa a-ugljenikovog atoma i karboksilne grupe i nekog heteroatoma
iz bo¢ne grupe [230]. Zahvaljujuci tome $to mogu da grade komplekse sa jonima

srebra, aminokiseline mogu imati razli¢itu ulogu u procesu sinteze nanocestica
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srebra. Neke aminokiseline, kao §to su tirozin i asparaginska kiselina, su
koriséene kao redukciono sredstvo u procesu dobijanja nanocestica srebra
[231,232]. Nanocestice srebra, srednjeg prec¢nika cestica od 11 nm i sa uskom
raspodelom veli¢ina cestica, dobijene su u etilen glikolu na 60 °C uz dodatak
arginina. Najpre je doslo do stvaranja komplekasa izmedu karboksilne grupe
arginina i jona srebra sto je olaksalo redukciju jona srebra. Redukcija jona srebra
ubrzana je zahvaljujudi interakciji bo¢ne grupe arginina i etilen glikola, a arginin
je kordinisan za povrsinu nastalih estica srebra preko karboksilatnog anjona
[233].

Metodom zivine porozimetrije odredena je veli¢ina pora GEArg/Ag
uzorka. Na Slici 59 prikazana je integralna i diferencijalna kriva raspodele

zapremine pora po pre¢nicima pora kod GEArg/Ag.
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Slika 59 Integralna i diferencijalna kriva rapodela zapremine pora po precnicima pora kod

GEArg/Ag
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Poredjenjem diferencijalnih krivih polaznog umrezenog makroporoznog
poli(GMA-ko-EGDMA) (Slika 22) i GEArg/ Ag (Slika 59) moze se uociti da nema
znacajnije razlike u veli¢ini i raspodeli veli¢ina pora.

Nakon funkcionalizacije kopolimernog nosaca i imobilizacije nanocestica
Ag nije doslo do naruSavanja porozne strukture polaznog kopolimernog
materijala. Srednji pre¢nik pora za GEArg/Ag uzorak iznosi 125 nm, dok je
srednji pre¢nik pora za polazni nemodifikovani kopolimer iznosio 137 nm.
Dobijena vrednost specifi¢ne povrsine GEArg/Ag uzorka je 38 m?/g i odnosi se
na unutra$nju povr$inu poroznog materijala, pod kojom se podrazumeva
povrsina svih pora, kao i povrsina svih pukotina koja imaju ve¢u dubinu nego
sirinu [217,218]. Specifiéna povrsina poli(GMA-ko-EGDMA) imala je neznatno
nizu vrednost (36 m?/g) u poredenju sa GEArg/Ag $to ukazuje na veoma malu

razliku u gustini ova dva materijala.

4.4. Odredivanje antimikrobnih svojstava nanocestica Ag na

funkcionalizovanom makroporoznom nosacu

4.4.1. Antimikrobna svojstva GEC2/Ag

Antimikrobna svojstva nanocestica Ag sintetisanih na makroporoznom
nosa¢u modifikovanom 1,2-diaminoetanom testirana su na Gram-negativnu
bakteriju E. coli, Gram-pozitivnu bakteriju S. aureus i gljivicu C. albicans. Kako bi
se utvrdilo da li dolazi do razli¢itih odgovora bakterija i gljivica (E. coli, S. aureus,
C. albicans) prilikom odredivanja antimikrobnih svojstava, tokom izvodenja
eksperimenata koris¢ene su razli¢ite koncentracije uzorka GEC2/Ag u
tizioloskom rastvoru (od 0,05 do 1,0 mg/ml). Takode, treba napomenuti da je
koncentracija nanocestica Ag ¢inila jednu polovinu od ukupne koncentracije
materijala, odnosno od 25 do 500 pg/ml. Rezultati ovih ispitivanja izrazeni su
preko procentualnih vrednosti smanjenja broja celija bakterija i gljivica u odnosu
na pocetni broj. Procentualno smanjenje broja celija testiranih mikroorganizama

praceno je nakon inkubacije od 1 h na 37 °C i u funkciji koncentracije GEC2/Ag.
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Rezulati su prikazani u Tabeli 10. Na osnovu prikazanih rezultata mozemo videti
da pri koncentracijama GEC2/Ag od 0,05 do 0,5 mg/ml najveéi procenat
smanjenja broja celija bakterije S. aureus i gljivice C. albicans ne prelazi 80%. Za
razliku od toga, pod istim uslovima, procenat smanjenja broja ¢elija E. coli dostize
vrednost od 99,0% pri koncentraciji GEC2/Ag od 0,5 mg/ml. Pri viSoj
koncentraciji GEC2/Ag koja iznosi 1 mg/ml dolazi do povedanja vrednosti
procenta smanjenja broja celija kod bakterija E. coli i S. aureus koje iznose 99,6% i
98,8%. Kod gljivice C. albicans postignuta vrednost procenta smanjenja broja
Celija, za istu koncentraciju iznosi zadovoljavajué¢ih 96,5%. Neophodno je

ponoviti da koncentracija srebra u uzorku ¢ini polovinu koncentracije GEC2/Ag.

