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Kinetika i mehanizam adsorpcije natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-
sulfonatopropil) benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-

sulfonata na koloidne cestice zlata razlicitih svojstava i velicine

Rezime

Primenom viSe eksperimentalnih metoda (TEM, UV-Vis spektrofotometrija,
fluorescentna spektroskopija, FTIR, DLS, merenja zeta potencijala) ispitane su
nanocestice zlata razli¢itih svojstava i veli¢ina sa adsorbovanim boratnim (C6 i C9,5) i
citratnim (C17 i C30) jonima na povrsini, u odsustvu i prisustvu TC boje (natrijum-(2)-3-
(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-

ium-3-il)propan-1-sulfonata) u vodenoj sredini, i potvrdena je adsorpcija TC na povrSini
ovih nanocCestica. Merenje fluorescencije agregata Cestica-boja, korigovane za efekat
unutras$njeg filtera, je ukazalo da nanocCestice zlata, u zavisnosti od koncentracije, gase
fluorescenciju TC boje. Nadeno je da je ovaj proces kvantitativno povezan sa stepenom
pokrivenosti povrSine nanocestica zlata molekulima TC boje. Pritom je efikasnost
gasSenja rasla sa povecanjem veli¢ine Cestica, pri ¢emu je koncentracija nanocestica zlata
U rastvoru odrzavana konstantnom. Uz pretpostavku da je maksimalno gaSenje
fluorescencije TC boje ograniceno na potpunu monoslojnu pokrivenost povrsine
nanocestica TC bojom (zavisno od orijentacije boje), eksperimentalno dobijene vrednosti
koncentracije nanocestica C17 i C30 potrebne za potpuno gaSenje fluorescencije TC boje
su bile nize od teorijski izracunatih, dok su za gaSenje fluorecencije TC boje pri
konstantnoj koncentraciji nanocestica dobijene viSe eksperimentalne vrednosti u
poredenju sa teorijski izracunatim, iz ¢ega je zakljuceno da je najverovatnija orijentacija
molekula TC boje na povrSini ovih nanoCestica kosa. S druge strane, u slucaju
nanocestica C6 1 C9,5 teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC boje potrebnu da
pokrije povrsinu nanocestice i da fluorescencija boje bude potpuno ugasena, u slucaju sve
tri orijentacije, su nize u poredenju sa dobijenim eksperimentalnim vrednostima.
Koncentracija nanocestica C9,5, potrebna da bi doslo do potpunog gasenja fluorescencije

TC boje, po vrednosti najpribliznije odgovara vertikalnoj orijentaciji boje duz krace



strane, dok je u slu¢aju C6 eksperimentalno dobijen rezultat dosta nizi od teorijski
izraCunatih vrednosti za sve tri moguce orijentacije boje, iz ¢ega je zaklju¢eno da je na
povrsini ovih nanocestica boja smesStena u vise od jednog sloja. 1z eksperimenata u
kojima je ispitivano gasenja fluorescencije, izracunate Su i konstante ravnoteze za proces

adsorpcije TC na povrsini svih ispitivanih nanocestica.

Ispitano je formiranje J-agregata, dobijenih samo u prisustvu koloida C6, kao i kinetika i
mehanizam J-agregacije. Pritom su odredeni kineticki i aktivacioni parametri ove
reakcije, kao i uticaj jednovalentnih (Li*, Na‘, K%, Cs%), dvovalentnih (Mg®) i

trovalentnih (AI**

) metalnih jona na reakciju J-agregacije. Kineticka ispitivanja formiranja
hibridnih J-agregata boje u prisustvu ovih nanocestica zlata su pokazala da se reakcija
odvija kroz dva koraka, brzo inicijalno formiranje povrSinskog sloja, koje je praceno
sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-agregata. Adsorpcija ove negativno
naelektrisane boje na povrsini negativno naelektrisanih nanocestica zlata je moguca kada
su molekuli boje prema povrsini nanocestica orijentisani preko tiazolnog sumpora, koji
nosi parcijalno pozitivno naclektrisanje, Sto je u skladu sa aktivacionim parametrima
odredenim iz kinetickih podataka. J-agregacija je prime¢ena po dodatku metalnih jona u
rastvor boje, a nakon dodatka nanocestica u rastvor boje i u prisustvu svih navedenih
jona, osim AI**, takode je doslo do formiranja J-agregata. Pritom, sa porastom veliine
jednovalentnih katjona dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i brzog i sporijeg
procesa J-agregacije. Sa poviSenjem temperature, u prisustvu Cs’, vrednosti konstanti
brzina za oba procesa rastu, pri ¢emu su izraCunate nize vrednosti aktivacionih energija u

poredenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazale da je u ovom slucaju

smanjena energetska barijera i pospesena reakcija J-agregacije.

Ispitana su citotoksi¢na svojstva jo$ dve razli¢ite koloidne disperzije zlata, C15 i C47,
sintetizovane sa citratom kao redukcionim sredstvom, kori§¢enjem dva in vitro model
sistema humanih celjja: limfocita 1 fibroblasta. Dobijeni rezultati su pokazali da u oba
slucaja postoji koncentraciona zavisnost za razliCite efekte, kao i zavisnost od veliine
Cestica, ali je u slucaju limfocita dobijena veca osetljivost na nanocestice zlata. Tretiranje

kultura limfocita sa nanocesticama zlata je izazvalo citotoksi¢ne efekte koji su pokazani



znacajnim uvecanjem ucestalosti mikronukleusa ali zanemarljivo malim povecanjem
¢elijskog proliferativnog potencijala u poredenju sa kontrolom, $§to ipak ukazuje na
poremecaj funkcije kontrolnih tacaka celijskog ciklusa. U ¢elijskoj liniji fibroblasta, iste
koncentracije nanocestica zlata su izazvale nesto veéi nivo y-H2AX fokusa nego §to je to

u kontroli.

kljucne reci: nanocestice zlata, tiocijanska boja, adsorpcija, kinetika, J-agregacija,
gasenje fluorescencije, citotoksicnost

naucna oblast: neorganska hemija

uza naucna oblast: Opsta i neorganska hemija

UDK broj:



Kinetics and mechanism of sodium (Z)-3-(5-chloro-2-((5-chloro-3-(3-sulfonatopropyl)
benzothiazol-2(3H)-ylidene)methyl)benzo- thiazol-3-ium-3-yl)propane-1-sulfonate

adsorption on gold nanoparticle colloids of different properties and size

Abstract

The borate (C6 and C9,5) and citrate (C17 and C30) capped gold nanoparticles of
different average core sizes and properties, were characterized by transmission electron
microscopy (TEM), ultraviolet-visible  spectroscopy (UV-Vis), fluorescence
spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), dynamic light scattering
(DLS) and zeta potential measurements, in the absence and presence of cyanine dye,
sodium (2)-3-(5-chloro-2-((5-chloro-3-(3-sulfonatopropyl) benzothiazol-2(3H)-
ylidene)methyl)benzothiazol-3-ium-3-yl)propane-1-sulfonate (TC) in water conditions,
and the obtained results confirmed that TC was adsorbed on the surface of these
nanoparticles. The measurements of fluorescence of the particle—dye assembly, corrected
for inner filter effects, clearly indicated that the fluorescence of TC was quenched by
gold nanoparticles on the concentration dependent manner. This process was found to be
quantitatively related to the surface coverage of the Au nanoparticle by TC dye
molecules. Significant increase of quenching efficiency was noticed when nanoparticle
size increased, keeping the concentration of nanoparticles of different size constant. The
experimental results of fluorescence quenching were compared with those obtained by
theoretical calculations, in which we assumed that the maximum quenching of TC dye
fluorescence was restricted to full monolayer coverage of TC on the nanoparticle
surface. In case of C17 and C30 nanoparticles, the experimentally obtained values for
nanoparticle concentration needed to completely quench TC dye fluorescence were
lower than the calculated ones, while higher experimental values in comparision with
calculated ones of quenched TC dye at constant nanoparticle concentration were
obtained. These findings leaded to the conclusion that the most probable orientation of
TC dye molecules on the surface of these nanoparticle was slanted. On the other hand, in

case of C6 and C9,5 nanoparticles, the obtained calculated values for TC concentration



needed to cover the nanoparticle surface and be completely quenched, for all three
possible orientations of TC dye, were lower in comparision with the experimental values.
The experimentally obtained value of C9,5 concentration needed to completely quench
TC dye fluorescence most closely corresponds to vertical TC dye orientation along the
short side, while the experimentally obtained results in case of C6 nanoparticles were
much lower than theoretically calculated values for all three possible TC dye orientations.
These findings indicated that on the surface of C6 nanoparticles the dye was
accommodated in more than one layer. In addition, from the fluorescence quenching
experiments, the equilibrium constants for the sorption of TC on the surface of all

mentioned nanoparticles were calculated.

TC dye J-aggregate formation, obtained only in the presence of C6 colloidal
nanoparticles, as well as kinetics and mechanism of this process were investigated.
Thereby, the kinetic and activation parameters of this reaction were determined, and the
influence of mono- (Li*, Na*, K*, Cs"), di- (Mg®) i trivalent (AI**) metal cations on TC
J-aggregation was estimated. Kinetic studies of this hybrid dye/metal nanoparticle J-
aggregate formation have shown a two-step process, a fast initial formation of the
surface layer, followed by the slower, growth of J-aggregates on the initial TC layer. The
adsorption of this negatively charged dye on the surface of negatively charged gold
nanoparticles is only possible if the dye molecules are oriented toward the surface of
nanoparticles via thiazole sulfur, which carries partial positive charge. This hypothesis is
supported by the activation parameters estimated from kinetic data. The presence of J-
aggregates was noticed in the prescence of metal ions in TC dye solution, and also after
the addition of C6 nanoparticles and in the presence of all mentioned cations except Al*".
The rate constants for faster and slower process of J-aggregate formation decreased with
increasing the size of monovalent cations. With increasing temperature, in the presence
of Cs" ions, the values of rate constants for both processes increased, while the obtained
calculated lower values of activation energies in comparison with values obtained
without their presence indicated that in this case the energy barrier was reduced and the

J-aggregate formation was promoted.



Two more colloidal dispersions of gold nanoparticles prepared by citrate reduction,
namely C15 i C47, were sintetized, and their cytotoxic properties were examined using
two in vitro human cells model systems: proliferating lymphocytes and connective tissue
fibroblasts. The obtained results indicated the concentration dependent effects in both
cases, as well as size dependence, although lymphocytes turned to be more sensitive to
gold nanoparticles. Treatment of lymphocyte cultures with these gold nanoparticles
caused cytotoxic effects as revealed by significant enhancement of incidence of
micronuclei but non significant increase of cell proliferation potential when compared to
the control, still suggesting disturbed function of cell-cycle checkpoints. In a fibroblast
cell line, the same doses of gold nanoparticles induced the slightly higher level of y-

H2AX foci than in a control.

Key words: Gold Nanoparticles, Thiacyanine Dye, Adsorption, Kinetics, J-aggregation,
Fluorescence Quenching, Citotoxicity

Scientific area: Chemistry

Scientific sub-area: General and Inorganic Chemistry

UDK number:



LISTA SKRACENICA

TC - natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)
metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat

TEM — Transmission Electron Microscopy
DLS — Dynamic Light Scattering

UV-Vis — Ultraviolet and Visible Spectroscopy
FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy
ATR — Attenuated Total Reflection

MN — mikronukleusi

BN — binuklearne ¢elije

OD - optical density

CBPI — cytokinesis-block proliferation index
CB-MN - citokinezis blok-mikronukleusni test
BCI - binuklearni ¢elijski indeks

PSD - particle size distribution

PDI - polidispersity index

RET — Resonance Energy Transfer

FRET — Forster Resonance Energy Transfer
SERS - Surface Enhanced Raman Scattering
OTDM - Optical Time Division Multiplexing
DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

RNK - ribonukleinska kiselina

PEG - polietilen-glikol



TOAB - tetraoktilamonijum-bromid [CH3(CH,);]sNBr
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DSBs — double-strand breaks

FITC — fluorescein-izotiocijanat

DAPI — 4',6'-diamidino-2-fenilindol
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1 Uvod

Interesovanje za ispitivanje reakcije tiocijanske boje na povrSini nanocestica zlata
sa adsorbovanim boratnim i citratnim jonima, i sa druge strane poseban interes za
proucavanje J-agregata, kao hibridnih struktura karakteristi¢nih svojstava, proizilazi iz
velike potencijalne prakti¢ne primene ovakvih struktura kod optickih sistema [1,2] i u
oblasti medicine [3-9]. Hibridne nanocestice koje se sastoje od jezgra plementog metala
funkcionalizovanog omotacem koga ¢ini organska boja su poznate zbog svojih neobi¢nih
optickih svojstava, ukljucujuci ultrabrze indukovane transparencije, nelinearno ponasanje,
Fano rezonancije sa asimetricnim oblikom linije rasejanja i pojacano fotoindukovano
razdvajanje naelektrisanja [1,10-15]. Posto su cijanske boje jako fluorescentne [16],
merenje fluorescentnih svojstava agregata Cestica-boja moze dati vazan uvid za
razumevanje molekulskih interakcija i reaktivnosti u ovakvim sistemima. Za ovakve
hibridne strukture su karakteristi¢ni fenomeni kao $to su gasenje fluorescencije boje [17],
a fluorescentno obelezavanje je u Sirokoj upotrebi u medicinskoj dijagnostici [7] gde se
koristi da bi se lokalizovale nanocestice ili simuliralo otpusStanje lekova. Interakcije sa
pojacanim opti¢kim poljima [1] i nelinearna svojstva [2] ih c¢ine pogodnim 1 za
dizajniranje sistema za konvertovanje solarne energije, za primene u molekularnoj
optoelektronici i kod sistema zasnovanih na senzorima. Poznato je da cijanske boje
razli¢itih struktura mogu formirati J-agregate u prisustvu molekula proteina, povrsinski
aktivnih jedinjenja, polimera, metalnih jona i nanocCestica [18-26]. Ovakvi agregati imaju
usku apsorpcionu traku, pomerenu ka crvenoj oblasti i visoke apsorbancije i
polarizabilnosti u odnosu na traku monomerne vrste [2], pa zbog svojih ultrabrzih i
nelinearnih optickih svojstava, nalaze primenu u optickoj opremi u telekominukacionim
mrezama [27,28]. Poznato je da se ovi sistemi koriste i da bi promenili elektrodni
potencijal odredenih materijala, indukujuci elektronski transport i povecavajuci
osetljivost slojeva na svetlost He-Ne lasera [29]. J-agregati mogu povecati efikasnost
fotogalvanske celije [30], a veoma je vazna i njihova uloga u povecanju spektralne
osetljivosti fotografskih emulzija AgCl [31] ili AgBr [32]. Sve je veéi interes za
ispitivanje samo-organizovanja ovakvih molekula posredstvom nanocestica u smislu

njihove nove primene kao hemijskih senzora [33-35], u katalizi [36,37], prenosu lekova



[6], nanoelektronici [38] i medicinskoj dijagnostici [8,9]. Jednostavna sinteza, kao i
dobra otpornost ovih nanomaterijala u kombinaciji sa jakom, ultrabrzom prirodom
polarizacionog kuplovanja [1], ¢ini ih pogodnim za kori§¢enje u opti¢kim uredajima, pri
¢emu su opticke karakteristike boje na ovaj nac¢in modulirane i poboljSane.

Koloidne Cestice zlata se mogu vezati za mnoge bioloSke molekule kao $to su
antitela, lektini, antigeni, glikani, nukleinske kiseline [39] i receptori. Poznato je
koriS¢enje nanocestica zlata u nanomedicini, u oblasti dijagnostike i terapije [3-5], kao i u
bioloSkim istraZivanjima u kojima su koloidno zlato 1 njegovi razliiti derivati medu
najéesce koris¢enim kontrasnim agensima kod -elektronske mikroskopije [40-43].
Nanocestice zlata su ispitivane i kao nosioci lekova [44], za detekciju lokacije tumora
[45] i kao termalni konvertori bliske infracrvene svetlosti za fototermalno oStecenje
tumora [46,47]. Zbog sli¢nosti nanoCestica zlata po veliCini sa bioloSkim materijalom,
kao Sto su celijske komponente i1 proteini, moze do¢i do nezeljenog ulaska u Celiju Sto
moze Stetno uticati na normalno funkcionisanje ¢éelije [48]. Efekat direktnog ulaska
nanocestica u ¢eliju se moze potvrditi ispitivanjem limfocita pri izlaganju nanocesticama
zlata [49]. S druge strane, posSto je koza prva barijera pri izlaganju faktorima Zivotne
sredine koja sadrzi nanocestice, od velikog je interesa ispitati genotoksicne efekte
nanocestica zlata u zavisnosti od njihove veli¢ine, koncentracije i karakteristika povrsine
na humanim dermalnim fibroblastima iz primarnih kultura ¢elija. Nanocestice zlata, zbog
svoje biokompatibilnosti i ispoljavanja jedinstvenih strukturnih, elektronskih, magnetnih,
optickih i katalitiCkih svojstava imaju i vaznu analiticku primenu u oblasti genosenzora
[50-52], elektrohemijskih imunosenzora [53-58], clektrokatalitickih senzora [59-67] i
enzimskih biosenzora [68-74], a s druge strane poznata je i njihova primena u kozmetici
[75].

Zbog svega ovoga, veoma je vazno razumeti hemiju interakcije na povrSini
nanocestica zlata razli¢itih veli¢ina, sa negativno naelektrisanom TC bojom (natrijum-
(2)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol
-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat), koja do sada nije detaljnije ispitivana. Cilj ovog rada je
bio da se, uz koriS¢enje razli¢itih eksperimentalnih tehnika, poredenjem eksperimentalno
dobijenih rezultatata za procenat gaSenja fluorescencie TC boje u prisustvu

sintetizovanih koloida zlata sa teorijski izra¢unatim procentom gasenja fluorescencije TC



za monoslojnu povrSinsku pokrivenost nanocestice, predvidi najverovatnija moguca
orijentacija molekula TC boje na povrsini nanocestica zlata, kao i odredivanje parametara
adsorpcije. lako je u literaturi opisana J-agregacija cijanskih boja razli¢itih struktura na
povrsini nanocestica zlata i srebra [12,76-78] i praceno formiranje ekscitona kod J-
agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu razli¢itih soli [79] kao i
porfirinske (cijanske) boje na povrsini proteina [80], do sada nisu bila izvedena kineticka
ispitivanja J-agregacije na sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanocestice i
organske boje, pa kinetika i mehanizam u ovakvim sistemima nisu u potpunosti
razjaSnjeni. Iz tog razloga je cilj naSeg rada bio i proucavanje procesa formiranja J-
agregata dobijenih samo u slu¢aju najmanjih sintetizovanih nanocestica zlata, C6, kao i
ispitivanje mehanizma i kinetike J-agregacije. Imaju¢i u vidu i Cinjenicu da uticaj
nanocestica zlata na Celiju joS§ uvek nije dovoljno ispitan, cilj ovog rada je i davanje
dodatnih informacija u ovom polju istrazivanja, u smislu ispitivanja genotoksi¢nosti
nanocestica zlata razli¢ite veliCine, karakteristika povrSine i koncentracije u dva in vitro

model sistema humanih ¢elija, limfocitima i fibroblastima.



2 OpSti deo

2.1 Nanocestice zlata

2.1.1 Koloidne disperzije metala 1 struktura koloidne Cestice

Nanocestice su koris¢ene jo§ od davnih vremena, kada se slu¢ajno doslo do
njihove sinteze. Tako su jo§ od starog veka poznati Damaski celik (engl. Damascus steel)
koji sadrzZi ugljeni¢ne nanocevi 1 koji se koristio za izradu veoma oStrih maceva, kao 1
Cuvene CaSe-pehari (engl. Glass Lycurgus Cup) koje sadrze nanocestice zlata i srebra, i
imaju jedinstvenu boju [81-83].

Nanocestice zlata predstavljaju idealne model-sisteme za ispitivanje fizi¢kih
svojstava metalnih Cestica nanometarskih dimenzija usled ¢ega su i najcesce koris¢ene
strukture u razli¢itim oblastima nanotehnologije. Odlikuju se izuzetnom hemijskom
stabilnoS¢u 1 1imaju rezonanciju povrSinskog plazmona u vidljivoj oblasti
elektromagnetnog zracenja.

Izraz koloid je u hemiju uveo engleski nau¢nik Thomas Graham, i potie od
grcke reci kolla koja znaci lepak (tradicionalno je bio sol). Nasuprot pravim rastvorima
koji su homogeni, koloidi ili koloidne disperzije predstavljaju hetereogene sisteme gde je
jedna komponeneta - disperzna faza, koja moze biti gas, tenost ili ¢vrsta supstanca,
rasprSena-dispergovana u drugoj fazi — disperzionom sredstvu, pri ¢emu je ta faza u
visku 1 takode moze biti u sva tri agregatna stanja. Veli¢ina Cestica koje sacinjavaju
dispergovanu fazu unutar koloida varira od 1 nm do 100 nm (kada je pre¢nik <Inm to je
pravi rastvor, a suspenzija kada je pre¢nik >100 nm). Neki primeri koloidno-disperznih

sistema su dati u Tabeli 1.


http://bs.wikipedia.org/wiki/Hemija
http://bs.wikipedia.org/w/index.php?title=Thomas_Graham&action=edit&redlink=1

Tabela 1. Podela koloidnih sistema

Koloidno-disperzni sistemi
Disperzna faza | Disperzno sredstvo Primer
gas nemogu¢ (homogen sistem)
gas te¢nost pena
Cvrsta supstanca vazduh u mineralima
gas tecni aerosol (magla, kisa)
tecnost tecnost emulzija (mleko, majonez)
¢vrsta supstanca gel (dZzem)
gas ¢vrsti aerosol (dim, prasina)
Cvrsta )
tecnost sol (mastilo, krv)
supstanca _
Cvrsta supstanca koloidno zlato u staklu

Prema obliku dispergovanih Cestica disperzni sistemi se mogu podeliti na
korpuskularno disperzne sisteme (Cestice priblizno sfernog oblika), laminarno disperzne
sisteme (Cestice u obliku lamela i tankih listi¢a) i fibrilarno disperzne sisteme (Cestice u
obliku Stapica i1 vlakana). Prema solvataciji tj. prema afinitetu dispergovanih Cestica
prema disperznom sredstvu koloidi se mogu podeliti na liofilne (hidrofilne) koji pokazuju
afinitet prema disperzionom sredstvu i obavijeni su molekulima rastvaraca (vode) i
liofobne (hidrofobne) koji ne pokazuju afinitet prema disperzionom sredstvu. Prema
strukturi koloidi se mogu podeliti na gelove (koherentni sistemi) i solove (nekoherentni
sistemi) u koje se ubrajaju koloidne disperzije, makromolekulski koloidi i
makromolekulski asocijati.

Nanocestica se sastoji od elementarnog jezgra okruzenog dvostrukim difuznim

slojem jona, Slika 1.
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Slika 1. Struktura koloidne Cestice (levo) i detaljan prikaz liofobne koloidne cestice

(desno)

Kod liofobnih (hidrofobnih) koloidnih sistema karakteristicno je da postoji slabo
uzajamno delovanje izmedu dispergovane komponente i disperznog sredstva, odnosno
izmedu dispergovanih Cestica 1 vode. Dispergovane Cestice vezuju molekule disperzne
sredine (vode) u veoma malom stepenu. Takvi sistemi su koloidni rastvori metala (npr.
Au, Ag, Cu, Fe, i dr.), nemetali (S, P), oksidi i hidroksidi (V,0s, Cr,03, WO3, M0Os,
SiO,, Fe(OH)s;, AI(OH)z3), sulfidi (As,Ss, Sh,Ss, CuS, HgS) i soli (AgJ, AgBr). Pritom,
disperzno sredstvo nije rastvara¢ za dispergovanu komponentu, pa se lako taloZe i
ireverzibilni su. Liofobni koloidi imaju i viskoznost i povrSinski napon sli¢an vrednostima
disperzne sredine 1 vide se pod optickim mikroskopom. Stabilnost ovih solova zavisi od
naelektrisanja koloidnih Cestica, koje se u elektricnom polju jednosmerne struje krecu
prema odgovarajucoj elektrodi.

Liofobna koloidna Cestica (micela - agregacioni koloid, tj. agregat molekula
surfaktanta dispergovan u koloidnom rastvoru) sastoji se od jezgra koloidne Cestice i
dvojnog elektri¢nog sloja. Veliki broj molekula ili atoma gradi jezgro kristalne strukture
koje je elektroneutralno. Zbog velike povrsinske energije jezgra, koloidna Cestica postize
stabilnost adsorpcijom jona iz rastvora, tj. smanjenjem ove energije. Prvo se adsorbuju ili
istoimeni ili izomorfni joni sa jonima jezgra (pravilo rasta kristala). Ovi joni su hemijski
adsorbovani (nesolvatisani) i zovu se i specificno adsorbovani joni, a posto odreduju

potencijal i znak naelektrisanja koloidne Cestice zovu se i potencijalodredujuci. Oni dalje



privlace elektrostatickim silama suprotno naelektrisane jone prisutne u koloidnom
rastvoru, koji se fizicki adsorbuju preko hemijski adsorbovanih, i delimi¢no su ili potpuno
solvatisani. Hemisorbovani joni i prvi sloj fizicki adsorbovanih jona ¢ine tzv. adsorpcioni
sloj, koji je ¢vrsto vezan za jezgro (Stern-ov sloj). Posto se kontra-joni adsorbuju toliko
da je koloidna Cestica (micela) u celini neutralna ostali kontra-joni se nalaze u difuznom
sloju (Gouy-ov sloj, Gouy-Chapman-ov sloj), gde su pokretljiviji i podlezu difuziji, a
koncentracija im eksponencijalno opada sa porastom rastojanja od jezgra. Njihov broj u
adsorpcionom sloju je manji od broja hemisorbovanih jona tako da naelektrisanje u
adsorpcionom sloju nije kompenzovano. Adsorpcioni i difuzni sloj ¢ine dvojni elektri¢ni
sloj (Slika 1).

Zbog neravnomerne raspodele jona 1 dipola rastvarata u dvostrukom
dielektricnom sloju postoji odreden pad potencijala, jednak zbiru pada potencijala kroz
dva navedena sloja, a koji ¢ini potencijal dvojnog elektri¢nog sloja. Pad potencijala kroz
adsorpcioni sloj je linearan, a kroz difuzni eksponencijalan i vrednosti tih potencijala se
ne mogu eksperimentalno odredivati. Deo micele koji se sastoji od jezgra i adsorpcionog
sloja je granula. Kada se micela nade u elektricnom polju dolazi do kretanja granule
prema odredenoj elektrodi (suprotno naelektrisanoj od granule), a kontra-jona difuznog
sloja prema drugoj elektrodi. Medutim, raslojavanje micele se ne odigrava na granici
adsorpcionog sloja ve¢ na tzv. hidrodinamickoj ravni smicanja (klizna ravan). To je
zamiSljena ravan koja razdvaja granulu i solvatni (hidratni) sloj kontra-jona iz
adsorpcionog sloja od preostalog dela difuznog sloja. Pad potencijala na ovoj ravni je
elektrokineticki ili zeta-potencijal (), Slika 2, i njegova vrednost se moze odrediti

eksperimentalno [84,85].
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Slika 2. Struktura liofobne koloidne Cestice 1 zeta potencijal ({) nanocestice

U liofobnom solu sve Cestice (micele) su iste strukture, pa se odbijaju svojim
difuznim slojevima Sto obezbeduje stabilnost sola. Liofobni koloid je stabilan dok postoji
dvojni elektri¢ni sloj, odnosno kad je (0.

Pri nekoj koncentraciji elektrolita u rastvoru moze da dode do potpunog prelaska
svih kontra-jona iz difuznog sloja u adsorpcioni. Difuzni sloj tada prestaje da postoji,
granula postaje elektroneutralna, a elektrokineticki potencijal jednak nuli. Ovakvo stanje
koloidnih solova je izoelektriéno stanje. Koloidni sol je u izoelektriénom stanju
nestabilan, pa se jezgra, odnosno granule spajaju u agregate koji se dalje pod dejstvom

sile zemljine teze taloze (npr. Agl).



2.1.2 Opticke karakteristike metalnih nanocestica

Koloidni sistemi su definisani isklju¢ivo velicinom dispergovane faze a ne
prirodom (agregatnim stanjem) disperzione sredine i dispergovane faze. Kada se osvetle,
koloidni rastvori u kojima je velicina Cestice 1-100 nm pokazuju Tyndall-ov efekat,

odnosno rasejavaju svetlost, dok pravi rastvori nemaju ova svojstva (Slika 3 (a)).

(b)
Slika 3. Tyndall-ov efekat: poredenje pravog rastvora i koloida (a); primer iz prirode —
boja neba (b)

Primer kako se procesom sinteze materijala nanometarskih dimenzija mogu dobiti
neka nova svojstva, Rimljani su otkrili jo§ pre vise od 2000 godina. Oni su pronasli da se
dodavanjem staklu vrlo malih koli¢ina zlata u obliku soli, postize tamno crvena boja,
ukoliko se staklo na odgovaraju¢i nain termicki obradi. Do obojenja dolazi zbog
stvaranja nanocestica metala koje apsorbuju svetlost u vidljivom delu spektra. Prema
tome, interesovanje za opti¢ka svojstva nanoCestica metala datira joS iz tog vremena, a

neki primeri su prikazani na Slici 4.



Slika 4. Rezonancije plazmona u metalima; vitrazi na katedrali Notre Dame u Parizu

(desno), koji sadrze nanocestice zlata, veli¢ine 10-100 nm

Koloidne Cestice sadrze prose¢no 10° — 10° atoma, a koloidni rastvori &estica
nanometraske veli¢ine imaju specificnu povrSinu od nekoliko stotina kvadratnih metara.
Prisutvo ovako velike povr§ine omogucava da se hemijske reakcije na povr§inama mogu
izuCavati u rastvorima. Procesi adsorpcije na koloidnim Cesticama metala se manifestuju
optickim promenama, pa se za njihovo izuCavanje mogu Kkoristiti jednostavne
spektrofotometrijske metode. Izucavanje ovih nanometarskih i subnanometarskih veli¢ina
Cestica u vodenim rastvorima je komplementarno izucavanju klastera u molekulskim
snopovima u vakuumu, na ¢vrstim podlogama i u zamrznutim matricama.

Kod nanocestica, usled njihovih malih veli¢ina, znafajan deo ukupnog broja
atoma nalazi se na povrSinama cestica. PovrSinski atomi, zbog svog poloZaja, imaju
drugacdija svojstva od atoma u unutrasnjosti Cestice, usled ¢ega nanodestice ispoljavaju
drugacija svojstva od makroskopskih kristala. Specificne karakteristike povrSinskih
atoma najcesSce su posledica njihove koordinacije manjim brojem susednih atoma nego
Sto je uobiCajeno za kristalnu reSetku date supstance. S obzirom da broj povrSinskih
atoma u odnosu na ukupan broj atoma raste sa smanjenjem dimenzija nanocestica, uticaj
povrSine na svojstva nanostruktura bice izraZeniji $to su Cestice manje. Kao posledica
velikog broja povrSinskih atoma, za nanocestice su karakteristiCne i1 velike vrednosti

povrsinske energije koja povecava nestabilnost ovih sistema i Cestice teze da spajanjem t;.
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aglomeracijom, pod dejstvom privlaénih van der Waals-ovih sila, predu u stabilnije
stanje. Agregacija ovih Cestica se moze zaustaviti dvostrukim elektri¢nim slojem koji se
formira oko Cestica ili upotrebom povrSinski aktivnih supstanci koje formiraju zastitni
sloj adsorbovan na povrs$ini nanocestica.

Veli¢ina nanoCestica metala je joS jedna vazna karakteristika ovih sistema,
posebno kada su dimenzije nanocestica duz odredenog pravca manje od De Broglie-evih
talasnih duzina elektrona [86]. Zbog toga ¢e kretanje naelektrisanja biti ograni¢eno
dimenzijama nanocestica §to ¢e dovesti do kvantnih efekata veli€ine Cestica na njihova
opticka, elektricna, magnetna i druga svojstva. Naime, pri veli¢inama Cestica manjim od 2
nm svojstva ovih struktura, usled izrazenih kvantnih efekata, postaju sli¢nija
karakteristikama atoma ili molekula, dok su pri veli¢inama Cestica ve¢im od 100 nm,
svojstva velikog broja materijala ista kao i u slu¢aju makroskopskih kristala.

Pored ovoga nanocCestice metala karakteriSe prisustvo velikog broja slobodnih
elektrona, koje omoguéava njihove kolektivne oscilacije (plazmonske oscilacije) pri
interakciji sa elektromagnetnim zraCenjem ogranicene na povrsSinu cCestica. Pobude
plazmona iz povrSine metalnih cestica koje dovode do koherentnog oscilovanja
povrsinskih elektrona su rezonancije povrSinskog plazmona [87]. Kada se frekvencija
elektromegnetnog polja nade u rezonanciji sa koherentnim kretanjem elektrona, javlja se
intenzivna apsorpcija u spektru, odakle potice intenzivno obojenje koloidnih rastvora.
Plazmonske oscilacije sfere i razdvajanje elektronskog oblaka od nukleusa pod dejstvom
spolja$njeg polja [88] shematski su prikazani na Slici 5. Centar naelektrisanja oblaka
slobodnih elektrona u metalnoj ¢estici, pod dejstvom spoljasnjeg polja menja svoj poloZzaj
u odnosu na jezgra atoma. U tom slucaju, javlja se Coulomb-ova interakcija izmedu
elektrona i jezgra, koja dovodi do oscilovanja elektronskog oblaka u odnosu na osnovni

polozaj, Slika 5.
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Slika 5. Prikaz plazmonskih oscilacija sfere i razdvajanja elektronskog oblaka od

nukleusa pod dejstvom spoljasnjeg polja [88]

Zbog ove interakcije, apsoprcioni spektri elektromagnetnog zracenja metalnih
nanocestica [87] odlikuju se karakteristiénim apsorpcionim trakama ¢iji broj, polozaj i
Sirina zavise od njihovih geometrijskih karakteristika i veliine, koncentracije slobodnih
elektrona, distribucije naelektrisanja u kristalu, dielektricne konstante metala i sredine u
kojoj se Cestice nalaze [89-91]. Kod kompaktnih materijala nije prisutan apsorpcioni pik
karakteristiCan za nanocestice metala.

Zavisnost optickih/elektronskih svojstava od veliCine CcCestica su ispitavali
Henglein [92] i Kreibig [93] sa saradnicima. Tako kod sfernih Cestica, sa pove¢anjem
veli¢ine Cestica raste Sirina apsorpcionog pika. S druge strane, smanjenje elektronske
gustine u metalnim Cesticama dovodi do Sirenja 1 pomeranja apsorpcionog pika ka
crvenom delu spektra, dok povecanje gustine slobodnih elektrona, dovodi do suzavanja i
pomeranja apsorpcionog pika ka plavom delu spektra kao i povecanja apsorpcionog
maksimuma [94]. Do $irenja i smanjenja intenziteta plazmonskog pika uz pomeraj ka
ve¢im talasnim duzinama dolazi i sa poviSenjem temperature, $to je opisao Doremus sa
saradnicima koriste¢i nanocestice zlata veli¢ine 12 nm u staklenom matriksu [95], dok su
kod vec¢ih nanocestica ove promene manje izraZzene. Pored toga, poznato je i da se
elektricna i opticka svojstva nanocestica zlata koriste kod integrisanja sistema zasnovanih
na nanocesticama zlata i holesterol oksidazi, koji imaju primenu za detekciju holesterola

[96].
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Razvoj razlicitih metoda sinteze je omogucéio i kontrolu drugih parametara
nanocestica, koji ¢esto mnogo vise, uticu na opticke karakteristike nego sama veliina
Cestica [88,97-99]. To su oblik [88], polidisperznost [100], povrsinska modifikacija [88],
promena elektronske gustine [101] i geometrijska uredenost nanocestica [102,103].

Efekat obojenja koloidnih rastvora metala je, sredinom 19. veka podstakao
Faraday-a [104] da ispituje njegovo poreklo, dok je ovaj fenomen tek 1908. godine
objasnio Mie [105]. Resavaju¢i Maxwell-ove jednaline apsorpcije 1 rasejanja
elektromagnetnih talasa na sfernim Cesticama metala, Mie je razvio teoriju prema kojoj
fizicko objasnjenje porekla jake apsorpcije svetlosti metalnih nanocestica poti¢e od
koherentnih oscilacija provodnih elektrona usled interakcije sfernih Cestica sa
elektromagnetnim poljem. Njegova teorija se zasniva na prora¢unu apsorpcionog spektra
Cestica poznatih dielektri€nih svojstava 1 veli¢ina manjih od talasne duZine upadne
svetlosti u sredini poznate dielektricne konstante. Kompletnije objasnjenje optickih
karakteristika metalnih nanocCestica u zavisnosti od njihove veli¢ine 1 okruzenja u kome se
nalaze, se moze dobiti kombinacijom Mie-teorije [105] apsorpcije metalnih Cestica sa
Drude-ovim modelom slobodnih elektrona [87,106]. Drude-ov model slobodnih
elektrona je najces¢e koriS¢en model koji objaSnjava ponasanje provodnih elektrona u
metalu. Prema ovom modelu metalnog stanja, provodni elektroni se tretiraju nezavisno
od trodimenzionalne reSetke metalnih jona, krecuc¢i se slobodno u elektronskom gasu
unutar reSetke jona koji predstavljaju centre rasejanja. Tako se kombinacijom ova dva
modela, uz odredene aproksimacije, moze odrediti polozaj plazmonskog pika sfernih
Cestica u zavisnosti od gustine elektrona u Cesticama i indeksa refrakcije sredine u kojoj
se Cestice nalaze i izraCunati talasna duzina maksimalne apsorpcije sfernih Cestica [95].
Kada su metalne nanocestice prekrivene tankim dielektricnim slojem (molekuli
surfaktanta), dolazi do pomeranja plazmonskog pika Cestica ka nizim frekvencijama, pa
se u ovom slu€aju moze izraCunati aproksimativna talasna duZina povrsinskog plazmona
Cestica. Pritom, pomeraj plazmonskog pika ka vec¢im talasnim duZinama zavisi od
debljine dielektri¢nog sloja.

