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POVZETEK

V zadnjem Casu se je uporaba nanodelcev v razli¢nih produktih na trzis¢u moc¢no povecala. Proizvajalci
praviloma oglasujejo zgolj pozitivne u€inke in negativnih sploh ne omenijo. Med pogosteje uporabljenimi
nanodelci je koloidno srebro (srebrovi nanodelci razprseni v nekem mediju), saj je znan po svojih
antibakterijskih uc¢inkih. Zato smo v raziskovalni nalogi objektivno predstavili pozitivne in negativne
lastnosti koloidnega oz. nanosrebra. Osredotocili smo se na dentalne produkte z vsebnostjo nanosrebra,
saj z uporabo le-teh prisotne nanodelce tudi delno zauzZijemo, kar je lahko potencialno nevarno, in
analizirali tri razli¢ne izdelke: zobno s¢etko, zobno pasto in ustno vodico.

S pomocjo kolorimetri¢ne detekcije smo Zeleli ugotoviti, kolikSna je vsebnost koloidnega srebra v
omenjenih produktih. Ker smo analizirali razli¢cne produkte, nas je zanimalo, ali je ta metoda primerna za
vse tri tipe izdelkov. Rezultate kolorimetri¢ne detekcije smo preverili z rezultati, ki smo jih dobili z
uporabo drugih metod karakterizacije (vrsti¢na elektronska mikroskopija - SEM, lasersko sipanje svetlobe
- DLS). Za preverjanje metode smo z biosintezo naredili svoj referencni vzorec. Biosintezo, ki je relativno
nova in okolju prijazna reakcija, smo izvedli z ekstraktom bazilike in s tem dobili priblizno 100 nm velike
srebrove nanodelce.

S karakterizacijo dentalnih produktov smo ugotovili, da je vsebnost nanodelcev v nasih preiskovanih
vzorcih zelo majhna (zobna Séetka) oz. je celo nismo zaznali. Ker je bila kolorimetri¢na detekcija
referencnega vzorca uspesna, lahko potrdimo, da s to metodo lahko udinkovito zaznamo prisotnost
nanosrebra. Zal pa je metoda primerna le za vzorce, ki nimajo lastne obarvanosti, saj le-ta spremeni
absorpcijo. Tudi SEM analiza se je izkazala za ucinkovito zgolj pri zaznavanju nanosrebra v referenénem
vzorcu, a ni primerna za analizo kompleksnih vzorcev, ki vsebujejo organske snovi (npr. zobna pasta in
ustna vodica).

Klju¢ne besede: nanosrebro, kolorimetri¢na detekcija, biosinteza, SEM, DLS



1UVOD

Nanodelci so od nekdaj povsod okoli nas, le mnogi med nami se tega ne zavedajo. Ob vsakem brusenju in
gorenju smo jim izpostavljeni, polimerne tkanine (npr. flis) jih pri vsakem pranju sproscajo v vodo (t.i.
mikroplastika) in podobno. Nanoznanost kot posebna veja znanosti ima svoje zacetke Sele v drugi
polovici prejSnjega stoletja. (1) Znanstveniki so spoznali, da imajo nanodelci bistveno drugacne lastnosti
kot makrodelci. Na osnovi novih znanj o lastnostih nanodelcev so le-te zaceli nacrtno uporabljati v
izdelkih, ki te lastnosti v polni meri izkoristijo, razvijati se je za¢ela nanotehnologija.

Avtorici te raziskovalne naloge sva zasledili reklame za dentalne izdelke, ki vsebujejo koloidno srebro, in
ti izdelki naj bi bili u¢inkovitejsi v boju z mikrobi kot navadni izdelki za nego zob. Zeleli sva raziskati to
podrocje, zato smo se s pomocjo Solske mentorice povezali z IJS 0z. z zunanjo mentorico, z Odseka za
nanostrukturne materiale (K7).

V nalogi smo se osredotocili na nanodelce srebra in Ze prej omenjeno koloidno srebro. Za razumevanje
naloge je pomembno, da lo¢imo pomen teh dveh pojmov. Nanodelci srebra so delci srebra z vsaj eno
dimenzijo, ki je manjSa od 100 nm. Najpogosteje jih najdemo razprSene oz. dispergirane v teko¢em
mediju ali nanesene na nek drug material (npr. tekstilna vlakna, plastika); s tem pa dobimo koloidno
srebro. Preucevani dentalni produkti vsebujejo srebrove nanodelce, ki jih lahko po definiciji imenujemo
tudi koloidno srebro. Vendar pa v tej nalogi uporabljamo izraz srebrni nanodelci (AgND), ki je (kot je Ze
pojasnjeno) Sirsi izraz, ki zajema obe vrsti delcev. (6)