Tabela 10 Antimikrobna svojstva GEC2/ Ag razlicitih koncentracija sa viemenom
kontakta od 1h

Pocetni broj Broj kolonija

Uzorak Kkoloniia mikroorganizma
GEC2/Ag Mikroorganizam mikroor aI]‘l izma nakon kontakta R (%)
(mg/ml) ( C1§U) sa uzorkom
(CFU)

0,05 3,6-10° 9,5-10° 73,6
0,1 7,8-10° 1,3-10° 83,3
0,2 E. coli 4,2-100 3,8-105 91,0
0,5 3,2-100 3,2-104 99,0
1,0 54-10° 2,1-104 99,6

0,05 3,6-10° 2,6-100 27,3
0,1 7,8-10° 29105 63,0
0,2 S. aureus 4,2-100 1,0-1006 75,0
0,5 3,2-100 6,7 - 105 79,0
1,0 54-100 6,1-10° 98,8

0,05 3,6-10° 2,6-100 28,6
0,1 7,8-10° 4,7-105 40,0
0,2 C. albicans 4,2-1006 1,8-10¢ 57,1
0,5 3,2-10° 8,0-10° 75,0
1,0 54-10° 1,9-10° 96,5
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Slika 60 Procenat smanjenja broja Celija (R, %) E. coli, S. aureus i C. albicans u zavisnosti od

koncentracije GEC2/Ag (vreme kontakta izmedu mikroorganizama i uzorka iznosilo je 1h)

Radi preglednosti na Slici 60 grafi¢ki su prikazane procentualne vrednosti
smanjenja broja celija (E. coli, S. aureus, C. albicans) u funkciji koncentracije
GEC2/Ag (vreme kontakta izmedu mikroorganizama i uzorka iznosilo je 1h). Sa
slike se jasno uocava da sa povecanjem koncentracije sintetisanog materijala raste
i vrednost procenta smanjenja broja ¢elija E. coli, S. aureus i C. albicans.

Iako je maksimalni procenat smanjenja broja celija postignut pri relativno
visokim koncentracijama GEC2/Ag sa vremenom inkubacije od 1h prednost
sintetisanog materijala ogleda se u tome da se nanocestice Ag unutar i na
makroporoznom polimernom nosac¢u mogu ponasati kao rezervoari Ag* jona
omogucavajuci kontinualno dovoljno visoku koncentraciju Ag*jona kao nosilaca
antimikrobnog delovanja u okolnom medijumu. Imobilisane nanocestice Ag u
neposrednoj blizini bakterija i gljivica imaju moguénost otpustanja i do nekoliko
desetina i hiljada atoma srebra stvaraju¢i lokalno visoku koncetraciju
antimikrobnih jona [234,235].

Razli¢iti mikroorganizmi poseduju razli¢ite odbrambene mehanizme

delovanja prilikom izlaganja nanocesticama Ag. Hwang i saradnici [236]
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pokazali su da glavna antifungalna aktivnost nanocestica Ag potice od povecane
intracelularne koncentracije reaktivnih vrsta kiseonika kod gljivice C. albicans. Na
osnovu dobijenih rezultata vidimo da je kod gljivice C. albicans ostvaren niZi
procenat smanjenja broja celija u poredenju sa procentom dobijenim za E. colii S.
aureus. Prikazani rezultati mogu se objasniti sposobnoséu gljivica da proizvode
antioksidativne enzime kao Sto je katalaza, koja Stiti mikroorganizam od
delovanja antimikrobnih agenasa i oksidativnog stresa [237]. Slican odbrambeni
mehanizam delovanja pronaden je i kod S. aureus koja, takode prilikom kontakta
sa biocidima proizvodi antioksidativne enzime alkilhidroperoksid reduktazu i
stafiloksantin koji zajedno sa katalazom obezbeduju zastitu od H>O2 i ROS vrsta
[238]. Od svih testiranih mikroorganizama bakterija E. coli pokazala je najvecu
osetljivost prilikom izlaganja GEC2/Ag. Kao objasnjenje navedene tvrdnje moze
se reci da E. coli nema sposobnost proizvodnje antioksidativnog enzima katalaze.
Pored toga razlika u gradi celijskog zida kod Gram-pozitivne bakterije S. aureus
i Gram-negativne bakterije E. coli imala je uticaja na dobijene rezultate [239]. E.
coli ima tanji peptidoglukanski sloj i na spoljadnjoj membrani sloj
lipopolisaharida, dok S. aureus ima deblji peptidoglukanski sloj koji se sastoji od
velikog broja mukopeptida, mureina i teihoi¢ne kiseline koji je ¢ini otpornijim na

dejstvo oksidanata.