Pored veli¢ine Cestica i sredine u kojoj se one nalaze i oblik Cestica zna¢ajno utice
na promene u apsorpcionom spektru. Geometrija nanocestica odreduje poziciju, broj i

izgled pikova u apsorpcionom spektru [107]. Sa smanjenjem simetrije nanocCestica,
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uglavnom raste broj plazmonskih pikova u apsorpcionom spektru. Sa povecanjem
dimenzije Cestice duz jedne od osa plazmonski pik se deli na dva pika [108] i sa daljim
porastom veli¢ine Cestice, raste energetska razlika izmedu rezonantnih frekvencija ovih
pikova [89-91]. Tako na primer, kod nanostapi¢a [109,110] u apsorpcionom spektru
visokoenergetski - transverzalni pik, odgovara oscilacijama elektrona normalno na
glavnu osu cestice, dok longitudinalni apsorpcioni pik, nize energije, nastaje usled

oscilacija elektrona duz glavne ose, Slika 6.

a) E +++ﬁ+++
O

+ +
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(b) E ++ + + + + + + +

Slika 6. Prikaz interakcije elektromagnetne radijacije sa metalnom nanosferom, pri ¢emu
se indukuje dipol koji osciluje u fazi sa elektriénim poljem upadne svetlosti (a); shematski
prikaz transverzalnih i longitudinalnih oscilacija elektrona u nanostapi¢ima [109,110],

pod dejstvom spoljasnjeg polja [111] (b)

Pored Drude-ovog modela savremena teorija koristi model valentnih i provodnih
traka, po kojem umesto diskretnih energija, kao u sluc¢aju slobodnih atoma, dostupna
energetska stanja formiraju trake. NajviSa popunjena traka je nazvana valentnom, dok je
najniZza nepopunjena traka iznad valentne provodna, i samo elektroni koji se nalaze u njoj
udestvuju u provodljivosti. Sto je veca razlika u energiji izmedu valentne i provodne

trake manje je verovatno da ¢e se elektroni naéi u provodnoj traci, jer nemaju dovoljno
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energije da bi presli iz valentne u ovu traku. Kod metala, za razliku od poluprovodnika i
izolatora nema razlike u energiji izmedu valentne i provodne trake tj. one se preklapaju.
Tako se wvalentni elektroni konstantno nalaze izmedu ove dve trake 1 oni su
delokalizovani, §to ih ¢ini odliénim provodnicima. Vazan parametar u teoriji traka je
Fermi-jev nivo — najvisi dostupni energetski nivo elektrona na niskoj temperturi tj.
najvisa popunjena molekulska orbitala u valentnoj traci na 0 K. Pozicija Fermi-jevog
nivoa u odnosu na provodnu traku je klju¢ni faktor u odredivanju elektri¢nih svojstava.
Kod metala je Fermi-jev nivo poslednji popunjen nivo u provodnoj zoni. Na apsolutnoj
nuli svi nivoi ispod Fermi-jevog su popunjeni elektronima a svi nivoi iznad njega su
slobodni. Koncentracija elektronskog gasa u metalu je po redu veli¢ine jednaka broju
stanja u provodnoj zoni, a raspodela elektrona po stanjima se opisuje kvantnom Fermi-
Dirac-ovom statistikom. Koncentracija elektrona takvog gasa prakti¢no ne zavisi od

temperature.

2.1.3 Sinteza nanocestica zlata

Razlog za Siroku upotrebu ovih Cestica je 1 veliki broj razvijenih procedura za
njihovo dobijanje, a sada je poznato da se pri sintezi metalnih nanocestica u izvesnom
stepenu moze kontrolisati i njihov oblik [112,113]. Tako se mogu dobiti razli¢ite
nanostrukture zlata kao S$to su nanozice [114], nanocevi [115,116], nanoStapi¢i
[109,110], nanodiskovi [117], i drugi oblici kao $to je ra¢vast [118], planarni trouglast i
Sestougaoni oblik [119] i prizmatican [120].

Generalno, naoclestice zlata se dobijaju u rastvoru i to najéeS¢e redukcijom
tetrahloroauratne(l11) kiseline, HAUCI,, ili kalijum-tetrahloroaurata(lll), KAuCl,. Nakon
rastvaranja HAUCI, ili KAUCl,, u rastvor koji se brzo mesa dodaje se redukujuci agens
pri éemu se Au®* joni redukuju do neutralnih atoma zlata. Najéeic¢e kori¢ena redukciona
sredstva su natrijum-borhidrid, NaBH, (ili KBH,) i citratni joni [121,122], a u literaturi je
opisana i sinteza nanocestica zlata u prisustvu razli¢itih aminokiselina [123-129], dok se
neke od njih, kao Sto su triptofan, tirozin i asparaginska kiselina koriste kao redukujuéi
agensi. Pritom se, da bi se sprecila agregacija Cestica, u rastvor ¢esto dodaje stabilizujuci

agens [130] koji se adsorbuje na povrsini nanocestice. Pored toga, poznato je da se
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nanocestice zlata mogu dobiti i biosintezom iz gljiva [131]. Nanocestice zlata mogu biti
funkcionalizovane razli¢itim organskim ligandima pri ¢emu se formiraju organsko-
neorganski hibridi sa poboljsanom funkcionalnoséu [132].

Turkewich-ev metod [133,134] je najjednostavniji metod sinteze nanocestica
zlata, predlozen 1951. god., koji je kasnije usavrSen od strane G. Frens-a 1970. god.
[135,136]. Ukljucuje reakciju male koli¢ine zagrejane tetrahloroauratne(lll) kiseline,
HAuUCl,, sa malim koli¢inama rastvora natrijum-citrata. U toku formiranja koloidnog
zlata citratni joni imaju ulogu redukcionog sredstva 1 stabilizatora koji formira zastitni
sloj adsorbovan direktno na povrsini nanocestica. Ova metoda se uglavnom koristi za
dobijanje umereno monodisperznih sfernih nanocestica zlata suspendovanih u vodi,
precnika 10-20 nm. Smanjenjem koli¢ine natrijum-citrata se smanjuje i koli¢ina citratnih
jona koja je dostupna za stabilizaciju Cestica, $to ima za posledicu agregaciju manjih
Cestica u vece pa tako 1 gubitak monodisperznosti 1 oblika. Rast Cestica se nastavlja sve
dok celokupna povrSina svih Cestica ne postane dovoljno mala da bi bila prekrivena
postoje¢im citratnim jonima. Otkriveno je 1 da se kao prelazni (kratkotrajni) intermedijer
u Turkewich reakciji formira nanostrukturna mreZza oblika nanozica [114], i upravo su
ove nanozice razlog zasSto pri sintezi koloida zlata reakcioni rastvor najpre dobije tamno,
skoro crno, obojenje a tek onda boja rastvora prelazi u rubin-crvenu [137].

Redukcija Au** natrijum-borhidridom, kao jakim redukcionim sredstvom, se
odigrava brzo 1 dobijaju se Cestice manjih veli¢ina, na ¢ijoj povrSini su adsorbovani
boratni joni koji mogu da hidrolizuju, pa su Cesto ove koloidne disperzije nestabilne.
Kada se koristi ovako jako redukciono sredstvo veliki uticaj na krajnju distribuciju
veliCina Cestica ima proces aglomeracije veoma malih Cestica formiranih na pocetku
reakcije [138,139]. S druge strane, redukcija trinatrijum-citratom, kao slabijim
redukcionim sredstvom, je sporija i dobijaju se Cestice ve¢ih dimenzija. Pritom citratni
jon istovremeno 1 stabilizuje Cestice zlata u toku njihovog formiranja i dobija se Siroka
distribucija veli¢ina Cestica. Nakon hemijske redukcije jona zlata, formirani atomi zlata se
spajaju dajuci klastere. Klasteri reaguju sa zaostalim atomima metala formirajuci
nukleuse koji rastu do kriticne veli¢ine, formirajui stabilne Cestice. Prva faza reakcije,
kada se formira najveci broj nukleusa, ima odlucujuéi uticaj na krajnju veliinu Cestica.

Drugi vazni momenat reakcije je, kada se pored rasta ve¢ postojecih nukleusa formiraju
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novi, doprinose¢i veéoj polidisperznosti sistema. Polidisperznost sistema se moze
smanjiti u toku procesa rekristalizacije, tzv. Ostwald-ovog ukrupnjavanja. Koris¢enjem
ove dve metode redukcije Au®* mogu se sintetizovati estice §irokog opsega veli¢ina, §to

je veoma pogodno za dalja ispitivanja na njima.

Brust i Schiffrin su poc¢etkom devedesetih godina proslog veka otkrili metodu za
sintezu nanocestica zlata u organskim rastvorima koji su nemesljivi sa vodom (npr.
toluen), nazvan Brust metod [130]. On ukljucuje reakciju u toluenu
tetrahloroauratne(l11) kiseline sa tetraoktilamonijum-bromidom (TOAB,
[CH3(CH2);]sNBr) kao povrsinski aktivnom supstancom-surfaktantom i natrijum-
borhidridom kao redukuju¢im agensom. Pritom se dobijaju Cestice veli¢ine 5-6 nm [140].
Osim $to ima stabilizujué¢e dejstvo, TOAB se ponasa i kao katalizator faznog transfera.
On se ne vezuje jako za nanocestice zlata, tako da se u rastvoru javlja agregacija koja se
odvija postepeno tokom dve nedelje. Da bi se ovo sprecilo moze se dodati ja¢i vezujuci
agens kao Sto je tiol (alkil-tiol), koji ¢e se vezati za zlato, dajuci stabilniji rastvor.
Nanocestice zlata zastiene alkil-tiolima mogu biti staloZene i onda ponovo ratvorene.
Deo povrsinski aktivne supstance (reagensa faznog transfera) moze ostati vezan za
preciscene Cestice, Sto moze da utice na fizicka svojstva kao Sto je rastvorljivost. Da bi se
uklonilo $to je visSe moguce ovog agensa, nanocCestice se moraju dalje preciS¢avati

Soxhlet-ovom ekstrakcijom.

Kod Perrault-ove metode, koju su otkrili Perrault i Chan 2009. god. [141], za
redukciju HAuUCI, u vodenom rastvoru koji sadrzi zasejane nanocestice zlata (najcesce
dobijene citrathom metodom) se koristi hidrohinon. Ovakav naéin sinteze je slican metodi
kori$¢enoj za razvijanje fotografskog filma, u kojem zrna srebra koja se nalaze u samom
filmu rastu dodatkom redukovanog srebra na njihovu povrSinu. Na sliCan nacin,
nanocestice zlata u konjukciji sa hidrohinonom mogu katalizovati redukciju jona zlata na
njihovoj povrsini. Prisustvo stabilizatora, kao $to je citrat rezultuje u kontrolisanom rastu
Cestica. Ovaj metod je komplementaran sa Frens metodom [135,136] jer proSiruje opseg
veli¢ina monodisperznih sfernih Cestica koje se mogu dobiti. Dok je Frens-ova metoda
idealna za sintezu Cestica veli¢ine 12-20 nm, ovom metodom se mogu dobiti Cestice u

opsegu 30-250 nm.
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Nanocestice zlata se mogu dobiti i sonolizom, redukcijom izazvanom
ultarzvukom [142,143]. Tako npr., pri reakciji vodenog rastvora HAuUCl, sa glukozom,
redukujuéi agensi su hidroksil-radikali i radikali dobijeni pirolizom Secera, a dobija se
oblik nanotraka Sirine 30-50 nm i duzine nekoliko mikrometara [143]. Ove trake su
veoma fleksibilne i mogu se saviti za ugao veéi od 90°. Ukoliko se glukoza zameni
ciklodekstrinom (oligomer glukoze) dobijaju se samo sferne nanocestice zlata S$to

ukazuje da je glukoza esencijalna u dirigovanju morfologije za dobijanje trakastog oblika.

Poznata je fotohemijska-laserska sinteza nanocestica zlata redukcijom HAuCI, u
mikroemulzijama [144], kontrolisanim hemijskim redukcijama [145,146], kombinacijom
procesa uklanjanja (depozicije)/talozenja [147] 1 hemijskom redukcijom u

mikrohetrogenim sistemima [148].
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2.2 Cijanske boje

2.2.1 Struktura i karakteristike cijanskih boja

Cijanske boje su organska jedinjenja koja imaju intenzivnu apsorpciju u vidljivoj
oblasti, a u obliku monomera i agregata su jako fluorescentna, i u rastvoru i u uredenoj
sredini [16,25,26,149]. Ova jedinjena, ¢ija je opSta struktura prikazana na Shemi 1, su od

velikog interesa, 1 sa stanovista nauke 1 u prakticnom smislu.

A R1 R2 H

Shema 1. Opsta struktura cijanskih boja; oznake A-H predstavljaju vodonikove atome ili
funkcionalnu grupu (npr. SO3H), X = S ili C(CHj3),0, R = alkil-grupa, n = 1-3

Poznato je da se molekuli boje u obliku monomera adsorbuju horizontalno na
povrsinu nanoCestice [31], sa maksimalnom interakcijom izmedu boje i povrSine
nanocCestica. Ove boje mogu da se same organizuju formirajuéi agregate kao S$to su
dimeri, H- i J- agregati [2,150], koji se sastoje od nekoliko hiljada monomera boje.
Fenomen J-agregacije je 1936. godine otkrio E.E. Jelley [151], pa odatle ,,J* iz naziva J-
agregat. Nezavisno od njega G. Scheibe je 1937. objavio publikaciju o J-agregatima, pa
se nekada ovi agregati po njemu nazivaju i Scheibe agregati [152]. H- i J-agregati su
strukture (agregati) molekula boje slicni polimerima, sa velikom snagom oscilacija i
uskom, intenzivnom ekscitonskom apsorpcionom trakom, koja je u odnosu na
karakteristicne apsorpcione trake monomera boje pomerena (hipsohromno = H) ka
plavoj oblasti (H-agregati) ili (batohromno) ka crvenoj oblasti (J-agregati).

Koncept ekscitona je 1931. godine prvi put postavio Yakov Frenkel [153], kada
je opisao ekscitaciju atoma u resetki izolatora. On je predlozio da pobudeno stanje moze

da ,putuje” kroz reSetku bez transfera naelektrisanja. Tako, kada poluprovodnik
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apsorbuje foton, elekton prelazi iz valentne u provodnu traku. Kao posledica ovoga
ostaje pozitivno naelektrisana Supljina (pojam kojim se opisuje polozaj odakle je elektron
izmesten), koja Coulomb-ovim silama privlaci elektron iz provodne trake, pri ¢emu
eksciton predstavlja vezano stanje elektrona i Supljine koji se privlate Coulomb-ovim
silama. Ovo privla¢enje omogucéava stabilizujuéi energetski balans. Pritom eksciton ima
malo nizu energiju od nevezanog elektrona i Supljine. Elektron i Supljina mogu imati
paralelne ili anti-paralelne spinove. Ovi spinovi se kupluju interakcijom izmene, $to
ekscitonu daje finu strukturu. Mera uticaja elektri¢énog polja na sredinu u kojoj se nalazi i
obrnuto se opisuje dielektricnom konstantom. Ona prakticno predstavlja moguénost
same sredine da se polarizuje pod uticajem polja 1 tako pojaca/smanji ukupno elektri¢no
polje ili najceSce ostane polarizovana i kada viSe nije pod uticajem polja. U materijalima
sa malom vrednoscu dielektri¢ne konstante Coulomb-ova interakcija izmedu elektrona i
Supljine moze biti jaka 1 tada ekscitoni teze da budu mali, istog reda veli¢ine kao
jedini¢na ¢elija. Molekulski ekscitoni mogu biti potpuno lokalizovani na istom molekulu,
kao $to je to slucaj kod fulerena. Frenkel-ov eksciton ima energiju vezivanja 0,1-1 eV, a
ovi ekscitoni su tipicni kod Kristalnih halogenida alkalnih metala i aromati¢nih organskih
molekula. Na Slici 7 je prikazana vremenska zavisnost unutra$nje strukture kod

ekscitonskog transfera naelektrisanja u LiF.
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Slika 7. Vremenska zavisnost unutraSnje strukture kod ekscitonskog transfera
naelektrisanja u LiF, stvorenog idealizovanim tackastim izvorom (predstavljeno
talasastim linijjama). Odsustvo znacajnih strukturnih promena ukazuje da je relativno
kretanje elektrona i Supljine zamrznuto, $to ukazuje da je ovo Frenkel-ov eksciton [154].

Formiranje H- ili J-agregata zavisi od toga da li su molekuli spakovani tj.
naslagani paralelno (engl. plane to plane stacking) u strukturu sli¢nu sendvicu ili su

poredani kao cigle u orijentaciji glava-rep (engl. end to end stacking) [2] (Slika 8 (a)).
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Slika 8. Prikaz mogucéih rasporeda molekula boje u J-agregatima: ciglasta (a), lestviasta
(b) 1 stepenicasta struktura (c). Svaki pravougaonik predstavlja konturu monomera
molekula boje, pri ¢emu je (a) najverovatniji raspored molekula monomera boje u J-

agregatu [155]

Pomeranje ekcitonske apsorpcione trake u plavu (H-agregati) ili crvenu (J-
agregati) oblast u odnosu na apsorpcionu traku monomera boje, se objasnjava teorijom
kuplovanja molekulskih ekscitona tj. kuplovanjem prelaznih momenata molekula boje
koji ¢ine agregat, pa se tako moze predvideti polozaj pika trake polimera. Franck i Teller
[156] su primetili slicnost ovakvih ekscitona sa Frenkel-ovom ekscitacijom predlozenom
za molekulske kristale. Prema ekscitonskoj teoriji molekul boje se posmatra kao tackasti
dipol i ekscitonsko stanje agregata boje se razdvaja na dva nivoa kroz interakciju sa

prelaznim dipolima (Slika 9).
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Slika 9. Prikaz odnosa rasporeda energetsih nivoa i prelaza kod hromofore i spektralnog

pomeranja, zasnovan na molekularnoj ekscitonskoj teoriji

Da bi prelaz bio dozvoljen, prelazni momenat mora biti ve¢i od nule. Kod H-
agregata je karakteristiCan prelaz iz osnovnog u viSe stanje (S,) 1 tada su prelazni
momenti orijentisani paralelno, $to vodi ka hipsohromnom pomeranju (Slika 9). Prelaz iz
osnovnog u nize stanje (S;) je karakteristiCan za J-agregate, pri ¢emu su prelazni
momenti orijentisani pod pravim uglom, $to vodi ka batohromnom pomeranju (Slika 9).
Vazno je napomenuti da ova teorija vazi samo u slucaju kada je interakcija izmedu
orbitala sastavnih molekula zanemarljiva.

Razliku izmedu J- i H- agregata je opisao Yao H. sa saradnicima [157],
pokazavsi da strukturne razlike izmedu ovih agregata uticu na njihova razli¢ita opticka
svojstva. Razlike u strukturi poticu od razlicitih kliznih uglova kod naslaganih molekula
tj. uglova izmedu duze ose (linije koja prolazi kroz centar agregata ili paralelno sa njim) i
one koja prolazi kroz bilo koji od paralelno naslaganih molekula (ugao o na Slici 9).
Kada su molekuli (ili hromofore) slozeni paralelno, prema ekscitonskoj teoriji formiraju
se dve nove ekscitonske trake, jedna sa viSom i jedna sa nizom energijom (na vecoj
talasnoj duzini) od energetskog nivoa monomera (Slika 9), pri ¢emu je kod H-agregata
niZe stanje stabilnije. Prema tome, prelaz sa ekscitovanog na osnovno stanje je veoma brz

i vecina energije se gubi neradijativnim putem kao Sto je termalni. Zbog toga H-agregati
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imaju veoma malu fluorescenciju, koju je regularnim tehnikama tesko meriti, dok je
Stokes-ov pomeraj [158] veliki. Kod J-agregata, dozvoljeni su prelazi samo u niza
energetska stanja i kao posledica toga, dolazi do malog Stokes-ovog pomeraja, a
fluorescencija je izrazena u mnogo vecoj meri. Iz tog razloga se, za ispitivanje dinamickih
procesa kod J-agregata kao metoda Siroko koristi fluorescentna mikroskopija. Kod J-
agregata radijativno vreme Zzivota ekscitona se povecava sa temperaturom [159] i pri
visokim temperaturama dostize vreme zivota monomera. Ovaj kooperativni emisioni
fenomen je karakteristika superradijacije [160,161] (povecani efekat radijacije), pri ¢emu
se simultano sa koherentnom emisijom agregata odigrava i emisija monomera [161]. lako
generalno pokazuju malu fluorescenciju, efekat superradijacije se moze uociti i kod H-
agregata molekula boje oblika nano-stapica, Sto je opisao Meinardi sa saradnicima [162].
Kod nekih boja, kao $to je pseudoizocijanska boja koju je ispitivao Yao H. [157],
moguce je da se formiraju i H- i J-agregati, pri ¢emu sa povec¢anjem koncentracije boje
raste udeo J-agregata na ra¢un H- agregata.

J-agregacija je bila predmet brojnih ispitivanja izvedenih sa cijanskim bojama
razli¢itih struktura u rastvorima, u prisustvu soli, molekula proteina, povrsinski aktivnih
supstanci (surfaktanata), polimera, metalnih jona i nanoCestica [18-20]. Poznato je da J-
agregaciju cijanskih boja u prisustvu makromolekula proteina karakteriSe kooperativan
Mmehanizam vezivanja, sa velikim brojem vezivnih mesta koja su karakteristicna za svaki
pojedinacni sistem boja/protein [21,22]. Izvestan broj istraZivanja je bio fokusiran na
ispitivanja samo-organizovanja cijanskih boja na povrSini naelektrisanih polimera, pri
¢emu su bili diskutovani kineticki aspekti procesa agregacije [23,24]. Dobro je poznato
da, dodatak metalnih jona u rastvor cijanske boje moze rezultovati u formiranju J-
agregata [25,26]. Adsorpcija molekula boje na razli¢itim povr$inama u smislu prouc¢avnja
fotofizickih 1 fotohemijskih procesa je doprinela razjasnjavanju kinetike adsorpcije i
proceni efekata duzine lanca alkil-grupa [163]. Za razliku od velikog broja isptivanja
spektroskopskih  karakteristika J-agregata, luminiscentne i nelinearne opticke
karakteristike ovih agregata, kao i kinetika u rastvoru su bili predmet mnogo manjeg
broja publikacija [164-168].
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2.2.2 Agregati cijanskih boja u prisustvu metalnih nanocestica

Nekoliko istrazivackih grupa je ispitivalo formiranje hibrida J-agregata u
prisustvu metalnih nanocestica. Formiranje J-agregata na povrSini koloidnih cCestica
plemenitin metala (Au i Ag), dobijenih redukcijom metalnih jona u vodenim rastvorima
NaAuCl, i AgNO; sa sveze pripremljenim rastvorom NaBH,, je prvi put opisao
Kometani sa saradnicima, koriste¢i negativno naelektrisanu tiocijansku boju, TC (5,5-
disulfopropil 3,3’—dihlortiocijanska so natrijuma tj. natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-
3-(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1
sulfonat, Slika 16) [12]. Druga istrazivanja koja su se bavila ispitivanjem mehanizma
formiranja ovih hibrida ukljuéuju i rad koji je objavio Zhong sa saradnicima [76], gde je
pokazano da pozitivno naelektrisane indolne cijanske boje formiraju J-agregate u
prisustvu nanocestica zlata sa adsorbovanim citratnim jonima, a da do formiranja J-
agregata ne dolazi u slucaju negativno naelektrisanih 1 neutralnih boja. Objasnjenje koje
je dao Zhong je da su u prvom slucaju elektrostaticke interakcije kljuéni faktor za
formiranje J-agregata, ali je izveden zakljucak da i druge molekulske interakcije, kao Sto
su z-m interakcije izmedu susednih molekula boje, doprinose formiranju J-agregata.
Menéndez sa saradnicima je [169] ispituju¢i samo-organizovanje J-agregata pozitivno
naelektrisane tiocijanske boje na povrSini nanocestica zlata sa adsorbovanim citratnim
jonima izveo zaklju¢ak da z-7 interakcije izmedu susednih molekula boje stabilizuju
formiranje J-agregata na povrsini nanocCestica ali i da postoji i Au-S interakcija sa
sumporom iz —SH grupe. Metalni hibridi nanocestica/boja mogu biti kovalentno vezani,
kao $to je lizamin vezan za Au tioetarskom grupom [17]. Osim toga, postoji Klasa
metal/boja hibrida, gde je boja u formi H-agregata vezana elektrostatickim interakcijama
za metalne nanocestice. Kamat i saradnici su izveli ispitivanja katjonskih rodaminskih 6G
H-agregata na negativno naelektrisanom metalnom oksidu i na povrS§inama Au koloidnih
estica [170,171]. Cestice Ag sa adsorbovanim rodaminom 6G su takode dale
apsorpcione trake koje su pomerene u plavu oblast i koje su karakteristi¢ne za formiranje
H-agregata [172].

Ghosh sa saradnicima je opisao uticaj veli¢ine nanocestica na formiranje J-

agregata eozina (derivat fluoresceina) na povrsini fotohemijski pripremljenih nanocestica
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Au [173]. Ispitivanja apsorpcije i spektralnih karakteristika nekih cijanskih boja na
nanocesticama zlata su otkrila da su manje Cestice stimulisale J-agregaciju na povrsini
metalne Cestice, dok vece Cestice nisu indukovale bilo kakvu vrstu agregacije [12,76,77].

Medutim, uprkos znacajnom interesovanju za ove materijale, jo§ uvek nedostaje
detaljno razumevanje fizickih procesa koji odreduju samo-organizovanje J-agregata
negativno naelektrisane cijanske boje na negativno naelektrisanoj povrsini koloidnih
Cestica metala. Veruje se da se sposobnost boje da formira agregate na povrsini ovakvih
koloidnih cestica oslanja prvenstveno na elektrostaticko privlacenje izmedu jonskih
molekulskih gradivnih blokova agregata i naelektrisanih koloida [76]. Na ovaj nacin, iako
je koncentracija molekula boje u rastvoru previSe niska da bi se formirao agregat,
koncentracija u blizini povrSine naelektrisanih koloida je nekoliko redova veli€ine veca.
Osim toga, zbog nedostatka kovalentnog vezivanja izmedu molekula boje i povrsine
metala omoguceno je da molekuli boje na povrsini nanocestica budu dovoljno pokretni
da bi mogli da se pregrupiSu i samo-organizuju u strukturu po obliku (kalupu) slicnu
redanju cigli kod zidanja, koja omogucava da dode do intermolekulskog elektronskog
kuplovanja koje je neophodno za formiranje ekscitona J-agregata.

Kada se za pripremanje hibridnih struktura sa TC bojom koriste nanocestice Au
sintetizovane sa NaBH, kao redukcionim sredstvom [12,77], onda treba uzeti u obzir da
se na povrsini ovih Cestica nalaze adsorbovani B(OH), joni [174], ¢ineéi ih negativno
naelektrisanim, $to se potvrduje merenjem zeta potencijala. S druge strane, TC boja je,
sama po sebi, takode negativno naelektrisana jer ima dve sulfo-grupe (Slika 16). Prema
tome, da bi tiocijanske boje bile elektrostaticki privucene na povrSinu koloida,
najverovatnije je da molekuli boje koriste parcijalno pozitivno naelektrisan sumpor iz
tiazolnog prstena, kao Sto je to opisano na slicnom sistemu u radu koji su objavili
Jeunieau i saradnici [78]. Sato i saradnici [10] su objasnili interakciju izmedu negativno
naelektrisanih nanodiskova Ag (sintetizovanih fotoindukcijom) i sli¢ne tiocijanske boje
koja je takode negativno naelektrisana, elektrostatickim privla¢enjem usled parcijalno
pozitivnog naelektrisanja na hromofori.

Ispitan je i model J-agregata TC boje na povrSinama Ag [1,77] i Au [77] koloida
pri ¢emu je izvedeno detaljno fotofizicko ispitivanje. Prvobitno je bila zapazena pojava

ekscitonske trake J-agregata, koja je jako zavisna od vrste-sastava nanocestica. Tako je u
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Slu¢aju nanocestica Ag sa adsorbovanom bojom u UV-Vis spektru, bila uocena
ekscitonska traka J-agregata traka u formi pika. S druge strane, prisustvo J-agregata TC
boje na nanocesticama Au je dalo oStar apsorpcioni minimum blizu rezonancije ekscitona
[1,12,77]. Razlog za ovakvo ponaSanje su razlike u kuplovanju ekscitona J-agregata TC
boje i polarizacija na Au i Ag nanoCesticama [1]. Preciznije, neradijativna relaksacija se
desava kroz ekscitaciju parova elektron-Supljina, ili unutar provodne trake (engl.
intraband excitation) ili izmedu d trake i provodne trake (engl. interband excitation). Na
talasnoj duzini od 475 nm polarizaciono kuplovanje sa Ag ukljucuje samo doprinos
mintraband“ prelaza od povrSinskog plazmona metalnog jezgra, dok polarizaciono
kuplovanje sa Au ukljucuje doprinose polarizacija dobijenih i iz ,,interband* (inter) i
»intraband* (intra) prelaza. U slucaju Au, prisustvo dodatnog ,,interband* ¢lana vodi ka
destruktivnoj interferenciji izmedu ekscitonske 1 plazmonske polarizacije 1 ka vecoj
transparentnosti (kad svetlost prolazi bez difuzije i distorzije, slobodan prolaz
elektromagnetne radijacije) na rezonanciji ekscitona. PoSto ovaj minimum nestaje kroz
fotoekscitaciju, jedna od mogucih primena za takav sistem je u vidu opticke opreme za
ultrabrzo opti¢ko limitiranje [27,28].

Ranije su bila izvedena ispitivanja gde je praceno formiranje ekscitona kod J-
agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu razli¢itih soli [79] kao i
porfirinske (cijanske) boje na povrsini proteina [80]. Medutim, koliko je nama poznato,
do sada nisu bila izvedena kineti¢ka ispitivanja J-agregacije na sistemima koji se sastoje
od hibridne metalne nanocestice 1 organske boje. U tom smislu, da bi se nastavilo sa
iskoriS¢avanjem 1 usavrSavanjem neobinih opti¢kih karakteristika ovakvih hibridnih

sistema neophodna su dalja detaljnija ispitivanja.
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2.3 Kinetika i mehanizam reakcije nanocestica zlata sa TC

bojom
2.3.1 Kinetika reakcije nanocestica zlata sa TC bojom

2.3.1.1 Eksponencijalna funkcija drugog reda

Poznato je da se sloZzene hemijske reakcije sastoje iz viSe elementarnih. Iako je
broj mogucih kombinacija elementarnih reakcija veoma veliki, sloZzene reakcije se mogu
podeliti u nekoliko osnovnih tipova: paralelne, povratne, konsekutivne 1 lancane.
Poznavanje nalina odvijanja ovih osnovnih tipova pruza mogucénost analize 1
razumevanja vremenske evolucije kompleksnijih sistema.

Kod konsekutivnih reakcija proizvod jedne reakcije postaje reaktant druge. Taj
prvi proizvod, B, je intermedijer, xoji je termodinamiCki nestabilan. Njegova

koncentracija u rastvoru je mala i veoma sporo opada, pa se kao takva cesto kod daljih
. e , . d[B]
matematickih izracunavanja i aproksimacija uzima da je konstantna, tj. s 0.

Reakcija najjednostavnijeg tipa je u slucaju dve konsekutivne reakcije prvog

reda:

A— sB—* 5C (1)

Zakoni brzine po komponentama su:

dA
—=-kA 2
pm 1 )
dB
EZklA_kZB (3)
dC
—=k,B 4
i (4)
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Ako su reSene diferencijalne jednacine za A i1 B, zakon odrzanja mase,

A, = A+ B+C, pruza moguénost odredivanja C.

Iz jednagine prvog reda, za A se lako dobija da je resenje: A= Aoe_klt.

Kineticka jednacdina za B tada postaje:

Z—? =k,Ae™ —k,B (5)

koja je oblika y' + Py = Q, gde jeQ =k, Ae™, P =k,,

Resenje ove linearne diferencijalne jednacine je:
y= e’ PdX[C + J'er dedx) (6)

Iz pocetnih uslova za t=0, y=0 (odnosno intermedijer B=0) lako se moze dobiti
integraciona konstanta, C.

Prema tome resenje za B (tj. y) je:

g L (et —e) (7)

odnosno za C:

C:AO—A—B=A0[1+ > fk (kg™ —e‘kzt)j )

Promena koncentracija komponenti kod konsekutivnih reakcija sa vremenom, za

slu¢aj kada je ki>> k», prikazana je na Slici 10.
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koncentracija

yielme

Slika 10. Promena koncentracija komponenti sa vremenom kod konsekutivnih reakcija

[z prethodnih jednac¢ina dobijamo da je:

2 1

A=Ae™ + —kklAOk (e‘klt - e‘kzt)+ A0(1+ ”

1 (kle—klt _ e—kzt )j (9)
2 1 k
Tako se jedn. (9) uz odgovarajuée matematiCke aproksimacije [175] moze

predstaviti kao:

A=A +Ae ™ +Ae™ (10)

Kod konsekutivnih reakcija vazna karakteristika je da posle odredenog vremena
reakcije koncentracija intermedijera B dostize maksimum, koji je za slucaj kad je ki>>k,
(Slika 10) priblizno jednak pocetnoj koncentraciji A a zatim opada do nule.

S druge strane, poSto B moze biti vaZan intermedijer bitno je izraCunati vreme
postizanja maksimalne koncentracije B (odnosno polozaj maksimuma). PoSto je u

maksimumu funkcije prvi izvod nula, sledi da je:

B _ o, KAy (i gbien g b )20 (ke i — ke e )0
dt k, —k,

= b = (11)
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Ukoliko je unapred poznato da se proces odvila po mehanizmu

A—8 Bk >C , drugi deo problema je odredivanje konstanti brzina. Za ovu

svrhu potrebno je pratiti A i B. Posto se A menja kao A= Aoe_klt , konstanta brzine k;
se lako dobija iz zavisnosti INA=f(t). Zatim se, iz ty.x moZe odrediti konstanta brzine k.
lako je ovo funkcija samo od k; (k; je ve¢ odredeno), jednacinu je moguce resiti

samo graficki (Slika 11) uvodenjem pomo¢nih funkcija y;=f(ky) i y>=f(kz):

t  (k, —k,)=Ink,/k s Y
- —— >_.: ' Y2
yi=f(k; y2=f(k) I:<2 >

Slika 11. Graficki prikaz linearne i logaritamske funkcije od konstante brzine k;

Pritom je y; linearna funkcija od k, a y, logaritamska. U tacki preseka ovih
funkcija dobija se k..
U slu¢aju da se lako mogu meriti komponente B i C primenjuje se alternativni

nacin odredivanja konstanti brzina:

dC t1
E:sz:Ctl—CO:kZJ‘Bdt (12)
0

tl
Posto IBdt predstavlja povrsinu ispod krive B=f(t) do momenta t1 u kome je
0

takode odredeno i Cy;, onda sledi da je:
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— Ctl _Co

k, (13)

tl
j Bdt
0

Kod kompleksnijih mehanizama koji npr. sadrze veci broj povratnih,
konsekutivnih i paralelnih reakcija, dobijanje analitickog matematickog reSenja moze biti
veoma komplikovano i tada je zavisnost koncentracija od vremena (odnosno reSavanje
diferencijalnih jedna¢ina) moguce dobiti samo numerickim putem pomocu kompjuterskih
metoda [176,177] .

Eksponencijalna funkcija drugog reda ima primenu u teoriji brojeva [178-180],
fizici [181], teorijskoj biologiji [182] i kod tumacenja kompleksnih algoritama [183,184].
Pored toga eksponencijalna funkcija drugog reda je koriS€ena za ispitivanje razliCitih
kinetika, kao §to su kinetika hetrogene i enzimske katalize [185], adsorpcije [186],
interpolimernih kompleksa [187], termo-indukovanih prelaza u micelarnim sistemima
[188], fluorescencije kod polimernih koloida [189], kinetika odgovora pH senzora

zasnovanog na koloidnom templatu [190] itd.
2.3.1.1 a) ,,Stretched* eksponencijalna i sigmoidna funkcija

,Stretched eksponencijalnu empirijsku funkciju je uveo Rudolph Kohlrausch
(1809-1858), kada je 1854. godine pomocu nje opisao vremensku zavisnost praznjenja
kondenzatora [191], nakon sto je zakljucio da je jednostavna eksponencijalna vremenska
zavisnost u ovom slucaju bila neadekvatna [191]. 1z tog razloga ova funkcija se Cesto
naziva i Kohlrausch funkcija [192], jedn. (14).

p(t)=e " (14)

o(t) je linearna funkcija karakteristicna za sistem koji se izvodi iz ravnoteze

nakon iznenadnog uklanjanja neke perturbacije. Stepen odstupanja od eksponencijalne
funkcije je opisan sa ,stretching” parametrom g, pri ¢emu je 0<p<l. U granichom

slucaju, kada je S =1, to je eksponencijalna funkcija sa jednom vremenskom konstantom.
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Kada je vrednost g < 1 sira (veca) je distribucija vremenskih konstanti i tada je grafik
zavisnosti  ¢(t)od log(t) karakteristicno rastegnut (,.stretched”). Kada je g blizu
vrednosti 1, to ukazuje na usku distribuciju vremenskih konstanti, tj. kada je £ >1 tada je

eksponencijalna funkcija suzena-komprimovana i ima manji prakti¢ni znacaj. lzuzetak je

kada je # =2, ¢ime se dobija normalna distribucija. Parametar t ima vrednost izmedu O i

+ o0, T je parametar sa dimenzijama vremena, a 1/ T predstavlja brzinu relaksacije.

lako empirijska, ova funkcija je veoma korisna za opisivanje vremenski zavisnih
procesa, koji su eksponencijalni ali se desavaju u kompleksnim sistemima u kojima
distribucija lokalnih okruzenja utice na povecanje distribucije vremenskih konstanti.
Rezultat ovakve distribucije vremenskih konstanti je brzi odgovor od eksponencijalnog
na pocetku procesa (za vremena pre vremenske konstante z) i sporiji odgovor od
eksponencijalnog za kasniju fazu u procesu (za vremena posle vremenske konstante 7).
Tako je u slucaju ,.stretched“ eksponencijalne funkcije [192], u zavisnosti od vrednosti

S potrebno duze vreme za dostizanje ravnoteze nego sto je to kod eksponencijalne

funkcije. Zschieschang sa saradnicima je poredio eksponencijalnu i ,stretched
eksponencijalnu funkciju za fitovanje vremenski zavisne promene napona kod tranzistora
[193].

Za ponovno otkrivanje ,, stretched* eksponencijalne relaksacione funkcije bili su
zasluzni Williams i Watts, koji su 1970. godine primenili Fourier-ovu transformaciju ove
funkcije i uveli je u polje dielektrika [194], pa se u literaturi u ovom kontekstu cesto i
ova dva imena pripisuju uz Kohlrausch-a. 1z tog razloga se ovaj zakon ¢esto nalazi kao
KWW (Kohlrausch-Williams-Watts) zakon, posebno kada se odnosi na luminiscenciju,
mada je u ovom polju ,,stretched* eksponencijalna funkcija ve¢ dugo bila koris¢ena kod
objasnjavanja energetskog transfera [195].