Srebrovi nanodelci se danes prodajajo v obliki razliénih pripravkov alternativhe medicine oz. so na trgu
prisotni v izdelkih, kot so zobne kreme, S¢etke za zobe, ustne vodice. Ljudje se ne zavedamo, da ucinki le-
teh delcev niso le pozitivni. Ker so snovi, ki jih zauZijemo, za nas bolj nevarne kot tiste, ki jih nanasamo na
koZo ali dihamo, smo Zeleli raziskati in ugotoviti pozitivne in negativne plati dentalnih izdelkov s
koloidnim srebrom oz. srebrovimi nanodelci, saj je pri teh moznost zauzitja v dolocenih koli¢inah precej
verjetna.



2 RAZISKOVALNI PROBLEM

Koloidno srebro je znano po svojih antimikrobnih ucinkih. (2) (3) (4) (5) Mnogi proizvajalci produktov s
koloidnim srebrom to mocno izpostavljajo. Negativnih ucinkov pa kljub pomisleku strokovnjakov (6) (7)
ne omenijo. Zdravstvene institucije (npr. NIJZ) odsvetujejo uporabo nanodelcev in tudi konkretno
nanosrebra.

Avtorji raziskovalne naloge smo sklenili, da imajo, izmed vseh izdelkov s koloidnim srebrom oz.
nanosrebrom, dentalni izdelki verjetno bolj izrazite negativne ucinke, saj nekaj koloidnega srebra
zauzijemo.

Zeleli smo sistemati¢no pogledati razli¢ne vrste dentalnih izdelkov, zato smo za potrebe raziskovalne
naloge preko spleta kupili tri razlicne dentalne izdelke, ki vsebujejo nanosrebro v razlicnih oblikah:

e zobne SCetke (Doctor Plotka's Mouthwatchers) (8),
e antimikrobna zobna krema (Dentavit) (9),
e ustna vodica (Silver Botanicals) (10).

Proizvajalci teh izdelkov trdijo, da so zaradi vsebnosti nanosrebra in njihovega antimikrobnega ucinka
boljsi od ostalih izdelkov na trgu, kar nam poraja senco dvoma, saj ima vsak izdelek pozitivne in
negativne lastnosti. Pri uporabi takih dentalnih izdelkov zagotovo nekaj koloidnega srebra oz.
nanosrebra pride v telo preko prebavnega sistema, zato so potencialni negativni ucinki in vplivi na nase
zdravje bolj zaskrbljujoci kot pri npr. nanosih izdelkov na kozo.



3LITERATURNI PREGLED

3.1 NANODELCI

Nanotehnologija je podrocje znanosti, ki se ukvarja z nanomateriali. Razvijati se je zacela v drugi polovici
prejsnjega stoletja. Z njenim razvojem mnogi napovedujejo industrijsko revolucijo, saj ima oz. bo imela
pomembno vlogo v avtomobilski industriji (avtomobilski odbijaci so lazji ter bolj odporni na udarce in
praske), Cistilnih napravah (zadrzijo 99,99% virusov), tekstilni industrij, medicini (nanoroboti bodo
sposobni popravljati prizadete celice ter iskati in uni¢evati nezelene tujke) in racunalnistvu
(nanoprocesorji). Z razvojem nanotehnologije se bomo pocasi zaceli zavedati, da so nanomateriali
povsod okoli nas. (11) Po definiciji iz revije Official Journal of the European Union je nanomaterial
»naravna, mesana ali umetna snov, ki vsebuje delce v nevezanem stanju ali v obliki agregatov (delci, ki so
sestavljeni iz mo¢no povezanih ali zlitih manjsih delcev) ali aglomeratov (skupki Sibko povezanih delcev)«
in ima 50% ali vec¢ delcev (pri razporeditvi snovi po velikosti glede na Stevilo) eno ali ve¢ zunanjih dimenzij
v razponu velikosti od 1 do 100 nm. (12) (13)

Kljub temu, da je uporaba nanodelcev v industriji relativno novo podrocje, so v naravi od nekdaj kljuc¢ni
pri nekaterih pojavih, kot je npr. lotosov efekt (prikazan na sliki 1). Deluje na principu superhidrofobnosti
in ga bomo v nadaljevanju natancneje razlozili.