4.4.2. Antimikrobna svojstva GEArg/Ag

Antimikrobna svojstva nanocestica Ag sintetisanih na makroporoznom
nosacu modifikovanim argininom testirana su na Gram-negativnu bakteriju E.
coli, Gram-pozitivnu bakteriju S. aureus i gljivicu C. albicans. Procentualne
vrednosti smanjenja broja celija bakterija i gljivica za koncentracije GEArg/Ag
od 0,1 mg/ml pri razli¢itim vremenima kontakta izmedu mikroorganizma i

sintetisanog materijala, odnosno vremenima inkubacije su prikazane u Tabeli 11.
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Tabela 11 Antimikrobna svojstva GEArg/Ag koncentracije 0,1 mg/ml pri
razli¢itim vremenima kontakta

Broj kolonija

Pocetni broj . .
mikroorganizma

Uzorak Mikroorganizam mikll'(ooc}:nalﬁzma nakon kontakta R (%)
(C1§U) sa uzorkom
(CFU)
15 min | 4,5-100 45,7
; 1h 41-106 | 50,9
-106 s ,
GEAl‘g/Ag E. coli 8;4: 10 4h 1’7 -104 99,8
24 h 13 99,9
15 min | 3,2-107 @ 53,6
1h 3,5-107 @ 48,4
. 7 4 /'
GEArg/Ag S. aureus 6,9-10 ih 2110 997
24 h 20 99,9
15 min | 3,4-107 40,6
-107
GEArg/Ag C. albicans 5,7-107 1h 37-107 341

4h 2,1-107 | 63,3
24h | 1,8-100 | 96,8

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 11 moZemo videti kako su su
menjale vrednosti procenta smanjenja broja celija mikroorganizama (E. coli, S.
Aureus i C. albicans) u zavisnosti od trajanja vremena kontakta sa ispitivanim
uzorkom materijala. Potrebno je napomenuti da su svi eksperimenti izvodeni pri
koncentraciji GEArg/Ag od 0,1 mg/ml, odnosno da je koncentracija nanocestica
Ag u svim uzorcima iznosila 1 pg/ml Sto je na granici citotoksi¢nosti i
ekotoksic¢nosti [240,241]. Posmatrajuci rezultate prikazane u Tabeli 11 mozemo
videti da se sa vremenom kontakta od 24h izmedu mikroorganizama i
GEArg/Ag postize maksimalna vrednost procenta smanjenja broja celija od
priblizno 100% za bakterije E. coli i S. aureus, dok je u slucaju gljivice C. albicans
ovaj procenat dostigao vrednost od zadovoljavajucih 96,8 %. Daljom analizom
prikazanih rezultata (Tabela 11) vidimo da tokom medusobnog kontakta
GEArg/ Ag i bakterija E. coli i S. aureus u trajanju od 4h dolazi do veoma sli¢nog
odgovora kao i prilikom medusobnog kontakta od 24h, odnosno u slucaju E. coli

ostvaren je procenat smanjenja broja celija od 99,8%, a u slucaju S. Aureus 99,7%.
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Kod gljivice C. albicans pri duzini trajanja kontakta od 4h ovaj procenat je

dostigao vrednost 63,3%.

mE. coli S. aureus m C. albicans

R (%)

15 min 1h 4h 24 h
Vreme

Slika 61 Procenat smanjenja broja Celija (R, %) E. coli, S. aureus i C. albicans u zavisnosti od

vremena kontakta (pri koncentraciji GEArg/Ag od 0,1 mg/ml)

Radi preglednosti na Slici 61 graficki su prikazane procentualne vrednosti
smanjenja broja celija (E. coli, S. aureus, C. albicans) u funkciji duzine trajanja
kontakta izmedu GEArg/Ag i mikroorganizama.

Dodatna ispitivanja vr$ena su na osnovu odredivanja antimikrobne
efikasnosti u funkciji koncentracije GEArg/Ag (vreme kontakta izmedu
mikroorganizama i materijala iznosilo je 1h). U Tabeli 12 prikazane su
procentulne vrednosti smanjenja broja celija bakterija E. coli i S. aureus i gljivice
C. albicans gde se koncentracija sintetisanog materijala kretala u opsegu od 50
png/ml do 2 mg/ml, odnosno sa koncentracijom srebra od 0,5 pg/ml do 20,0
pg/ml). Jasno se vidi da su najvece vrednosti procenta smanjenja broja celija, za
sve ispitivane koncentracije GEArg/Ag, dobijene za E. coli, a najniZze vrednosti,

izuzimajudi najmanju koncentraciju GEArg/Ag, za C. albicans.
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Tabela 12 Antimikrobna svojstva GEArg/Ag razli¢itih koncentracija sa
vremenom kontakta od 1h