Kod proucavanja relaksacije kompleksnih sistema, ,stretched* eksponencijalna
funkcija, kao Cisto empirijski zakon, se ¢esto koristi. U oblasti molekulske luminiscencije,
jednacina (14) ima ¢vrste osnove za nekoliko modela gasenja fluorescencije, kao $to su

kontaktno gaSenje fluorescencije kontolisano difuzijom [196], gde je S =1/2, i
rezonantni transfer energije bez difuzije, dipol-dipol mehanizmom, sag=1/6, 1/3 i 1/2

za jednodimenzionalne, dvodimenzionalne i trodimenzionalne (1D, 2D i 3D) sisteme
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[195], redom. Druge racionalne vrednosti za ,stretching* eksponent, £, su dobijene za
razlicite multipolne interakcije, npr. gde je f= 3/8 i 3/10 za dipol-kvadrupol i

kvadrupol-kvadrupol mehanizme u tri dimenzije [197,198]. U aproksimaciji koju je izveo
Huber, transport energije kao mera anizotropije fluorescencije pokazuje istu vremensku
zavisnost kao direktni energetski transfer [199-201] i okarakterisan je sa istim

vrednostima ,.stretching™ koeficijenta £. Na Slici 12 je prikazan izgled ,,stretched™

eksponencijalne funkcije kada je g =5/2, 2/51 1.

exp(—17?)
2/5)

exp(—t

exp(-1)

Slika 12. Prikaz ,,stretched* eksponencijalne funkcije kada je f =5/2,2/5i1

Gasenje luminiscencije uz rezonantni energetski transfer kao 1 kinetika
luminiscencije su takode bili objasnjeni sa ,stretched eksponencijalnom funkcijom
[202,203], sa g = dIs, gde je d frakciona dimenzija, a s zavisi od mehanizma
rezonantnog energetskog transfera, i ima vrednosti 6 za dipol-dipol, 8 za dipol-kvadrupol
i 10 za kvadrupol-kvadrupol interakcije.

Rezonantni energetski transfer izmedu donorskih i akceptorsih hromofora
vezanih za lanac polimera je bio Siroko koriS¢en kao sredstvo za proucavanje strukture i
dinamike polimera. Prema teoriji [204-211] kinetika gaSenja luminiscencije donora i
kinetika depolarizacije luminiscencije kod polimera pokazuju ,,stretched* eksponencijalnu

vremensku zavisnost, gde parametar S iz jedn. (14) zavisi od mehanizma rezonantnog
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energetskog transfera, vrste vezane hromofore (na krajevima lanca polimera ili nasumice
rasporedene duz lanca) i od konformacije posmatranog polimernog lanca.

»otretched eksponencijalna funkcija je takode bila primenjena i u slucaju
luminiscencije koja se odnosi na neuredene [212] i uredene [213] neorganske Cvrste
sisteme kao i kod poluprovodnih nanoklastera [214]. Ova funkcija je veoma pogodna za
fitovanje, ¢ak i u odsustvu modela pod uslovom da je moguce jednostavno merenje
devijacija od utvrdene (kanonske) eksponencijalne funkcije prvog reda kroz ,,stretching*

parametar f£. ,Stretching” eksponenti su koriS¢eni npr. za analizu fluorescencije

fluorofora inkorporiranih u sol-gel matrikse [215] i fluorofora kovalentno vezanih za
povrsinu SiO, [216] ili Al,O; [217]. ,,Stretched” eksponencijalna funkcija je takode bila
koris¢ena kod analize fluorescencije DNA—EtBr kompleksa dispergovanih u polimeru
[218] i kod fluorescentnih analiza u kompleksnim heterogenim bioloskim uzorcima kao
Sto su tkiva [219,220].

Iznenaduju¢e je da se veliki broj mikroskopskih mehanizama moZze tumaciti
koris¢enjem ,,stretched” eksponencijalne relaksacione funkcije, iako poreklo ovakvog
ponasanja nije u potpunosti razjasnjeno. Iz tog razloga su veoma znacajna i interesantna
tumacenja nekoliko autora [213,221-223] koji su razvili dinamicke modele ove
relaksacione funkcije.

Sigmoidna kinetika za proizvod C je kompetitivna sa konsekutivnom reakcijom
A——>B——C. Medutim, u slu¢aju sigmoidne kinetike reaktant A opada
eksponencijalno i u koraku A — B nije uklju¢eno indukcijsko vreme (vreme indukcije).

Sigmoidna vremenska zavisnost je karakteristicna za autokataliticke procese kod
hlorofila [224,225] i porfirina [166,225]. Jedan od najpoznatijin porfirina je hem,
pigment eritrocita, koji je prosteticka grupa proteina hemoglobina. Molekul hemoglobina
moze maksimalno da veze cetiri molekula kiseonika i njegova kriva vezivanja ima

sigmoidni (,,S* oblik) oblik [226], Slika 13.
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Slika 13. Sigmoidna kriva vezivanja kod hemoglobina: zavisnost procenta zasic¢enja (%)

od parcijalnog pritiska kiseonika (mmHg)

Sigmoidalna kriva vezivanja moze da se podeli u tri dela: pri niskim
koncentracijama liganda stepen vezivanja se vrlo malo poveéava sa porastom
koncentracije liganda, srednji deo poc¢inje u tacki u kojoj pri malom porastu koncentracije
liganada nastaje veliki porast u stepenu vezivanja, a zavrSava se u tacki u kojoj pri daljem
povecavanju koncentracije liganada ne dolazi do povecanja stepena zasi¢enja. Ovakvo
ponasanje odgovara kooperativnom ponaSanju [226].

Sigmoidan tip zavisnosti je karakteristiCan za autokatalizu [227], kao i za
autokataliticku agregaciju. Za razliku od hlorofila [224,225] i porfirina [166,225], kod
pseudoizocijanskih boja [165,166] nije karakteristicno postojanje vremena indukcije.
Primer tipi€ne autokatalitiCke reakcije opisane sigmoidnom kinetikom je predstavljen u
publikaciji koju je objavio Chibisov sa saradnicima [79], gde je J-agregacija indukovana
prisustvom soli katjona metala u razli¢itim oksidacionim stanjima.

Veliki broj enzima funkcioniSe tako da se njihova svojstva mogu proucavati
koris¢enjem Michaelis-Menten-ove jednacine [228]. Medutim, kinetika izvesnog broja
enzima se ne moze opisati ovakvim tipom jednacine i kod njih se brzina reakcije opisuje

,»S-oblikom* sigmoidne krive (za razliku od krive tipa hiperbole karakteristi¢ne za ve¢inu
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enzima). Ovakav profil je karakteristican za enzime koji pokazuju pozitivou
kooperativnost kod vezivanja, gde je stepen kooperativnosti odreden Hill-ovom

jednacinom [229].
2.3.2 Efekat unutrasnjeg filtera i mehanizmi gaSenja fluorescencije

2.3.2.1 Efekat unutrasnjeg filtera

Kada na talasnoj duzini na kojoj fluorofora emituje zraenje drugi molekul ili deo
makromolekula apsorbuje svetlost, dolazi do efekta unutrasnjeg filtera (engl. inner filter
effect). Ovaj efekat se objaSnjava reapsorpcijom emisije od strane uzorka, pri ¢emu Se
deo fotona ili svi fotoni koji su emitovani od strane fluorofore ponovo apsorbuju. Sli¢no
se moze desiti i pri visokim koncentracijama apsorbuju¢ih molekula, kao i fluorofore.
Rezultat ovog efekta je da intenzitet ekscitovane svetlosti nije konstantan kroz rastvor,
tako da samo njen mali procenat dolazi do fluorofora koje su vidljive u sistemu za
detekciju. Efekti unutraSnjeg filtera menjaju spektar i1 intenzitet emitovane svetlosti 1
prema tome se moraju uzeti u obzir kod analize fluorescentnog emisionog spektra
[230,231]. Posto i kod gaSenja fluorescencije i kod efekta unutrasnjeg filtera dolazi do
smanjenja intenziteta fluorescencije, treba obratiti posebnu paznju na uzrok ove pojave
da ne bi dolazilo do gresaka.

Smanjenje intenziteta fluorescencije zbog apsorpcije upadne svetlosti ili
apsorpcije emitovane svetlosti se nekada zovu primarni i sekundarni efekat unutrasnjeg
filtera [232,233]. Za korigovanje apsorbancije uzorka u veéini procedura tipicno se
koriste i druge empirijske korekcije [234-237]. Bez obzira na to koji se ,kvencer* (engl.
quencher) — gasilac fluorescencije koristi, vazno je utvrditi da li je efekat unutrasnjeg
filtera u tom slucaju znacajan ili ne. Ako jeste, obavezno je uraditi korekciju intenziteta
fluorescencije. Aproksimativno je intenzitet korigovanog intenziteta fluorescencije
(Fcorr) dat jednac¢inom (15) [231]:

corr

Foorr = Fopanti Iog(%] (15)
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gde je Fobs intenzitet fluorescencije posmatranog signala a OD (engl. optical density)
opticka gustina rastvora na talasnoj duzini ekscitacije i emisije. Ako se uzme u obzir i
geometrija ¢elije u kojoj se snima uzorak moze se primeniti i drugaciji oblik ove
jednacine [238,239].

Lu sa saradnicima je istrazivao fluorescentno obelezene nanocestice zlata gde je
primeéen efeckat unutrasnjeg filtera pri ¢emu je dosSlo do minimalnog gaSenja
fluorescencije fluorofore [240]. Poznati su i opisani u literaturi i drugi primeri smanjenja
intenziteta fluorescencije fluorofore u prisustvu nanocestica zlata uz primenu korekcije
za efekat unutrasnjeg filtera [241-243].

Medutim, u prisustvu nanocestica moze doci i do obrnutog efekta tj. povecanja
intenziteta fluorescencije fluorofore. To je slu¢aj kod adsorpcije molekula metil-oranza
na povrsini nanocestica srebra koju je opisao Zhang sa saradnicima [244]. U ovom
slucaju, istovremeno sa smanjenjem intenziteta fluorescencije jedne trake dolazi do
poveéanja intenziteta druge trake, S$to se objasnjava neradijativnim energetskim
transferom. Pritom je apsorbancija slobodne boje, kao i kombinovanog sistema
boja/nanocestica bliska Fermi-jevoj energiji Cestica srebra, Cije se rezonantne trake
preklapaju sa trakama donora i akceptora [244]. Postoje i drugi primeri opisani u
literaturi, gde je u prisustvu nanocestica srebra [245] ili zlata (uglavnom vecih od 20 nm)
doSlo do poveéanja intenziteta fluorescencije [246-248], ili su prisutna oba efekta
[244,249].

2.3.2.2 Procesi apsorpcije i emisije svetlosti - Jablonski dijagram

Spektralni podaci dobijeni iz fluorescentnih merenja se predstavljaju u obliku
emisionih spektara. Fluorescentni emisioni spektar je grafik zavisnosti intenziteta
fluorescencije od talasne duzine (nm) ili talasnog broja (cm™). Emisioni spektri zavise od
hemijske strukture fluorofore i od rastvaraa u kojem je rastvorena. Veoma vazna
karakteristika fluorescencije je visoka osetljivost detekcije.

Procesi koji se deSavaju izmedu apsorpcije i emisije svetlosti se obi¢no
predstavljaju Jablonski [250] dijagramom, koji se ¢esto koristi kao polazna tacka kada se

diskutuje o ovm procesima. Postoji vise razli¢itih formi ovog dijagrama, koje se koriste
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za ilustraciju razlicitih molekulskih procesa koji se mogu odigravati u pobudenim

stanjima, Slika 14.

Elektronski procesi n molekulima
1
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Slika 14. Molekulski procesi izmedu apsorpcije i emisije svetlosti u pobudenim stanjima -
oblici dijagrama po Jablonskom: prikaz elektronskih procesa u molekulima (a); jedan od

oblika Jablonski dijagrama (b)
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Na Slici 14 (b) je predstavljeno osnovno singletno, prvo i drugo elektronsko
stanje, So, S1 1 S,. U svakom od ovih elektronskih energetskih nivoa, fluorofore se mogu
naéi u vise vibracionih energetskih nivoa, oznacenih kao 0, 1, 2 itd. Prelazi izmedu stanja
su oznaceni vertikalnim punim linijama. Nakon apsorpcije svetlosti desava se nekoliko
procesa. Fluorofora obi¢no biva pobudena na neki visi vibracioni nivo stanja S; ili S,. Sa
nekoliko retkih izuzetaka, molekuli u kondenzovanim fazama se brzo relaksiraju do
najnizeg vibracionog nivoa S;. Ovaj proces je unutra$nja konverzija i obi¢no se desava za
10" s ili brze. Posto je trajanje fluorescencije oko 10 s, interna (unutrasnja) konverzija
je u opsSem slucaju zavrSena pre emisije. Prema tome, emisija fluorescencije rezultuje iz
termalno uravnotezenog pobudenog stanja tj. iz najniZzeg energetskog vibracionog stanja
S:. Povratak u osnovno stanje se obi¢no deSava najpre do nekog od visih pobudenih
vibracionih osnovnih stanja nivoa S; ili S;, pa se onda brzo (10 s) dostize termalna
ravnoteza (isprekidane linije na Slici 14 (b)). Molekuli u S; stanju takode mogu podleci
konverziji spina u prvo tripletno stanje T,. Emisija iz T, se oznacava kao fosforescencija,
i pomerena je ka vecim talasnim duzinama (niZoj energiji) u odnosu na fluorescenciju.
Konverzija iz S; u T, se naziva intersistemski prelaz. Prelaz iz T, u osnovno singletno
stanje je zabranjen i kao rezultat toga konstante brzine za emisiju iz tripletnog stanja su
nekoliko redova veli¢ine manje, od istih kod fluorescencije. Molekuli koji sadrze teske
atome, kao Sto su brom ili jod su Cesto fosforescentna.

Kao $to se moze videti i sa Slike 14, energija emisije je tipicno manja (veca
talasna duzina) od energije apsorpcije. Ovaj fenomen je prvi otkrio G.G. Stokes 1852.
god. i po njemu je ovo pomeranje nazvano ,,Stokes“-ovo pomeranje [158]. On je na
primeru kinina, ¢iju fluorescenciju mogu da priguse hloridni joni [251], uocio i efekat
unutrasnjeg filtera. Gubici energije izmedu ekscitacije 1 emisije se obi¢no posmatraju na
fluorescentnim molekulima u rastvoru. Jedan od Cestih uzroka Stokes-ovog pomeranja je
brza relaksacija do najniZzeg vibracionog nivoa S;. Osim toga, fluorofore se obi¢no
relaksiraju do visih vibracionih nivoa So, $to rezultira u daljem gubitku energije
termalizacijom viska vibracione energije. Kao dodatak ovim efektima, fluorofore mogu
ispoljavati dalje Stokes-ovo pomeranje zbog efekta rastvaraca, reakcija u pobudenom

stanju, formiranja kompleksa i/ili energetskog transfera.
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2.3.2.3 Mehanizmi gasenja fluorescencije

Intenzitet fluorescencije moze biti umanjen velikim brojem razli¢itih porocesa,
kao S§to su reakcije u pobudenom stanju, energetski transfer, reakcije formiranja
kompleksa i koliziono gasenja fluorescencije. Takva smanjenja u intenzitetu se odnose na
gasenje fluorescencije, i ono se moze odvijati razliitim mehanizmima, i ¢esto veoma
zavisi od temperature i pritiska. GaSenje fluorescencije, kao i suprotan proces (engl.
dequenching) do koga dolazi prilikom reakcije sa specificnim molekulom (fluoroforom)
kao bioloskom metom Koristi se kao osnova za bioloski skrining prilikom kojeg se
aktivirajuéim reagensima stvara opti¢ki kontrast [252,253]. Postoji nekoliko razli¢itih
mehanizama kojima se trasfer energije izmedu donora i akceptora moze izvrsiti

neradijativno (bez apsorpcije ili emisije fotona). To su:

1) dinamicko gasenje fluorescencije, u koje se ubrajaju:

- kolizioni energetski transfer (Dexter-ov elektronski transfer)
- Forster-ov rezonantni energetski transfer
- formiranje kompleksa u pobudenom stanju (EXCIPLEX, excited state complex) koji

se raspada u osnovnom stanju [254-256], i

2) staticko (kontaktno) gasenje fluorescencije.

Za proucavanje dinamike fluorescencije veoma je bitno vreme Zivota koje
fluorescentni molekuli provedu u pobudenom stanju 1 interaguju sa drugim molekulima u
rastvoru.

Koliziono gasenje fluorescencije (Dexter-ov elektronski transfer) se desava kada
se fluorofora u ekscitovanom stanju deaktivira prilikom kontakta sa nekim drugim
molekulom u rastvoru, koji se naziva , kvencer* (engl. quencher) — gasilac fluorescencije.
U ovom procesu molekuli ostaju hemijski nepromenjeni. Kod kolizionog gaSenja
fluorescencije, smanjenje u intenzitetu se opisuje odnosom fluorecencije u odsustvu i

prisustvu kvencera, Stern-Volmer-ovom jednac¢inom (16) [231]:
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2 =1KQl=1r ko [Q] (16)

U ovom izrazu K je Stern-Volmer-ova konstanta, [Q] je koncentracija kvencera,
kq je bimolekularna konstanta gasenja fluorescencije, az, je duzina trajanja (vreme) kada

nema gaSenja fluorescencije. Stern-Volmer-ova konstanta gasenja fluorescencije, K,
ukazuje na osetljivost fluorofore za kvencer. Fluorofora koja se nalazi u unutrasnjasti
nekog makromolekula je obi¢no nepristupacna za kvencere koji su rastvorni u vodi, tako
da je u tom slucaju vrednost K mala. Vece vrednosti K se mogu dobiti kad je fluorofora
slobodna u rastvoru ili se nalazi na povrsini biomolekula. Veliki broj razli¢itih molekula
moze pokazivati svojstva kolizionih kvencera, npr. kiseonik, halogeni elementi, amini i
molekuli koji su elektron-deficitarni, kao Sto je akrilamid. Ako se fluorofora u
pobudenom stanju sudara sa molekulom kiseonika, onda se fluorofora vraca u osnovno
stanje bez emisije fotona (neradijativnim putem). Drugi primeri dinamickih procesa u
rstvoru uklju¢uju interakcije fluorofore sa rastvaratem i rotacionu difuziju [257,258].
Mehanizam gaSenja fluorescncije zavisi od para fluorofora-kvencer. Npr. gasenje
fluorescencije halogenima 1 teskim atomima se deSava zbog kuplovanja spinskog i
orbitalnog momenta elektrona (spin-orbitalno sprezanje) i intersistemskog prelaza u
tripletno stanje (Jablonski dijagram, Slika 14).

Jos jedan vazan proces koji se deSava u pobudenom stanju je rezonantni
energetski transfer (eng. RET). Ovaj proces se deSava kad god se fluorescentni spektar
fluorofore (donora) preklapa sa apsorpcionim spektrom drugog molekula (akceptora)
[259], Slika 15.
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Slika 15. Spektralno preklapanje kod fluorescentnog energetskog transfera

RET nije rezultat emisije donora koja se apsorbuje od strane akceptora niti
postoji intermedijerni foton, a akceptor ne mora da bude fluorescentan. Energetski
transfer se desava dok je donor u pobudenom stanju (zbog Cega je ovo dinamicki
proces). Ovakvi procesi reapsorpcije su zavisni od ukupne koncentracije akceptora i od
nemolekularnih faktora, kao S§to je npr. veli¢ina uzorka. Izmedu donora i akceptora
postoje dipol-dipol interakcije, pri ¢emu RET zavisi i od relativne orijentacije prelaznih
dipolnih momenata donora i akceptora.

Stepen energetskog transfera je odreden udaljenos¢u izmedu donora i akceptora i
velicinom spektralnog preklapanja, koja se opisuje Forster-ovom udaljenos¢u (Ro).

Brzina energetskog transfera, kr(r), je data jednac¢inom (17):

ko (1) = Ti(%j 17)

D

gde je r udaljenost izmedu donora (D) i akceptora (A), a 7, je Vreme Zivota donora u

odsustvu energetskog transfera. Efikasnost energetskog transfrea za jedan donor-

akceptorski par na fiksiranoj udaljenosti je predstavljeno jednacinom (18):
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Forster-ove udaljenosti su uporedive po veli¢ini sa bioloskim makromolekulima
(30-60 A), pa imaju primenu u merenju udaljenosti izmedu dva razli¢ita mesta na
proteinima [260]. Saini sa saradnicima [261] je proufavao brzinu rezonantnog
energetskog transfera izmedu fluorescentne boje 1 nanoCestica u zavisnosti od njihove
medusobne udaljenosti, gde je pokazano da na ve¢im udaljenostima vazi Forster-ov tip
zavisnosti [261]. U literetari su opisani jo§ neki primeri zavisnosti FRET-a (engl. Forster
Resonance Energy Transfer) od udaljenosti fluorofore i povrsine nanocestice [262,263].

RET teorija je kompleksna i razli¢ita je za donore i akceptore koji su kovalentno
vezani, slobodni u rastvoru ili su deo rigidnih geometrija ili DNK. Osim toga, u
zavisnosti od vremena Zzivota donora, difuzija moze povecati stepen energetskog
transfera.

Dexter-ov energetski transfer je, za razliku od Forster-ovog, fenomen koji se
deSava na kra¢im udaljenostima i smanjuje se, zavisno od prostornog preklapanja
molekulskih orbitala donora i kvendera, sa zavisnos¢u tipa e™. | sa Forster-ovim i sa
Dexter-ovim tipom energetskog transfera oblik apsorpcionih i fluorescentnih (emisionih)
spektara boje ostaje nepromenjen.

Do statickog (kontaktnog) gaSenja fluorescencije [264,231] dolazi kada
fluorofora sa kven¢erom formira kompleks koji nije fluorescentan i koji ima jedinstven
apsorpcioni spektar. Ovaj proces se deSava u osnovnom stanju i ne zasniva se na
difuzionom procesu niti na sudarima molekula. MoZe do¢i do agregacije boje koja se
deSava zbog hidrofobnih efekata (molekuli boje se organizuju tako da se minimizira
kontakt sa vodom). Formiranje kompleksa u osnovnom stanju moze biti naru$eno

visokim temperaturama i dodatkom surfaktanata (povrsinski aktivnih jedinjenja).
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2.4 Citotoksi¢nost nanocestica zlata

2.4.1 Uticaj nanocestica zlata na ¢eliju

Nova neobi¢na svojstva metalnih nanocestica, koja se razlikuju od svojstava
vecine drugih materijala, izazvala su dosta paznje i stimulacije za istraZivanja vezana za
njihovu sintezu i primenu [265-270]. Metalne nanocestice, posebno nanocestice zlata, su
veoma znacajne zbog svoje sadasnje ali i buduce primene ne samo kao katalizatora, nego
i u polju biologije i medicine [48,271], u dijagnostici [272], oblasti biosenzora [273,274],
terapiji [275,276] i prenosu lekova do ciljanog mesta [277-280]. Pored toga,
biokompatibilnost ovih nanocestica je koriS¢ena za transport antitumornih agenasa, na
mesto gde se nalazi tumor, $to je dodatno favorizovano zbog vece propustljivosti i
,efekta zadrzavanja“ [278] tj. akumulacije nanocCestica u tumorskim tkivima u mnogo
vecem stepenu nego $to bi to bilo u normalnim tkivima [281,282]. Ove nanocestice se
takode mogu ponasati i kao sistemi za dostavu gena Koji nisu zasnovani na virusima
[283-285]. Istrazivanje u ovoj oblasti je u velikoj meri motivisano moguéno$¢u primena
nanocestica zlata kod terapije i detekcije kancera [47,286-288].

Sa tacke gledista korisnika u smislu primene nanomaterijala, moraju se uzeti u
obzir 1 potencijalni dalekosezni efekti na Zive organizme. Jasno je, da je za svaku kliniCku
primenu biokompatibilnost nanocestica prelomna tacka. Oduvek je bila problematicna
toksi¢nost nanocestica zlata u bioloskom sistemu. lako toksikoloska istrazivanja sugerisu
da nanocestice mogu izazvati nezeljene efekte na zdravlje, ta fundamentalna veza uzrok-
posledica nije jasno definisana [289,290]. Prema tome, jo$ uvek nije dovoljno jasan uticaj
nanocestica zlata na zdravlje ljudi i na Zivotnu sredinu [291]. Nedavno istrazivanje
toksi¢nosti nanocestica zlata je ukazalo da, iako neki prekursori nanocestica mogu biti
toksi¢ni, nanocCestice same po sebi ne moraju biti nuzno Stetne za éelijske funkcije [292],
pa se smatra da su benigne (netoksi¢ne) [292]. S druge strane u literaturi [293,294] su
opisivane i kao toksi¢ne. Pritom toksi¢nost nanocestica zlata raste sa smanjenjem veli¢ine
Cestice pre nego zbog promene njihove hemijske strukture, posto veoma male Cestice
(pre¢nika 1 nm) mogu ulaziti u memebrane i ¢eliju, i mogu se vezati za DNK [295]. U

svakom slucaju, one su po veli¢ini slicne bioloSkom materijalu, kao §to su celijske
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komponente i proteini, i slicnost u veli¢ini moze dovesti do nezeljenog ulaska u ¢eliju $to
moze Stetno uticati na normalno funkcionisanje ¢elije [48].

Ipak ostaje veliki broj nerazresenih pitanja vezano za uticaj nanocestica zlata na
zivu ¢eliju. Do sada je dokazano da je endocitoza glavni put ulaska nanocestica zlata u
¢eliju [296,297]. Nekoliko istrazivanja je pokazalo zavisnost celijske apsorpcije
nanocestica zlata od veli¢ine 1 oblika Cestice, kao i od karakteristika povrSine nanocestice
[298,293]. Najnovija istrazivanja ukazuju na to da nanocestice zlata u Zivim cCelijama
uglavnom ostaju u endozomima - sfernom dvostrukom sloju membranskih lipida
[293,298]. Imaju¢i u vidu ¢injenicu da nije zasigurno poznato S§ta se deSava sa
nanocesticama zlata u Celiji, ostaje potreba da se jasno razumeju njihova krajnja odredista
1 moguce interakcije sa komponentama celije.

U novije vreme posebna paznja je posvecena ispitivanju toksi¢nosti nanocestica
zlata u zavisnosti od veli¢ine, koncentracije i karakteristika povrSine [299]. Da bi se ovaj
proces mogao bolje razjasniti, potrebno je fokusirati se na uticaj nanocestica na
pojedinacne vrste zivih Celija. Posto je koza prva barijera za nanocestice prisutne u
zivotnoj sredini, od velikog je interesa ispitati ove efekte na humanim dermalnim
fibroblastima iz primarnih kultura. S druge strane, interesantno je i ispitivanje limfocita
pri izlaganju nanocesticama zlata, jer se tako moze potvrditi efekat direktnog ulaska
nanocestica u ¢eliju (direktne intracelijske penetracije) [49].

Fibroblasti su male ¢elije odgovorne za formiranje kolagena, koje predstavljaju
najvaznije elemente vezivnog tkiva. One ¢ine skelet intersticijuma tj. prostora izmedu
nefrona, tubula, krvnih i limfih sudova i nerava. Ovaj prostor se sastoji od vezivnog
tkiva, 1 u predelu korteksa je slabo izrazen i ¢ini oko 7% ukupnog volumena kore, a u
predelu srzi bubrega ¢ini i do 20%. Cine ga fibroblasti, miofibroblasti, makrofagi, periciti,
histiociti itd. Pored toga fibroblasti imaju i veoma vaznu ulogu u produkciji regulatornih
supstanci kao $to je adenozin [300] i eritroprotein [301].

Limfociti su, pored granulocita (koje ¢ine neutrofili, eozinofili i bazofili) 1
monocita, vrsta leukocita (belih krvnih zrnaca), koja kod odraslih osoba ¢ini 25-40 %
leukocita u krvi. Nastaju u kostanoj srzi i to su najmanje Celije vezivnog tkiva. Imaju
odbrambenu ulogu, i u zavisnosti od vrste (B-limfociti, T-limfociti i nulte ¢elije tj. Celije

prirodne ubice) proizvode antitela ili na druge nacine ucestvuju u imunom celijskom
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odgovoru. B-limfociti, T-limfociti i nulte ¢éelije se ne razlikuju morfoloski, ve¢ samo
funkcionalno. Tako su B-limfociti odgovorni za humoralni imunitet, T-limfociti ucestvuju
u ¢elijskom (celularnom) imunom odgovoru dok se za nulte Celije (NK celije), o kojima
se najmanje zna, smatra da bi mogle biti odgovorne za spreCavanje razmnozavanja
abnormalnih, posebno tumorskih ¢elija.

Genotoksi¢nost nanocestica zlata se moze ispitati razlicitim testovima, a neki od

njih su citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test i y-H2AX fosforilacioni esej.

2.4.1.1 Mikronukleusni test

In vitro mikronukleusni esej je mutageni testni sistem koji se koristi u
toksikoloskim ispitivanjima (skriningu) za detekciju potencijalnih genotoksi¢nih
jedinjenja koja indukuju formiranje mikronukleusa u citoplazmi ¢elija koje su u interfazi.
Ovaj test se zasniva na svojstvu citohalazina B da zaustavlja kretanje aktinskih filamenata
citoplazme, blokira razdvajanje cerki celija (citokineza), dok deoba nukleusa tece
neometano. Na taj na¢in nastaju binuklearne ¢elije sa udvojenim, ali razdvojenim jedrima
obavijeni jednom plazma membranom. Deobom ¢elija koje sadrze strukturne
hromozomske aberacije u citoplazmi cerki celija formirate se mikronukleusi.
Mikronukleusi nastaju od acentri¢nih hromozomskih fragmenata, a mogu ih ¢initi i celi
hromozomi kod Kkojih je doslo do oSteCenja u centromernoj oblasti. Ucestalost
mikronukleusa je indirektni pokazatelj u¢estalosti hromozomskih aberacija. Prednost CB
metoda je u tome Sto se iz jednog uzorka moze analizirati viSe hiljada binuklearnih ¢éelija
¢ime se dobijaju pouzdani podaci o ucestalosti i distribuciji hromozomskih aberacija.

Citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test je veoma pouzdan i jednostavan
metod za detekciju kako gubitaka, tako i defekata na hromozomu, i istovremeno daje
informacije 1 o progresiji Celijskog ciklusa 1 o citotoksi¢nosti. Klasifikuju¢i ¢elije prema
broju jedara, ovim esejom se utvrduje indeks citotoksicnosti (binuklearni ¢elijski indeks,
BCI) [302] i dobijaju se informacije o kinetici Celijskog ciklusa (citokinezis-blok
proliferativni indeks, CBPI) [303]. Zbog navedenih karakteristika, CB-mikronukleusni
test ima Siroku primenu u proceni genotoksi¢nih efekata razliCitih fizickih i hemijskih

agenasa.
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2.4.1.2 y-H2AX fosforilacioni esej

Histoni su bazni proteini (male molekulske mase) koji zajedno sa DNK i RNK
izgraduju hromatin, odnosno hromozome [304,305]. Nukleozom je strukturna jedinica
hromatina koja se ponavlja, i predstavlja kompleks histona sa DNK. Razlikuje se pet
vrsta histona koji se mogu podeliti u dve grupe. Prvu grupu sacinjavaju nukleozomski
histoni H2A, H2B, H3 1 H4, pri ¢emu po dva od svakog ¢ine histonski oktamer oblika
diska, oko kojeg se obavija molekul DNK. Drugu grupu ¢ine histoni koji ne formiraju
strukturu u oblika diska, obeleZeni kao H1, oko kojih se takode obavija molekul DNK 1
koji sluze samo kao veza do sledeceg diska. Histonske vrste se medusobno razlikuju po
molekulskoj masi, broju i redosledu aminokiselina. Linearno rasporedeni delovi
hromozomske DNK potrebni za sintezu jednog proteina ili jednog molekula RNK su
geni. Njithova veli¢ina (broj nukleotida DNK) 1 raspored na hromozomima su strogo
odredeni. Grada gena ogleda se u ta¢no odredenom redosledu nukleotida, ¢ija promena,
manjak ili viSak nukleotida rezultuje u promeni funkcije gena genskim (tackastim)
mutacijama.

H2AX je jedna od izoformi histona H2A [306] kodiranih sa dva razli¢ita gena.
H2AX moze da bude fosforilovan, acetilovan i da se vezuje za ubikvitin u cilju
regulisanja ¢elijskih procesa [307].

Fosforilacija histona H2AX na serinskom mestu (y-H2AX) se deSava kao
odgovor ¢elije na dvolan¢ane prekide DNK (engl. DSBs — double-strand breaks). Ovi
prekidi mogu biti izazvani razli¢itim uzro¢nicima: spoljasnjim faktorima (UV radijacijom,
X-zracima, vy-zracima, hemijskim agensima i dr.), sudarom replikacione viljuske
(,,replication fork collision®) sa nekim dodatim jedinjenjem npr. alkaloidom, apoptozom
(smrt ¢elije) i disfunkcionalnim telomerama (kratkim ponovljenim nizovima nukleotida na
kraju hromozoma eukariota koji Stite hromozom od razgradnje egzonukleazama) [308].
v-H2AX fosforilacioni esej (imunocitohemijska fluorescencija) je tehnika koja se siroko
primenjuje za kvantifikaciju broja dvolancanih prekida DNK prouzrokovanih razli¢itim
agensima, kao i za pracenje kinetike popravke ostecenja.

Acetilovanje H2AX moze biti indukovano agensima kao §to je jonizujuce

zracenje, dok ubikvitinacija H2AX zahteva prethodno acetilovanje [309]. Ubikvitinacija
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je proces posttranslacione modifikacije nekog proteina, koja nastaje njegovim vezivanjem
za jedan ili vise ubikvitinskih monomera kovalentnim vezama [310]. Ubikvitin je mali
regulatorni protein, koji je prisutan u skoro svim tkivima eukariota, a najceS¢a svrha
ubikvitinacije je oznacavanje proteina za razgradnju. Osim toga, ubikvitinacija kontrolise

stabilnost, funkciju i unutrasnji ¢elijski polozaj velikog broja proteina.
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2.5 Primena nanocestica zlata i cijanskih boja

2.5.1 Primena nanod¢estica zlata in vitro i in vivo

Zahvaljuju¢i karakteristicnoj plazmonskoj ekscitaciji u vidljivom delu spektra
Cestice zlata, kao jedne od najviSe proucavanih metalnih Cestica u koloidnoj hemiji, nasle
su Siroku primenu u optici 1 mikroelektronici. Karakteristike ovih Cestica, kao Sto su
dimenzije, distribucija veliCina, oblik, stabilnost, stanje na povSini tj. povrSinsko
naelektrisanje sa stanoviSta fizike 1 povrSinska modifikacija sa stanoviSta hemije, Su
direktno su povezane sa nac¢inom Sinteze i imaju vaznu ulogu u njihovoj primeni.

Hemijska inertnost nanocCestica zlata omogucava i njihovu integraciju u bioloske
sisteme. U bioloskim istrazivanjima koloidno zlato i razli¢iti derivati koloidnog zlata su
medu najcesée koris¢enim kontrastnim agensima (markerima) [311] koji se koriste kod
elektronske mikroskopije [40-43]. Cestice razli¢itih veli¢ina se na elektronskim
mikrografijama lako mogu razlikovati, $to omogucava izvodenje eksperimenata sa
simultanim multi-obeleZavanjem [312]. U literaturi je opisano i kori§¢enje nanoCestica
zlata u nanomedicini u oblasti dijagnostike, terapije, a ispitana je i njihova toksi¢nost in
vitro i in vivo [3].

Poznato je da se auroterapija (krisoterapija) odnosi na terapiju u kojoj se koriste
soli zlata 1/ili koloidno zlato. Iako se koloidno zlato uspeSno koristilo kao terapija za
reumatoidni artritis kod pacova [4], kod terapije solima zlata primenjene tokom duzeg
vremenskog perioda na ljudima, primeéena je znacajna nuspojava, koja se manifestovala
kao svetlo ljubiasto do tamno sivo obojenje koze pri izlaganju suncu [313]. Preterani
unos koloidnog zlata i soli zlata tokom Krisoterapije rezultuje kompleksnim redoks
procesima. Tada dolazi do zasiCenja tkiva koZe i organa sa relativno stabilnim
jedinjenjima zlata i1 koloidnim zlatom, a u ekstremnim slucajevim i zuba i tkiva oko ociju.
Posledica ovoga je obolelo stanje (engl. chrysiasis) kada dolazi do akutnog otkazivanja
rada bubrega [314], ozbiljnih poremecaja sr¢anog rada i hematoloskih komplikacija
(leukopenija, anemija) [315-317]. Dok se neke od ovih posledica relativnho mogu sanirati,

pigmenaticaja koze ostaje permanentna.
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Ispitana je i terapija lekovima zasnovanim na zlatu za leCenje Alzheimer-ove
bolesti. In vitro eksperiment je pokazao da se kombinacijom mikrotalasne radijacije i
koloidnog zlata mogu unistiti ekstracelularni depoziti beta-amiloidnih fibrila i senilni
plakovi, koji su glavne patohistoloske promene prisutne kod Alzheimer-ove bolesti. U
toku je veliki broj istrazivanja ovakve primene nanocestica zlata zasnovane na radijaciji, a
Pissuwan D. sa saradnicima [5] je opisao koris¢enje plazmonske rezonancije naocestica
zlata u cilju foto-termalne medicinske primene.

Nanocestice zlata ispitivane Su i kao nosioci lekova [44] tj. nanovektori za prenos
lekova ili bioloskog matrijala [318,319]. Primena hidrofobnih lekova zahteva
inkapsulaciju molekula, pa Cestice treba da imaju dovoljno hidrofilne povrsine i veli¢ine
manje od 100 nm, tako da mogu efikasno da izbegnu retikuloendotelijalni sistem (sistem
tkivnih makrofaga). Medutim, kod nanocestica postoji veliki odnos povrsine i zapremine,
pa one teze da se nagomilavaju i adsorbuju proteine. U tom slucaju se brzo vrsi
uklanjanje takvih Cestica od strane makrofaga u retikuloenditelijalnom sistemu, pa one ne
stizu do ciljanih ¢elija. Da bi nanocestice duze cirkulisale u krvi, treba da budu oblozene
hidrofilnim polimernim omotac¢em, kao $to je PEG (polietilen-glikol) ¢ime se povecava
disperznost Cestica i eliminiSe adsorpcija proteina.

U terapiji kancera, koloidno zlato se moze koristiti da se obelezi tumor i tako
omoguci in vivo detekcija, koris¢enjem povrSinski poja¢anog Ramanovog rasejanja
(engl. SERS, Surface Enhanced Raman Scattering) kao tehnike. Pritom se nanocestice
zlata inkapsuliraju sa tiol- modifikovanim PEG-om, ¢ime je povecana biokompatibilnost i
cirkulacija in vivo. Da bi se tumorske ¢elije specificno obelezile, PEG-om oblozene
nanocestice zlata se vezuju za antitelo (ili za fragment antitela) koje npr. inhibira receptor
za epidermalni faktor rasta. Ovo je znacajno jer je kod nekih tipova kancera povecana
proteinska ekspresija humanog epidermalnog faktora rasta. Tako se, koriste¢i SERS, sa
ovim PEG obloZenim nanocesticama zlata moze detektovati lokacija tumora [45], jer
¢elije tumora za razliku od zdravih ¢elija imaju svetliji odsjaj.