Slika 1: Lotosov efekt v naravi (a), racunalniski prikaz kapljic vode in delcev umazanije na listu (b) in kontaktni kot kapljice s
povrsino lista (c)

Vir (a): (14) Vir (b, c): (15)

Najpomembnejsa fizikalna lastnost nanodelcev je njihova velikost, saj ravno to najbolj vpliva na
drugacnost od makrodelcev. Manjsi kot je nanodelec, vecji je njegov koeficient razmerja med povrsino in
volumnom; kot je vidno na sliki 2, se volumen manjsa z velikostjo, ob tem pa se povrsina veca. Vedja
povrsina pomeni vecje Stevilo atomov koloidnega delca na povrsini in s tem vecjo izpostavljenost okolici.
To je neke vrste kemijska aktivnost, pri kateri so atomi na pol vezani na povrsino, hkrati pa lahko tvorijo
vezi z okolico. (16) To je lahko pozitivno, saj so zato dobri katalizatorji, in negativno, saj lahko povzrocijo
nezazelene reakcije v naSem organizmu in se hitro veZejo na sluz. (17) (18)
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Slika 2: Razmerje med povrsino in volumnom

Vir: (18)

Nanodelci se zaradi velike kemijske aktivnosti tudi lazje povezujejo v medsebojne vecje skupke, ki smo jih
omenili v definiciji (agregati, aglomerati). Lo¢imo dva razli¢na nacina zdruZevanja: agregacija in
aglomeracija. Agregacija je zdruZevanje manjsih delcev v vecje (agregate), pri ¢emer vsak delec ohrani
svoje lastnosti (npr. obliko). Ti delci so med seboj mocno povezani oz. zliti. Aglomeracija pa je
zdruZevanje manijsi delcev, ki so med seboj Sibko povezani, v aglomerate. (18) (17) Na zdruzZevanje
vplivajo oblika, kemijska sestava in elektri¢na nabitost oz. polarnost delca. Ce imajo delci enak naboj do
zdruZevanja praviloma ne prihaja. Ce pa imajo (velik) nasprotni naboj, se privlacijo in zdruZujejo.

Oblika delca natan¢no doloca njegovo povrsino in na tej povrsini se lahko ustvarijo napetosti oz.
elektri¢ni naboj (povrsinska prosta energija), ki vpliva na kemijske in fizikalne lastnosti delca. Oblika je
v€asih pomembnejsa od kemijske sestave. Kot je zapisano zZe v definiciji, delec uvrs¢amo pod nanodelce
tudi, ¢e je le v eni dimenziji manjsi od 100 nm. Zato poleg okroglih nanodelcev poznamo tudi nitkaste,
iglicaste in tanke listice, ki prav tako spadajo pod nanodelce. Majhni in okrogli delci lazje prehajajo skozi
filtre, saj se hitro gibljejo v plinih in tekocinah. Nitkasti in ve¢ji delci pa imajo ve¢jo maso, zato so
podvrzeni sedimentaciji oz. posedanju in jih je lazje ujeti s filtrom ter pogosteje tréijo in se pri tem
zdruzijo. Posebna oblika nanodelcev so tanki listici delcev, ki so v eni dimenziji tanjsi od sto nanometrov,
a so kar v dveh dimenzijah precej vedji, zato pravimo, da so dvodimenzionalni. Obi¢ajno se gubajo pod
vplivom trkov okoliskih delcev in so energijsko nestabilni, zato imajo neenakomerno razporeditev naboja,
zaradi Cesar se veZejo na podlago in jih je iz nje tezko odstraniti. (18) (17)

Pomembna lastnost nanodelca je tudi kemijska sestava (osnovni gradniki snovi). Pomembna je s stalis¢a
topnosti v vodi in bioloskih tekocinah ter sposobnosti omocitve. Glede na sposobnost omocitve snovi
lo¢imo na hidrofilne (omocljive) in hidrofobne (neomocljive). Ta lastnost je lahko za nanodelce nekega
elementa drugacna kot za makrodelce. Odlicen primer hidrofobnosti nanodelcev je Ze omenjeni lotosov
efekt (slika 1 a). Da bi pojav razumeli, moramo najprej poznati zgradbo lotosovega lista. Ta ima na
povrsini t.i. papile (slika 1 b), ki so v vseh dimenzijah velike le nekaj mikrometrov, list pa je zaradi tega
grob, kar lahko pod vrsti¢nim elektronskim mikroskopom dobro vidimo. Na tej povrsini je hidrofobna
nanoplast voska. Zaradi nje in grobosti povrSine (na mikroskopski ravni) je lotosov list superhidrofoben.
To pomeni, da ima kaplja vode na njem kontaktni kot oz. kot omocitve, ki je odvisen od ukrivljenosti
nanodelcev na povrsini oz. od njihove velikosti, vecji od 150° (slika 1 c). S tem ima zelo majhno sti¢no
povrsino z listom. Zato reCemo, da voda lista ne omoci, omoci pa umazane delce na njem (saj ti z vodo
tvorijo bistveno mocnejse vezi kot s povrsino lista). Na ta nacin voda (in z njo umazanija) zdrsi z lista.
Nanodelci, ki sestavljajo plast voska na povrsini lista, torej niso topni v vodi. Poznamo pa tudi nanodelce,
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ki so topni v vodi, kljub temu da makrodelci teh elementov niso. To so nekateri kovinski nanodelci (npr.
nanodelci srebra, zlata), katerih oksidi v vodi pocCasi razpadajo na ione, s ¢imer lahko povzrocajo za
organizem nezazelene kemijske reakcije. Zaradi svoje kemijske aktivnosti pa so dobri katalizatorji in
imajo antimikrobno delovanje. (19) (14) (24) (16) (20)