Pocetni broj Broj kolonija

Uzorak koloniia mikroorganizma
GEArg/Ag Mikroorganizam _ . ) nakon kontakta R (%)
mikroorganizma
(mg/ml) (CFU) sa uzorkom
(CFU)

0,05 4,3-106 2,8-10° 34,2
0,1 2,8-107 1,4-107 50,9
0,5 E. coli 51106 2,1-10¢ 59,0
1,0 3,4-107 7,1-100 79,1
2,0 5,6-107 6,8 - 100 87,8

0,05 4,3-107 3,6-107 14,9
0,1 2,8-107 1,4-107 48,4
0,5 S. aureus 5,1-106 2,6-10° 48,7
1,0 3,4-107 7,2-100 78,7
2,0 5,6 -10° 9,3-105 83,3

0,05 4,3-107 3,5-107 18,2
0,1 2,8-107 1,8-107 34,1
0,5 C. albicans 5,1-106 3,3-10° 34,5
1,0 3,4-10° 1,9-1090 44,7
2,0 5,6-107 1,7 -107 70,0

Na Slici 62 predstavljen je graficki prikaz procentualnog smanjenja broja
Celija testiranih mikroorganizama E. coli, S. aureus i C. albicans u funkciji
koncentracije GEArg/Ag gde je vreme kontakta izmedu mikroorganizama i
uzoraka iznosilo 1h. Poredenjem koncentracione zavisnosti (Slika 62) i
vremenske zavisnosti (Slika 61) antimikrobne aktivnosti GEArg/Ag vidimo da
se postize visi procenat smanjenja broja celija kada je kontakt izmedu
mikroorganizama i uzoraka ostvaren duzi vremenski period i pri niZim
koncentracijama. Ostvareni procenat smanjenja broja celija u slu¢aju bakterija E.
coliiS. aureus se kretao u opsegu od 80% do priblizno 90% za najvecu ispitivanu
koncentraciju GEArg/Ag od 2 mg/ml. Medutim, mnogo bolji rezultati dobijeni
su sa 20 puta manjom koncentracijom uzorka GEArg/Ag kada je ostvareni
procenat smanjenja broja celija iznosio priblizno 100% sa povecanjem vremena

kontakta od 1h do 4h.
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mE. coli S. aureus mC. albicans

il

Koncentracija (mg/ml)

100

80

60

R (%)

40

20

0

Slika 62 Procenat smanjenja broja Celija (R, %) E. coli, S. aureus i C. albicans u zavisnosti od

koncentracije GEArg/Ag (vreme kontakta izmedu mikroorganizama i uzorka iznosilo je 1h)

Dobijeni rezultati antimikrobne efikasnosti GEArg/Ag otvorili su
potencijalnu primenu sintetisanog materijala kao dezifekcionog sredstva u

Yo 2

proto¢nim sistemima prilikom preciséavanja voda.

filtrat

Slika 63 Sematski prikaz laboratorijskog protocnog sisitema
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Kako bi testirali antimikrobnu aktivnost GEArg/ Ag u odnosu na bakteriju E. coli
napravljena je improvizovana laboratorijska aparatura proto¢nog sistema za
precis¢avanje (Slika 63) gde je kao punilac koris¢ena homogenizovana smesa
GEArg/Ag i cistog umrezenog makroporoznog kopolimera poli(GMA-ko-
EGDMA). Sterilisani fizioloski rastvor u koji su unete celije bakterije E. coli sa
pocetnom koncentracijom od oko 3,70x107 CFU/ml je propustan kroz kolonu sa
GEArg/ Ag uz protok od 1,35 ml/min. Procenat smanjenja broja ¢elija je odreden
po isteku prve polovine zapremine rastvora sa E. coli i on je iznosio 83,5%, dok je
nakon isteka celokupne zapremine procenat smanjenja broja ¢elija imao vrednost
od 99,3%. Kako bi se koris¢enjem atomske emisione spektroskopije pod
identicnim eksperimentalnim uslovima paralelno odredila koncentracija
otpustenih Ag*jona u filtratu, izvrSena su ispitivanja bez prisustva celija bakterije
E. coli. Koncentracija otpustenih Ag* jona u filtratu imala je priblizno istu
vrednost od 0,8 ppm prilikom prvog i drugog filtracionog perioda. Vazno je
naglasiti da se vrednost od 0,8 ppm nalazila ispod granice citotoksi¢nosti i
ekotoksic¢nosti od 1 ppm [240,241]. Koncentracija otpustenih Ag*jona odgovarala
je 40 mas.% ukupnog metalnog srebra na kopolimernom nosacu (80 pg).
Uzimajuéi u obzir ukupnu zapreminu fizioloskog rastvora u kome se nalazila E.
coli, kao i da su eksperimenti izvedeni bez dodatne optimizacije, dobijeni
rezultati ukazuju da je moguce tretirati 1 m3 otpadnih voda sa 1g nanocestica Ag
na poli(GMA-ko-EGDMA)-u. Glavna prednost koriS¢enja umrezenog
makroporoznog GEArg/Ag kao dezifekcionog sredstva lezi u tome da
zahvaljujucdi svojoj strukturi nakon upotrebe ne¢e doci do rastvaranja polimernog
nosaca u vodi, lako se moZe izvesti separacija, a takode nece do¢i do neZeljenih