Nanocestice zlata se koriste i kao emiteri toplote u fototermalnim terapijama
[320,321]. Poznato je da se nanosfere zlata, pre¢nika 35 nm, koje su konjugovane sa
antitelom ponaSaju kao efikasni i selektivni fototermalni apsorberi za uniStavanje Celija

kancera koris¢enjem argonskog jonskog lasera u vidljivoj oblasti, bez uticaja na okolne
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¢elije koje nisu maligne [322]. Delovanje ovog lasera na talasnoj duzini 514 nm se
preklapa sa apsorpcijom povrSinskog plazmona sfernih nanocestica zlata, koje imaju
apsorpcioni maksimum na 520 nm. Ove nanocestice se konjuguju sa monoklonskim
antitelima, a to su imunoglobulini koji proizvode ¢elijske kulture odabrane da reaguju na
antigene koje Celije kancera specificno eksprimiraju. Ova antitela inhibiraju receptor za
epidermalni faktor rasta i specificno ciljaju molekulski marker koji oznacava ovaj
receptor. Zbog povecane ekspresije ovog receptora na povrSini malignih ¢elija, one se
mogu unistiti sa manje od polovine energije lasera potrebne za uniStavanje normalnih
¢elija. Medutim, na ovoj talasnoj duzini prodiranje svetlosti u tkivo je veoma malo [323],
pa je ovo korisno samo u slucaju povrsinskih lezija, jer je za tretiranje kancera in vivo
potrebno dublje prodiranje svetlosti u tkivo. Bliska infracrvena oblast spektra omogucava
maksimalno prodiranje svetlosti zbog relativno malog rasejanja i apsorpcije unutrasnjih
hromofora iz tkiva. Posto se menjanjem oblika ili veli¢ine nanocestice povrSinska traka
plazmona menja, moguce je dizajnirati fototermalne apsorbujuce agense u bliskoj
infracrvenoj oblasti. Tako su, za in vivo primenu nanocestice zlata kao fototermalnih
agenasa veoma dobri kandidati nanocestice zlata Stapicastog oblika — nanostapici (engl.
gold nanorods) [109,110]. Kod ovakvih nanocestica je rezonantna traka povrSinskog
plazmona pomerena iz vidljivog dela spektra u blisku infracrvenu oblast tj. jako
apsorbuju blisko-infracrvenu svetlost i emituju je kao toplotnu energiju. Posto infracrveni
zraci lako prodiru kroz ljudsku kozu i tkivo, nanocCestice ovakvog oblika (odredene
duzine 1 Sirine) se mogu koristiti kao komponente koje emitujuci toplotu unistavaju Celije
kancera, a mogu se Koristiti i za druga ciljana mesta. lako na rezonanciji plazmona kod
nanocestica dolazi i do apsorpcije i do rasejanja svetlosti, nisu isti doprinosi u zavisnosti
od veli¢ine Cestice. Za Cestice sa manjim aksijalnim precnikom (oko 10 nm) dominira
apsorpcija, dok za Cestice sa ve¢im aksijalnim pre¢nikom (> 35 nm) dominira rasejanje.
Zbog toga se, kod in vivo primene, kao termalni konvertori bliske infracrvene svetlosti
koriste Cestice sa manjim precnikom koje fototermalno ostecuju tumor [46,47]. Kada se
obloze polimerima, ovakve nanoCestice imaju vreme poluzivota in vivo duze od 15

casova.
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Drugi oblici nanocestica zlata, kao $to su racvast [118], planarni trouglast i
Sestougaoni oblik [119] i prizmatian [120], takode imaju apsorpciju povrsinskog
plazmona u bliskoj infracrvenoj oblasti.

Nanocestice zlata, zbog svoje biokompatibilnosti, i ispoljavanja jedinstvenih
strukturnih, elektronskih, magnetnih, optickih i katalitickih svojstava imaju i vaznu

analiticku primenu u oblasti:

- genosenzora, gde nanocCestice zlata pojacavaju elektricni signal elektrohemijskih
uredaja (DNK biosenzora) i povecavaju osetljivost bioelektronskih eseja [50-52], sto

pruza nove mogucénosti za gensku dijagnostiku u buduénosti,

- elektrohemijskih imunosenzora, kod kojih nanocestice zlata povecavaju osetljivost

elektrohemijske detekcije specificne reakcije vezivanja antitela sa antigenom [53-58],

- elektrokatalitickih senzora, jer nanocCestice zlata, zbog svoje velike povrSine u
poredenju sa zapreminom, imaju odli¢nu kataliticku aktivnost, pa se koriste za dizajn 1
fabrikaciju nanometarskih elektrokatalizatora 1 povecanje selektivnosti. Ovakvom
modifikacijom povrSina elektroda se snizava granica elektroanaliticke detekcije 1
pojacava elektrohemijski odgovor. Poznata je primena nanoCestice zlata kod
elektrohemijskog ispitivanja ¢elija raka i kao elektokatalizatora kod detekcije nekih malih
biomeolekula, kao $to su glukoza, norepinefrin, dopamin, epinefrin, katehol, askorbinska
kiselina i dr., kao i za detekciju nekih toksi¢nih supstanci (Sb> i As®*) [59-67]

kao i
- enzimskih biosenzora, pri ¢emu je direktan elektronski transfer sa redoks-proteina
(enzima) na elektrodu olaksan modifikacijom povrsina elektroda nanocesticama zlata

[68-74].

U savremenom drustvu u kome se sve vise razvija i ,,industrija zdravlja i lepote*,

nanocestice zlata takode imaju svoju primenu u kozmetici [75], u tretmanima protiv

53



starenja koze. U tom smislu koriste se u preparatima za negu koze lica i tela, u losionima
I kremama. One imaju afinitet za kolagena vlakna i uti¢u na njihovu strukturu, pa tako
podsti¢u proizvodnju kolagena. Sitne Cestice zlata reflektuju svetlost, ublazavaju bore,
jacaju imunoloski sastav koze, a zbog rasprSenosti u sitne Cestice njihova povrSina se
povecava i dejstvo je bolje. Koloidno zlato ima balansirajuée dejstvo i na telesne

elektricne funkcije.

2.5.2 Primena cijanskih boja

U informacionom dobu, kada obim 1 brzina prenosa informacija sve vise rastu,
blagovremeno dobijanje podataka je kljucna stvar za funkcionisanje razli¢itih sistema. Da
bi se omoguéio protok informacija reda veli¢ine tera (10™) bita u sekundi u sistemima
zasnovanim na optickom vremenskom multipleksiranju (OTDM, optical time division
multiplexing, proces stvaranja kompleksnog signala po principu vremenske raspodele
kapaciteta prenosnog medijuma, pri ¢emu dolazi do kombinovanja viSestrukih nezavisnih
tokova, prethodno podeljenih prema unapred definisanim sekvencama, u jedan tok
podataka), neophodni su fempto-sekundni (10™ s) opticki materijali i uredaji. Iz tog
razloga su istrazivanja radena i na neorganskim jedinjenjima tipa poluprovodnika i na
organskim sistemima kao $to su provodni polimeri i J-agregati nekih boja. Za J-agregate
nekih boja je ustanovljeno da imaju ultrabrza i nelinearna opticka svojstva. Vreme Zivota
ekscitovanih stanja kod J-agregata je reda veli¢ine pikosekundi (10™ s), $to je mnogo
krace nego kod neorganskih poluprovodnih materijala (reda veli¢ine deset nanosekundi),
zbog ¢ega je njihova primena superiornija.

U telekominukacionim mreZama, koriste se talasne duzine za opti¢ke impulse oko
1,3 ili 1,55 pum, zbog velikih brzina prenosa opti¢kih vlakana u tom opsegu. Iz tog
razloga se J-agregati nekih cijanskih boja koriste u opti¢koj opremi [27,28].

J-agregati odredenih cijanskih boja se mogu koristiti u demultiplekserima (za
konvertovanje brzog protoka podataka u veci broj sporijih protoka podataka) [324,325]

J-agregati pokazuju fotoelektri¢nu osetljivost u oblasti dejstva He-Ne lasera (633
nm) i imaju najvecu makroskopsku elektronsku susceptibilnost treceg reda (¥3). Ovo

SVojstvo se moze koristiti za promenu elektrodnog potencijala odredenih materijala kao
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Sto su polimeri aromati¢nih poliimida dodavanjem J-agregata karbocijanske boje. J-
agregati boje, indukujuéi elektronski transport u slojevima polimera, povecavaju
osetljivost ovih slojeva na svetlost He-Ne lasera. Elektrodni potencijal materijala se moze
selektivno varirati menjanjem sastava boje koja formira J-agregat [29].

Cijanske boje su poznate kao fotogalvanski pojac¢ivaci osetljivosti, zbog svojstva
da formiraju J-agregate sa visoko delokalizovanim ekscitonima. Cijanski sloj boje se
moze ponasati 1 kao donor 1 kao akceptor, povecavajuci efikasnost fotogalvanske celije.
Tako, kada se sloj cijanske boje nalazi u ,sendvicu® izmedu polimera dicijano-
fenilvinilen-trifenilamin-a kao donora i C60 (fuleren) kao akceptora, poboljSava se
efikasnost konverzije svetlosne u elektricnu energiju [30].

Veoma je vazna uloga J-agregata u povecanju spektralne osetljivosti fotografskih
emulzija AgClI [31]. Preciznije, fundamentalni korak u procesu slikanja (stvaranja slike) u
fotografiji je fotoindukovana energija i elektronski transfer sa adsorbovanih boja na
mikrokristal srebro halogenida. Boja omogucava srebro halogenidu da bude osetljiv na
vidljivu svetlost, $to je spektralno senzitiviranje tj. povecanje spektralne osetljivosti. J-
agregati cijanskih boja su posebno korisni jer se veoma dobro adsorbuju na mikrokristal
AgBr. Svojim jakim i uskim apsorpcionim trakama omogucavaju selektivno senzitiviranje
na odredenu boju (talasnu duzinu), pa se odabirom odgovarajuce cijanske boje koja se

adsorbuje moze povecati senzitiviranje mikrokristala AgBr [32].

2.5.3 Primena nanocestica zlata sa bojom

Progres u razvoju nanotehnologija, izmedu ostalog se zasniva i na razvoju
materijala za Ciju sintezu se koriste koloidne cestice. Modifikacija povrSine malih
metalnih cCestica dovodi do promene njihovih elektronskih i optickih svojstava.
Monodisperzne metalne nanocestice su cilj kome se tezi, ali specificna svojstva se mogu
oc¢ekivati 1 kada to nije u potpunosti ostvareno. Moguénost kontrolisanog modifikovanja
elektronskih karakteristika koloidnih metalnih Cestica pruza vecu Sansu nalaZenja njihove
primene u nelinearnoj optici.

Hibridne nanaocestice koje se sastoje od jezgra plementog metala

funkcionalizovanog omotacem, Koji ¢ini organska boja, su poznate zbog svojih neobi¢nih
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optickih svojstava, ukljucujuéi ultrabrze indukovane transparencije, nelinearno ponasanje,
Fano rezonancije (vrsta fenomena rezonantnog rasejanja pri cemu se dobija asimetri¢an
oblik linije rasejanja, npr. asimetrican oblik linije koja opisuje neelasticno rasejanje
elektrona helijuma) i pojacano fotoindukovano razdvajanje naelektrisanja [1,10-15].

U poslednje vreme mnoga ispitivanja su fokusirana na ispitivanja molekula boje
koji podlezu J-agregaciji, koja daje Frenkel-ov eksciton sa apsorpcionom trakom Kkoja je
suzena, pomerena ka crvenoj oblasti i ima visoku apsorbanciju i polarizabilnost u odnosu
na traku monomerne vrste [2]. Ove karakteristike omoguéavaju jako i koherentno
elektronsko kuplovanje ekscitona boje sa polarizacijama plazmonskih nanocestica
plemenitin metala [1,326], pa je moguée i moduliranje i poboljSavanje optickih
karakteristika boje. Fenomeni vezani za ovakve hibridne strukture, kao $to su gasSenje
fluorescencije boje [17], interakcije sa pojacanim optickim poljima [1], i nelinearno
ponasanje [2] ih ¢ine potencijalno pogodnim i upotrebljivim u buduénosti za dizajniranje
sistema za konvertovanje solarne energije, za primene u molekularnoj optoelektronici i
kod senzornih uredaja. Zbog lakoce sinteze i jaCine (otpornosti) ovih nanomaterijala,
kombinovane sa jakom, ultrabrzom prirodom polarizacionog kuplovanja, u buducnosti bi
mogli potencijalno da se koriste za opticke uredaje. Primer su opticki limiteri, gde je
nelinearna apsorpcija dominantan opticki limitiraju¢i mehanizam, pa se nelinearni opticki
materijali mogu Kkoristiti za manipulaciju optickih zraka. Tako se neki organski i
neorganski limiteri mogu koristiti za zastitu ocCiju, dok neke metalne nanocestice
pokazuju odli¢ne optic¢ki limitirajuce odgovore za nanosekundne laserske pulseve. S
druge strane, u oblasti telekomunikacija imaju ulogu kod prenosa signala u optickim
vlaknima ili integrisanim opti¢kim kolima.

Posto su cijanske boje jako fluorescentne [16], merenje fluorescentnih svojstava
agregata Cestica-boja moze dati vazan uvid za razumevanje intercesticnih molekulskih
interakcija 1 reaktivnosti. Fluorescentno obelezavanje je u Sirokoj upotrebi u medicinskoj
dijagnostici [7], gde se Kkoristi da bi se lokalizovale nanocestice ili simuliralo otpustanje
lekova. U vedini istraZivanja na nanoCesticama koje su modifikovane hromoforom,
proucavano je efikasno gasenje fluorescencije  hemisorbovanih  hromofora
[76,242,327,328]. Ovo gasenje fluorescencije se pripisuje povecanoj neradijativnoj

relaksaciji pobudenog stanja zbog transfera energije 1/ili elektronskog transfera [323,17].
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U nekim skorijim publikacijama je opisan uticaj veli¢ine nanocestica i udaljenosti izmedu
hromofora i povrsine nanocestice na efikasnost gasenja fluorescencije [329,330].

U literaturi je opisana i J-agregacija cijanskih boja razliitih struktura na povrsini
nanocestica zlata i srebra [12,76-78]. Sve je veéi interes za ispitivanje samo-organizacije
ovakvih molekula posredstvom nanocestica u smislu njihove nove primene kao hemijskih
senzora [33-35], u katalizi [36,37], prenosu lekova [6], nanoelektronici [38] i

medicinskoj dijagnostici [8,9].

2.6 Cilj rada

Cilj istrazivanja ovog rada je sinteza 1 fizicko-hemijska karakterizacija nanocestica
zlata razliCite veli¢ine dobijenih u prisustvu natrijum-borhidrida i trinatrijum-citrata.
Proucavace se reakcija adsorpcije tiocijanske boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-
(3-sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1
sulfonata, TC) na sintetizovanim nanocesticama, gde ¢e razli¢itim metodama biti ispitana
I Okarakterisana Cetiri sintetizovana koloida zlata u prisustvu i odsustvu TC boje.
Odredice se konstante ravnoteze procesa adsorpcije, eksperimentalno dobijen procenat
gasenja fluorescencije TC boje u prisustvu ova Cetiri koloida, kao i teorijski izracunat
procenat gasenja fluorescencije TC za monoslojnu povrsSinsku pokrivenost nanocestice, a
zatim i efikasnost gaSenja fluorescencije u zavisnosti od veli¢ine Cestica, pri konstantnoj
koncentraciji nanocestica. Takode ¢e se ispitati formiranje J-agregata, dobijenih samo u
prisustvu najmanjeg sintetizovanog koloida, ispitace se kinetika i mehanizam J-
agregacije, odredi¢e se kineticki i1 aktivacioni parametri, kao 1 uticaj metalnih katjona u
razli¢itim oksidacionim stanjima (Li*, Na*, K*, Cs*, Mg*" i AI*) na reakciju J-agregacije.
Pored toga, u dva in vitro model sistema humanih ¢elija, limfocitma i fibroblastima,
ispitace se uticaj veliine 1 koncentracije jo§ dve razliCite koloidne disperzije zlata sa
adsorbovanim citratnim jonima, na citotoksi¢nost.

Razjasnjavanje mehanizma interakcije negativno naelektrisane povrSine
nanocestice zlata sa negativno naelektrisanom tiocijanskom bojom daje bolji uvid za

potencijalnu upotrebu ovih hibridnih struktura u buduénosti za dizajniranje sistema za

57



konvertovanje svetlosne energije, primenu u molekulskoj optoelektronici i kod senzornih
uredaja. Takode, ispitivanje samo-organizacije ovakvih molekula (tipa cijanske boje)
posredstvom nanocestica je vazno i zbog mogucnosti njihove primene kao hemijskih
senzora, u katalizi, prenosu lekova, nanoelektronici i medicinskoj dijagnostici. Zato je
veoma vazno razumeti hemiju ove interakcije, koja do sada nije detaljnije ispitivana, a u
ovom radu ¢e se narocita paznja posvetiti i proucavanju procesa formiranja J-agregata na
povrsini nanocCestice zlata i ispitavanju kinetike I mehanizma J-agregacije, koja do sada
takode nije potpuno razjasnjena.

S druge strane, interes za ispitivanje toksi¢nosti nanocestica zlata u bioloSkom
sistemu, proistiCe zbog njihove biokompatibilnosti i sli¢nosti po veli€ini sa bioloSkim
materijalom, kao Sto su celijske komponente 1 proteini, Sto moze dovesti do nihovog
nezeljenog ulaska u celiju 1 Stetnog uticaja na normalno funkcionisanje ¢elije. Imajuci u
vidu Cinjenicu da uticaj nanocCestica zlata na Celiju nije sasvim razjasnjen, ostaje potreba
da se jasno razumeju njihova krajnja odrediSta i moguce interakcije sa komponentama
¢elije, a u ovom radu je cilj ispitivanja i davanje dodatnih informacija u ovom polju
istrazivanja. U tom smislu bi ispitivanje celijskih sistema sa nanocesticama zlata razli¢itih
karakteristika povrSine, koncentracije, velicine i oblika cestice, moglo posluziti kao

odlican model sistem za procenu genotoksic¢nosti.
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3 Eksperimentalni deo

3.1 Hemikalije

Kalijum-tetrahloroaurat(l11) (KAuCls, 99%), zlato(111)-hlorid trihidrat (HAuCl, x
3H,0), natrijum-borhidrid (NaBH4, 99%), kalijum-hlorid (KCI), trinatrijum-citrat
dihidrat (CsHsNazO; x 2H,0, 99%) i jednovalentni katjoni hlorida (KCI, NaCl, LiCl,
CsCl) su od Aldrich-a, i kao i svi drugi koris¢eni reagensi su komercijalni proizvodi
najvece Cistoce. Tiocijanska boja (TC), ¢ija je struktura predstavljena na Slici 16, je od
Hayashibara Biohemijskih Laboratorija, Okayama, Japan. Standardni rastvor TC boje,
koncentracije 5x10° M, je sadrzavao i 1x10° M KCI, a pripremljen je rastvaranjem
¢vrste TC boje u vodi. Zbog tezeg rastvaranja boje u vodi, rastvor se sonificira u
ultrazvuénom kupatilu pola sata. Radni rastvori TC boje (koncentracija 1x10° —
1,67x10° M) su pripremljeni odgovarajuéim razblaZivanjem 5x10° M standardnog
rastvora TC boje, neposredno pre merenja. Rastvor boje moZe da stoji neograni¢eno
dugo na sobnoj temperaturi. Za pripremanje svih rastvora je koris¢ena dejonizovana voda

precis¢ena sa Millipore Milli-Q sistemom za vodu.

Slika 16. Struktura TC boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-sulfonatopropil)

benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-sulfonat).
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3.1.1. Ispitivanje citotoksi¢nih efekata nanocestica zlata

Za ispitivanje citotoksi¢nih efekata su koris¢eni: PB-max medijum (Invitrogen-
Gibco) za gajenje kultura limfocita periferne krvi, DMEM medijum (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Invitrogen-Gibco) i tele¢i serum (FBS, Invitrogen-Gibco) za gajenje
kulture fibroblasta koze; citohalazin B (Sigma, Aldrich), Gimza (Merck) za analizu
mikronukleusa; formaldehid, 0,2% triton X-100, primarno anti-fosfo H2AX (Ser 139)
monoklonsko antitelo, sekundarno antitelo obeleZeno fluorescein-izotiocijanatom - FITC
(Sigma, Aldrich) i DAPI (4',6'-diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories) za

imunocitohemijsku fluorescenciju.

3.2 Sinteza nanocestica zlata

Nanocestice zlata su pripremljene redukcijom KAuCIl/HAuUCl, u vodenom
rastvoru, sa sveze pripremljenim rastvorom natrijum-borhidrida ili trinatrijum-citrata. Sve
koloidne disperzije su ¢uvane na sobnoj temperaturi do sedam dana.

Sinteza koloida zlata putem redukcije Au(l1l) sa NaBH, izvedena je prema ranije
opisanoj proceduri [121]. U 30 mL dejonizovane vode ohladene u frizideru (4° C), je na
magnetnoj mesalici uz energicno mesanje, dodato 330 uL sveze pripremljenog rastvora
0,1 M NaHB,; i 10 mL 1 mM KAuUCI,, pri ¢emu je dobijena koloidna disperzija vino-
crvene boje, oznacena kao C6. U drugom sluéaju, redukcijom 100 mL 0,2 mM vodenog
rastvora KAuCl, sa NaBH,, ¢ija je finalna koncentracija u rastvoru bila 5,3 mM, na
sobnoj temperaturi dobijena je koloidna disperzija rubin-crvene boje, ozna¢ena kao C9,5.

Sinteza koloida zlata putem redukcije Au(lll) sa trinatrijum-citratom izvedena je
prema modifikovanoj proceduri koju su dali K.C. Grabar i saradnici [122]. Uzorak od
200 mL 1 mM HAUCI, je zagrejan do kljucanja uz energi¢no mesanje u balonu sa
okruglim dnom na koji je postavljen refluks kondenzator. Nakon toga je, u rastvor brzo
dodato, u jednom slu¢aju 20 mL a u drugom 10 mL 38,8 mM rastvora trinatrijum-citrata.
Rastvori su ostavljeni da klju¢aju jos 15 minuta, a zatim su ohladeni do sobne

temperature uz konstantno mesanje. Obe sinteze su ponovljene po dva puta i dobijene su
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koloidne disperzije sfernih Cestica zlata razlicitih srednjih veli¢ina (odredenih TEM-om), i
to u prvom slucaju 15 i 17 nm koje su oznacene kao C15 i C17 i u drugom slucaju 30 i
47 nm, oznacene kao C30 i C47. Trinatrijum-citrat ima dvostruku ulogu, redukuje jone
AU*" i stabilizuje formirane nanolestice zlata adsorbuju¢i se na njihovoj povrsini.
Variranjem odnosa citrat/zlato kontrolise se veli¢ina dobijenih nanocestica zlata, odnosno
upotrebom manje koli¢ine citrata dobijaju se veé¢e nanocestice. Medutim, ¢ak i kada se
ponovi ista procedura za sintezu koloida, mogu se dobiti Cestice razli¢itih srednjih
veli¢ina, kao §to je to dobijeno i u slu¢aju C15 i C17 s jedne strane i C30 i C47 s druge
strane.
Koncentracija nanocestica zlata je odredena na osnovu dve metode:

- iz molarnog apsorpcionog koeficijenta,¢,, za odgovarajuu srednju veli¢inu
nanocCestica zlata (odredenu TEM merenjima) i apsorbancije na maksimumu talasne
duZzine, prema Lambert-Beer-ovom zakonu i

- iz koncentracije zlata u koloidnoj disperziji, uzimajuéi u obzir pre¢nik nanocestice i

gustinu zlata (jedn. (19)).

Vrednost molarnog apsorpcionog koeficijenta za nanocestice zlata veli¢ine 5-6
nm odredena u vodenoj disperziji na apsorpcionom maksimumu (A=520 nm) iznosi
1,1x10" M™* cm™ [331], pa prema tome izratunata koncentracija nanodestica C6 u
osnovnoj disperziji iznosi 7,4x10® M. Koncentracija nanocestica zlata C9,5 u 0snovnoj
disperziji je odredena iz apsorbancije na maksimumu povrSinskog plazmona (A= 518 nm)
i molarnog apsorpcionog koeficijenta za nanocestice zlata velic¢ine 9,5 nm, dobijene iz
literaturnih podataka [332], ¢,= 2,4x10° M™ cm™, i iznosi 0,28x10® M. Za nanodestice
zlata veli¢ine 17 nm i 30 nm (C17 i C30), literaturni podatak za molarni apsorpcioni
koeficijent, ¢,, iznosi 6x10° M cm™ [333] i 3x10° M™ cm™ [334], pa su iz apsorbancije
na maksimumu povrsinskog plazmona (524 nm i 527 nm) odredene koncentracije
nanodestica U osnovnim disperzijama, koje iznose 0,74x10° M i 0,18x10® M.

U sluéaju nanocCestica C15 i C47, uzimajuc¢i da su nanocestice zlata sfernog
oblika, izracunata je koncentracija nanocestica (Cnps) koris¢enjem sledece formule: Cyps

= C/n, pri cemu je C koncentraciji koloida zlata a n agregacioni broj, definasan kao:
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r]_72'-,0'NA~d‘°’ (19)
6-M

gde je p gustina zlata (19,3 g/cm®), d je pre¢nik &estice, Na je Avogadrov broj Gestica i M
predstavlja atomsku masu zlata (196,97 g/mol). IzraCunate vrednosti koncentracije
nanodestica zlata su bile 1,1x10® M za C15 i 3,7x10™"° M za C47, uz pretpostavku da je
redukcija Au(IIl) do atoma zlata 100% zavrSena.

U Tabeli 2 su prikazane oznake za sve sintetizovane koloidne disperzije,
odgovarajuc¢i redukcioni agensi 1 vrsta anjona u naelektrisanom sloju nakon redukcije
Au(lll), uslovi sinteze, talasna duzina na maksimumu apsorbancije, vrednosti molarnog

apsorpcionog koeficijenta (&,), koncentracije zlata i koncentracije originalno

sintetizovanih nanocestica zlata. Potrebno je dodati da oznake koloida sadrze numericku

vrednost veli¢ine ¢estice odredene TEM merenjima.
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Tabela 2. Karakterizacija nanocestica C6, C9,5, C17, C30, C15 i C47

Vrsta €,
Oznaka ] _ Konc.| Konc.
_ Redukc. | anjonau Uslovi A max | [M'em?]
koloid. _ zZlata |nanocestica
_ sredstvo | naelektr. |  sinteze [nm] ref.
disperz. ) [M] [M]
sloju [331-336]
natrijum- ) . 2
C6 o boratni 4°C 517 | 1,1x10° |1x10”| 74x1038
borhidrid '
natrijum- sobna o 4
C9,5 | boratni | temperatura | °18 | 24x10° |2x107| g 2gx10°®
borhidrid o
(20° C)
trinatrijum- | ) Kljucanje g s o
C17 ) citratni 524 6x10 1x107| 0,74x10
citrat (100° C)
trinatrijum- | ) Kljucanje
C30 _ citartni 527 3x10° |1x10°| ( 18x10%
citrat (100° C) ’
trinatrijum-| ) Klju¢anje g ,
C15 ) citratni 923 | 2,7x10° |1x10™| 1 1x10°
citrat (100° C) ’
trinatrijum - Klju¢anje
C47 _ citratni 543 | 1,6x10" [1x10°| 3,7x10™
citrat (100° C)

Pri meSanju koloidnih disperzija zlata sa TC bojom je u svim slucajevima

zapreminski odnos bio 2:1.
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3.3 Aparature

3.3.1 TEM merenja

Za proucavanje morfologije i veli¢ine nanoCestica Au kori$¢ena je transmisiona
elektronska mikroskopija (TEM). TEM merenja uzoraka koloida zlata sa i bez TC boje
su izvedena na Hitachi H-7000 i JEOL 100CX mikroskopu uz radni napon od 100 kV.
Uzorci su pripremljeni stavljanjem kapi rastvora na mikroskopsku mrezicu prekrivenu
tankim slojem ugljenika. Nakon suSenja uzorci su ispitivani TEM-om. Da bi se dobila

srednja veli¢ina Cestice, za svaki uzorak je merena veli¢ina vise od 200 nanocestica.

3.3.2 DLS merenja

DLS merenja, kao merenja dinami¢kog rasejanja svetlosti su izvedena na
instrumentu Zeta-sizer Nano, ZS sa 633 nm He-Ne laserom, opremljenim sa MPT-2
Autotitratorom, Malvern, UK, na 25° C. Ovim instrumentom se mogu meriti Cestice
veli¢ine od 0,6 nm do 6 um. Dati instrument je koriS¢en za odredivanje zeta potencijala
Au nanoCestica i AwTC hibrida (agregata Cestica-boja). Eksperimentalni podaci
predstavljeni u ovom radu su srednja vrednost od najmanje osam uzastopnih merenja, pri
¢emu svaka kriva/merenje predstavlja srednji rezultat od 14 merenja (i svaka kriva, od

ukupno 10, pripada posebnom merenju).

3.3.3 Spektrofluorimetrijska merenja

Emisija fotoluminiscencije je merena koris¢enjem Fluorolog-3 Model FL3-221
spektrofluorimetra (HORIBA Jobin-Yvon). Ekscitacioni i emisioni monohromatori sa
dve resetke i disperzijom 2,1 nm/mm (1200 brazdi/mm) su podeseni na 330 nm (ili 406

nm) za ekscitaciju i 500 nm (420-600 nm) za emisiju. Za ekscitaciju je koriS¢ena
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ksenonska lampa a za merenja emisije je koriS¢en brzi TBX detektor sa odgovaraju¢om
ugaonom konfiguracijom uz kivetu sa svetlosnim putem od 1 cm.

Potrebno je naglasiti da, pri spektrofluorimetrijskim merenjima, brojne vrednosti
intenziteta fluorescencije pri razli¢itim merenjima istih uzoraka nisu bile konstantne, kao i
da se na razli¢itim tipovima spektrofluorimetara dobijaju razliCite merene vrednosti istih
uzoraka. Time nije umanjena tacnost merenja, jer se pri obradi rezultata koriste i porede
vrednosti u odnosu na maksimalnu vrednost intenziteta fluorescencije u odredenom
sistemu ili se, jednostavnosti radi, izvrS§i normalizovanje intenziteta u odnosu na

maksimalnu vrednost intenziteta fluorescencije u datom - merenom sistemu.

3.3.4 Spektrofotometrijska merenja

Za merenje apsorpcionih spektara je koris¢en Perkin Elmer Lambda 35 UV-Vis
spektrofotometar, pri ¢emu je koriS¢ena kvarcna kiveta sa duzinom svetlosnog puta

(opti¢ka duzina puta) 1 cm.

3.3.5 Kineticka merenja

Za merenja brzine reakcije je koris¢en stopped-flow dodatak spektrofotometru za
brzu kinetiku, HIGH-TECH model SFA 12, koji se sastoji od dva Sprica, povezana sa
termostatiranom kvarcnom kivetom od 25 pl (0,25 cm®) i sa duZinom svetlosnog puta 1
cm. Mrtvo vreme aparature (tj. vreme za koje smeSa dva rastvora stigne do kivete u
spektrofotometru) iznosi 20 ms. Zapreminski odnos za mesanje TC boje i Au koloida C6
je bio 1:2. Brzina reakcije je odredena iz promene apsorbancije na 475 nm — talasna
duZina rezonancije ekscitona i fluorescencije na 490 nm. Sva kineti¢ka merenja su bila
reproduktivna u okviru granica greske od +5%, a izraCunate vrednosti konstanti brzina
predstavljaju srednju vrednost od najmanje 5 merenja pod identi¢nim eksperimentalnim
uslovima. Termostat sa granicom greske + 0,1° C je koriS¢en za merenja na razliCitim

temperaturama, u intervalu od 289 do 303 K.
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3.3.6 FTIR merenja

Interakcija nanocestica zlata sa TC bojom u vodenom rastvoru ispitivana je
metodom transmisione spektroskopije infracrvenog zracenja (FTIR). Infracrveni spektri
snimljeni su u modu atenuirane totalne refleksije (FTIR-ATR). Rezultati ove metode
dobijeni su pomoc¢u Thermo Electron Corporation Nicolet 380 spektrofotometra u
opsegu talasnih brojeva od 4000 cm™ do 400 cm™ usrednjavanjem skupa podataka od

200 ¢lanova.

3.3.7 Mikroskopska merenja

Celije sa mikronukleusima su analizirane Axiolmager Al mikroskopom (Carl
Zeiss, Jena, Germany) sa uveéanjem od 400 ili 1000 puta. Za analizu ¢elija sa y-H2AX
fokusima koris¢en je epifluorescentni mikroskop Axiomager Al (Carl Zeiss) i Image J

program.
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3.4 Metode ispitivanja citotoksi¢nih efekata nanocestica zlata

Analiza MN (mikronukleusi) i CBPI (citokinezis-blok proliferativni indeks)
uradena je na uzorcima krvi koji su dobijeni od tri zdrava donora, u skladu sa

zdravstvenim i etickim propisima Republike Srbije [337].
3.4.1 Citokinezis blok-mikronukleusni (CB-MN) test

Za analizu mikronukleusa (MN), alikvoti (0,5 mL) heparinizirane pune krvi
ispitanika zasejani su u 4,5 mL PBmax medijuma (Invitrogen-Gibco). Postavljen je
odgovarajuci broj ¢elijskih kultura koje su tretirane rastu¢im koncentracijama koloida
zlata C15 i C47. Analiza mikronukleusa radena je citokinezis blok-mikronukleusnim
(CB-MN) testom [338]. Kulture limfocita su gajene 72 sata na 37° C, od ¢ega poslednja
24 sata u prisustvu citohalazina B (Sigma, Aldrich) finalne koncentracije 4 pg/mL.
Nakon toga ¢elije su isprane blagim hipotoni¢nim rastvorom (0,56 % KCI : 0,9 % NaCl,
1:1), a zatim fiksirane u McCarnoy fiksativu (metanol : glacijalna siréetna kiselina, 3:1) 3
- 4 puta. Preparati su pravljeni nakapavanjem celijske suspenzije na mikroskopska
predmetna stakla. Na vazduhu osuSeni preparati su obojeni 2 %-tnim rastvorom alkalne
Gimze (Merck). Analizirano je najmanje 1000 Celija po uzorku upotrebom Axiolmager
Al mikroskopa (Carl Zeiss) na uvelicanju 400x ili 1000x. Sve analize su radene u
triplikatu.

Proliferacija celija in vitro je procenjena odredivanjem broja Celija sa 1-4 jedra na
istim mikroskopskim predmetnim staklima. Rezultati ovih analiza su predstavljeni kao
citokinezis-blok proliferativni indeks (CBPI, cytokinesis-block proliferation index). CBPI
je ra¢unat po formuli: CBPI = MI + 2MII + 3[MII+MIV]/N, gde MI-MIV predstavlja

broj ¢elija sa 1-4 jedra, a N je ukupni broj analiziranih ¢elija [339].
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3.4.2 Tehnika imunocitohemijske fluorescencije (y-H2AX esej)

Za analizu y-H2AX fokusa, koris¢ena je humana celijska linija fibroblasta koze
(normal human dermal fibroblasts, PromoCell). Fibroblasti su gajeni pod standardnim
uslovima za kulture tkiva u DMEM medijumu (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
obogacenim sa 10% telec¢eg seruma, na 37° C.

Za tehniku imunocitohemijske fluorescencije, eksponencijalno rastuce
fibroblastne celije zasejane su na odgovarajuéi broj polilizinskih plocica (Sigma-Aldrich)
koje su inkubirane 24 h u sterilnim, vlaznim plasti¢nim petri Soljama, na 37° C. Nakon
toga celije na polilizinskim plo¢icama tretirane su rastu¢im dozama koloidnih nanocestica
zlata C15 1 C47. Dvadesetcetiri sata nakon tretmana polilizinske plocCice sa ¢elijama su
fiksirane u 4% formaldehidu, permeabilizovane sa 0,2% triton X-100, a zatim obelezene
sa primarnim anti-fosfo H2AX (Ser 139) monoklonskim antitelom i sekundarnim
antitelom obeleZenim fluorescein-izotiocianatom - FITC (Sigma, Aldrich). Plocice su
zatim obojene sa DAPI/Antifade (4',6'-diamidino-2-fenilindol) (Vector Laboratories),
pokrivene pokrovnim plodicama i zalepliene lakom. Celije sa y-H2AX fokusima
analizirane su pomoc¢u epifluorescentnog mikroskopa Axiomager Al (Carl Zeiss) i Image

J programa.

3.4.3 StatistiCka analiza

Statisticka analiza vrednosti analiziranih parametara uradena je koriS¢enjem
Student-ovog T-testa i Product-Moment i parcijalnih korelacija statistickog paketa

,Statistika 6.0° za Microsoft Windows. Vrednosti p < 0,05 su smatrane zna¢ajnim.
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4 Rezultati

4.1 Karakterizacija koloidnih ¢estica zlata

Karakterizacija svih sintetizovanih koloidnih disperzija zlata, C6, C9,5, C15, C17,
C30 i C47, izvrSena je snimanjem apsorpcionih spektara, TEM i DLS merenjima, pri

¢emu je odredena 1 raspodela Cestica po veli€ini, kao 1 merenjem zeta potencijala.

4.1.1 Apsorpcioni spektri koloidnih rastvora zlata

Fotografije svih sintetizovanih koloidnih disperzija zlata sa razli¢itim veli¢inama
Cestica, oznacenih kao C6, C9,5, C17, C30, C15 i C47 su prikazane na Slici 17.

C15 C47

C30 C17 9,5 Co6
l l l I |

Slika 17. Fotografije koloidnih disperzija C30, C17, C9,5, C6, C15i C47

Vidi se da se, sa povecanjem veliine (pre¢nika) nanocestica u koloidnim
disperzijama, boja rastvora menja od vino-crvene boje (C6) do ljubiCaste (C47).
Intenzivna apsorpcija nanoCestica zlata potice od kolektivnih oscilacija slobodnih
elektrona u provodnoj traci pod dejstvom spoljasnjeg elektromagnetnog polja. Obojenost

ovih rastvora potice od lokalizovane rezonancije povrsinskih plazmona u vidljivoj oblasti.
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Pritom se sa povecanjem prec¢nika nanocCestice, apsorpcioni maksimum pomera ka
crvenoj oblasti tj. ve¢im talasnim duzinama (Slika 17), $to ima za posledicu razli¢ito
obojenje rastvora pa je boja sve tamnija. Talasna duzina na kojoj ¢e se javiti traka
plazmona kao i apsorbancija zavise od procedure sinteze tj. od velicine 1 oblika
nanocestica, rastojanja izmedu cCestica i dielektri¢nih konstanti sredine u kojoj se one
nalaze [340-343].

Na Slici 18 su prikazani apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C6 (7,4x10° M),
C9,5 (2,8x10° M), C17 (1,3x10° M) i C30 (3x10™ M), koji su okarakterisani
apsorpcionim maksimumima na 517 nm, 518 nm, 524 nm i 527 nm (Tabela 2) koji poti¢u

od rezonancije povrSinskih plazmona.

Apsorbancija

Slika 18. Apsorpcioni spektri sintetizovanih koloidnih disperzija zlata C6 (7,4x10® M),
C9,5 (2,8x10° M), C17 (1,3x10° M) i C30 (3x10™° M)

Na Slici 19 prikazani su UV-Vis apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C15 i

C47, koncentracija 1,1x10° M i 3,7x10"° M, koji su okarakterisani apsorpcionim

maksimumima na 523 i 543 nm (Tabela 2).
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Slika 19. Apsorpcioni spektri sintetizovanih koloidnih disperzija zlata C15 (1,1x10° M)

() i C47 (3,7x10™° M) (b); boja krive odgovara boji rastvora
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4.1.2 Odredivanje veli¢ine i oblika koloidnih ¢estica TEM merenjima

TEM merenjima je odredena veliCina, oblik i distribucija svih sintetizovanih
nanocestica zlata i karakterizacija koloidnih disperzija C6, C9,5, C17 i C30 u prisustvu
TC boje.

4.1.2.1 TEM karakterizacija koloidnih cestica

Veli¢ine (precnik, d) i oblik (morfologija) nanocCestica zlata su ispitani TEM-om.

Na Slici 20 je prikazana mikrografija sintetizovane koloidne disperzije C6.

Slika 20. TEM mikrografija nanocestica C6 sa adsorbovanim boratnim jonima
Kao primer, od Slike 21 do Slike 24 su prikazane mikrografije svih ostalih

sintetizovanih koloidnih disperzija zlata sa adsorbovanim citratnim jonima (C15, C17,

C30 i C47) uporedno sa odgovarajuc¢im histogramima raspodele veli¢ine Cestica (PSD).
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Slika 21. TEM mikrografija nanocestica C15 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i

odgovaraju¢i histogram raspodele ¢estica (desno)

Slika 22. TEM mikrografija nanocestica C17 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i

odgovarajuci histogram raspodele ¢estica (desno)
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Slika 23. TEM mikrografija nanocestica C30 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i

odgovarajuci histogram raspodele ¢estica (desno)
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Slika 24. TEM mikrografija nanocestica C47 sa adsorbovanim citratnim jonima (levo) i

odgovarajuci histogram raspodele Cestica (desno)

Na osnovu TEM merenja, ustanovljeno je da su sve sintetizovane nanocestice
zlata priblizno sfernog oblika sa relativno uskom distribucijom veli¢ina. Dobijeni srednji

precnici (d), za sve sintetizovane nanocestice zlata su predstavljeni u Tabeli 3.
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4.1.2.2 TEM karakterizacija koloidnih cestica u prisustvu TC boje

TEM merenjima je ispitana i interferencija sintetizovanih koloidnih disperzija C6,
C9,5, C17 i C30 sa TC bojom. Pritom je, u svim slucajevima, zapreminski odnos kod
mesanja koloidnih disperzija i TC boje bio 2:1, a finalna koncentracija TC 1,67x10° M.
Kao primer, od Slike 25 do Slike 27 su prikazane mikrografije koloidnih disperzija C6,
C17 i C30 u prisustvu TC boje uporedno sa odgovaraju¢im histogramima raspodele

veli¢ine Cestica (PSD).

I velicina aglomerata Au C6/TC
16 4 d(21nm - 47 nm)

udeo date velicine cestica u %

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
d (nm)

Slika 25. TEM mikrografija nanoc¢estica C6 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajuci

histogram raspodele Cestica (desno)
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Slika 26. TEM mikrografija nanocestica C17 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajuci

histogram raspodele Cestica (desno)
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Slika 27. TEM mikrografija nanocestica C30 u prisustvu TC boje (levo) i odgovarajuéi

histogram raspodele ¢estica (desno)
Uporedivane su individualne reakcije koloidnih disperzija sa TC bojom, a na Slici

28 su kao primer prikazane tipicne TEM mikrografije koloidnih disperzija C30 i C6 pre i
nakon dodatka TC boje radi poredenja.
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(b) (d)

Slika 28. TEM analiza: Au nanocestice (C30) u odsustvu TC boje (a); Au nanocestice
C30 u prisustvu TC boje (b); Au nanocestice (C6) u odsustvu TC boje (c); Au

nanocestice C6 u prisustvu TC boje (d)

Sa Slike 28 se moze videti da se svojstva ovih Cestica znacajno razlikuju u
prisustvu TC boje. Za razliku od Cestica C30, prisustvo TC boje izaziva aglomeraciju
nanocestica C6, pri ¢emu je izmerena veli¢ina ovih Au/TC hibridnih Cestica u opsegu 21-
47 nm (Slika 28 (d)). Do aglomeracije je doslo usled narusavanja stabilnosti ¢estica malih
dimenzija i velike povrsinske energije u prisustvu TC boje koja je formirala J-agregate.
Pored toga, ovakav rezultat jasno ukazuje da dolazi do smanjenja odbojnih sila
difuzionog sloja izmedu negativno naelektrisanih nanocestica C6 nakon adsorpcije TC
boje, na taj nacin olakSavaju¢i agregaciju. Ovo ukazuje na to da prisustvo TC boje u
ovom rastvoru koloida uti¢e na rast nanocestica.

| u sluéaju koloida C30 (veée Au nanocestice, Slika 23 i 28 (a)) i C17 (Slika 22)

TC boja je adsorbovana na povr§ini nanocestica Au, §to se moZe videti iz promene
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kontrasta na TEM mikrografiji (Slika 27 i 28 (b) i Slika 26). Medutim, adsorpcija TC
boje na ovim nanocesticama Au nema znacajnog uticaja na veliinu Cestice i ne izaziva

aglomeraciju, vec¢ izvesno uredenje Cestica.

4.1.3 Odredivanje veli¢ine koloidnih ¢estica DLS metodom

4.1.3.1 DLS karakterizacija sintetizovanih koloidnih cestica zlata

Veli¢ine Cestica svih sintetizovanih koloidnih disperzija, kao 1 raspodela veli¢ina
Cestica po intenzitetu 1 zapremini, je odredena 1 metodom dinamic¢kog rasejanja svetlosti
(DLS metoda). Za razliku od TEM merenja, vrednost srednjeg pre¢nika nanocestica koja
se dobija DLS merenjima, d, predstavlja hidrodinamicki pre¢nik sfere (tj. pre¢nik Cestice
sa hidratacionim omota¢em) koja ima istu zapreminu kao Cestica i predstavlja srednju
vrednost precnika svih merenih Cestica (Tabela 3).

Poredenje rezultata dobijenih TEM i DLS merenjima (Tabela 3) je pokazalo da su
veli¢ine Cestica dobijene TEM merenjima bile manje od istih dobijenih DLS merenjima,
posto se kod merenja veliCine ¢estice DLS metodom uzima u obzir i dodati rastvarac ili
stabilizator koji se krece zajedno sa Cesticom. Pritom, moze se primetiti da je razlika u
vrednosti pre¢nika dobijenog TEM i DLS metodom, u prisustvu TC boje znac¢ajna samo
u sluc¢aju najmanjih sintetizovanih ¢estica, C6. Osim toga, potrebno je naglasiti da DLS
metodom dobijamo informacije koje se odnose na veli¢inu agregata pre nego na precnik
individualne nanocestice, dok se kod TEM-a meri vrednost zasnovana na distribuciji

veli¢ine Cestica samo na osnovu fizicke veliCine (u fiziCkom smislu).

4.1.3.2 DLS karakterizacija sintetizovanih koloidnih cestica zlata u prisustvu TC

Da bi se ispitao uticaj TC boje na svojstva koloidnih disperzija C6, C9,5, C17 i
C30, izvrsena su DLS merenja i u prisustvu 1,67x10° M TC boje.

Srednje vrednosti pre¢nika sintetizovanih nanocestica zlata (d), dobijene TEM i
DLS merenjima (PSD po zapremini i intenzitetu), zajedno sa vrednostima indeksa

polidisperznosti (PDI) u odsustvu i prisustvu 1,67x10° M TC, date su u Tabeli 3.
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Tabela 3. Srednje vrednosti pre¢nika nanocestica zlata dobijene TEM i DLS merenjima i

indeks polidisperznosti u odsustvu i prisustvu 1,67x10° M TC

Srednja vrednost precnika,
d, (nm)
© DLS metoda PDI
S PSD (po intenzitetu) (indeks
o .
;;’5 = polidisperz.)
g TEM 5 g Pik 1: Pik 2: Pik 3:
O | merenja | & g z, nm z, nm z, nm
2 (Int%)" | (Int%)" | (Int %)"
10.94 36,19 104,1
C6 | 6+0,5 10+1 o 0,548+0,050
(80,4%) | (14,5%) | (5,13%)
Cé6 355 103,3
21-47 35+1 - - 0,455+0,025
+TC (96,7%) | (3,3%)
10,9
C9,5 | 9,5+0,5 11+1 ' 85,2 _
(97%) (3%) 0,554+0,030
C9,5
| 9,541 1143 11,1 83,3 _
+TC (95,9%) | (4,1%) 0,506+0,171
C15 | 15+2 | 17,93+0,34 - - - 0,300+0,030
C17 | 17405 19+1 20,2 102 B
©98.5%) | (L5%) 0,300+0,003
cl 17+1 1942 19,2 01
+ + ) -
+TC (80%) | (20%) 0,340+0,068
33,1
C30 | 30+0,5 33+1 ' 45
(85%) (15%) - 0,334+0,062
C30 332
30+1 33+3 ' 102
“TC (98%) (2%) - 0,364+0,005
C47 | 4742 | 49,44+276 _ _ _ 0,334+0,062

* procentni udeo Cestice koje imaju datu veli¢inu

80



Za ilustraciju su kao primer dati DLS grafici raspodele veli¢ine Cestica (PSD),
zasnovana na merenju rasejanja svetlosti po zapremini i intenzitetu. Merenja su izvedena
kori§¢enjem 5x10° M rastvora nanogestica C6, u odsustvu i prisustvu 1,67x10° M TC
boje. Sva merenja su radena na temperaturi od 25° C, pri ¢emu je indeks refrakcije bio 1.

Na Slici 29 (a) i (b) je predstavljena raspodela veli¢ina Cestica po zapremini DLS
metodom za koloidnu disperziju C6 bez i u prisustvu TC boje, dok je raspodela veli¢ina

Cestica po intenzitetu data na Slici 30 (a) i (b).
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Slika 29. PSD po zapremini za Au solove C6 (a) i C6+TC (b)
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Slika 30. PSD po intenzitetu za Au solove C6 (a) i C6+TC (b)

U Tabeli 4 i 5 su date odgovarajuce vrednosti precnika Cestice, indeks
polidisperznosti, intenziteti pikova i povrsina ispod pikova u procentima (%) za 10
pojedina¢nih merenja, kao i njihove srednje vrednosti za nanocestice C6 u odsustvu i

prisustvu TC.
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Tabela 4. Srednje vrednosti pre¢nika nanocestice C6, d, PDI i srednji intenziteti pikova

o Pik1 | Pik2 1 PK3 1y | pik2 | pik3
-5 d _srednjl .Srednjl §rednjl povrsina | povrSina | povrSina
m g (nm) PDI mtznz. mtznz. mtgnz. intenz. intenz. | intenz.

@ (nm) (nm) (nm) (%) (%) (%)

1 8,5 | 0,134 10,2 26,2 105,3 64,7 17,4 6,1
2 | 10,3 | 0,747 10,5 55,8 100,9 69,3 16,3 4,6
3 | 11,7 | 0,763 10,6 28,3 101,2 77,9 12,9 49
4 | 11,9 | 0,527 10,4 26,7 97,9 82,3 14,7 55
5 | 12,2 | 0,677 11,9 28,6 107,8 88,2 18,1 6,9
6 9,7 | 0,560 10,7 35,4 99,7 71,9 13,3 4,5
7 | 10,8 | 0,521 11,4 51,3 103,1 89,7 12,5 3,9
8 9,7 | 0,529 10,9 57,8 104,8 88,6 14,7 57
9 | 13,0 | 0,512 11,2 29,5 102,9 84,1 12,8 4,4
10 | 10,8 | 0,511 11,6 22,3 117.4 87,4 11,9 4,8

=3

§ § 10,9 | 0,548 10,94 36,19 104,1 80,41 14,46 5,13

S

Ovo npr. znaci da Pik 1 pokazuje da 80,41 % cestica ima veli¢inu 10,94 nm, Pik
2 da je 14,46 % cestica veli¢ine 36,19 nm i Pik 3 da je 5,13 % cestica veli¢ine104,1 nm.
Pritom je srednja vrednost veli¢ine ¢estice d = 10,9 + 1,00 i PDI = 0,548 £ 0,05.
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Tabela 5. Srednje vrednosti pre¢nika nanocestice C6+TC, d, PDI i srednji intenziteti

pikova
o Plk1 | Pik2 1 Pk3 | pig | pik2 | Pik3
.5 d _srednjl .Srednjl §rednjl ovr§ina | povrSina | povrsina
& & PDI | intenz. | intenz. | intenz. | P P! P
= (nm) q q q Intenz. Intenz. intenz.
? om | (m) | (m) (%) (%) (%)
1 | 39,7 | 0,243 40,5 106,4 — 70,5 3,2 —
2 | 26,8 | 0,216 15,1 116,2 - 79,9 41 -
3 | 41,3 | 0,217 30,4 104,4 - 90,4 3,4 —
4 | 41,1 | 0,389 40,7 96,7 - 90,7 3,1 —
5 | 329 | 0,627 60,1 106,8 — 115 3,2 —
6 | 29,7 | 0,549 30,2 106,7 — 95,0 3,5 —
7 | 34,4 | 0,639 20,8 83,7 — 95,9 2,4 —
8 | 275 | 0,771 40,6 109,8 - 111 2,6 -
9 | 46,3 | 0,326 25,9 110,3 — 110 3,4 —
10 | 355 | 0,570 50,8 91,9 — 109 3,6 —
=3
§ § 35,5 | 0,455 35,5 103,3 - 96,74 3,2 -
s 5

Pik 1 pokazuje da 96,74 % cCestica ima veli¢inu 35,5 nm, a Pik 2 da je 3,2 %

Cestica veli¢ine 103,3 nm. Pritom je srednja vrednost veli¢ine Cestice d = 35,5 + 1,00 i

PDI = 0,455 + 0,025.

Iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da su veli¢ine nanocCestica zlata na kojima

je adsorbovana TC boja, dobijenih DLS metodom, u svim slu¢ajevima neznatno vec¢e od

veli¢ina nanocestica zlata bez TC boje, osim u sluaju najmanjih sintetizovanih

nanocestica C6, gde je ova razlika dosta veca. Ovo je u skladu sa o¢ekivanjima, jer se pri

adsorpciji molekula TC boje na nanocesticu zlata uvecava hidrodinami¢ki preé¢nik ovih

nanocestica. Pomeranje vrha (maksimuma) krivih ka nizim vrednostima pre¢nika ukazuje

na polidisperznost ovih solova (Tabela 3).
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4.1.4 Merenja zeta potencijala

Poznato je da se nanocCestice zlata sintetizovane po metodama opisanim u
poglavlju 3.2 sastoje od elementarnog jezgra zlata okruzenog dvostrukim slojem
negativno naelektrisanih jona [136]. Ova naclektrisanja su odredena merenjem zeta
potencijala Cestice u svakom pojedinac¢nom sistemu. Naime, za sve osnovne koloidne
disperzije zlata meren je pH i zeta potencijal, a u slu¢aju koloidnih disperzija C6, C9,5,
C17 i C30 merenja zeta potencijala i provodljivosti su izvedena i u prisustvu 1,67x10° M
TC boje (Tabela 6).

Tabela 6. pH, zeta potencijal i provodljivost sintetizovanih koloidnih disperzija zlata u
odsustvu i prisustvu 1,67x10° M TC boje

Koloid Koncentracija H Zeta potencjial (mV) Provodljivost (uS/cm)
(M) P bez TC sa TC bezTC | saTC
C6 7,4x10° 6,54 | -36,0+2,0 | -32,0+0,5 221+9 28618

C9,5 0,28x10® 9,18 | -37,3+0,7 | -34,1+0,8 479+1 383+9
C15 1,1x10°® 8,5 -44,9+1,3 - - -
C17 0,74x10® 559 | -439+13 | -41,8#0,9 | 1060+14 768+9
C30 0,18x10® 3,81 | -38,0+0,8 | -35,8+0,9 649+2 498+4
C47 3,7x10%° 8,5 -38,0+0,8 - - -

Moze se primetiti da, sa povecanjem koli¢ine negativno naelektrisanih citratnih
odnosno boratnih jona adsorbovanih na povrSini sintetizovanih nanocestica Au raste i
apsolutna vrednost zeta potencijala. Pored toga, sa dodatkom TC boje u koloidne
disperzije C6, C9,5, C17 i C30 nije doslo do promene pH vrednosti, ali se moze
primetititi blago smanjenje vrednosti zeta potencijala. Uzrok ovog smanjenja zeta
potencijala bi mogao biti u slabim elektrostatickim interakcijama izmedu
citratnih/boratnih anjona adsorbovanih na povrsini nanocestice i pozitivno naelektrisane
tiazolne vrste TC boje. Rezultat ovakve interakcije je delimi¢na neutralizacija zeta
potencijala ovih nanocestica zlata.

Poznato je da dodavanje organskih jedinjenja, koja ne disosuju u vodenom
rastvoru, ima za posledicu smanjenje provodljivosti. Sli¢ni rezultati su dobijeni i nakon
dodatka TC boje u koloidne disperzije C30, C17 i C9,5 (Tabela 6). Medutim, u slucaju
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koloida C6 je nakon dodatka TC boje doslo do porasta provodljivosti usled formiranja J-
agregata boje [344,345].
Ovim rezultatima je potvrdeno da su Sve sintetizovane nanocestice Au negativno

naelektrisane na povrsini, kao i Au/TC hibridne ¢estice C6, C9,5, C17 i C30.
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4.2 Adsorpcija TC boje na povrsini nanocestica zlata

Za ispitivanje adsorpcije TC boje na povrsini nanocestica zlata koriS¢ene su
koloidne disperzije C6, C9,5, C17 i C30. U tom cilju su snimani apsorpcioni i
fluorescentni spektri TC boje (poglavlje 4.2.1), a potom je posebno ispitivana reakcija
boje sa:

a) koloidnim disperzijama sa adsorbovanim citratnim jonima (C17 i C30),
poglavlje 4.2.2

b) koloidnim disperzijama sa adsorbovanim boratnim jonima (C6 i C9,5),
poglavlje 4.2.3 i

c) formiranje J-agregata TC boje u prisustvu koloida C6, poglavlje 4.2.4.

Pritom su izraCunate konstante ravnoteze za proces adsorpcije (poglavlje 4.2.2.5
1 4.2.3.5), a posebno je ispitana kinetika i mehanizam formiranja J-agregata dobijenih na
povrsini samo jednog od koloida zlata - C6 i utvrdeni su aktivacioni parametri za ovu
reakciju (poglavlje 4.2.4.3 b). Osim toga, ispitan je i uticaj metalnih katjona u razli¢itim

oksidacionim stanjima na reakciju J-agregacije (poglavlje 4.2.4.4).

4.2.1 Apsorpcioni i fluorescentni spektri TC boje

Apsorpcioni spektar TC boje (Slika 31) u vodenom rastvoru pokazuje dva

karakteristicna maksimuma. Maksimum na niZoj talasnoj duzini (409 nm) se oznacava

kao D-traka i pripisuje se dimeru TC boje (TC?™), dok se maksimum na vigoj talasnoj
duzini (429 nm) oznaCava kao M-traka i pripisuje se monomeru TC boje (TC™) [12].

Boja je u vodenom rastvoru najverovatnije prisutna u obliku uravnotezene smese
monomera i dimera, sliéno drugim tiocijanskim bojama koje je proucavao Chibisov sa
saradnicima [79].

Pracenjem spektralnih promena TC boje u zavisnosti od njene koncentracije u
rastvoru, predstavljenih na Slici 31, uocava se da sa povecanjem koncentracije TC dolazi

do povecanja intenziteta apsorbancije dimera u poredenju sa monomerom. Ova ¢injenica
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ukazuje da u oblasti niskih koncentracija TC dominira monomerni oblik, dok pri ve¢im

koncentracijama boje raste koncentracija dimera.
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Slika 31. Apsorpcioni spektri TC boje koncentracija 0,7x10° M (1); 1,67x10° M (2);
2,6x10° M (3); 3,5x10™ M (4); 5x10™° M (5)

Na Slici 32 je prikazan apsorpcioni spektar 1,67x10° M TC zajedno sa

fluorescentnim spektrom boje, koji je skladu sa literaturnim podacima [346,347].
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Slika 32. Apsorpcioni i fluorescentni spektar 1,67x10° M TC boje
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Sa Slike 32 se moze uociti da je fluorescentni spektar boje okarakterisan
maksimumom fluorescencije na 485 nm, koji poti¢e od monomera TC boje. Da bi se
ispitao uticaj koncentracije boje u rastvoru na intenzitet fluorescencije, snimljeni su i
fluorescentni spektri TC boje nizih koncentracija (0,5x107 - 1,67x10° M) i prikazani na
Slici 33.

300000 A
250000 -
200000 -
150000

100000

intenzitet fluorescencije

50000

0

420 ' 40 ' 4(I50 ' 4;30 ' 560 ' 550 ' 5;10 ' SéO '

2 (nm)
Slika 33. Fluorescentni spektri TC boje koncentracija 0,5x10° M (1); 0,7x10° M (2);
0,9x10° M (3); 1,0x10° M (4); 1,1x107 (5); 1,2x10° M (6); 1,3%10° M (7); 1,4x10° M
(8); 1,5x10° M (9); 1,67x10™ M (10)

Sa Slike 33 se moze videti da sa povecavanjem koncentracije boje u rastvoru
intenzitet fluorescencije raste.

Izvedena zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije TC predstavljena je
na Slici 34.
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Slika 34. Zavisnost intenziteta fluorescencije TC na 485 nm od koncentracije TC

Sa slike 34 se moze uociti da zavisnost intenziteta fluorescencije od koncentracije
TC podleze Lambert-Beer-ovom zakonu. Dobijena su dva opsega linearnosti, jedan u
slu¢aju koncentracija nizih od ~0,7x10° M gde pravolinijska zavisnost ima manji nagib i
drugi pri koncentracijama veéim od ~0,7x10° M gde je veéi nagib. Ovakva razlika bi
mogla da ukazuje da se pri viSim koncentracijama boje pojacavaju interakcije medu
molekulima boje, pa je ve¢a mogucénost za razli¢ite vidove agregacije kao i na prisutnost

efekta unutrasnjeg filtera pri ¢emu dolazi do reapsorpcije fotona od strane boje.
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4.2.2 Ispitivanje interakcije izmedu TC i nanocestica zlata sa adsorbovanim

citratnim jonima

4.2.2.1 Spektrofotometrijska merenja

Da bi se ispitala reakcija koloidnih disperzija C17 i C30 sa TC bojom snimani su
apsorpcioni spektri rastvora koji sadrze 1,67x10° M TC i koloidne disperzije C17
(8,7x10™ M) i C30 (2x10™*° M), na sobnoj temperaturi (20° C). Na Slici 35 su prikazani
apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C17 i C30 u odsustvu (krive 2,3) i prisustvu boje
(krive 4,5).

144

Apsorbancija

A (nm)

Slika 35. Apsorpcioni spektri 1,67x10° M TC boje (1), 8,7x10™ M koloida C17 (2) i
2x10™"° M koloida C30 (3) pre i posle mesanja boje i koloida C17 i C30 (4,5)

Sa Slike 35 se moze videti da su apsorpcioni spektri koloida C30 i C17 nakon
dodatka TC boje (krive 4 1 5) okarakterisani pikovima koji poti¢u od monomera i dimera
boje i pomeranjem plazmonskog pika za 3 nm ka crvenoj oblasti (sa 523 nm na 526 nm
za C17 1 527 nm na 530 nm za C30). Do promene poloZaja plazmonskog pika doslo je

zbog promene indeksa refrakcije okruzenja nanocestica zlata u prisustvu TC boje. Ova
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Cinjenica ukazuje na dobru stabilnost ovih Cestica usled adsorpcije citratnih jona na
njihovoj povrsini, a §to je u skladu i sa TEM merenjima (poglavlje 4.1.2.2), gde se na
mikrografijama (Slike 26 i 27 (28b)) moze videti da adsorpcija TC boje na ovim
nanocesticama Au nema znacajnog uticaja na veliCinu Cestice i ne izaziva aglomeraciju,
ve¢ izvesno uredenje Cestica. Pored toga, u ovom sluc¢aju do adsorpcije TC boje dolazi
pretezno zbog slabe interakcije izmedu TC boje i jona adsorbovanih na povrsini Cestica.

Pritom su rastvori ostali bistri (transparentni) bez znakova taloZenja Cestica.

4.2.2.2 Spektrofluorimetrijska merenja

U cilju daljeg ispitivanja interakcija nanocestica zlata C17 1 C30 sa TC bojom,
praene su promene intenziteta fluorescencije boje nakon dodatka ovih koloidnih
disperzija. Kao §to je spomenuto u poglavlju 4.2.1, vodeni rastvor TC boje ima jaku
fluorescenciju sa emisionim maksimumom na 485 nm, pri ¢emu je talasna duzina
ekscitacije, Aex, bila 406 nm. U ovakvim eksperimenatlnim uslovima nanocestice Au
nemaju fluorescenciju. Na Slici 36 su prikazani fluorescentni spektri 1,0x10° M rastvora
TC boje pre (kriva 1) i nakon dodatka koloidne disperzije C17 (krive 2-7).
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Slika 36. Promena fluorescentnih spektara 1,0x10° M TC (1) nakon dodatka koloida
C17 u zavisnosti od koncentracije nanoestica Au: 4,9x10™° M (2); 9,85x10™ M (3);
1,48x10° M (4); 2,47x10° M (5); 3,45%10° M (6); 4,44x10° M (7)
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Sli¢ni rezultati su takode dobijeni i za koloid C30, Slika 37.
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Slika 37. Uticaj koloida C30 na fluorescentni spektar 1,0x10° M TC boje. Koncentracije
nanodestica: 4,76x10™ M (1); 1,3x10™° M (2); 1,95x10™ M (3); 4,62x10™ M (4);
6,46x10™"° M (5); 7,7x10™° M (6)

Moze se primetiti da Sa povecanjem koncentracije nanocestica C17 i C30 u
rastvoru boje dolazi do slabljenja intenziteta fluorescencije boje, Sto ukazuje na gaSenje
fluorescencije boje nakon adsorpcije na nanoCesticama zlata. U literaturi
[1,17,77,240,244,346,347] je opisano mnogo primera gde se gasenje (engl. quenching)
pobudenog stanja hromofore pripisuje prenosu energije ka povrSini metalne Cestice.
Medutim, u slu¢aju hibridnih struktura sa metalnom nanocesticom kao jezgrom, prenos
energije zavisi od veli¢ine i oblika nanocCestice, udaljenosti izmedu boje i povrSine
nanocestice, orijentacije molekulskog dipola boje u odnosu na osu boja-nanocestica i
preklapanja emisije boje sa apsorpcijom nanocestice [17,348]. U ovom slucaju, kao Sto je
to prikazano na Slici 38, normalizovan fluorescentni spektar TC boje se delimi¢no
preklapa sa apsorpcionim spektrom nanocestica Au, na osnovu ¢ega se moze oc¢ekivati

prenos energije sa pobudenog molekula TC na povrs§inu nanocestice Au.
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Slika 38. Normalizovan fluorescentni spektar TC boje (1) i apsorpcioni spektar C17 (2)

Ranije je opisano u literaturi [349] da povrsinski plazmon ima svojstva efikasnog
akceptora energije na rastojanju od 1 nm izmedu boje i povrsine nanocestice Au. Vazno
je naglasiti da je kod ispitivanih koloida C17 1 C30, citratni sloj na povrSini nanocCestica
Au dovoljno tanak (<0,6 nm) [350], Sto omogucava pojacane interakcije izmedu
radijacija elektromagnetnog polja boje i povrSine nanocestice. Uzimajuci u obzir veli¢inu
molekula TC boje, 2,5 nm x 1,5 nm x 0,5 nm [76], oc¢ekuje se relativno mala udaljenost
izmedu molekula boje i nanocestice Au, ¢ime je omoguéeno gasenje fluorescencije boje.
Emisija koja poti¢e of hromofora koje se nalaze u blizini povrsine metalne nanocestice na
udaljenosti manjoj od 5 nm, se gasi uglavnhom zbog prenosa energije ekscitacije ili
prenosa naelektrisanja na plazmon metalne nanocestice [17]. Zbog simetrije nanocestice,
prenos energije na sferne nanocestice Au se moze ostvariti za bilo koju orijentaciju
dipolnog momenta (elektri¢ni dipolni momenat koji se odnosi na prelaz izmedu dva
stanja) boje u odnosu na povr§inu nanocCestice, §to nije slu¢aj kod sistema boja-boja
[261].

Ovde je vazno naglasiti i da, posto su svi uzorci snimani u vodenom rastvoru,
spektri predstavljeni na Slici 36 i 37 sadrze i doprinos Ramanovog rasejanja vode (za

ekscitaciju na 406 nm Ramanov pik rasejanja vode se dobija na 470,6 nm). To se moze
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videti na Slici 39, gde je prikazana ostra Ramanova traka vode zajedno sa

normalizovanim fluorescentnim spektrom TC u prisustvu i odsustvu koloida C17.
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Slika 39. Poredenje normalizovanog fluorescentnog spektra TC boje u odsustvu (1) i

prisustvu C17 (2) sa Ramanovom trakom vode (3)

Sa povecanjem koncentracije C17 u rastvoru TC boje, intenzitet fluorescencije se
smanjuje zbog prisustva nanocestica koje gase fluorescenciju. Doprinos Ramanovog
rasejanja vode nije zanemarljiv kod uzoraka sa manjom emisijom fluorescencije (uzorci
4-7, Slika 36) i utice na oblik spektra i njegov mali pomeraj ka plavoj oblasti (ka manjim
talasnim duZinama). Prema tome, moze se izvesti zaklju¢ak da su spektri predstavljeni na
Slici 36 i 37 rezultat emisije fotona (tj. radijativnog procesa, kao nacina prenosa energije)

slobodnih molekula boje u rastvoru, koji predstavljaju jedinu emitujuéu vrstu u rastvoru.
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4.2.2.3 FTIR spektri

Da bi se bolje razumela interakcija izmedu TC boje i koloida zlata, snimani su i
FTIR spektri koloida zlata u prisustvu TC boje i uporedivani sa istim za samu TC boju i
sam koloid. Na Slici 40 su, i u oblasti niskih i visokih frekvencija, predstavljeni

odgovarajuéi spektri u slucaju koloida C30. Sli¢ni rezultati su dobijeni i za koloid C17.

a-TC
b-C30

B NN

transparencija (arbitrarne jedinice)

T T 777 T T T T T N
3200 2800 2000 1600 1200 800
talasni broj (cm'1)

Slika 40. FTIR spektri TC boje (a), nanocestica Au (koloid C30) sa adsorbovanim
citratnim jonima (b) Au koloid C30 u prisustvu TC boje (c)

Karakteristicne trake u FTIR spektru TC boje, Slika 40 (a), se javljaju na oko
3023 cm™ (CH istezuce vibracije koje se odnose na dvostruke veze), 2923 cm™ (alifati¢ne
CH istezuée vibracije), 2100 cm™ (istezuée vibracije ~SCN grupe), 1510 cm™ (slaba traka
koja odgovara istezu¢im vibracijama C=N grupe u tiazolnom prstenu), 1380 cm™ i 1480
cm™ (istezuée vibracije prstena) i set pikova u opsegu 900-780 cm™ koji poti¢u od
vibracija u aromati¢noj strukturi.

U FTIR spektru nanocestica zlata sa adsorbovanim citratnim jonima, Slika 40 (b),

se uocavaju pikovi u opsegu 2927-2857 cm’™ koji poticu od istezucih vibracija CH, grupe
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iz citrata, dok trake na 1520 cm™ i 1480 cm™ odgovaraju asimetriénim i simetriénim
istezu¢im vibracijama karboksilne grupe.

U FTIR spektru Au nanocestica sa adsorbovanom bojom, Slika 40 (c), uocavaju
se karakteristicne trake koje poticu od same boje i Au nanocCestica kao i sledece

promene:

(1) u poredenju sa spektrom Au nanocestica sa adsorbovanim citratnim jonima dolazi do
Sirenja i pomeranja trake na 2898 cm™ usled istezucih vibracija CH, grupe,

(2) dolazi do pomeranja trake na 2977 cm™, koja poti¢e od same TC boje usled istezuéih
CH vibracija u aromati¢nom prstenu, ka nizim frekvencijama,

(3) dolazi do pomeranja pika na 2100 cm™ (Slika 40 (b)), koji poti¢e od istezuéih
vibracija —SCN grupe na 2163 cm™ i do pojave dve dodatne trake na 2036 i 1972 cm™,
(4) primeéeno je pomeranje i poveéanje intenziteta trake na 1392 cm™ koja potice od
istezuéih vibracija prstena i trake na 1255 cm™ koja potice od C-O vibracija,

(5) javlja se dodatna traka na 1043 cm™, koja se pripisuje kombinaciji frekvencija koje
poticu od (C-O + S=0) vibracija.

Poveéanje intenziteta traka na 1255 i 1043 cm™ ukazuje na interakciju karbonilne
grupe citratnog jona sa molekulima TC boje. Pored toga, u sva tri FTIR spektra se javlja
Siroka traka u oblasti 1620-1730 cm™, najverovatnije usled prisustva vode u svim
merenim uzorcima. Poredenjem spektra TC boje (Slika 40 (a)) i nanocestica Au sa
adsorbovanim citratnim jonima (Slika 40 (b)), moze se primetititi da je doslo do
povecanja intenziteta ove trake usled istezuc¢ih vibracija (y(COOH) karboksilne grupe. U
spektru koloida zlata sa adsorbovanom TC bojom (Slika 40 (c)) dolazi do smanjenja
intenziteta ove trake i njenog nestajanja. [z ovih rezultata se moze izvesti zakljucak da je
adsorpcija TC boje na negativno naelektrisanoj povrsini nanocestica (sa adsorbovanim
karboksilatnim jonima), moguc¢a samo ako su molekuli boje orijentisani na taj nacin, da je
tiazolni prsten koji nosi parcijalno pozitivno naelektrisanje okrenut ka povrSini
nanocestice zlata.

Vazno je napomenuti da se tiazolni prsten karakteriSe velikom n—elektronskom
delokalizacijom i da pozitivho naelektrisanje sumpora raste u prisustvu pozitivnhog azota

[78]. Medutim, zbog sternog uticaja, propilsulfonatna grupa boje moze zauzeti stabilnu
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konformaciju u kojoj su atomi sumpora i azota blize jedno drugom. Ovaj efekat dovodi
do veéeg razdvajanja naelektrisanja pri cemu pozitivno naelektrisanje na azotu raste dok

sumpor postaje manje pozitivan (Shema 2).

_ P
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Shema 2. Shematski prikaz pomeranja elektronske gustine u tiazolnom prstenu TC boje

Iz ovoga se moze izvesti zaklju¢ak da interakcija izmedu nanocestica zlata i boje
nije jaka i odigrava se kombinacijom z-z interakcija i elektrostatickih interakcija izmedu
pozitivno naelektrisanih tiocijanskih grupa boje i negativno naelektrisanih karboksilnih
grupa na povrsini nanocestice. Lim i saradnici [76] su dobili slicne rezultate kod
ispitivanja interakcije pozitivno naelektrisane amonijumske vrste cijanske boje i
karboksilata koji se nalaze na povr$ini nanocCestica zlata. Vazno je naglasiti da su dobijeni
rezultati u skladu sa UV-Vis merenjima, koja pokazuju da u prisustvu TC boje nema
znaCajnih pomeranja apsorpcionog maksimuma koji poti¢e od rezonancije povrSinskih

plazmona nanocestica, koja bi ukazala na ja¢u medusobnu interakciju.
4.2.2.4 Gasenje fluorescencije

Za ispitivanje uticaja nanocestica zlata na fluorescenciju TC boje, uradene su dve
serije merenja meSanjem TC boje i koloidnih disperzija C17 i C30. U prvom
eksperimentu je ispitivana zavisnost intenziteta fluorescencije TC na 485 nm od
koncentracije nanocestica pri konstantnoj koncentraciji TC, a u drugom od koncentracije
boje pri konstantnoj koncentraciji nanocestica.

Kao $to je ranije objaSnjeno u poglavlju 2.3.2.1 jo§ jedan vazan efekat mozZe
dovesti do smanjenja intenziteta fluorescencije i mora se uzeti u obzir. To je efekat

unutrasnjeg filtera, pri kojem dolazi do reapsorpcije fotona od strane smesSe
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komponenata. Da bi se uzeo u obzir ovaj efekat, opisan u literaturi od strane Lakowicz-a
[231], za izraCunavanja kod merenih fluorescentnih spektara primenjen je jednostavan

korekcioni faktor prema jednacini (20):

Fcorr — Fobslo(AeX + Aem)/2 (20)

gde Fy predstavlja intenzitete fluorescencije za korigovane i posmatrane signale, a Ae i
Aem SU apsorbancije rastvora na talasnim duzinama ekscitacije i emisije.

U prvom setu merenja finalna koncentracija TC boje u rastvoru je bila
1,0x10° M, dok su koncentracije C17 i C30 varirane u opsegu od 4,76x10™ M do
4,44x10° M. Pri ovoj koncentraciji boje postignuto je potpuno gasenje fluorescencije
boje u slucaju koloida C17.

Zavisnost intenziteta fluorescencije 1,0x10° M TC boje na 485 nm, korigovane
za efekat unutrasnjeg filtera, od koncentracije nanocCestica C17 i C30 je prikazana na

Slici 41.
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Slika 41. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije (na 485 nm) rastvora koji

sadrzi 1x10°® M TC i nano&estice Au, C17 i C30, od koncentracije nano&estica
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Da bi se dobile krajnje tacke titracije, uradena je ekstrapolacija pravim linijjama do
nule. Dobijene su finalne koncentracije nanocestica u koloidnim disperzijama koje su
potrebne da bi se dostigle krajnje tacke titracije tj. da bi doslo do potpunog gasenja
fluorescencije 1x10° M TC boje, i iznosile su priblizno 3,0x10° M for C17 i 1,1x10° M
za C30.