efekata po zivotnu sredinu.
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4.4.3. Zavisnost antimikrobnih svojstava GEC2/Ag, GEC8/Ag i GENHy/Ag u
funkciji veli¢ine nanocestica Ag

Kao sto je ve¢ pomenuto u poglavlju 2.2.5, brojne naucne studije su
pokazale da antimikrobna aktivnost nanocestica Ag zavisi od veli¢ine samih
Cestica. Sto su nanodestice manjih dimenzija to pokazuju veéi inhibitorni efekat
na rast mikroorganizama usled povecavanja specificne povrsine
[119,136,158,159]. Brzina formiranja Ag* jona, kao nosioca antimikrobne
aktivnosti, generalno je proporcionalna specifi¢noj povrsini samih cestica, pa ce
se proces brze odigravati kod nanocestica manjih dimenzija.

Formiranje Ag*jona nije uslovljeno samo veli¢inom i oblikom nanocestica,
ve¢ zavisi i od dostupnosti kiseonika, prisustva stabilizatora i liganda,
povrsinskog naelektrisanja, itd. Imajuci u vidu da su kod GEC2/Ag, GEC8/Ag i
GENH:/Ag nanocestice Ag sintetisane na isti na¢in sa uskom raspodelom
veli¢ine Cestica i na istom kopolimernom nosacu, a sa razli¢itim dimenzijama
nanocestica Ag u slucaju GEC2/Ag i GEC8/ Ag sa jedne strane i GENH>/Ag sa
druge strane, moZemo navedene sisteme uzeti kao odgovaraju¢e modele za

ispitivanje antimikrobne aktivnosti Ag.

Tabela 13 Antimikrobna svojstva GEC2/Ag u zavisnosti od koncentracije Ag

nakon 1h kontakta sa E. coli

Uzorak
GEC2/Ag d(Ag)=6,7 nm
Koncentracija Ag
25 50 100

(mg/L)

Mikroorganizam E. coli
Vreme (min) 60
R (%) 73,6 83,3 91,0
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U Tabeli 13 prikazano je kako su se menjala antimikrobna svojstva
GEC2/Ag u funkciji razli¢itih koncentracija Ag (25, 50, 100 mg/L) sa veli¢inom

Cestica od 6,7 nm i vremenu inkubacije sa E. coli u trajanju od 1h.

Tabela 14 Antimikrobna svojstva GEC8/Ag i GENH,/Ag u zavisnosti od

koncentracije Ag sa vremenima inkubacije u trajanju od 15, 30, 60 i 120 min sa E.

coli
Koncentracija Ag (mg/L)
12,5 25 50 100
g o0 &0 &n &p
_ &0 &0 &0 &0
g N R T - 0 g
§Sx ® @m © - ®© T @« =z
- 83 @) @) @) @)
o 208 0 Z @ £ Qm Z o A
g oM O Q O O
> g & g g
= z = z g z = £ =
Ne) — No) — Ne) — No) =
o o S o S o s o
R (%) R (%) R (%) R (%)
15 28,7 18,0 30,9 31,6 42,2 21,7 58,1 34,5
30 48,3 27,4 55,5 45,9 71,8 59,2 87,6 77,0
60 82,7 76,2 76,6 84,0 85,2 91,4 944 @ 88,2
120 96,4 96,3 99,2 98,4 99,6 98,4 99,6 98,5

Kako bi videli da li dolazi do promene antibakterijske efikasnosti sa
promenom dimenzija nanocestica u Tabeli 14 prikazani su rezultati procenata
smanjenja broja celija E. coli uzorcima GEC8/ Ag (d=6,6 nm) i GENH2/Ag (d=12,1
nm) u funkciji koncentracije Ag (12,5, 25, 50, 100 mg/L) sa vremenima inkubacije
u trajanju od 15, 30, 60 i 120 min. Poredenjem vrednosti rezultata smanjenja broja
¢elija E. coli uzorcima GEC2/Ag (Tabela 13) i GEC8/Ag (Tabela 14) utvrdeno je
da pri istim koncentracijama i dimenzijama Ag antibakterijska aktivnost
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sintetisanih materijala praktiéno ostala nepromenjena. Neznatno veca
antibakterijska efikasnost kod GEC8/Ag moze se objasniti nizim tezinskim
udelom Ag (10 mas.%) u poredenju sa GEC2/Ag (50 mas.%) gde su nanocestice
Ag uslovno re¢eno rasporedene po vecoj masi kopolimernog nosaca.

Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 14 vidimo, kao $to je oc¢ekivano,
da i kod GEC8/Ag i GENH>/Ag procenat smanjenja broja celija E. coli raste u
funkciji vremena kontakta i koncentracije Ag. Dalje, za istu koncentraciju Ag
procenat smanjenja broja ¢elija E. coli je ve¢i kod manjih nanocestica Ag, ¢ime je
potvrdeno da, §to su nanocestice manjih dimenzija to pokazuju ve¢i inhibitorni

efekat rasta mikroorganizama.

100 . . ) (]
1120 min L
80
o
n
60 - ®
;.‘ |
= n
m @
40 -
30 min
° = GEC8/Ag
20 - e GENH, /Ag
0 T T v T ¥ T ¥ 1 Y I
0 20 40 60 80 100

Koncentracija (mg/1)
Slika 64 Procenat smanjenja broja celija (R, %) u zavisnosti od koncentracije Ag nakon 301 120

min kontakta E. coli sa GEC8/Ag i GENHy/Ag
Kada je vreme kontakta izmedu ispitivanih uzorka i E. coli dovoljno dugo

(120 min) ostvaren je viSe nego zadovoljavajuci procenat smanjenja broja celija i

pri niskoj vrednosti koncentracije Ag (12,5 mg/1) (Slika 64).
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5. Zakljucak

Nanocestice srebra sintetisane su na amino-funkcionalizovanom
makroporoznom kopolimernom nosacu. Makroporozni kopolimer koji sadrzi
epoksidne  funkcionalne grupe, poli(GMA-ko-EGDMA), dobijen je
kopolimerizacijom glicidilmetakrilata (GMA) i etilenglikoldimetakrilata
(EGDMA) u suspenziji, pri ¢emu je kao inertna komponenta koris¢ena smesa
cikloheksanola i tetradekanola. Srednji pre¢nik cestica frakcije sintetisanog
makroporoznog kopolimera koji je koris¢éen u ovom radu izosio je 30 um, pri
¢emu je srednji precnik pora bio 137 nm, a specifi¢na povrsina 36 m?/g.

Cetiri amino-funkcionalizovana nosata (GENH,, GEC2, GEC8 i GEArg)
dobijena su modifikacijom sintetisanog makroporoznog kopolimera sa cetiri
razli¢ita jedinjenja (modifikatora), amonijakom, 1,2-diaminoetanom, 1,8-
diaminooktanom i argininom. Molekuli modifikatora se hemijski vezuju za
kopolimerni nosa¢ tako sto reaguju sa epoksidnim grupama na povrsini nosaca.
Na ovaj nacin odredena koli¢ina epoksidnih grupa na povrsini nosaca biva
zamenjena amino grupama koje ¢e posluZiti za redukciju Ag*jona do metala, bez
upotrebe dodatnog redukcionog sredstva, i za imobilizaciju nastalih nanocestica
Ag za polimerni nosac¢. Najveci stepen modifikacije epoksidnih grupa postignut
je u slucaju kada je kao modifikator koriséen 1,2-diaminoetan. Manji stepen
modifikacije je ostvaren u slucaju kad je kao modifikator koris¢en amonijak, a
razlozi za to su uticaj rastvaraca i temperature na kome je izvedena modifikacija.
Iako je baznost 1,2-diaminoetana i 1,8-diaminooktana skoro ista, sterni faktori su
najverovatnije razlog zasto je manji stepen modifikacije postignut sa 1,8-
diaminooktanom. Najmanji stepen modifikacije postignut je kada je arginin
koris¢en kao modifikator najmanje reaktivan od svih koris¢enih molekula
modifikatora, a razlog za to leZi kako u veli¢ini i strukturi molekula tako i u
¢injenici da se na pH pri kome je izvodena modifikacija deo molekula arginina

nalazi u deprotonovanom obliku, a deo molekula u obliku cviter jona.
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Nanocestice srebra sintetisane su mna amino-funkcionalizovanim
makroporoznim nosacima “in situ” redukcijom Ag* jona bez upotrebe dodatnog
redukcionog sredstva. Mehanizam nastanka nanocestica srebra, na¢in njihovog
vezivanja za polimerni nosa¢, veli¢ina i koli¢ina dobijenih cestica srebra na
kopolimernim nosa¢ima odredeni su na osnovu rezultata infracrvene
spektroskopije, refleksione  spektroskopije, transmisione elektronske
mikroskopije, difrakcije rendgenskih zraka i atomske emisione spektroskopije. U
slucaju kada su kao nosaci koriséeni GENH>, GEC2 i GECS8, primarne amino
grupe sa nosaca su imale ulogu redukcionog sredstva. Mehanizam nastanka
koloidnih ¢estica Ag prvo ukljucuje formiranje stabilnih kompleksa jona srebra i
amino grupe, nakon ¢ega dolazi do transfera elektrona sa amino grupe na jone
srebra pri poviSenoj temperaturi, odnosno do redukcije i stvaranja nanocestica
Ag i amino radikala. Deprotonacija amino radikala dovodi do formiranja imina
koji omogucavaju dalju stabilizaciju nastalih nanocestica Ag. Na osnovu
dobijenih rezultata, za slucaj kad je koris¢en GEArg nosa¢, ne moZze se sa
sigurnoscu reci koji je mehanizam redukcije jona srebra i nacin vezivanja nastalih
Cestica srebra.