Ispitan je uticaj veli¢ine Cestica C17 i C30 na efikasnost gasenja fluorescencije u

prisustvu 1,4x10" i 5x10™ nanodestica, i rezultati su prikazani na Slici 42.
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Slika 42. Uticaj veli¢ine &estica na efikasnost gasenja fluorescencije u prisustvu 1,4x10"
i 5x10"" nanocestica Au u 3 mL (koncentracije C17 i C30 su 7,7x10™° M 2,8x10™° M);

d je precnik Cestice

Sa Slike 42 se moze videti da procenat eksperimentalno dobijenog gasenja
fluorescencije raste sa povec¢anjem prec¢nika nanocestice.

U drugom eksperimentu pracena je promena intenziteta fluorescencije TC boje,
pri konstantnoj koncentraciji nanogestica (2,8x10™ M ili 5x10"" nano&estica u 3 mL).
Koncentracija TC je varirana u opsegu od 1x10® do 1x10®° M. Zavisnost intenziteta
fluorescencije korigovane za efekat unutra$njeg filtera na 485 nm od koncentracije TC je

predstavljena na Slici 43.
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Slika 43. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije

TC za koloide C17 i C30, u prisustvu 5x10* nanogestica

Sa Slike 43 se, iz preseka pravih linija ekstrapolisanin do nultog intenziteta
fluorescencije, moze videti da za koncentraciju TC koja je bila niza od 0,9x107 M za
C17 i 3,6x107 M za C30, nije doslo do fluorescencije, i ovo su koncentracije boje pri
kojima je povrSina nanocCestica Au zasi¢ena molekulima TC. Dalji dodatak TC boje u
koloidne disperzije je vodio ka povecanju intenziteta emisije zbog fluorescencije koja
potice od TC dianjona u rastvoru, bez ikakvih indikacija o agregaciji boje. Poredenja
radi, na Slici 43 je takode predstavljena i fluorescencija same TC boje u zavisnosti od
koncentracije.

Uzimaju¢i u obzir da do gaSenja fluorescencije dolazi samo u sluc¢aju TC
molekula koji imaju direktnu interakciju sa povrSinom nanocestica Au, onda se
maksimalno gaSenje fluorescencije TC boje deSava u slucaju potpune monoslojne
povrSinske pokrivenosti nanocestice TC molekulima, koja zavisi od orijentacije
adsorbovane TC boje. Ako se uzme da se boja moze aproksimirano predstaviti kao kutija
sa dimenzijama 2,5 nm x 1,5 nm x 0,5 nm [76], onda se na povrSini nanocestice zlata
mogu razmatrati tri moguce orijentacije boje: horizontalna i vertikalna orijentacija duz
krac¢e i duze strane (Shema 3). Pored toga moguca je i kosa orijentacija TC boje na

povrsini nanocestica (Shema 3).
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() (b)

20

(c) (d)
Shema 3. Prikaz mogucih orijentacija TC boje na povrSini nanocestica zlata duz:
vertikalne duze strane (a), horizontalne strane (b), vertikalne krace strane (c) i kosa

orijentacija (d)

U skladu sa tim, i znajuc¢i odgovarajuce precnike nanocestica, izraunat je broj

molekula TC boje koji je potreban da bi se pokrila povrs§ina nanocestica C17 i C30 i ovi

102



rezultati su, zajedno sa brojem molova TC po kvadratnom centimetru (mol/cm?) za sve
tri moguce orijentacije boje, predstavljeni u Tabeli 7. Tako je dobijena donja granica
pokrivenosti u sluc¢aju horizontalne orijentacije TC boje adsorbovane na povrsini, dok je

nadeno da je gornja granica u slu¢aju vertikalne orijentacije boje duz krace strane.

Tabela 7. Izracunat broj molekula TC adsorbovanih na povrsini nanoc¢estica C17 1 C30

SAnp Broj molekula TC boje
(nm®) | potreban da bi se prekrila o (mol/cm?)
povrsina naocestice za tri
razli¢ite orijentacije boje

o
S
E >N N —
el 3g ¢ |8 N N
S |52 % 6| > S 9 £ R
[t ~ O iV \8 < N = B8 g 5
-g d; 05) g N E >l§ E ~§
= @ > o > X
C17 | 907 |241| 698 |1163| 701
-11 -10 -10
C30 | 2826 | 753 | 2173 | 3623 | 2183 | 44107 | 1,28x1077 ) 2,14x10

Koriste¢i vrednosti iz Tabele 7, gde SAnp predstavlja povrSinu sferne
nanocestice, sa pre¢nikom dobijenim iz TEM merenja, a I'y je maksimalna monoslojna
povriinska pokrivenost (mol/cm®), izradunata je koncentraciju nanoestica koja moze
potpuno da ugasi fluorescenciju 1x10° M TC boje za prvi set merenja. Dobijene su
vrednosti 4,1x10° M za C17 i 1,3x10° za C30. U ovom izradunavanju pretpostavljeno je
da su molekuli TC boje smesteni na povrsini nanoCestice u horizontalnoj orijentaciji.
Eksperimentalno dobijeni rezultati u prvom setu merenja (koncentracija nanocestica
potrebna da bi doslo do potpunog gasenja fluorescencije TC boje) su bili oko 20% nizi
od izraCunatih vrednosti koncentracije nanocCestica potrebne da bi se dostigle krajnje

tacke titracije.
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Pored toga, izraCunata je koncentracija TC boje potrebna da pokrije povrsinu
nanocestice u horizontalnoj orijentaciji i da fluorescencija boje bude potpuno ugasena, u
drugom setu eksperimenata. Dobijene su vrednosti 6,6x10° M za C17 i 2,1x107 M za
C30, koje su oko 30% nize od odgovarajucih vrednosti dobijenih eksperimentalno (Slika
43).

Nakon toga je kvantitativno analiziran set podataka, dobijen iz eksperimenata
gaSenja fluorescencije kao funkcije koncentracije nanocestica C17 1 C30. Uzimajuéi da
jedna nanocestica moze adsorbovati odreden broj molekula boje koji je dat u Tabeli 7 u
slu¢aju horizontalne orijentacije, izracunat je procenat (%) boje, €ija je fluorescencija
ugaSena u prisustvu nanocestica C17 1 C30. Na osnovu promene intenziteta
fluorescencije po dodatku razlicitih koli¢ina nanocestica C17 1 C30, poredene su
efikasnosti gasenja fluorescencije 1x10° M TC boje ovim koloidima, izmedu izradunatih

i eksperimentanih rezultata (Slika 41). Ovi rezultati su predstavljeni u Tabeli 8.
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Tabela 8. Gasenje fluorescencije (na 485 nm) 1x10° M rastvora TC boje (1,8x10%
molekula TC) nanocesticama zlata C17 1 C30, dobijenih redukcijom Au(lll) citratnim

jonima

C17 C30
® % @ % fluorescencije
N = fluorescencije | _ § TC boje ugasene
= § TC boje S S u prisustvu
% D ugaSene u X § nanocestica C30
2 § prisustvu 2 Se
o = nanocestica < =
£ |3 c17 2 T
SIS o izrad.- | >3 = 5 izrag.-
g | 8 c horiz. | £ 29 | £ horiz
< cw© = s < £ T S
= O <
c = 2 orijent. | € =< | £ orijent.
S |81 |8 g S z
o 2 E | ¢ o 3 =
D c L 2 L
8 | L S 2
VAN o A4 3
1] 0 5,00 0 0 0 5,00 0 0
21088 | 4,05 19,0 11,9 0,86 482 | 3,6 3,6
3 (1178| 321 35,8 23,8 2,35 427 | 14,6 9,8
4 | 267 | 2,26 54,8 35,7 3,52 3,61 | 27,8 14,7
5 446 | 1,10 78,0 59,7 8,35 2,71 | 45,8 34,9
6 | 6,23 | 0,15 97,0 83,4 11,70 2,45 | 51,0 48,9
7 | 8,02 0 >100 >100 14,00 1,89 | 62,2 58,6

Eksperimentalno dobijeni rezultati su ukazali da je ugaSena fluorescencija veéeg
broja molekula boje od broja (TC molekula) potrebnog za potpuno pokrivanje povrsine
nanocCestice u horizontalnoj orijentaciji TC. Na primer, u slucaju koloida C17, nakon
dodavanja 1,78x10" nanocestica Au u rastvor boje koji sadrzi 1,8x10" molekula TC
boje ocekivana vrednost procenta gaSenja fluorescencije boje, teorijski racunato za
horizontalnu orijentaciju iznosi 23,8%. S druge strane, eksperimentalno dobijena
promena intenziteta fluorescencije je pokazala vrednost efikasnosti gasenja fluorescencije
od 35,8%. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata i njihovog poredenja
sa izraunatim rezultatima moglo je da se pretpostavi da su molekuli TC najverovatnije
smeSteni na povrSini nanocestice u orijentaciji koja je najpribliznija horizontalnoj tj. u

kosoj orijentaciji. Ovakav rezultat je u skladu sa ranijim ispitivanjima, kojima je
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pokazano da je mera (koli¢ina) fluorescencije molekula boje funkcija udaljenosti izmedu
boje i povrSine metala, i da je u direktnom kontaktu sa metalom fluorescencija boje
potpuno ugasena [76,242,327]. Pored toga, rezultati ovde predstavljenin FTIR merenja
(poglavlje 4.2.2.3) potvrduju da se interakcija TC boje sa nanocesticama odigrava kroz ©
— 7 i elektrostaticke interakcije izmedu pozitivno naelektrisanih tiocijanskih grupa boje i
negativno naelektrisanih citratnih jona na povr$ini nanocestice, Sto je u skladu sa kosom
orijentacijom molekula TC.

Medutim, treba naglasiti i da u ovde predstavljenim teorijskim izraGunavanjima
nije uzeta u obzir hrapavost tj. neravnine povrsSine same nanocestice. Taj faktor bi mogao
znacajno uticati na molekul boje, u smislu povecanja efektivne povrsine nanocestice, §to
znaci da bi se veci broj molekula boje mogao smestiti na povrSini nanocestice, ¢ime bi se
u teorijskom proracunu dobio ve¢i broj molekula boje Cija je fluorescencija ugaSena.
Medutim, t0 u ovom slucaju nije bilo moguce uzeti u obzir zbog kompleksnosti

izraCunavanja.
4.2.2.5 Izracunavanje konstante ravnoteze

Da bi se dalje razjasnio uticaj nanocestica C17 i C30 na fluorescenciju TC boje,
analizirana je i zavisnost intenziteta fluorescencije korigovanog za efekat unutrasnjeg
filtera od koncentracije nanoc¢estica u rastvoru, predstavljena na Slici 41.

Na osnovu prethodno predstavljenih eksperimentalnih rezultata, adsorpcija TC
boje na povrsini nanoCestice Au se moze opisati jedna¢inom (21), sliéno kao $to su to

ranije pokazali Zhong i saradnici [76]:

Ravnoteza u sistemu Au/TC (jednacina (21)) se moze objasniti Langmuir-ovom

izotermom (jednacina (22)):

0.
K= 1 (22)
(1-6)-C,
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gde K predstavlja konstantu ravnoteze, C, koncentraciju TC boje u rastvoru i 6,
delimi¢nu povrSinsku pokrivenost TC na negativno naelektrisanim nanocesticama Au.
Kao $to je to ranije pokazano [76], &, =T,/I,, pri ¢emu I predstavlja povrsinsku
pokrivenost (mol/ cm®) TC a I, je maksimalna monoslojna povrsinska pokrivenost
(Tabela 7). C, predstavlja pocetnu koncentraciju TC (C, =C, -C_,,).

Lako se moze pokazati da je intenzitet fluorescencije slobodne boje u rastvoru
linearna funkcija koncentracije nanoCestica i da se prema tome moze izvesti sledeca

jednacina (Prilog 8.2), kao $to je ranije i prikazano u literaturi [76]

' . 1
I :(_k 'b'No'Fo'SANP)'CNP_'_k -b-(CO—E) (23)

gde je I = k’bCy, b je duzina puta kroz ¢eliju, k> je konstanta koja je proporcionalna
kvantnom polju, snhazi upadne svetlosti i molarnom apsorpcionom koeficijentu boje
[231,351]. Vrednosti konstante ravnoteze K (jednacina (23)) za koloidne disperzije C17 i

C30 su dobijene iz nagiba 1 odsecka iz jednacine (23), i date su u Tabeli 9.

Tabela 9. Konstante ravnoteZe za proces adsorpcije TC boje na nanocestice C17 i C30

) Odsecak Nagib .
Koloid K[M~7]
x10° x10™
C17 510,05 -1,67 £0,05 |3,67x10°
C30 510,05 -454+0,1 |5,93x10°

Iz Tabele 9 se moze videti da su za obe koloidne disperzije, C17 i C30, dobijene
slicne vrednosti konstante ravnoteze, K, koje su u skladu i sa vrednostima za adsorpciju
sliénih cijanskih boja na nanocesticama Au Sa adsorbovanim citratnim anjonima, ranije

opisanim u literaturi koje je dobio Lim sa saradnicima [76].
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4.2.3 Ispitivanje interakcije izmedu TC 1 nanocCestica zlata sa adsorbovanim

boratnim jonima

4.2.3.1 Spektrofotometrijska merenja

Da bi se ispitala reakcija koloidnih disperzija C6 i C9,5 sa TC bojom snimani su
apsorpcioni spektri rastvora koji sadrze TC boju koncentracije 1,67x10®° M u prisustvu
koloidnih disperzija C6 (5x10® M) i C9,5 (1,87x10° M), na sobnoj temperaturi (20° C).
Na Slici 44 su prikazani apsorpcioni spektri koloidnih disperzija C6 i C9,5 u odsustvu
(linije 2,3) i prisustvu 1,67x10° M TC boje (linije 4,5).

Apsorbancija

400 500 600 700 800
A (nm)

Slika 44. Apsorpcioni spektri 1,67x10° M TC boje (1) i koloida: 5x10® M C6 (2);
1,87x10° M C9,5 (3) pre (2,3) i posle dodatka TC boje (4,5)

Sa Slike 44 se moze videti da u apsorpcionom spektru koloida C9,5 nakon
dodatka TC boje (kriva 5), dolazi do malog pomeranja plazmonske trake za 3 nm ka
ve¢im talasnim duzinama, slicno kao i u slu¢aju C17 i C30 (poglavlje 4.2.2.1). U

prisustvu visSka borhidrida dolazi do izraZaja drugi stabilizacioni faktor a to je efekat
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naelektrisanja [352], odakle potice i veca stabilnost ovih Cestica. Poznato je da su
proizvodi hidrolize natrijum-borhidrida boratne vrste koje se adsorbuju na povrsini
Cestica, ¢ineci ih negativno naelektrisanim [353].

S druge strane, u apsorpcionom spektru koloida C6 nakon dodatka 1,67x10° M
TC boje (Slika 44, kriva 4) moze se videti da dolazi do formiranja oStrog apsorpcionog
minimuma (,,dip“) na 475 nm [1,77], Koji je pra¢en pomeranjem trake plazmona ka
crvenoj oblasti. U literaturi se ovaj karakteristicni apsorpcioni minimum na 475 nm
pripisuje formiranju tzv. J-trake J-agregata TC boje na povrSini nanoc¢estica Au sfernog
oblika i veli¢ine od 5-10 nm [1,12]. Prisustvo minimuma u apsorpcionom spektru se
objasnjava kuplovanjem molekulskog ekscitona J-agregata i povrSinskog plazmona
metalnih nanoCestica [1,12]. Kao rezultat, dolazi do pomeranja apsorpcionog
maksimuma koji poti¢e od rezonancije povrSinskog plazmona ka crvenoj oblasti, sa 517
nm na 535 nm.

Prema tome, iz ovih rezultata se vidi da je dodatak TC boje samo u slucaju
koloida C6 doveo do destabilizacije 1 agregacije Cestica, Sto se moze videti i na TEM
mikrografiji ovog uzorka (Slika 28 (d)), kao i formiranja J-agregata. Promene vidljive na
TEM mikrografiji su u saglasnosti i sa UV-Vis spektrima predstavljenim na Slici 44, na
kojima se vidi da je u slucaju koloida C6 po dodatku TC boje doslo do ve¢eg pomeranja
apsorpcionog maksimuma ka crvenoj oblasti, u odnosu na koloidne cestice C9,5, C17 1
C30. Prilaz boje ve¢im nanocesticama zlata (C9,5, C17 i C30) s jedne strane, i
adsorbovani citratni/boratni joni na povrsini Cestica, s druge strane, doprinose da se
adsorpcija TC boje na povrsini ovih Cestica odigrava prevashodno slabim interakcijama
izmedu boje 1 jona adsorbovanih na povrSini Cestica, onemogucéavajuc¢i spontano
formiranje J-agregata boje. U slu¢aju najmanjih sinetizovanih nanocestica zlata, C6 (koje
imaju pogodnu povrs§inu 1 veli¢inu), molekuli boje naruSavaju kompaktni dvostruki
difuzni sloj jona, istiskujuéi slabo vezane boratne jone sa povrSine i naruSavajuci
stabilnost Cestica. Time je olakSan prilaz boje povrSini Cestice i omoguceno formiranje J-

agregata.
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4.2.3.2 Spektrofluorimetrijska merenja

Fluorescentne spektralne promene ispitivane su nakon dodatka ovih koloidnih
disperzija u rastvor TC boje. Treba naglasiti da u ovim eksperimenatinim uslovima
nanocestice Au C6 i C9,5 nemaju fluorescenciju. Na Slici 45 su prikazani fluorescentni

spektri 1,0x10° M rastvora TC boje nakon dodatka koloidne disperzije C9,5 (linije 1-5).

5x10°
4x10°
3x10°

2x10°

intenzitet fluorescencije
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Slika 45. Fluorescentni spektri 1x10® M TC boje u prisustvu nanocestica C9,5
koncentracija: 1,68x10° M (1); 1,40x10° M (2); 0,93x10° M (3); 0,56x10° M (4);
0,19x10° M (5)

Moze se primetiti da sa pove¢anjem koncentracije nanocCestica zlata C9,5 dolazi
do slabljenja intenziteta - gaSenja fluorescencije boje, slicno kao i u sluaju nanocestica
C17iC30.

S druge strane, zbog razlike u svojstvima koloida C6 u reakciji sa ispitivanom TC
bojom, u odnosu na ostale koloidne disperzije, C9,5, C17 i C30, dalji eksperimenti sa
ovim koloidom su posebno bili usmereni na ispitivanje J-agregacije. 1z tog razloga su
fluorescentne spektralne promene praéene za rastvor koji sadrzi 1,67x10° M TC boju,
jer se sa nizim koncentracijama boje nije mogao dobiti tako jasno izrazen minimum

(poglavlje 4.2.3.1). Na Slici 46 su prikazani fluorescentni spektri rastvora koji sadrzi
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1,67x10° M TC boju pre i nakon dodavanja 7.4x10® M koloidne disperzije C6 (finalna
koncentracija u rastvoru je 5x10° M), pri éemu je podeseno da koncentracija TC bude

identi¢na u oba rastvora.
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Slika 46. Fluorescentni spektri 1,67x10° M TC boje (1), 5x10® M nanoéestica C6 (3) i
smese koja sadrzi 1,67x10° M TC i 5x10®° M C6 (2)

Sa Slike 46 se moze videti da i u ovom slucaju, u prisustvu nanocestica C6 dolazi
do smanjenja intenziteta fluorescencije tj. do gaSenja fluorecencije TC boje (koja potice
od monomera TC boje (kriva 1, Slika 46)). Sli¢ne karakteristike pokazuju i nanocestice

Ag, u ¢ijem prisustvu dolazi do gasenja fluorescencije razli¢itih hromofora [77,354].
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4.2.3.3 FTIR spektri

Da bi se dalje objasnila interakcija izmedu TC boje i koloidnih ¢estica C6 i C9,5
snimani su FTIR spektri ovih koloida zlata u prisustvu TC boje i uporedivani sa

spektrom boje i koloidnih rastvora, Slika 47.
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Slika 47. FTIR spektri TC boje, nanocestica C6, nanocestica C6 u prisustvu TC boje,

nanocestica C9,5 i nanocestica C9,5 u prisustvu TC boje

U FTIR spektru nanocestica C6 i C9,5 sa adsorbovanom bojom, Slika 47, se
moze uociti da je doSlo do Sirenja i smanjenja intenziteta traka karakteristicnih za samu
TC boju 1 nanocestice zlata. Medutim, u oblasti nizih frekvencija je doslo do iS¢ezavanja
intenzivnih traka na 2100 cm™ i 2034 cm™, koje poti¢u od vibracija —SCN grupe prstena
boje i OH grupe iz B(OH),. Pored toga, doslo je i do pomeranja jake trake na
1050 cm™, koja potice od vibracija BOs> grupe, na 1062 cm®, $to je ukazalo na
interakciju pozitivno naelektrisanog sumpora iz tiazolnog prstena TC boje i negativno

naelektrisanih boratnih anjona adsorbovanih na povrsini nanocestica.
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4.2.3.4 Gasenje fluorescencije

Za ispitivanje uticaja nanocestica zlata na fluorescenciju TC boje, izvedene su dve
serije merenja mesanjem TC boje i koloidnih disperzija C6 i C9,5.

Za koloidnu disperziju C9,5 je u prvom setu merenja finalna koncentracija TC
boje u rastvoru bila 1,0x10° M, dok je koncentracija nano&estica varirana u opsegu od
1,910 M do 1,68x10° M. | u ovom slu¢aju je radena korekcija intenziteta
fluorescencije za efekat unutrasnjeg filtera, i1 zavisnost korigivanog intenziteta
fluorescencije 1,0x10° M TC boje na 485 nm od koncentracije nanoéestica C9.5 je

prikazana na Slici 48.
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Slika 48. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije (na 485 nm) rastvora koji

sadrzi 1x10° M TC i nano&estice C9,5 od koncentracije nanogestica

Da bi se dobila krajnja tacka titracije, uradena je ekstrapolacija pravom linijjom do
nule. Dobijena finalna koncentracija nanocestica u koloidnoj disperziji C9,5 potrebna da
bi doslo do potpunog gasenja fluorescencije 1x10° M TC boje iznosila je priblizno
2,78x10° M (5,02x10%%).  Pored toga, na Slici 49 se moZe videti da procenat

eksperimentalno dobijenog gasenja fluorescencije za C9,5 ima nizu vrednost u odnosu na
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koloidne disperzije C17 i C30, $to nam je dalje potvrdilo trend porasta procenta gasenja

fluorescencije sa povecanjem precnika nanocestice.

1.4x10"%
C30

% gasenja fluorescencije

T T T T T T " T " T " T " T T T T T "1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

d (nm)

Slika 49. Uticaj veli¢ine ¢estica C9,5, u poredenju sa C17 i C30, na efikasnost gasenja
fluorescencije u prisustvu 1,4x10% i 5x10"" nanocestica Au u 3 mL (tj. koncentracije su
7,7x10"° M 2,8x10"° M) i 1x10° M TC; d je pre¢nik &estica

U prvom setu merenja za koloidnu disperziju C6, finalna koncentracija TC boje,
prisutne u velikom visku u rastvoru, je iznosila je 1,67x10° M, dok je koncentracija
nanocestica varirana u opsegu od 2.50x10° M do 4,93x10® M. Na Slici 50 su prikazani

odgovaraju¢i fluorescentni spektri.
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Slika 50. Fluorescentni spektri TC boje 1,67x10° M u prisustvu nanocestica C6
koncentracija 4,93x10° M (1); 4,44x10° M (2); 3,95x10° M (3); 3,45x10° M (4);
2,96x10° M (5); 2,47x10° M (6); 1,97x10° M (7); 1,48x10® M (8); 9,9x10° M (9);
4,9x10° M (10); 2,5x10° M (11)

Iz rezultata predstavljenin na Slici 50 izvedene su promene intenziteta
fluorescencije 1,67x10° M TC boje u zavisnosti od koncentracije koloida C6 na 485 nm i

odgovarajuca zavisnost je prikazana na Slici 51.
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Slika 51. Zavisnost intenziteta fluorescencije rastvora koji sadrzi 1,67x10° M TC i

koloid C6 od koncentracije nanocestica na 485 nm

I u ovom slucaju krajnja tacka titracije je dobijena ekstrapolacijom prave linije do
nultog intenziteta fluorescencije. Finalna koncentracija nanocestica C6, potrebna za
dostizanje krajnje tacke titracije iznosila je 9,5%10° M (1,72x10™).

Ovde treba naglasiti i korelaciju izmedu efikasnosti gasenja fluorescencije i
veli¢ine nanocestice, koja je poredenja radi uradena i prikazana za cCetiri koloidne
disperzije, C6, C9,5, C17 i C30, u prisustvu 1,67x10° M TC boje. Na Slici 52 je
prikazan uticaj precnika nanocestice na procenat eksperimentalno dobijenog gaSenja

fluorescencije, u prisustvu 1,4x10% i 5x10*! nanodestica.
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Slika 52. Uticaj veli¢ine &estice na efikasnost gasenja fluorescencije u prisustva 1,4x10"

i 5%10™ nanodestica i 1,67x10° M TC

Ovi rezultati su pokazali da je sa povecanjem precnika nanocestice doslo do

povecanja procenta gasenja fluorescencije u slucaju sva Cetiri koloida.

U drugoj seriji eksperimenata meren je intenzitet fluorescencije TC boje, pri cemu
je koncentracija nanocestica, 2,8x10™*° M, odrzavana konstantnom (5% 10" nanodestica u
3 mL), dok je koncentracija TC varirana u opsegu od 1x10® do 1x10° M. Zavisnost
intenziteta fluorescencije koloidne disperzije C9,5 u prisustvu TC boje korigovane za

efekat unutrasnjeg filtera na 485 nm od koncentracije TC je predstavljena na Slici 53.
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Slika 53. Zavisnost korigovanog intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije

TC za koloid C9,5, u prisustvu 5x10"" nanoéestica

Sa Slike 53 se, iz preseka prave linije ekstrapolisane do nultog intenziteta
fluorescencije, moze videti da za koncentraciju TC koja je bila niza od 0,8x10” M, nije
doslo do fluorescencije, i ovo je koncentracija boje pri kojoj je povrsina nanocestice C9,5
zasi¢ena molekulima TC. Slicno kao i u slucaju koloidnih disperzija C17 i C30, dalji
dodatak TC boje u ovu koloidnu disperziju je vodio ka povecanju intenziteta emisije
zbog fluorescencije koja poti¢e od TC dianjona u rastvoru, bez ikakvih indikacija o
agregaciji boje. Na Slici 53 je, zbog poredenja, predstavljena i fluorescencija same TC
boje u zavisnosti od koncentracije.

U drugoj seriji eksperimenata sa koloidnom disperzijom C6, meren je intenzitet
fluorescencije TC boje, pri ¢emu je koncentracija nanocestica (2,8x10™° M, tj. 5x10*
nanocestica u 3 mL), odrzavana konstantnom, dok je koncentracija TC varirana u
opsegu od 1x10® do 8,5x107 M. Zavisnost intenziteta fluorescencije na 485 nm
koloidne disperzije C6 u prisustvu TC boje od koncentracije TC, zajedno sa

fluorescencijom same boje u funkciji koncentracije, je predstavljena na Slici 54.
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Slika 54. Zavisnost intenziteta fluorescencije na 485 nm od koncentracije TC za koloid

C6, u prisustvu 5x10™ nanocestica

Sa Slike 54 se, iz preseka prave linije ekstrapolisane do nultog intenziteta
fluorescencije, moze videti da za koncentraciju TC koja je bila niza od 1,3x10” M, nije
doslo do fluorescencije, 1 ovo je koncentracija boje pri kojoj je povrsina nanocestice C6
zasi¢ena molekulima TC. Dalji dodatak TC boje u ovu koloidnu disperziju je takode
vodio ka povecanju intenziteta emisije.

Na isti nacin i uz iste pocetne pretpostavke kao i kod koloidnih disperzija C17 i
C30 (poglavlje 4.2.2.4), izracunat je broj molekula TC potreban da bi se pokrila povrSina
nanocestica C9,5 1 C6. Ovi rezultati su, zajedno sa brojem molova TC po kvadratnom
centimetru (mol/cm®) za sve tri moguce orijentacije boje, predstavljeni u Tabeli 10. Tako
je donja granica pokrivenosti u slucaju horizontalne orijentacije TC boje adsorbovane na

povrsini, dok je gornja granica u slucaju vertikalne orijentacije boje duz krace strane.
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Tabela 10. Izracunat broj molekula TC adsorbovanih na povrsini nanocestice C9,5 1 C6

SAnp
(nm?) | Broj molekula TC boje
potreban da bi se Ty (mol/cm?)
prekrila povrS§ina
naocestice za tri
razli¢ite orijentacije
boje
o
©
o
4
>N >N -
=) =] 8
o T g >N N
HEHEE-Y- e | T
S| S ol S0l > |8 28 g g
S| AN 29| = IS = £ = >
S|525E 5|8 £%  |E3
s| - |~ |8 |5 e 5 g
£ 5 | £ > 5 > &
C95| 283 | 75| 217 | 362 | 218
C6 | 113 [30]| 87 | 145 | 87 | 4,44x10™ | 1,28x10™ | 2,14x10™

Za prvi set merenja sa koloidima C9,5 i C6, koriste¢i vrednosti iz Tabele 10 (gde
je SAnp povrsina sferne nanocCestice sa precnikom dobijenim iz TEM merenja),
izraCunata je koncentracija nanocestica koja moze potpuno da ugasi fluorescenciju
1x10® M TC i 1,67x10°> M TC, za sve tri moguée orijentacije boje na povrsini
nanocestice. U slu¢aju C9,5 dobijene su vrednosti 1,3%10® M u slucaju horizontalne
orijentacije, 2,7x10° M kod vertikalne orijentacije duZ krace strane i 4,6x10° M kod
vertikalne orijentacije duz duze strane. Eksperimentalno dobijen rezultat u prvom setu
merenja, 2,78x10°° M, koji predstavlja koncentraciju nanoestica potrebnu da bi doslo do
potpunog gasenja fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribliznije odgovara vertikalnoj
orijentaciji boje duz krace strane. Poredenjem polozaja molekula TC boje na povrSini
nanocestica zlata sa asorbovanim boratnim i ctratnim jonima uoc¢ava se da postoji razlika.
S druge strane, za koloid C6 su dobijene vrednosti 5,53x10” M u slu¢aju horizontalne
orijentacije, 1,15x10" M kod vertikalne orijentacije duz krace strane i 1,91x107 M kod
vertikalne orijentacije duz duze strane. Eksperimentalno dobijen rezultat koncentracije
nanodestica C6 potrebne da bi doslo do potpunog gasenja fluorescencije 1,67x10° M TC

boje je 9,5%10°® M, &to je dosta niza vrednost od teorijski izradunatih za sve tri moguée
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orijentacije. 1z ove ¢injenice je zakljuéeno da se, u slucaju koloidne disperzije C6, boja na
povrsini nanocCestice smesta u vise od jednog sloja.

Za drugi set merenja sa koloidima C9,5 i C6 izracunata je koncentracija TC boje
potrebna da pokrije povrSinu nanocestice (u slu¢aju monoslojne povrsinske pokrivenosti
nanocCestice) |1 da fluorescencija boje bude potpuno ugasena, za sve tri moguce
orijentacije boje na povrSini nanocestice. Dobijene vrednosti za koloid C9,5 su
2,1x10® M za horizontalnu orijentaciju, 1x107 M za vertikalnu orijentaciju duz krade
strane i 6x10° M za vertikalnu orijentaciju duz duze strane. Prema tome,
eksperimentalno dobijena vrednost od 8x10® (Slika 53) ukazuje da je orijentacija TC
boje na povrsini nanocestica C9,5 izmedu vertikalne orijentacije duz krac¢e i duz duze
strane. Dobijene vrednosti za koloid C6 su 8,3x10° M TC za horizontalnu orijentaciju,
4x10® M za vertikalnu orijentaciju duz krace strane i 2,4x10° M za vertikalnu
orijentaciju duz duze strane, koje imaju nize vrednosti od eksperimentalno dobijene
vrednosti, 1,3x107 M TC (Slika 54). Ovo ukazuje na to da se florescencija veceg broja
molekula TC boje gasi, nego Sto je teorijski izraCunato za monoslojnu povrsinsku
pokrivenost nanocestice, a to opet govori o vise slojeva TC od jednog na povrSini
nanocestice C6, smestenih najverovatnije u kosoj orijentaciji.

Kao i u slucaju koloida C17 i C30, kvantitativno je analiziran set podataka
dobijen iz eksperimenata gaSenja fluorescencije kao funkcije koncentracije nanocestica
C9,5i C6, u prisustvu 1x10° M i 1,67x10° M TC. Uzimajuéi da jedna nano&estica moze
adsorbovati odreden broj molekula boje koji je dat u Tabeli 10, izracunat je, u slucaju sve
tri moguce orijentacije TC, procenat (%) boje ¢yja je fluorescencija ugaSena ovim
nanocesticama.

Na osnovu promene intenziteta fluorescencije po dodatku razlicitih koli¢ina
koloida C9,5, poredene su efikasnosti gasenja fluorescencije 1x10° M TC boje ovim
koloidom, izmedu izracunatih i eksperimentanih rezultata (Slika 48). Ovi rezultati su

predstavljeni u Tabeli 11.
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Tabela 11. Gasenje fluorescencije (na 485 nm) 1x10®° M rastvora TC boje (1,8x10%

molekula TC) nanocesticama zlata C9,5, dobijenih redukcijom Au(lll) borhidridnim

jonima
Koloid C9,5
S % fluorescencije TC boje
< s ugaSene u prisustvu nanocestica
.§ a3 C9,5
::E(;‘b 'qg) i} o izracunato
o - = <
X155 |£|E |23, |2¢
c c Cm [« © - ] O — N o
— 8 B S e 8 £ < S =g
o 3 @< = S X 4dac | XTa
= o> L X o N ToN & TN o
o] = 5 = 2 = - RZ o 2w
SSE |2 |¢ > >
X & C @ <
0 5,00 0 0 0 0
0,34 4,51 98 | 14 6,9 4,1
1,01 4,31 138 | 4,2 20,3 12,2
1,68 3,31 338| 7,0 33,8 20,2
2,53 2,50 50,0 | 10,5 50,9 30,5
3,03 1,84 63,2 | 12,6 60,9 36,5

Iz podataka u Tabeli 11 se moze zakljuciti da su eksperimentalno dobijeni
rezultati ukazali da je ugasena fluorescencija ve¢eg broja molekula TC od broja molekula
boje potrebnog za potpuno pokrivanje povrsine nanoc¢estice U horizontalnoj i vertikalnoj
orijentaciji TC duz duze strane. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata
i njihovog poredenja sa izraCunatim rezultatima moglo je da se pretpostavi da su
molekuli TC boje na povr$ini nanoCestica C9,5 smesteni u verikalnoj orijentaciji duz
krace strane.

Na osnovu promene intenziteta fluorescencije po dodatku razli¢itih koli¢ina
koloida C6, poredene su efikasnosti gasenja fluorescencijie 1,67x10° M TC boje ovim
koloidom, izmedu izracunatih i eksperimentanih rezultata (Slika 51). Ovi rezultati su

predstavljeni u Tabeli 12.
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Tabela 12. Gasenje fluorescencije (na 485 nm) 1,67x10° M rastvora TC boje (3%10*

molekula TC) nanocesticama zlata C6, dobijenih redukcijom Au(l11) borhidridnim jonima

Koloid C6
% fluorescencije TC boje

2 %‘ ugaSene u prisustvu nanocestica
S o C6

2 o =

20 | o izracunato

89| 5e i=

o

e é % % E 2 3 2 @

c - © ) —= N o
. L = e = © o C © B c
S | = E = S X323 | XT S
S e < & N s | ENS
< g9 S | = SZ%” |82°

EX s |2 |° >

0 10,94 0 0 0 0
0,45 10,75 1,7 | 0,45 2,18 1,31
0,89 10,44 4,6 | 0,89 4,28 2,57
1,79 9,82 10,2 | 1,79 8,64 5,18

2,67 9,30 14,9 | 2,67 12,92 7,75
3,56 8,33 23,9 | 3,56 17,19 10,32
4,44 8,33 23,9 | 4,44 21,47 12,88
5,35 7,49 315 ] 535 25,83 15,50
6,23 7,01 359 | 6,23 30,11 18,07
7,14 6,19 434 | 7,14 34,47 20,68
8,02 5,86 46,4 | 8,02 38,75 23,25
8,91 5,50 49,7 | 8,91 43,03 25,82

Iz podataka u Tabeli 12 se moZe videti da su eksperimentalno dobijeni rezultati
ukazali da je ugasena fluorescencija veceg broja molekula TC od broja molekula boje
potrebnog za potpuno monoslojno pokrivanje povrsine nanocestice C6, i to za sve tri
moguce orijentacije TC. Na osnovu rezultata dobijenih iz oba seta eksperimenata i
njihovog poredenja sa izraCunatim vrednostima moglo je da se zakljuci da su molekuli
TC na povrsini nanocestica C6 smesteni u vise slojeva, najverovatnije u kosoj orijentaciji.

Kao 1 u slucaju koloidnih disperzija C17 1 C30, i u slucaju koloida C9,5 i C6, u

teorijskim izraCunavanjima nije uzeta u obzir hrapavost povrSine same nanocestice.
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4.2.3.5 Izracunavanje konstante ravnoteze

Na isti nacin kao i u sluc¢aju koloidnih disperzija C17 i C30 (poglavlje 4.2.2.5),
analizirana je zavisnost intenziteta fluorescencije korigovanog za efekat unutraSnjeg
filtera od koncentracije nanocestica C9,5 (Slika 48) i zavisnost intenziteta fluorescencije
od koncentracije nanocestica C6 (Slika 51).

U Tabeli 13 su date vrednosti konstante ravnoteze K (jednacina (23)) za koloidne
disperzije C9,5 i C6, dobijene iz nagiba i odseCka iz jednaine (23) izraCunate za
orjjentaciju TC duz horizontalne, vertikalne orijentacije duz duZe strane 1 vertikalne
orjjentacije duz krace strane (rezultat dobijen za konstantu ravnoteZe raCunatu za
vertikalnu orjjentaciju TC duZz krace strane na povrSini nanocCestica C9,5 je bio

negativan).

Tabela 13. Konstante ravnoteze za proces adsorpcije TC boje na nanocestice C6 i C9,5

K [M]
Koloid Odsecak Nagib vertikalno | vertikalno
x10° x10™ .
horizont. duz duZe | duz krade
strane strane
10,94 + , ] ]
C6 -1,15 +0,1 | 7,24x10 1,19x10° | 3,45x10
0,07
C95 | 050+0,05 | -1,79 +0,05 | 1,27x10° 2.54x10° —

Iz Tabele 13 se moze videti da su, u slucaju nanocestica C9,5 dobijene malo nize
vrednosti konstanti ravnoteze, K, u poredenju sa vrednostima dobijenim za koloidne
disperzije, C17 i C30.

Kod koloidne disperzije C6, konstante ravnoteze su racunate za koncentraciju TC
1,67x10" M, pri kojoj je u apsorpcionim spektrima (Slika 44 i 55) najizraZeniji formirani
minimum na 475 nm, karakteristiCan za stvaranje J-agregata TC boje. Intenzitet
fluorescencije u ovom slucaju nije korigovan za efekat unutrasnjeg filtera, pa se vrednosti

ovih konstanti ne mogu uporediti sa vrednostima dobijenih konstanti za C9,5, C17 i C30.
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4.2.4 Formiranje J-agregata

4.2.4.1 Spektrofotometrijsko i spektrofluorimetrijsko ispitivanje interakcije nanocestica
C6 sa TC bojom

Kao $to je ranije receno (poglavlje 4.2.3.1, Slika 44), jedino u prisustvu koloidnih
Cestica C6 dolazi do organizovanja boje tj. formiranja J-agregata. KarakteristiCan
apsorpcioni minimum na 475 nm ukazuje na formiranje J-agregata TC boje na povrsini
nanocestica [1,12]. Ovaj minimum predstavlja glavnu spektrofotometrijsku karakteristiku
hibrida nanocestica C6/TC boja, pa je dalje posebna paznja posvecena ispitivanju ovog
fenomena.

Na Slici 55 su prikazani apsorpcioni spektri 5x10° M koloidne disperzije C6, pre
i nakon dodavanja TC boje u koncentracionom opsegu 0,167x10° M — 1,67x10° M,
snimljeni u prisustvu 0,1 M KCI. Prisustvo KCI je neophodno da potpomogne J-

agregaciju TC boje na povrsini Cestica.

Apsorbancija
o o =
o o o

1 1 1
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Slika 55. Promena apsorpcionih spektara koloidne disperzije C6 (Ca. : 5%10° M) u
zavisnosti od koncentracije TC: 0 M (1); 0,167x10° M (2); 0,33x10° M (3); 0,83x10"
M (4); 1,33x10™° M (5); 1,67x10° M (6)
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Promena apsorbancije koloidne disperzije C6 (koncentracija nano&estica 5x107

M) na 475 nm u zavisnosti od koncentracije TC, predstavljena je na Slici 56.

0.45 T T T T T T T T

0.40

0.35

A475

0.30
= - . 8

\

0.25 . : :
0 1 2
koncentracija TC boje x 10'5, [M]

Slika 56. Zavisnost apsorbancije na 475 nm (A*”®) 5x10® M koloidne disperzije C6 od

koncentracije TC boje

U narednom eksperimentu je ispitana zavisnost intenziteta fluorescencije (tj.
gasenja fluorescencije) na ~ 485 nm od koncentracije TC boje pri konstantnoj
koncentraciji nanocestica C6. Ova zavisnost je prikazana na Slici 57, pri ¢emu je
koncentracija nano&estica bila 5x10® M dok je koncentacija boje varirana u opsegu
0,167x10° M do 1,67x10° M.
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Slika 57. Zavisnost intenziteta fluorescencije 5x10° M koloidne disperzije C6 od

koncentracije TC boje na 490 nm

U ovom slu¢aju moze se videti znacajna promena u fluorescentnom signalu iznad
koncentracije TC 0,5%10° M. Najverovatnije je da ova vrednost koncentracije oznadava
zasi¢enje povrSine nanocestice C6, 1 da iznad ove koncentracije dodatni molekuli TC
ostaju slobodni u rastvoru i doprinose povecanju fluorescentnog signala. 1z ovih rezultata
se moze izvesti zakljuCak da na jednakoj vrednosti grani¢ne koncentracije TC boje,
0,5%x10° M, dolazi do znalajnih promena i u slu¢aju apsorpcionih i fluorescentnih
merenja (Slika 56 i Slika 57).

Bilo je od interesa ispitati da li formiranje J-agregata zavisi od koncentracije
nanocCestica za datu koncentraciju boje. Zbog toga je ispitana zavisnost intenziteta
spektralnih promena od razlicitih koncentracija nanocestica C6, dok je koncentracija TC
odrzavana konstantnom, 0,83x10° M, u prisustvu 1 mM KCI. Rezultati su prikazani na
Slici 58.
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Slika 58. Apsorpcioni spektri kooidne disperzije C6 u prisustvu TC boje. Crc: 0,83%107
M, Cay: 5%x10° M (1); 4,7 x10®° M (2); 3,5x10° M (3); 2,3%10° M (4); 1,2x10° M (5)

Sa Slike 58 se moze videti, da je, i u ovom slucaju, iznad odredene grani¢ne
koncentracije nano&estica C6, koja je iznosila 3,5x10° M, doslo do pomeranja trake
plazmona ka crvenoj oblasti i do formiranja apsorpcionog minimuma na 475 nm (kriva 3,
Slika 58), karakteristi¢nog za formiranje J-agregata TC boje na povrsini nanocCestica zlata

[1, 3, 11].
4.2.4.2 Formiranje J-agregata u prisustvu nanocestica C6

Eksperimentalni rezultati dobijeni u prethodnom poglavlju omogudili su
izraGunavanje broja slojeva boje koji u¢estvuju u formiranju J-agregata. Sa Slike 55 i 56
se moze uoditi da intenzitet ekscitona odnosno veli¢ina minimuma raste sa povecanjem
koncentracije TC boje do odredene grani¢ne koncentracije koja priblizno iznosi 0,5x107
M. Sa daljim poveéavanjem koncentracije TC boje ne dolazi do daljeg porasta intenziteta
ekscitona tj. do povecanja veli¢ine minimuma na 475 nm. Da bi se izrac¢unao broj slojeva
boje koji ucestvuje u formiranju J-agregata, najpre je izracunat broj nanocestica C6 po
dm® rastvora za 5x10® M koncentraciju nanoéestica C6, mnoZenjem sa Avogadrovim

brojem (6,022x10% mol™) i on iznosi 3x10'. Na isti nadin je dobijeno i da broj TC
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molekula po dm® rastvora koji odgovara grani¢noj koncentraciji TC od 5x10° M iznosi
3x10". Prema tome, pri ovoj grani¢noj koncentraciji TC boje i koncentraciji nano&estica
Au 5x10° M, broj molekula TC adsorbovan na jednoj nanoéestici zlata iznosi priblizno
100. Kada se uzme da srednja vrednost pre¢nika nanocestica zlata iznosi 6 nm (vrednost
dobijena iz TEM merenja), dobijamo da je povriina jedne nanodestice zlata 113 nm?
(Tabela 10). Kao sto je ve¢ spomenuto (poglavlje 4.2.2.4), u publikciji koju su objavili
Lim i saradnici [76] cijanska boja sliéne strukture kao TC (boja strukture indola) ima
dimenzije su 2,5 nm x 1,5 nm x 0,5 nm. U ovom proratunu uzeta je pocetna
pretpostavka da je orijentacija TC horizontalna, pa prema tome jedan tiocijanski molekul
boje ima povrsinu otprilike 3,75 nm® (tj. naleZe na povr§inu nanolestice sa tom
povrs§inom). Prema tome, ako se uzme da u grani¢nom slucaju molekuli TC boje u prvom
sloju koji okruzuje nanocesticu zlata leZe u horizontalnom ili kosom poloZaju na povrsini
nanocestice, dobija se da je broj molekula boje u prvom sloju priblizno 30. Ukoliko bi
ovo bio slu¢aj, optimalna dubina minimuma ekscitona na 475 nm bi bila dostignuta kada
bi 3 sloja molekula TC boje bila naslagana jedan na drugom na povrsini nanocestice zlata
C6, jer na jednu nanocCesticu zlata dolazi 100 molekula boje. Uzimaju¢i u obzir
elektrostaticke sile, odnosno odbojne interakcije izmedu negativno naelektrisanih
povrsina nanocestica i negativno naelektrisanih terminalnih sulfo-grupa TC boje, malo je
verovatno da molekuli TC leze horizontalno na povrSini nanocestice. Iz ovoga se moze
zakljuciti (ovim je omoguceno) da vise od 30 molekula boje moze da se spakuje u prvi —
povrsinski sloj, 1 da se optimalni signal ekscitona najverovatnije dostigne sa 2 sloja J-
agregata TC boje koji pokrivaju povrSinu nanocestice. Na Slici 59 je prikazana ova

najverovatnija - kosa konfiguracija.
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(b) (c)

Slika 59. Ilustracija polozaja molekula boje na povrsini nanocestice zlata (a); prvi sloj:
dipoli konsekutivnih redova TC boje su orijentisani u suprotnim smerovima, Sto je
predstavljeno zutim i zelenim blokovima (b); drugi sloj (narandzasti blokovi) na povrsini

tj. iznad prvog sloja (c)
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4.2.4.3 Kinetika i mehanizam formiranja J-agregata

Kinetika formiranja J-agregata je pra¢ena u zavisnosti od vremena na dva nacina:
pracenjem promene apsorbancije na 475 nm i fluorescencije na ~485 nm. U sluc¢aju obe
metode dobijene su veoma sli¢ne kineticke krive. Na Slici 60 (kriva 3) je predstavljena
tipicna kineticka kriva dobijena iz spektrofotometrijskog merenja brzine reakcije za

disperzioni sistem koji je sadrzavao TC (1,67x10 M) i nanodestice C6 (5x10° M).

0.08

0.06

0.02

20 30
t(s)

Slika 60. Promena apsorbancije (A47s) U zavisnosti od vremena za disperzioni sistem Kkoji
sadrzi 1,67x10° M TC i 5x10® M nanogestice Au na 28° C. Kvadrati¢i- eksperimentalne
taCke; kriva (1) — brz proces; kriva (2) — spor proces i kriva (3) — fitovanje

eksperimentalno dobijenih rezulata sa jedna¢inom (24)

Eksperimentalno dobijene tacke predstavljene na Slici 60 su se najbolje mogle
fitovati jednainom (24), koja predstavlja aproksimiranu formu jednacine koja opisuje

dve konsekutivne reakcije prvog reda [175]:

A = Ag+ Arexp(-Kopsit) +AeXP(Kopsot) (24)
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gde su A;, Az i Ao konstante. Konstante brzine prvog reda za brzi i sporiji proces su Kigps
I Koops. Fitovanjem eksperimentalno dobijenih rezultata na Slici 60 sa jednac¢inom (24)
dobijene su vrednosti za Kyos = (4,514 * 0,445) s™, Kaops = (1,81 £ 0,45)x107 s, A; =
(56 + 0,2)x10%, A; = (2,4 % 0,2)x10% i Ay = (1,56 * 0,33)x10°. Vrednosti za
poluvremena reakcija koja odgovaraju brzem i sporijem procesu su t.'? = 0,221 + 0,022
sit)? =5524+0,136s.

Na Slici 61 je predstavljena kineticka kriva za fluorescenciju dobijena iz
fluorescentnih merenja brzine reakcije za disperzioni sistem koji je sadrzavao
1,67x10° M TC i 5%x10® M nanoéestica C6. I u ovom sludaju eksperimentalno dobijeni
podaci su se najbolje mogli fitovati sa jednaCinom (24). Dobijene vrednosti za

poluvremena reakcija koja odgovaraju brzem i sporijem procesu su t\'? = 0,171 + 0,009

si t)'? = 3,225 + 0,389 s. Fitovanjem eksperimentalno dobijenih podataka na Slici 61 sa

jednac¢inom (24) dobijene su i vrednosti za kios = (5,85 + 0,33) St Koghs = (3,00 =
0,45)x10" s, A; = (2,4 £ 0,06), A, = (0,94 £ 0,04) i Ag= (0,42 + 0,03). Ove vrednosti
se, u granicama eksperimentalne greske, slazu sa vrednostima konstanti brzina reakcije

dobijenim iz spektrofotometrijskih merenja.

- =

intenzitet fluorescencije

e

Slika 61. Zavisnost intenziteta fluorescencije na ~485 nm od vremena za disperziju koja

sadrzi 1,67x10° M TC i 5x10® M koncentraciju nanocestica Au na 28° C. Kvadratiéi —
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eksperimentalne tacke; kriva — fitovanje eksperimentalno dobijenih rezultata sa
jednacinom (24)

Rezultati pokazuju da se u slucaju formiranja J-agregata radi o dva procesa, iz
Cega je, U skladu sa datim kineti¢kim podacima, pretpostavljen najverovatniji mehanizam
reakcije, prema kojem je brzi proces moguce pripisati adsorpciji TC na povrsini koloidne
Cestice, a sporiji pregrupisavanju TC i formiranju J-agregata.

Da bi se stekao bolji uvid u kinetiku ovog procesa, kineticki podaci su fitovani |
sa rastegnutom eksponencijalnom funkcijom (engl. stretched-exponential function) [192]
tj. formom eksponencijalne funkcije sa dodatnim ,stretching* eksponentom, posto je u
literaturi potvrdeno da se u nekim slu¢ajevima adsorpcija fluorofore na povrSinama bolje
fituje ovakvom funkcijom. Na Slikama 62 - 65 su prikazani rezultati fitovanja
eksperimentalnih podataka dobijenih iz spektrofotometrijskih i fluorescentnih kineti¢kih
merenja sa obe eksponencijalne funkcije, zajedno sa odgovarajuc¢im rezidualnim graficima

(engl. residual plots).
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Slika 62. Zavisnost esperimentalno dobijenih spektrofotometrijskih kinetickih podataka

,rastegnutom* eksponencijalnom funkcijom (a) i odgovaraju¢i rezidualni grafik (b)

Rezidualni grafik predstavlja razliku izmedu pravih eksperimentalnih podataka
(tacaka) i teorijske funkcije kojom se fituje, pri ¢emu je na vertikalnoj (y) osi
predstavljena ta razlika (residual) a na horizonatlnoj (x) osi je nezavisna varijabla, u
ovom slucaju vreme.

Za ,rastegnutu eksponencijalnu funkciju koriséena je sledeca jednacina (25):

_ —(P2xx)P®
y= Plxe (25)
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gde je parametar B ,,stretching* eksponent (poglavle 2.3.1.13a)).

i fitovanjem eksperimentalnih spektrofotometrijskih kineti¢kih podataka jednac¢inom (25)
dobijeni su sledec¢i parametri: P1 = 0,082 + 0,005, P2 = 1,156 + 0,253, P3 = 0,443 +
0,062.
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(b)
Slika 63. Fitovanje eksperimentalno dobijenih spektrofotometrijskih podataka sa

opadaju¢om ekponencijalnom funkcijom drugog reda (jedn. (24) (a) i odgovarajuéi

rezidualni grafik (b)
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Slika 64. Fitovanje esperimentalno dobijenih fluorescentnih kineti¢kih podataka

,rastegnutom* eksponencijalnom funkcijom (a) i odgovaraju¢i rezidualni grafik (b)

Rezultati su, kao i u slucaju Slike 62, dobijeni fitovanjem esperimentalno
dobijenih fluorescentnih kineti¢kih podataka jedna¢inom (25) i pritom su dobijene
slede¢e vrednosti parametara: P1 = 3,895 + 0,102, P2 = 1,692 + 0,188, P3 = 0,292 +
0,014.
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Slika 65. Fitovanje eksperimentalno dobijenih fluorescentnih podataka sa opadaju¢om

ekponencijalnom funkcijom drugog reda (jedn. (24)) (a) i odgovaraju¢i rezidualni grafik

(b)

Poredenjem sa odgovaraju¢im rezidualnim graficima, ocigledno je da se
eksperimentalni podaci, kako iz spektrofotometrijskih tako i iz fluorescentnih merenja,
bolje slazu sa opadaju¢om eksponencijalnom funkcijom drugog reda (jednacina (24)). Na
osnovu ovoga zakljuéeno je da se predstavljeni kineticki model sastoji od dva

konsekutivna koraka, od kojih je prvi brzi za faktor 20.
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Na osnovu pretpostavljenog mehanizma, prema kojem prvi proces odgovara
brzoj direktnoj adsorpciji TC boje na nanocestice zlata C6, najverovatnije je da ovaj
proces ukljucuje formiranje J-agregata adsorbovane TC boje preko z-z interakcija sve
dok se ne dostigne dovoljna (grani¢na) povrsinska pokrivenost, §to se, u pomenutim
uslovima, de3ava pri koncentraciji TC boje od =~ 0,5x10™° M (Slike 56 i 57) [2,150]. Ova
pretpostavka je u skladu sa ¢injenicom da obe kineticke krive, jedna koja je dobijena iz
apsorbancije na 475 nm (Slika 60) i druga izvedena iz fluorescencije na ~485 nm (Slika
61) pokazuju da postoji ovaj brzi proces. KarakteristiCan apsorpcioni minimum (,,dip*)
na 475 nm koji se moze videti u apsorpcionom spektru predstavlja direktan dokaz da
dolazi do formiranja J-agregata na povrSini nanocCestice C6. U pretpostavljenom
mehanizmu, drugi, sporiji proces, koji se takode moze prepoznati u slu¢aju obe kineticke
krive, pripisan je rastu J-agregata na poc¢etnom (inicijalnom) TC sloju. S druge strane,
nasuprot ovom jednostavnom dvostepenom mehanizmu, kinetika formiranja tiocijanskih
J-agregata u odsustvu metalnih nanocestica moze da se odvija preko kompleksnog
autokatalitickog procesa, koji ukljucuje ravnotezu izmedu monomera i dimera boje, kao
Sto na to ukazuje i sigmoidni oblik kineticke krive [79]. Medutim, i u merenjima
predstavljenim u ovom radu, slican ravnotezni proces izmedu monomernog i dimernog
oblika boje u rastvoru, koji se deSava paralelno sa J-agregacijom, bi mogao da doprinese
uklanjanju (nestajanju) monomernog oblika boje iz rastvora. Pri izvodenju
eksperimenata, formiranje J-agregata je praceno snimanjem promene apsorbancije preko
stvaranja minimuma na 475 nm, dok je kod fluorescentnih merenja praceno gasenje
fluorescencije monomera na ~485 nm, pa se time moze objasniti razlika u dobijenim
vrednostima za poluvremena reakcije. Ovakav proces je takode ocigledan i iz promene
odnosa apsorbancija dimera i monomera na 409 i 428 nm, $to se moze videti i sa Slike
55.
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4.2.4.3 a) Zavisnost konstanti brzine od koncentracije TC boje

Fluorescentnim i spektrofotometrijskim merenjima brzine reakcije, ispitan je
uticaj koncentracije TC boje na kinetiku reakcije brzeg i sporijeg procesa J-agregacije.
Brzina reakcije pracena je u rastvoru koloidne disperzije C6, koncentracije nanocestica
5x10®° M u prisustvu TC boje u opsegu koncentracija 0,167x10° M — 1,67x10° M.
Rastvor je sadrzavao 0,1 M KCIl, a merenja su vrSena na 16° C.

Kod spektrofotometrijskih merenja, koncentracije TC koje su bile nize od
0,5x10° M nisu pokazale da postoje dovoljne promene u apsolutnoj vrednosti
apsorbancije da bi se odredile vrednosti za Kions | Koobs, pa Su iz tog razloga na Slici 66 (a)
i (b) predstavljena merenja samo u opsegu koncentracija 0,5x10°-1,67x10° M. S druge
strane, fluorescentna merenja su se pokazala kao osetljivija, pa su u ovom slucaju
konstante brzine Ky i Kaons prikazane za pun opseg koncentracija TC, 0,167x10° M —
1,67x10° M. Vrednosti Kigps | Kaghs SU dobijene fitovanjem kinetickih krivih sa jedna¢inom
(24) 1 u svim sluc¢ajevima je dobijena vrednost za ki bila veca od vrednosti koops.

Na Slici 66 (a) je prikazana zavisnost Ki.ps 0d koncentracije TC, dobijena iz

fluorescentnih i spektrofotometrijskih merenja, i vidi se da je ona nelinearna.
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Slika 66. Zavisnost konstante brzine (kions) brzog procesa od koncentracije TC dobijena
iz fluorescentnih (kvadrati¢i) i spektrofotometrijskih (kruzi¢i) merenja na 16° C (a);
zavisnost konstante brzine (Kaos) Sporog procesa od koncentracije TC dobijena iz
fluorescentnih (kvadratic¢i) i spektrofotometrijskih (kruzi¢i) merenja na 16° C (b)
Konstanta brzine Kkjos se moze pripisati direktnoj adsorpciji TC boje na
nanocesticu C6 1 formiranju J-agregata. Slika 66 (a) pokazuje da se sa povecanjem
koncentracije TC boje povecava i vrednost ki 1 da ta vrednost dostize maksimum pri
koncentraciji TC od oko 0,25x10° M. Sa daljim poveéanjem koncentracije TC dolazi do
smanjenja vrednosti ove konstante brzine. Ovakvi rezultati su u skladu sa rezultatima
dobijenim iz spektrofotometrijskih i fluorescentnih merenja (Slika 56 i 57) koji su ukazali
na to da je iznad koncentracije TC boje ~ 0,5x10° M povrsina koloida Au ve¢ zasiéena

TC bojom.
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Isti — zvonasti oblik zavisnosti konstante brzine kyqs 0d koncentracije TC boje
(Slika 66 (b) je dobijen kako iz fluorescentnih tako i iz spektrofotometrijskih merenja.
Konstanta brzine ky.ps se mozZe pripisati daljem rastu J-agregata. Najverovatnije je da,
kada se jednom dostigne zasi¢enje povrSine nanocestica Au, dalji visak boje se javlja u
obliku uravnotezene smese monomera i dimera u rastvoru. lako zavisnosti konstanti
brzina Kiops and K2obs IMaju istu funkcionalnu formu, one se razlikuju po vrednosti za faktor
20. Najverovatniji razlog ovome je to Sto se 1 brzi i sporiji proces odigravaju adsorpcijom
boje na zakrivljenoj povrsini ali u drugom procesu dolaze¢i molekuli TC boje takode

moraju da savladaju i sternu zasti¢enost sulfo-grupama boje, orijentisanih ka rastvoru.

4.2.4.3 b) Zavisnost brzine reakcije od temperature i odredivanje termodinamickih

parametara

Termodinamicki parametri reakcije formiranja J-agregata odredeni su pra¢enjem
brzine reakcije oba procesa na osnovu promene fluorescencije, u zavisnosti od vremena
na razli¢itim temperaturama. Dobijeni rezultati su pokazali da brzina J-agregacije zavisi
od temperature disperznog sistema koji sadrzi TC boju i koloid C6, i to da sa poviSenjem
temperature dolazi do povecanja vrednosti konstanti brzine. Eksperimenti su izvedeni na
16° C, 20° C, 24° C, 28° C i 30° C, u prisustvu 5x10® M nanodestica zlata C6 i
1,67x10°M TC.

Da bi se detaljnije opisali brz i spor proces J-agregacije, odredeni su kineti¢ki
parametri koris¢enjem Arrhenius-ove jednacine za kineticki izraz reakcije k = Zexp(-
Ea/RT), gde je Z = pre-eksponencijalni faktor, Ea = aktivaciona energija, T =
temperatura (K), R = gasna konstanta, 8,314 J K* mol™. Odgovaraju¢e vrednosti za
aktivacione energije (izraunate iz grafika zavisnosti InKyeps 1 Inkoeps 0d 1/T direktno iz
nagiba) i pre-eksponencijalne faktore (izraCunate iz odseCaka na graficima zavisnosti

INK10ps | INK20ps 0d 1/T) su date u Tabeli 14.
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Tabela 14. TermodinamiCki i aktivacioni parametri J-agregacije TC boje u prisustvu

nanocestica C6

Brz proces | Spor proces
Energija aktivacije,
170,7 93,5
Ea [kJ/mol]
Pre-eksponencijalni faktor,
P ) 2,28x10% 1,21x10%
Z[s"]
Entalpija aktivacije,
168,2 91,06
AH? [kd/mol]
Entropija aktivacije, AS?
385,33 93,01

[J/mol K]

Aktivacioni parametri AH” i AS?, koji se odnose na konstante brzina Kigps i Kaobs,

Su izraCunati iz odseCka i nagiba na Slici 67 (a) i (b), koris¢enjem Eyring-ove jednacéine

(brzina reakcije = k,T/h exp(AS7/R) exp(-AH?/RT)), gde k; predstavlja Boltzmann-ovu

konstantu, i dobijene vrednosti parametara su prikazane u Tabeli 14.

RIn(k h/k T) [ K" mol]

-195

-200

-180 -

-185

-190 -

T T T T T T T T T 1
328 330 332 334 336 338 340 342 344 346 348

1T x 10° [K™Y]

(a)

Rin (k,h/k, T)[3K* mol”]

-224 T T T T T T T T T 1
328 3.30 3.32 3.34 336 338 340 342 344 346 3.48

UT x 10° [K™]

(b)

Slika 67. Zavisnost R In (k:n/k,T) [J K" mol™] od /T (a) i R In (koh/k,T) [J K™ mol™]

od 1/T (b)
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Ocekivana razlika izmedu prvog i drugog reakcionog koraka se odrazila i kao
nejednakost u doprinosima entalpije u prvom brzom (AH” = 168,2 kJ mol™) i u drugom
sporijem (AH” = 91,06 kJ mol™") reakcionom koraku. Razlika u vrednostima aktivacionih
parametara odrazava slozenost brzog formiranja J-agregata na povrsini nanocestica C6
pracenog sporim procesom Koji se pripisuje rastu J-agregata na inicijalnom sloju J-
agregata. Prvi, brzi proces se karakteriSe viSom aktivacionom barijerom u odnosu na
drugi proces (170,7 kJ/mol u odnosu na 93,5 kJ/mol) §to je u skladu tj. kompenzuje se sa
znaGajnom razlikom u vrednostima pre-eksponencijalnin faktora, 2,28x10%*° s u

poredenju sa 1,21x10" s*, a §to rezultuje da se vrednosti za brzine reakcije razlikuju za

faktor ~25 (npr. iz promene apsorbancije na 475 nm u zavisnosti od vremena, na 28° C,

t'? = 0,221 s i t;’* = 5524 s). Najverovatnije je da tako visoka vrednost pre-

eksponencijalnog faktora za brZi proces ukazuje na elektrostaticke interakcije izmedu
suprotno naelektrisanih vrsta, za koje su inaCe i karakteristiCne visoke vrednosti pre-
eksponencijalnih faktora i pozitivnih vrednosti za entropiju [355], kao S§to su one
dobijene ovde. U ovom konkretnom slucaju, ovakve interakcije bi jedino bile moguce
ako bi boja prisla negativno naelektrisanoj povrSini nanoCestica zlata preko tiazolnog
sumpora koji nosi pozitivno naelektrisanje [76]. Ovo objaSnjenje je dalje potvrdeno
dobijenom visokom vredno$c¢u aktivacione energije za inicijalnu apsorpciju, $to ukazuje
na to da je potrebno da boja bude odgovarajuée orijentisana da bi dosSlo do
elektrostaticke interakcije. Na pocetku je uzeta pretpostavka da je drugi proces iskljuc¢ivo
kontrolisan difuzijom, ali kada bi to bilo ta¢no, aktivaciona energija za ovaj proces bi bila
sliéna aktivacionoj energiji za viskozitet vode. Medutim, ova vrednost aktivacione
energije, od 93,5 kJ/mol je znacajno veca od aktivacione energije za viskozitet vode koja
iznosi ~20 kJ/mol [356,357]. Najverovatnije je da sterni efekat sulfo-grupa, koje su
isturene ka rastvoru, doprinosi viSoj vrednosti aktivacione barijere u drugom koraku.
Prema tome, dobijeni kineti¢ki parametri su u skladu sa predlozenim mehanizmom i
reakcionim putevima.

U poredenju sa nanocesticama zlata C6 1 C9,5, nanocestice C17 i C30, osim $to
su ve¢ih dimenzija, imaju 1 vecu koli¢inu negativnog naelektrisanja adsorbovanog na
povrsini tj. vecu apsolutnu vrednost zeta potencijala (poglavlje 4.1.4, Tabela 6). Takode,

za razliku od boratnih jona, citratni joni su jae vezani za povrSinu nanocestica, pri cemu
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su karboksilne grupe okrenute ka rastvoru i otezavaju prilaz TC boje povrSini Cestice a
samim tim i formiranje J-agregata.

S druge strane, kod nanocestica sa adsorbovanim boratnim jonima na povrsini,
najmanje nanocCestice C6 sadrze veci boj povrSinski aktivnih atoma zlata nego vece
nanocestice C9,5, kao i manje adsorbovanog negativhog naelektrisanja na povrSini
(Tabela 6). Time se smanjuju elektrostaticke odbojne sile izmedu Cestica i boje, koja je
takode negativno naelektrisana zbog prisustva negativnih sulfonskih grupa na krajevima
molekula. Ovim je olak$an prilaz molekulima boje povrSini nanocestica zlata C6 i
omoguceno formiranje J-agregata. Pored toga, na formiranje ovih agreagata verovatno
utie 1 orijentacija TC boje na povrsini Cestica zlata, pri cemu je kod nanocestica zlata
C9,5 dobijena orijentacija - vertikalna duz krace strane, a kod nanocestica zlata C6 kosa,
¢ime je omoguceno da se veci broj molekula boje smesti na povrSini ovih nanocestica, 1

to u vise slojeva.
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4.2.4.4 Uticaj katjona na formiranje J-agregata

Poznato je da jednovalentni, dvovalentni i trovalentni metalni joni mogu uticati na
formiranje J-agregata cijanskih boja [79]. 1z tog razloga ispitan je i uticaj vrste i
koncentracije metalnih katjona u razli¢itim oksidacionim stanjima (Li*, Na*, K*, Cs’,
Mg>" AI*) na J-agregaciju TC boje, u odsustvu i prisustvu koloida C6. Pritom su
snimani apsorpcioni spektri TC boje u prisustvu hlorida K*, Mg® i AF**, koloida C6 sa
TC bojom u prisustvu hlorida K*, Cs*, Mg* i AI*, ispitan je uticaj razli¢itih
jednovalentnih katjona (Li*, Na*, K*, Cs") na brzinu reakcije J-agregacije, kao i zavisnost
brzine reakcije od temperature u prisustvu jona Cs*. Ovde je jo§ vazno naglasiti da je, u
svim rastvorima, za ispitivanje uticaja katjona koriS¢en originalni rastvor TC boje
(poglavlje 3.1), u kojem je veé bila prisutna 1x10° M KCI, u koju su potom dodavani
rastvori razli¢itih katjona.

Na Slici 68 su predstavljeni apsorpcioni spektri 5x10° M koloida C6 i
1,67x10° M TC boje u prisustvu 5x10° M KCI, 1x10° M CsCl, 1x10°M MgCl, i 1x10°
*M AICL.

Apsorbancija

400 500 600 700 800
A (nm)

Slika 68. Apsorpcioni spektri koloida 5x10® M C6 sa 1,67x10° M TC bojom u
prisustvu jona: 5x10° M K* (1); 1x10° M Cs*(2); 1x10° M Mg** (3) i 1x10° M AP* (4)
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Sa Slike 68 se moze videti da je u svim slu¢ajevima doslo do formiranja J-
agregata, sa karakteristiénim oStrim apsorpcionim minimumom na 475 nm, osim u
slu¢aju kada je u rastvor TC boje dodat rastvor soli AI**,

U radu koji je objavio Chibisov sa saradnicima [79], pokazano je da je sa
cijanskom bojom sli¢ne strukture kao TC, u prisustvu hlorida jednovalentnih katjona, kao
I nitrata dvo- i trovalentnih katjona doslo do formiranja J-agregata. Primec¢eno je i da
brzina reakcije raste sa povecanjem koncentracije boje, kao 1 katjona, i da je najveca za
trovalentne metalne katjone, najmanja za jednovalentne, a za dvovalentne Kkatjone je
izmedu tih vrednosti, dok je nezavisna od tipa anjona [79]. S druge strane, za razliku od
ovde opisanog dvostepenog mehanizma (poglavlje 4.2.4.3) kinetika i mehanizam ove
reakcije su objasnjeni autokatalitickim procesom [79].

Iz tog razloga, da bi se proverilo da li dolazi do formiranja J-agregata kada su u
rastvoru TC boje prisutni joni K*, Mg* i AP bez dodatka nanolestica snimani su

apsorpcioni spektri, prikazani na Slici 69.

Apsorbancija
o
N
1

o
[
1

o
o
1

400 450 500 550 600
A (nm)

Slika 69. Apsorpcioni spektri 1,67x10° M TC boje u prisustvu jona: 1x10° M K* (1);
1x10° Mg?* (2); 1x10° AF* (3)

Sa Slike 69 se moze videti da je u prisustvu 1x10° M jona Mg®* i AP** doslo do

formiranja novog pika na ~ 460 nm, $to je ukazalo na formiranje J-agregata TC boje

[79], dok u prisustvu iste koncentracije jona K nije primeéeno formiranje J-agregata.
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Poredenjem Slike 68 (u prisustvu C6) sa Slikom 69 (bez C6) vidi se da metalni joni, osim
AP* ne utiGu na promene spektra plazmona, dobijene u prisustvu C6. Pored toga,
primecuje se i da se u prisustvu jona formira apsorpcioni pik, dok se u prisustvu
nanocestica C6 obrazuje apsorpcioni minimum (,,dip*), Sto se moze objasniti
kuplovanjem povrsinskog plazmona C6 i molekulskog ekscitona J-agregata [1,12] u

drugom slu¢aju, dok u prisustvu jona nema prenosa energije, ve¢ samo apsorpcije fotona.

4.2.4.4. a) Kinetika formiranja J-agregata u prisustvu razlicitih katjona

S obzirom na rezultate dobijene u prethodnom poglavlju, brzine reakcija su
pracene u zavisnosti od vrste jednovalentnih katjona. Pritom je koncentracija TC boje
odrzavana konstantnom (1,67x10° M) uz prisustvo 1x10° M soli Li*, Na*, K* i Cs".

Dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 15.

Tabela 15. Uticaj 1,0x10° M katjona Li*, Na*, K" i Cs" na brzinu reakcije prvog i drugog
procesa. T = 16° C, TC = 1,67x10°M

Vrsta
) C (M) t1(s) ki (s™) t2(s) ko (s™)
katjona

Li 1,0x10° | 0,240+0,004 | 4,16 | 4,31+0,10 | 0,23
Na 1,0x10° | 0,347+0,008 | 2,88 |8,59+0,15 | 0,16
K 1,0x10° | 0,380+0,001 | 2,63 |7,2840,15 | 0,14
Cs 1,0x10° | 0,935+0,200 | 1,07 |7,45+2,43 | 0,13

Iz rezultata predstavljenih u Tabeli 15 se moZe videti da u zavisnosti od vrste
dodatog jednovalentnog katjona postoji razlika u konstantama brzine. Preciznije, sa
porastom veli¢ine katjona (Li* < Na* < K" < Cs") koriS¢enog za ,,podsticanje* J-
agregacije menja se vrednost konstante brzine, i u slucaju brzeg i sporijeg procesa.
Pritom, ako posmatramo niz od Li* do Cs®, konstanta brzine prvog - brzog procesa

opada za faktor 4, a drugog - sporijeg procesa za faktor 2.
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Da bi se ispitao uticaj jonske jacine, detaljno je ispitan i uticaj koncentracije KCI
na brzinu reakcije prvog i drugog procesa pri konstantnoj koncentraciji TC boje
(1,67x10®° M). Rezultati su predstavljeni u Tabeli 16.

Tabela 16. Uticaj koncentracije KCI na brzinu reakcije prvog i drugog procesa na 10° C i

pri konstantnoj koncentraciji TC = 1,67x10° M

Crai(M) t1(s) ki(s?) t2(S) Ka(s™)

0,5%x10° 0,22 + 0,002 4,55 3,62 + 0,06 0,27

1,0x10° 0,25 + 0,02 4,00 6,97 + 0,10 0,14

2,0x10° 0,21+ 0,013 4,76 3,13+0,42 0,32

3,56%x10° 0,205 £ 0,008 4,88 5,54 +0,53 0,18

5,0x10° 0,209 + 0,013 4,78 4,83 +0,44 0,21

6,0x10° 0,18 £ 0,013 5,56 5,719+0,74 0,17

1,0x107 0,18 £ 0,001 5,56 4,75+ 0,35 0,21

Iz rezultata predstavljenih u Tabeli 16 se moze videti da ne postoji jasno
definisana pravilnost, i stoga se pretpostavlja da su, dobijene male razlike u konstantama
brzine u granicama greske merenja.

Ispitan je i uticaj koncentracije CsCl na konstante brzine brzog (k) i sporijeg (k,)

procesa, na 16° C i u prisustvu 1,67x10° M TC, i rezultati su predstavljeni u Tabeli 17.
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procesa, na 16° C

Tabela 17. Uticaj koncentracije CsCl na konstante

brzine brzog (ki) i sporijeg (k)

C CsCI (M) t; () ) t, () ke ()
0,5x10° | 0,37 +0,01 2,76 10,13 + 0,17 0,098
1,0x10° | 0,489 % 0,01 2,04 10,61 0,16 0,100
3,0x10° | 0,45+ 0,01 2,25 15,28 + 0,23 0,065

Iz rezultata prikazanih u Tabeli 17 se moze zakljuciti da, u zavisnosti od
koncentracije Cs*, nema znacajne razlike u konstantama brzina za oba procesa, sli¢no

kao 1u sluc¢aju KCL
4.2.4.4 b) Termodinamika reakcije u prisustvu Cs* jona

Da bi se ispitala zavisnost brzine reakcije od temperature odredeni su i
termodinami¢ki parametri reakcije u prisustvu 1x10° M Cs* i 1,67x10° M TC boje,

nakon dodatka koloida C6, i rezultati su predstavljeni u Tabeli 18.

Tabela 18. Zavisnost brzine reakcije od temperature, u prisustvu 1x10° M Cs" i
1,67x10° M TC boje, nakon dodatka koloida C6 (5x10° M)

1T (K)
T(C) | T(K) X10° t1(S) ki (s™) t2(s) ke (s™)
16 289 3,46 10,4890+0,01 | 2,04 9,89 +0,02 0,10
21-22 295 3,40 10,250+ 0,01 | 4,00 7,95 +0,01 0,13
25 298 3,35 10,148 +0,02 | 4,55 3,65+0,10 0,14
31 304 3,29 10,157 +0,01 | 6,55 519+0,13 0,19

Iz Tabele 18 se moze videti da, za oba procesa sa poviSenjem temperature,
poluvreme reakcije opada tj. konstanta brzine raste.

Na Slici 70 je prikazana zavisnost Ink od 1/T u prisustvu 1x10° M CsCl i
1,67x10° M TC nakon dodatka 5x10°® M koloida C6.
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Slika 70. Zavisnost Ink; i Ink, od temperature u prisustvu 1x10° M CsCl i 1,67x10° M
TC nakon dodatka 5x10® M koloida C6.

Iz grafika zavisnosti Ink od 1/T (Slika 70), iz nagiba su izra¢unate odgovarajuce
vrednosti za aktivacione energije, Esu = 47,55 kJ/mol a E,, = 29,93 kd/mol, dok su
odseéci na graficima vezani za pre-eksponencijalne faktore, Z1 = 1,11x10° s'a Z2 =
2,57x10* s'. Moze se primetiti da su u prisustvu jona Cs* dobijene nize vrednosti
aktivacionih energija u poredenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva (Ea; =
170,7 kJ/mol i Ea, = 93,5 kiJ/mol, poglavlje 4.2.4.3 b), §to znaci da je u ovom slucaju
smanjena energetska barijera i pospesena reakcija J-agregacije.