Nanocestice srebra nastale na nosa¢ima GEC2 i GEC8 su sfernog oblika i
priblizno istih dimenzija. Razlog tome je verovatno ista reaktivnost primarnih
amino grupa prisutnih na ova dva nosaca. Koli¢ina nastalog srebra je pet puta
manja na uzorku GEC8 nego na uzorku GEC2. Pored manjeg stepena
modifikacije, jo$ jedan od razloga je verovatno i taj sto se, zbog puno duZe alkilne
grupe, odredena koli¢ina 1,8-diaminooktana vezala za nosac sa obe svoje amino
grupe, ¢ime je broj primarnih amino grupa potrebnih za redukciju jona srebra jos
dodatno smanjen. Koli¢ina nastalog srebra na GENH> nosacu je bila deset puta
manja u poredenju sa koli¢inom srebra sintetisanim na GEC2 i dva puta manja u
poredenju sa koli¢inom srebra nastalom na GEC8 nosacu. Razlog za to je manja
reaktivnost amino grupa na GENH: nosac¢u. Iz istog razloga su i dimenzije
nanocestica srebra sintetisanih na GENH> nosacu bile dva puta vecih dimenzija

od cestica na sintetisanih na GEC2 i GEC8 nosacdima, jer je zbog smanjene
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reaktivnosti amino grupa bila smanjena i brzina nukleacije. Najmanja koli¢ina
srebra sintetisana je na GEArg nosacu, pet puta manja koli¢ina nego na GENH>
nosacu i ¢ak pedeset puta manja nego na GEC2 nosacu, sto ukazuje da arginin,
vezan za polimerni nosa¢ preko svoje amino grupe vezane za a-ugljenikov atom,
ima dosta manju mo¢ redukcije jona srebra od amino grupe.

Ispitivana su antimikrobna svojstva cestica srebra sintetisanih na GENH>
nosacu (GENH>/ Ag), na GEC2 nosac¢u (GEC2/ Ag), na GEC8 nosacu (GEC8/Ag)
i na GEArg nosa¢u (GEArg/Ag) na Gram-negativnu bakteriju E.coli, Gram-
pozitivnu bakteriju S. aureus i gljivicu C. albicans. Procenat smanjenja broja celija
mikroorganizama raste sa povecanjem koncentracije nanocestica srebra i sa
povecanjem vremena kontakta izmedu mikrorganizama i ispitivanih uzoraka.
NajniZi procenat smanjenja broja celija mikroorganizama, za sve ispitivane
koncentracije i vremena kontakta, postignut je kod gljivice C. albicans jer ona ima
sposobnost da proizvodi enzime koji Stite mikroorganizam od dejstva
antimikrobnih agenasa. Za istu koncentraciju srebra i isto vreme kontakta, veci
procenat smanjenja broja celija mikrorganizama postignut je sa ¢esticama manjih
dimenzija, $to ukazuje da, Sto je veca specificna povrsina nanocestica srebra, veca
je brzina otpustanja jona srebra, odnosno ukazuje da se nanocestice srebra
imobilisane na makroporoznom polimernom nosa¢u ponasaju kao rezervoari
jona srebra.

Rezultati preliminarnih ispitivanja antimikrobne aktivnosti nanocestica
Ag imobilisanih na makroporoznom polimernom nosaéu u protocnim
sisitemima, prema kojima je koncentracija otpustenih Ag*jona bila ispod granice
citotoksi¢nosti i ekotoksi¢nosti, ukazuju na potencijalnu primenu ovih materijala

za precis¢avanje otpadnih voda.
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Mpwnor 1.