Da bi se podrobnije ispitale reakcije u prisustvu jona neophodna su dalja
ispitivanja, u kojima ¢emo koristiti 1 fluorescentna merenja, ali ono $to je ofekivano na

osnovu dosadasnjih ispitivanja je da bi se fluorescencija boje u prisustvu soli povecala

[79].
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4.3 Bioloska aktivnost nanocestica zlata

Na osnovu preliminarnih rezultata dobijenih ispitivanjem citotoksi¢nih efekata
nanocestica C6, C9,5, C15 i C47 primeceno je da su u sluc¢aju koloida sa adsorbovanim
citratnim jonima, C15 i C47, dobijeni znacajniji efekti. 1z tog razloga dalje je analizirana
zavisnost citotoksi¢nih efekata ovih nanocestica od njihove Koncentracije i veliCine,
koris¢enjem dva in vitro model-sistema humanih Ccelija: limfocita i fibroblasta.
Citotoksi¢ni efekti ispitani su primenom CB-mikronukleusnog testa na limfocitima
periferne krvi i y-H2AX eseja na fibroblastima koze.

Kulture limfocita su tretirane razli¢itim dozama koloidnih disperzija C15 i C47,
gde su, u finalnoj zapremini za medijum celijske kulture, koncentracije zlata bile u opsegu
od 1 do 20 pg/mL (Tabela 19).

Tabela 19. Udestalost mikronukleusa i CBPI u kulturama limfocita tretiranim koloidima

zlata C15 i C47 (rezultati analize prikazani su kao srednja vrednost tri merenja)

Koncentracija Raspodela MN

Ucestalost

zlata MN/1000 BN* Broj BN sa MN CBPI*
(Mg /mL) 0 1 2 3 4 5
Netretirana 24,46 1080 21 3 1,75
kontrola
CA7 (47 nm)
1,8 45,62 1050 44 2 1,80
3,6 49,38 1710 56 16 1,84
111 51,65 1386 57 9 1,85
14,5 88,89 1248 86 14 2 1,87
16,5 85,71 1044 64 8 4 1,97
18,2 83,74 1146 54 6 12 1,93
C15 (15 nm)
1,8 73,73 1015 60 10 1,82
3,6 77,70 1098 82 2 2 1,84
111 79,66 1320 64 20 2 1,99
14,5 90,09 1634 128 10 4 1,93
16,5 102,76 1474 94 20 4 2 2 1,90
18,2 65,10 1089 51 12 1,85

*MN — mikronukleusi; BN — binuklearne ¢elije; CBPI — citokinezis-blok proliferativni

indeks
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Student-ovim T-testom utvrdeno je da je tretman kultura limfocita koloidima
zlata C15 i C47 izazvao citotoksicne efekte $to je pokazano statistiCki znacajnim (p <
0,05) povecanjem ucestalosti mikronukleusa (br. MN/1000 BN) i blagim povecanjem
¢elijskog proliferativnog potencijala u poredenju sa kontrolom.

Nanocestice zlata C47 su u limfocitima indukovale poveéanje ucestalosti MN do
350% iznad kontrolne vrednosti, dok su C15 Cestice povecale ucestalost MN 1 do 420%
U poredjenju sa kontrolnim, netretiranim uzorkom. Vazno je napomenuti da je u
prisustvu iste koli¢ine zlata, efekat manjih nanocestica (koloid C15) bio znatno jaci. Na
primer, kada je koncentracija nanocestica C15 1 C47 ista 1 iznosi 1,8 pg/mL, ucestalost
mikronukleusa indukovanih od strane C15 iznosi 73,73 dok u slu¢aju C47 iznosi 45,62
(Tabela 19). Moguce objasnjenje ove pojave je da ista koli¢ina zlata sadrzi razli¢it broj
nanolestica, koji u sludaju C15 iznosi 5,3x10%, dok kod C47 iznosi 1,7x10%
(koncentracija zlata u koloidnoj disperziji je 1,8 pg/mL = 9,14x10° M, pa je dalje
koncentracija nanocestica C15 1 C47 izraCunata koristi¢i agregacioni broj n (jednacina
(19)) a iz toga pomocu Avogadrovog broja i broj nanocestica), §to znaci da ima viSe
nanocestica koloida C15 koje mogu ispoljiti jaci uticaj u odnosu na C47. Ova Cinjenica,
zajedno sa mogucim razlikama u apsorpciji ova dva koloida od strane ¢elija, bi mogla biti
razlog razlike u njihovoj toksi¢nosti.

Dobijeni rezultati dalje pokazuju da je povecanje ucestalosti mikronukleusa
indukovanih nanocesticama zlata praceno povecanjem proliferativnog potencijala Celija.
Ucestalost mikronukleusa 1 CBPI koreliSu pozitivno, na granici statistickog znacaja (p =
0,06). U poredenju sa kontrolnim, netretiranim uzorkom utvrdeno je da se, sa
povecanjem koncentracije zlata, vrednost CBPI statisticki znacajno (p < 0,05)
povecavala, dok nije dostignuta maksimalna vrednost (CBPI = 1,97 za 2,62x10™" M
koncentraciju nanoCestica C47 (koncentracija zlata je 16,5 pg/mL) i CBPI =1,99 za
5,42x10™° M koncentraciju nanocestica C15 (koncentracija zlata je 11,1 ug/mL)), nakon
cega je opadala.

Generalno, tretman kultura limfocita sa koloidom C15 je izazvao jace

citotoksi¢ne efekte od onih dobijenih tretiranjem sa koloidom C47.
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Dalje je od interesa bilo predstaviti dobijene rezultate kao funkciju veli¢ine i
koncentracije nanocestica, izraCunate prema jednacini (19). Zavisnost ucestalosti MN i

CBPI od koncentracije nanocestica je predstavljena na Slici 71.
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Slika 71. Zavisnost uclestalosti mikronukleusa (a) i proliferacionog indeksa (b)
(predstavljeno kao % od kontrole) od koncentracije nanocestica C15 i C47 u kulturama

limfocita tretiranim ovim koloidima zlata

Predstavljeni rezultati su jasno ukazali da povecanje ucestalosti mikronukleusa i
proliferacionog indeksa zavise ne samo od koncentracije ve¢ i od veli¢ine nanocestica.
Nanocestice sa vec¢im precnikom (47 nm) su povecale ucestalosti MN 1 CBPI pri nizim
koncentracijama u odnosu na manje nanocestice (15 nm).

Rezultati analize ucestalosti y-H2AX fokusa u fibroblastima pokazuju da tretman
nanocesticama C15 1 C47 dovodi do pojave dvolancanih prekida DNK u zavisnosti od
doze tj. koncentracije nanocestica (Tabela 20). Medjutim, ucestalosti y-H2AX fokusa su

blago povecane u poredenju sa netretiranom kontrolom, bez statistickog znacaja (p >

0,05).
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Tabela 20. Uticaj koncentracije zlata u koloidnim disperzijama C15 i C47 na ucestalost

v-H2AX fokusa u humanoj ¢éelijskoj liniji fibroblasta

Koncentracija Broj analiziranih Ucestalost y-H2AX

zlata éeliia fokusa po éelii
(Hg/mL) ! po el
Netretirana
kontrola 340 3,56
CA7 (47 nm)
1,8 335 3,60
3,6 341 3,64
11,1 338 3,62
14,5 300 3,77
16,5 324 3,81
18,2 280 3,88
C15 (15 nm)
1,8 328 3,77
3,6 330 3,91
11,1 335 3,87
14,5 318 3,90
16,5 294 4,11
18,2 275 4,08

Moze se primetititi da su za oba proucavana celijska sistema dobijeni sli¢ni
rezultati. Neznatno poveéanje DSBs (engl. DSBs — double-strand breaks, poglavlje
2.4.1.2) u fibroblastima tretiranim koloidima zlata ukazuje na to da mikronukleusi u
limfocitima poticu pretezno od gubitka celih hromozoma, a u manjoj meri od
hromozomskih fragmenata, Sto ukazuje da nanocestice zlata C15 1 C47 ne ispoljavaju
klastogeni nacin delovanja. Povecanje Celijske proliferacije u prisustvu nanocestica zlata,
koje je praceno povecanjem ucestalosti mikronukleusa, ukazuje da ove nanocestice
izazivaju poremecaje kontrolnih tacaka celijskog ciklusa, omogucavajuéi nekontrolisanu
proliferaciju 1 ulazak u mitozu sa nepopravljenim genomskim oStecenjima, tipi€nim za
fenomen mitoticke katastrofe.

Kontrolne tacke (Chkl i Chk2) celijskog ciklusa imaju fiziolosku ulogu da
provere da li su procesi u svakoj fazi ¢elijskog ciklusa adekvatno zavrSeni pre progresije
u narednu fazu. Njihova funkcija je da izvrSe procenu ostecenja DNK, koja se detektuju

senzornim mehanizmima. Najosetljivija metoda za ispitivanje oste¢enja DNK je y-H2AX
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esej [358], koji je pokazao da tokom tretmana sa nanocesticama C15 i C47 skoro da
nema indukcije DSBs (Slika 73).

Slika 72. Mikrografija fibroblastnih ¢elija bez y-H2AX fokusa
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(b)
Slika 73. Mikrografije fibroblastnih celija sa y-H2AX fokusima, koji su indukovani

tretmanom nanocesticama zlata C15 (a) i C47 (b) (zeleni signali)
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Sa druge strane, na limfocitnom celijskom sistemu, gde su celije brze rasle,
nadena je velika koli¢ina nepopravljenih osteéenja koja su rezultovala pojavom MN,
ukazuju¢i na to da ¢elije nemaju mogucnost da zaustave Celijski ciklus dok se popravke
ne zavrSe. Progresija ¢elijskog ciklusa je strogo regulisana ciklinima, kinazama zavisnim
od ciklina (CDKs), inhibitorima kinaza zavisnih od ciklina (CKIs) i tumor-supresorskim
proteinima kao Sto su p53 i retinoblastoma protein (pRb) [38]. lako su potrebna dalja
istrazivanja molekulskih mehanizama koji omogucavaju progresiju ¢elijskog ciklusa,
mozemo pretpostaviti da nanocestice zlata stimuliSu proliferaciju limfocita menjanjem
ekspresije i/ili funkcije gore pomenutih proteina.

Vazno je ista¢i da interakcija nanocCestica sa Celijama zavisi 1 od naelektrisanja
nanocestica [359]. Veli¢ina i naelektrisanje nanoCestica mogu uticati na in vitro celijsku
apsorpciju. PoSto su nanoCestice zlata negativno naelektrisane (slicne vrednosti
negativnog zeta potencijala su dobijene za oba koloida), one imaju jaku teznju za
oblaganjem sa suprotno naelektrisanim pozitivnim vrstama u rastvoru kroz
elektrostati¢ke interakcije, pa njihova genotoksi¢na svojstva U nekom stepenu mogu biti
pripisana njihovim elektrohemijskim svojstvima.

Na osnovu predstavljenih rezultata se moze zakljuciti da su genotoksi¢na svojstva
nanocCestica zlata posmatrana u ovom ispitivanju jedinstvena i zahtevaju opseZnije
istrazivanje kako bi se dobile vazne informacije o buducoj primeni i dizajniranju

biokompatibilnih nanomaterijala.
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5 Diskusija

Primenom vise eksperimentalnih tehnika (TEM, UV-Vis spektrofotometrija,
fluorescentna spektroskopija, FTIR, DLS, merenja zeta potencijala), dobijeni su rezultati
koji pokazuju da dolazi do adsorpcije TC boje (natrijum-(Z)-3-(5-hlor-2-((5-hlor-3-(3-
sulfonatopropil)benzotiazol-2(3H)-iliden)metil)benzotiazol-3-ium-3-il)propan-1-
sulfonata) na nanoCestice zlata razli¢itih veli¢ina koje na svojoj povrSini imaju
adsorbovane boratne odnosno citratne jone. Ova interakcija se moZe objasniti slabim
elektrostatiC¢kim privlaCenjem izmedu negativno naelektrisanih karboksilatnih ili boratnih
anjona na povrsini nanocestica zlata i pozitivno naelektrisanog dela tiazolnog prstena TC
boje, §to je u skladu sa ispitivanjem koje su Jeunieau 1 saradnici izveli na slicnom sistemu
[78]. Pored toga, Sato i saradnici [10] su ispitivali elektrostaticku interakciju izmedu
negativno naclektrisane povrsine srebra i negativno naelektrisane slicne tiocijanske boje
koja ima parcijalno pozitivno naelektrisanje na hromofori. Hibridne nanocestice koje se
sastoje od jezgra plementog metala funkcionalizovanog omotacem koga ¢ini organska
boja su poznate zbog svojih neobi¢nih optickih svojstava, ukljuCujuéi ultrabrze
indukovane transparencije, nelinearno ponaSanje, Fano rezonancije (vrsta fenomena
rezonantnog rasejanja pri ¢emu se dobija asimetri¢an oblik linije rasejanja) i pojacano
fotoindukovano razdvajanje naelektrisanja [1,10-15]. RazjaSnjavanje mehanizma i
kinetike interakcije negativno naclektrisane povrSine nanocestice zlata sa negativno
naelektrisanom tiocijanskom bojom daje bolji uvid za potencijalnu upotrebu ovih
hibridnih struktura u buduénosti za dizajniranje sistema za konvertovanje svetlosne
energije, primenu u molekulskoj optoelektronici i kod senzornih uredaja, u katalizi,
prenosu lekova, nanoelektronici i medicinskoj dijagnostici. Zato je neophodno razumeti
hemiju interakcija nanocestica zlata sa tiocijanskom bojom. U ovom radu je posebna
paznja posvecena detaljnom ispitivanju adsorpcije i gaSenja fluorescencije nakon
adsorpcije TC boje na nanocCestice zlata razli¢itih veli¢ina, 6-30 nm, sa adsorbovanim
citratnim ili boratnim anjonima, jer ovo moze dati bolji uvid za dalja ispitivanja interakcija

na sliénim sistemima.
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Interesovanje za proucavanje interakcija TC boje sa koloidima zlata proistice iz
njihovog znacaja posebno u oblasti medicine i optike, poSto se fluorescentno obelezene
nanocestice mogu koristititi u dijagnostici za simulirano otpustanje lekova [7] i1 za
moduliranje i poboljSavanje opti¢kih katakteristika boje [2,31,32]. Ispitivanja reakcija
nanocestica zlata sa razliitim tiocijanskim bojama su pokazala da dolazi do procesa
adsorpcije boje na povrsini koloida uz moguce formiranje specificnih agregata cijanske
boje tzv. J-agegata [1,12,76,77]. Do sada nisu bila izvedena kineticka ispitivanja J-
agregacije na sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanocestice i organske boje,
ali je poznato da je praceno formiranje ekscitona kod J-agregata nekih tiocijanskih boja u
rastvoru, u prisustvu razli¢itih soli [79] kao i porfirinske (cijanske) boje na povrsini
proteina [80]. Ispitivanjem reakcije u rastvoru, u ovom radu je pokazano da je adsorpcija
ove negativno naelektrisane boje na povrsini negativno naelektrisanih nanocestica zlata
moguca kada su molekuli boje orijentisani prema povrsini nanocestica preko tiazolnog
prstena koji nosi parcijalno pozitivno naelektrisanje, i da se, u jednom slucaju primeéeno
formiranje J-agregata TC boje, odvija kroz dva koraka, brzo inicijalno formiranje
povrsinskog sloja, koje je pra¢eno sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-
agregata.

Eksperimentalni rezultati predstavljeni u ovom radu su u skladu sa literaturnim
podacima gde su, na nanocesticama koje su modifikovane hromoforom, opisani primeri
efikasnog gaSenja fluorescencije hemisorbovanih hromofora [76,242,327,328]. Merenje
fluorescencije u naSem sistemu Cestica-boja, korigovane za efekat unutrasnjeg filtera, je
jasno ukazalo da je fluorescencija TC boje bila prigusena u zavisnosti od koncentracije
prisutnih nanodestica zlata i da je ovaj proces kvantitativno povezan sa stepenom
pokrivenosti povrS§ine nanocestica molekulima boje. Ovo gaSenje fluorescencije Sse
generalno pripisuje povecanoj neradijativnoj relaksaciji pobudenog stanja usled prenosa
energije i/ili prenosa elektrona [323,17]. U literaturi su opisani primeri gde je u sluéaju
fluorescentno obelezenih nanocestica zlata doslo do gaSenje fluorescencije fluorofore
iako je primecen i efekat unutrasnjeg filtera [240-243]. Medutim, za razliku od rezultata
predstavljenih u ovom radu, u prisustvu nanocestica moze do¢i i do obrnutog efekta t;.
povecanja intenziteta fluorescencije fluorofore, Sto je takode opisano u literaturi

[244,246-248], a poznato je da mogu biti prisutna i oba efekta [244,249]. Posto su
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cijanske boje jako fluorescentne [16], merenje fluorescentnih svojstava agregata Cestica-
boja moze dati vazan uvid za razumevanje molekulskih interakcija i reaktivnosti u
ovakvim sistemima. Fluorescentno obelezavanje je u Sirokoj upotrebi u medicinskoj
dijagnostici [7] da bi se simuliralo otpustanje lekova ili da bi se lokalizovale nanocestice.
Izveden je zakljucak i da efikasnost gasenja fluorescencije raste sa povecanjem
veli¢ine nanocCestice, pri konstantnoj koncentraciji nanoc¢estica U rastvoru. Poznati su i
neki primeri u literaturi gde je opisan uticaj veliCine nanocestica 1 udaljenosti izmedu
hromofora i nanocestica na efikasnost gasenja fluorescencije [329,330]. Uzevsi da se
gaSenje fluorescencije deSava samo u slu¢aju molekula boje koji imaju direktan kontakt
sa povr$inom nanocestice zlata, i da su molekuli TC boje orijentisani horizontalno na
povrsini nanocCestice, eksperimentalni rezultati su pokazali da je gaSenje fluorescencije
TC boje pri konstantnoj koncentraciji nanocestica Au sa adsorbovanim citratnim jonima
na povrsini, C17 i C30, veCe od izraCunatih vrednosti. Pritom je pokazano da su
eksperimentalno dobijene vrednosti koncentracije nanocestica potrebne za potpuno
gaSenje fluorescencije TC boje bile nize od izraCunatih. 1z ovoga je zakljuCeno da je
najverovatnija orijentacija molekula TC boje na povrsini nanoc¢estica C17 i C30 kosa.
Ovo je takode podrzano uzimajuci u obzir i odbojne interakcije izmedu terminalnih sulfo-
grupa boje 1 negativno naelektrisane povrSine nanocCestica, ¢ime je boji omoguceno da
pride povrsini nanocestice jedino sa strane parcijalno pozitivno naelektrisanog tiazolnog
prstena i da se tako na povrSini nanocestice smesti i ve¢i broj molekula TC. Ovakav
rezultat je u skladu sa ranijim ispitivanjima, kojima je pokazano da je mera fluorescencije
molekula boje funkcija udaljenosti izmedu boje i povrSine metala, i da je u direktnom
kontaktu sa metalom fluorescencija boje potpuno ugasena [77,242,323]. Pored toga,
rezultati nasih FTIR merenja su potvrdili da se interakcija TC boje sa nanocesticama zlata
odvija preko slabe elektrostaticke interakcije izmedu pozitivno naelektrisane tiocijanske
grupe boje i negativno naelektrisanih citratnih/boratnih jona na povrsini nanocestice, kao
i kroz © — = interakcije, §to je u skladu sa kosom orijentacijom molekula TC. Ovakvo
razmatranje je u skladu sa ranijim FTIR merenjima [76] gde je potvrdeno da se reakcija
odigrava izmedu pozitivno naelektrisane amonijumske vrste cijanske boje 1 karboksilata
koji se nalaze na povrsini nanocestica zlata. U sluc¢aju nanocestica zlata sa adsorbovanim

boratnim jonima na povrsini, C9,5 1 C6, teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC
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boje (uz pretpostavku da je boja u obliku kvadra) potrebnu da pokrije povrSinu
nanocestice 1 da fluorescencija boje bude potpuno ugasena, u slucaju tri moguce
orijentacije (horizonatlne, vertikalne orijentacije duz krace strane i vertikalne orijentacije
duz duze strane), su nize u poredenju sa dobijenom eksperimentalnom vrednoscu. S
druge strane, u slucaju koloida C9,5, koncentracija nanocCestica potrebna da bi doslo do
potpunog gasenja fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribliznije odgovara vertikalnoj
orijentaciji boje duz krace strane, dok je u slucaju C6 eksperimentalno dobijen rezultat
dosta nizi od teorijski izracunatih vrednosti za sve tri moguce orijentacije boje, iz Cega je
zakljueno da je na povrSini ovih nanocestica boja smeStena u viSe od jednog sloja,
najverovatnije u kosoj orijentaciji. Ovi podaci su ukazali na razlike u polozaju molekula
TC boje adsorbovane na povrSini nanocestica zlata sa adsorbovanim boratnim u
poredenju sa nanoCesticama zlata sa adsorbovanim citratnim jonima. Pored toga su, iz
eksperimenata u kojima je ispitivano gaSenje fluorescencije, izraCunate i konstante
ravnoteze za proces adsorpcije TC na povrsini nanocestica C6, C9,5, C17 i C30. Za
koloidne disperzije C17 1 C30 su dobijene vrednosti konstante ravnoteze, koje se dobro
slazu sa ranije izraCunatim vrednostima za adsorpciju sliénih cijanskih boja na
nanoCesticama Au Sa adsorbovanim citratnim anjonima koje je ispitivao Lim sa
saradnicima [76].

Rezultati ispitivanja kinetike i mehanizma formiranja J-agregata, dobijenih samo u
prisustvu koloida C6, pokazali su da se ova reakcija odvija kroz dva koraka, brzo
formiranje inicijalnog sloja boje, koga prati, za red veli¢ine, sporiji proces rasta
konsekutivnih slojeva. Pretpostavka da je TC boja na povrsini negativno naelektrisanih
nanocestica orijentisana sa strane parcijalno pozitivno naelektrisanog prstena, je
podrzana i aktivacionim parametrima odredenim iz kinetickih podataka dobijenih iz
fluorescentnih merenja. Time je razjasnjena priroda elektrostatickih sila odgovornih za
formiranje J-agregata, a to je prvi i neophodni korak u nalazenju uslova za postizanje
kompletne ili skoro kompletne transparencije na talasnoj duzini ekscitona, za koriS¢enje u
optickoj opremi. Poznato je da su ranije bila izvedena ispitivanja gde je praceno
formiranje ekscitona kod J-agregata nekih tiocijanskih boja u rastvoru u prisustvu
razli¢itih soli [79] kao i porfirinske (cijanske) boje na povrsini proteina [80]. Medutim,

koliko je nama poznato, do sada nisu bila izvedena kinetiCka ispitivanja J-agregacije na
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sistemima koji se sastoje od hibridne metalne nanocestice i organske boje. Stoga, da bi se
moglo nastaviti sa iskoriS¢avanjem 1 usavrSavanjem neobicnih optickih karakteristika
ovakvih hibridnih sistema neophodna su dalja detaljnija ispitivanja.

J-agregacija je primeéena po dodatku metalnih jona Mg i AP’* u rastvor boje pri
¢emu je doslo do formiranja novog pika na oko 460 nm. Nakon dodatka nanocestica C6
u rastvor boje i u prisustvu jona K*, Cs* i Mg*, ali ne i AP, takode je doslo do
formiranja J-agregata i pojave apsorpcionog minimuma na 475 nm. Kinetickim
merenjima na snizenoj temperaturi je pokazano da sa porastom veli¢ine jednovalentnih
katjona (Li* < Na* < K* < Cs") dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i brzog i
sporijeg procesa. Sa povisenjem temperature, u prisustvu jona Cs’ rastu vrednosti
konstanti brzina za oba procesa, pri ¢emu nize vrednosti aktivacionih energija u
poredenju sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazuju da je u ovom slucaju
smanjena energetska barijera i pospesena reakcija J-agregacije. U literaturi [79] je
opisano formiranje J-agregata na primeru cijanske boje slicne strukture kao TC, u
prisustvu hlorida jednovalentnih katjona, kao i nitrata dvo- i trovalentnih katjona, pri
¢emu brzina reakcije raste sa povecanjem koncentracije boje, kao i katjona, i da je
najveCa za trovalentne metalne Kkatjone, srednja za dvovalentne, a najmanja za
jednovalentne katjone, dok je nezavisna od tipa anjona [79]. Za razliku od naseg slu¢aja
gde je potvrden dvostepeni mehanizam, kinetika i mehanizam ove reakcije su objasnjeni
autokatalitickim procesom [79]. Da bi se podrobnije ispitale reakcije u prisustvu jona
neophodna su dalja ispitivanja, u kojima ¢emo koristiti i fluorescentna merenja, ali ono
S§to je ocekivano na osnovu dosadasnjih ispitivanja je da bi se fluorescencija boje u
prisustvu soli povecala [79].

Dobijeni rezultati ispitivanja citotoksi¢nih efekata sintetizovanih nanocestica C15
i C47 na dva in vitro model sistema humanih ¢elija: limfocitima i fibroblastima su
pokazali zavisnost od koncentracije 1 veli¢ine nanocestica, s tim §to je u slu¢aju limfocita
dobijena veca osetljivost na nanocestice zlata. Tretiranje kultura limfocita ovim
koloidima je izazvalo citotoksiche efekte, koji su se odrazili kao znacajno povecanje
ucestalosti mikronukleusa, ali je povecanje proliferacionog potencijala ¢elije u poredenju
sa kontrolom bilo zanemarljivo, §to ipak ukazuje na poremecaj funkcije kontrolnih tacaka

¢elijskog ciklusa. U celijskoj liniji fibroblasta, iste koncentracije nanocestica zlata su
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izazvale nesto veci nivo y-H2AX fokusa u odnosu na kontrolu. Metalne nanocestice,
posebno nanocestice zlata, su veoma znacajne zbog svoje sadasnje ali i buduce primene
ne samo kao katalizatori, nego i u polju biologije i medicine [48,271]. Tako je poznata
njihova primena u oblasti biosenzora [273,274], a istrazivanja su u velikoj meri
motivisana moguc¢no$¢u primena nanocCestica zlata u dijagnostici [272], za detekciju
kancera i u terapiji [47,275,276,286-288], kao i za prenos i ciljanu dostavu lekova do
specifiénog mesta [277-280]. Pored toga biokompatibilnost ovih nanocestica je koris¢ena
za transport antitumornih agenasa na mesto gde se nalazi tumor §to je olakSano zbog
vece propustljivosti i efekta zadrzavanja (Cuvanja) [278], a takode se ponaSaju i kao
sistemi za dostavu gena koji nisu zasnovani na virusima [283-285]. Ipak nije zasigurno
poznato Sta se deSava Sa nanocCesticama zlata nakon njihovog ulaska u Zivu Celiju. Do
sada je smatrano da je endocitoza glavni put ulaska nanoCestica zlata u ¢eliju [296,297],
a najnovija istrazivanja ukazuju na to da nanocestice zlata u zivim c¢elijama uglavnom
ostaju u endozomima, sfernom dvostrukom sloju membranskih lipida [293,298]. Postoji i
nekoliko istrazivanja koja pokazuju zavisnost Celiske apsorpcije nanocestica zlata od
veli¢ine i oblika Cestice, kao i od karakteristika povrsine nanocestice [293,298]. Imajuci
u vidu ¢injenicu da nije potpuno razjas$njeno $ta se deSava sa nanocesticama zlata nakon
njihovog ulaska u Celiju, ostaje potreba da se jasno razumeju njihova krajnja odredista i
moguce interakcije sa komponentama celije, a nas$ cilj je bio davanje dodatnih informacija
u ovom polju istrazivanja. U tom smislu, ispitivanja Celijskih sistema sa nanocesticama
zlata razli¢itih koncentracija, veli¢ine i karakteristika povrSine, predstavljena u ovom

radu, bi mogla posluziti kao odli¢ni model-sistemi za procenu genotoksi¢nosti.
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6 Zakljucak

(1) Potvrdena je adsorpcija TC boje na povrsini koloidnih ¢estica veli¢ina 6 nm, 9,5 nm,
17 nm i 30 nm, oznacenih kao C6, C9,5, C17 i C30, u vodenoj sredini. TEM merenjima
je pokazano da samo u slu¢aju najmanjih sintetizovanih nanocestica, C6, prisustvo TC
boje izaziva aglomeraciju nanocestica, pri ¢emu je primecena znacajna razlika u veli¢ini
C6 1 C6/TC hibridnih cestica. Merenjem zeta potencijala je potvrdeno negativno
naelektrisanje na povrsini svih ispitivanih nanocestica, pri ¢emu se ova vrednost nakon
dodatka TC boje smanjuje, ukazujuci na mogucée slabe elektrostati¢ke interakcije izmedu
citratnin/boratnih anjona i pozitivno naelektrisanog tiazolnog dela TC boje, §to je

potvrdeno i FTIR merenjima.

(2) Merenje fluorescencije agregata Cestica-boja, korigovane za efekat unutraSnjeg
filtera, je ukazalo da nanocestice zlata, u zavisnosti od koncentracije, gase fluorescenciju
TC boje. Nadeno je da ovaj proces kvantitativno zavisi od pokrivenosti povrsine
nanocestica zlata molekulima TC boje. Sa povecanjem veli¢ine Cestica, pri konstantnoj

koncentraciji nanocestica razli¢itih veli¢ina, efikasnost gasenje fluorescencije je rasla.

(3) Uz pretpostavku da je maksimalno gasenje fluorescencije TC boje ograni¢eno na
potpunu monoslojnu pokrivenost povrSine nanocestica TC bojom, i da su molekuli TC
boje orijentisani horizontalno na povrsini nanocestice eksperimentalno dobijene vrednosti
koncentracije nanocestica C17 1 C30 potrebne za potpuno gasenje fluorescencije TC boje
su bile nize od teorijski izracunatih, dok su za gaSenje fluorecencije TC boje pri
konstantnoj koncentraciji nanocCestica dobijene viSe eksperimentalne vrednosti u
poredenju sa teorijski izraCunatim. Iz ovih podataka je zaklju¢eno da je najverovatnija

kosa orijentacija molekula TC boje na povrsini ovih nanocestica.
(4) U slucaju nanocestica C6 1 C9,5 teorijski dobijene vrednosti za koncentraciju TC boje

potrebnu da pokrije povrsinu nanocestice i da fluorescencija boje bude potpuno ugasena,

u slucaju sve tri orijentacije, su bile nize u poredenju sa dobijenom eksperimentalnom
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vrednos¢u. Koncentracija nanocestica C9,5, potrebna da bi dosSlo do potpunog gasenja
fluorescencije TC boje, po vrednosti najpribliznije odgovara vertikalnoj orijentaciji boje
duz krace strane, dok je u slucaju C6 eksperimentalno dobijen rezultat dosta nizi od
teorijski izracunatih vrednosti za sve tri mogucée orijentacije boje, iz ¢ega je zakljuceno
da je na povrsini ovih nanoCestica boja smesStena u vise od jednog sloja. 1z eksperimenata
u kojima je ispitivano gasenje fluorescencije, izraCunate i konstante ravnoteze za proces

adsorpcije TC na povrsini nanocestica C6, C9,5 kao i C17 i C30.

(5) U apsorpcionom spektru koloida C6 u prisustvu TC boje (zapreminski odnos 2:1),
oStar apsorpcioni minimum na 475 nm je ukazao na formiranje J-agregata TC boje na
povrsini ovog koloida. Veli¢ina ovog minimuma je rasla sa povecanjem koncentracije TC
do grani¢ne koncentracije TC ~ 0,5%10° M a sa daljim pove¢avanjem koncentracije boje
nije primecen dalji porast intenziteta ekscitona. Odredeno je da broj molekula TC
adsorbovan na jednoj nanocestici zlata iznosi priblizno 100, i da su ovi molekuli

rasporedeni kao 3 sloja boje.

(6) Kineticka ispitivanja formiranja ovih agregata u prisustvu nanocestica C6 su pokazala
da se reakcija odvija kroz dva koraka. U skladu sa kineti¢kim podacima pretpostavljen je
mehanizam u kojem je prvi korak brzo inicijalno formiranje povrSinskog sloja pra¢eno
sporijim rastom J-agregata na inicijalnom sloju J-agregata. Odredene su vrednosti
konstanti brzina ovih procesa iz merenja apsorbancije na 475 nm i iz fluorescentnih
meranja. 1z zavisnosti brzine reakcije od temperature na 16° C, 20° C, 24° C, 28° C i
30° C odredeni su i aktivacioni parametri entalpije i entropije aktivacije (Ea; = 170.7
kJ/mol, AH"; = 168.2 k mol™!, AS; = 385.33 J mol 'K and Ea, = 93.5 kJ/mol, AH", =
91.06 kJ mol™!, AS™, = 93.01 J mol'K™).

(7) U prisustvu 1,67x10° M TC boje i 1x10° M jona Mg ili 1x10° M jona AP doslo
je do formiranja novog apsorpcionog pika na ~ 460 nm koji je ukazao na formiranje J-
agregata boje, dok se nakon dodatka nanocestica C6 u rastvor boje i u prisustvu jona K*,
Cs*, Mg*, ali ne i AI**, formirao apsorpcioni minimum na 475 nm, takode ukazujuéi da

je doslo do formiranja J-agregata usled kuplovanja povrSinskog plazmona C6 i
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molekulskog ekscitona J-agregata. Ispitivanjem kinetike J-agregacije, u odsustvu koloida
C6, u zavisnosti od vrste jednovalentnih katjona utvrdeno je da sa porastom njihove
veli¢ine dolazi do smanjenja vrednosti konstante brzine i brzeg i sporijeg procesa. Sa
poviSenjem temperature, u prisustvu 1,67x10° M TC boje, 5x10® M nanogestica C6 i
1x10° M jona Cs" vrednosti konstanti brzina za oba procesa su porasle, pri ¢emu su nize
vrednosti aktivacionih energija (Eac = 47,55 kJ/mol a E,er, = 29,93 kJ/mol) u poredenju
sa vrednostima dobijenim bez njihovog prisustva ukazale da je u ovom sluc¢aju smanjena

energetska barijera i pospesena reakcija J-agregacije.

(8) Tretiranje kultura limfocita nanocesticama zlata veli¢ine 15 nm i 47 nm, ozna¢enim
kao C15 i C47 je izazvalo citotoksi¢ne efekte koji su pokazani znacajnim povecanjem
ucestalosti mikronukleusa 1 CBPI ali zanemarljivo malim povecanjem celijskog
proliferativnog potencijala, u poredenju sa kontrolom, $to je ipak ukazalo na poremecaj
funkcije kontrolnih tacaka celijskog ciklusa, i identifikovane su dve glavne kontrolne
tatke Chkl i Chk2. U c¢elijskoj liniji fibroblasta, iste koncentracije nanocestica zlata su
izazvale neSto ve¢i nivo y-H2AX fokusa nego $to je to u kontroli. Potvrdeno je i1 da
postoji zavisnost citotoksi¢nih efekata pomenutih nanocestica u ovim model sistemima
humanih ¢elija od koncentracije i veli¢ine Cestica, ali je u slucaju limfocita dobijena veca
osetljivost na nanocestice zlata. U kulturi limfocita, u prisustvu iste koli¢ine zlata, efekat
je bio dosta jaci za manje nanocestice (koloid C15), a sa pove¢anjem koncentracije C15 i
C47 ucestalost mikronukleusa se smanjila. Osim toga, vece nanocCestice (C47) su

povecale ucestalost MN 1 CBPI pri nizim koncentracijama od manjih nanocestica (C15).
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8 Prilozi

8.1 DLS grafici

DLS grafici raspodele velicine cestica po zapremini i intenzitetu koloidnih
disperzija C9,5, C17 i C30 u odsustvu i prisustvu TC boje.
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Slika 74. Koloidna disperzija zlata C9,5 (a) i C9,5 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina

Cestica prema zapremini
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Slika 75. Koloidna disperzija zlata C9,5 (a) i C9,5 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina
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Slika 76. Koloidna disperzija zlata C17 (a) i C17 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina

Cestica prema zapremini
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Slika 77. Koloidna disperzija zlata C17 (a) i C17 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina

Cestica prema intenzitetu
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Slika 78. Koloidna disperzija zlata C30 (a) i C30 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina

Cestica prema zapremini
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Slika 79. Koloidna disperzija zlata C30 (a) i C30 sa TC bojom (b), raspodela veli¢ina

Cestica prema intenzitetu
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8.2 Zavisnost | od C,, (intenziteta fluorescencije slobodne

boje u rastvoru od koncentracije nanocestica), jedn. (23)

Iz jednacine (26):

o

1
=1 (26)
1-6)-C,

sledi da je

,” K-C (27)
1 1+K~C1

Ako C, predstavlja pocetnu koncentraciju TC boje, C, koncentraciju TC boje u
rastvoru aC,_,, koncentraciju adsorbovane TC boje, onda je C, =C, -C,_,..

S obzirom na odnos izmedu koncentracije boje u rastvoru i one adsorbovane na
povrsini nanoCestica Au, gde je ukupna koriS¢ena povrSina nanocestica = (broj
nanocCestica Au) X (povrsina jedne nanocestice) = (N, -C,p -V)-(SAyp) , dobija se da je
N,-V-(C,—C))=N,-6,-T,-(N,-Cyp-V)-SA, gde je N, Avogadrov broj
(6.022x10%° mol™), V je ukupna zapremina rastvora, a C,, je koncentracija Au. Prema

tome, dobija se da je:

_ CoG
1 ToCnp-No-SAnp

(28)

Ako je: A=Tp-Cnp-No-SANp

_C0C

A= 4
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pa je:

C,-C,_ K-C, 29)
A 1+K-C

Iz jedn. (29) sledi da je:

2 1
-K-C/+K-C,-(C, —A—E)+C0 =0
i deljenjem sa —K se dobija da je:

Co
K

1
Cl=Cy(Com A ) =2 =0

K je veoma veliki broj, pa je % =0

Clz_cl'(Co_A_%):O (30)

1 1
C, =C, _A_E:Co —I5-Cyp - Ng - SAye _E

1
Cl:_CNP'(FO'SANP'NO)_'_(CO_R) (31)

Ovim je pokazano da je koncentracija boje u rastvoru linearna funkcija

koncentracije nanocestica. Kada se dalje uzme u razmatranje zavisnost merenog
intenziteta fluorescencije boje od koncentracije, 1 =k -b-C,, gdeje k =2.3®-P,-£,b
duzina svetlosnog puta kroz rastvor, ¢ kvantno polje, P, snaga upadne svetlosti, i ¢

molarna apsorptivnost boje, lako se moze izvesti jednacina (23):

| = (K DN T -SAg) -y K +b- (Cy =) (23)

¢ime je pokazano da je intenzitet fluorescencije slobodne boje u rastvoru linearna

funkcija koncentracije nanocestica.
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