MUsjaBa o ayTopcTBY

MotnucaHn-a: WeaHa Bykoje

6poj nHgekca: 4062/2010

UsjaBrbyjem

aa je OOKTOPCKa ,D,MCGpTaLI,I/Ija noa HacrnoBOM

CuHTesa, kapakTepusauuja v NnprMeHa HaHo4YecTua cpebpa Ha Makpornopo3HOM
NorIMMepHOM Hocayy

e pe3yntat ConCTtBeHOr UCTpa>KnBadkor paga,

e [ npeasioxeHa AvcepTaumja y LenuHu HU y AenoBuMa Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujakbe 6uno koje gunnomMe npema CTYAMjCKMM nporpamvma apyrux
BUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3ynTtatu KOPeKTHO HaBegeHU U

e [aHucaMm KpLuMo/ra ayTopcka npasa U KOPUCTMO MHTENEKTYarnHy CBOjUHY ApYrnx
nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, 10.04.2017.
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Mpwnor 2.

M3jaBa 0 NCTOBETHOCTU WITaMMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa: MBaHa Bykoje
Bpoj nHaekca: 4062/2010
Ctyamjcku nporpam: Xemuja

Hacnoe papa: CvHTesa, kapakTepusaumja 1 npumeHa HaHodecTuua cpebpa Ha
MaKpOMopO3HOM MONIMMEPHOM HOCayy

MeHTOp: ap Exunc LlyHysoBuh, BaH. npod.

Motnucana: VBaHa Bykoje

UsjaBrbyjeMm Oa je wtamnaHa Bep3vja MOr JOKTOPCKOr paja MCTOBETHA ereKTPOHCKO]
BEp3nju Kojy cam npepao/na 3a ob6jaBrbmMBawe Ha noptany [OurutanHor
peno3utopujyma YHuBep3uteta y beorpany.

Ho3BorbaBam ga ce objaBe MOju NMNYHKM NOZauUM Be3aHU 3a JoOuWjarbe akageMCKor 3Batsa
AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3nMe, rogmHa n mecTo pofera n gatym oabpaxe

pana.

OBn nuyHmM nogaun Mory ce o06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
6mbnmnoTteke, y eNeKTpoOHCKOM KaTanory vy nybnukauvjama YHusepanteta y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpaay, 10.04.2017.

| /(uéoﬁffe Jvans
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Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y Odurntantu
penosutopujym YHuBepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKYy AucepTtauujy nop
HaCcnoBoM:

CuHTe3a, KapakTepusaumja u npuMeHa HaHovecTuLa cpebpa Ha MaKpONoOpPO3HOM
NONMMeEPHOM Hocauy

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

HduncepTaumjy ca caum npunosmMma npegao/na cam y enekTpoHcKoM goopmMaTty norogHom
3a TpajHO apxMBMpamE.

Mojy gokTOpcKy AucepTtauunjy noxparweHy y AurutanHu penosntopujym YHuBepsuteTa y
Beorpagy mory ga Kopucte CBW Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTOopCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpUUjanHo
@AyTOpCTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpLMjanHo — 4ennTh o4 NCTUM ycrioBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEnUTM Nog UCTUM yCrnoBuMa

(Monumo aa 3aoKpyxuTe camo jedHy of LecT NOoHyheHWx nuueHun, KpaTtak onuc
nuueHuu gar je Ha nonehuHu nucta).

MoTtnuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 10.04.2017.
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caomniiTaBake gena,
N npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ogpefeH o4 CTpaHe ayTopa unu
AaBaoua nuueHue, Yak n y komepuujanHe cBpxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX
nnueHum.

2. AyTopcTBO — HekoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, ANCTPUOYLNjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauuvH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOrbaBa KomepuwujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBah€,
AncTpnbyumjy M jaBHO caonwTtaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBaka WUIu
ynoTpebe genay cBOM geny, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oa ctpaHe
ayTopa unu gasaoua nvueHue. OBa nuueHua He J03BOMbaBa KoMepuujanHy ynotpeby
aena. Y ogHoCy Ha cBe ocTare nuueHLe, OBOM NIMLEHLOM ce orpaHuyaBa Hajsehu obum
npaBa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeEKOMepumjanHo — AenuTu nog WUCTUMm ycrosuma. [o3BorbaBarte
YMHOXaBatbe, AMCTpMbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aena, n npepage, ako ce HaBefe
nMe ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of CcTpaHe ayTopa unu gaBaoua NUUEHLE U ako ce
npepaga auctpmbyupa no4 WUCTOM wUnu CnuyHom nuvueHuom. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPMOYUMjy M jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTopa wunvM gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosbaBa kKoMepumjanHy ynotpeby agena.

6. AyTtopctBO - [genutu nog wuUCTMM ycnosuma. [o3BosbaBaTte yMHOXaBame,
anctpubyunjy v jaBHO caonwTaBake gena, n npepage, ako ce Hasefe nme aytopa Ha
HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unM daBaoua nuueHue W ako ce npepaga
anctpubympa nog WMCTOM WM CrMMHOM  nvueHuoM. OBa nuueHua [03BoSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby fgena u npepaga. CrnvyHa je codTBepckuM nuueHuama,
OLHOCHO NuUEeHLama OTBOPEHOr Koaa.