V ¢lovesko telo lahko nanodelci prodrejo na tri nacine: preko koZe, prebavil in dihal. Prodor skozi koZo je
malo verjeten in hujsi samo, ¢e je poSkodovana rozena plast koZe. Nanodelce tudi zauzijemo, saj so
pogosto uporabljeni kot prevleke, ki ohranjajo zZivilom okus, vlago ter izgled. V prehrani so lahko tudi
zaradi mehanske obrabe orodja in onesnazenega okolja med predelavo. Najveckrat pa v telo vstopijo
preko dihal. Velikost delca je pomemben dejavnik tudi pri potovanju po ¢loveskem telesu: 70 nm delci
prodrejo v plju¢ne mesi¢ke, 50 nm prodrejo v celice, 30 nm prodrejo v celino jedro in ni podatkov o
potovanju delcev, ki so manjsi 20 nm. (24) Poleg tega pa doloca tudi ucinkovitost sistemov cis¢enja pljuc.
Za to so zadolZeni makrofagi (bele krvnicke), ki pa niso sposobni tako dobro fagocirati (na nek nacin
izloCiti) netopnih nanodelcev, zato se v organizmu nabirajo, kar pripelje do vnetja pljuc, s casoma pa do
rakovega obolenja. Nanodelci v nekaterih primerih lahko prehajajo med tkivi, kar pomeni, da lahko iz
plju¢nih mesi¢kov preidejo v krvni obtok ali pa limfni sistem in doseZejo organe kot so jetra, vranica,
mozgani, centralni ZivEni sistem ter kosti. Topni nanodelci (npr. omenjeni kovinski nanodelci) s
postopnim raztapljanjem prehajajo v organizmu skodljive ione, ki pa lahko preidejo v krvni obtok. Ob
prodoru nanodelcev v moZgane zacnejo celice, ki $Citijo nevrone, spuscati radikale, ki so del
oksidativnega stresa, ta pa povzroca Parkinsovo in Alzheimerjevo bolezen. (16) (21)

3.2 KOLOIDNO SREBRO

V naravi imamo veliko koloidnih sistemov (npr. megla - dispergirane kapljice vode v zraku, majoneza,
stepena smetana, dim, pena). Koloidni sistem je sistem iz dveh ali ve¢ komponent. Ena ima vlogo topila
oz. disperzijskega medija, druge pa so razprsene oz. dispergirane v njem, imenujemo jih dispergirana
faza. Delci, ki so razprseni topilu, so veliki od enega nanometra do enega mikrometra. Ker gre za majhne
delce (nanodelce), je koeficient razmerja med povrsino in volumnom velik, kot smo to opisali v prejsnjem
poglavju.

Koloidni sistem z dvema fazama tezi k zmanjsanju medfazne povrsine. To se zgodi z zdruZevanjem
manjsih delcev v ve¢je (aglomerate). Ce je to zdruZevanje prepreceno in delci ostanejo dispergirani v
sistemu, govorimo o stabilnem koloidnem sistemu. Takrat je velik odboj med koloidnimi delci oz.
prevladuje odbojni potencial. Na to vpliva enak naboj koloidnih delcev na povrsini, ki je lahko pozitiven
ali negativen. (18) (22)



Slika 3: Primer koloidnega sistema iz narave (mleko, razredc¢eno z vodo) in vidna pot Zarka

Na sliki 3 vidimo koloidni sistem (kapljica mleka v vodi), ki smo ga naredili za prikaz Tyndallovega efekta.
To je pojav sipanja svetlobe, znacdilen za vse koloidne raztopine. Posledica tega je motnost in opazna pot
Zarka svetlobe, saj se svetloba sipa na koloidnih delcih. To je tudi razlog, da vidimo Zarek. (18) (22)

Tudi razliéni nanodelci (npr. nanodelci srebra, zlata, itd.) so lahko dispergirani v koloidni raztopini. Avtorji
raziskovalne naloge smo se odlocili, da se bomo osredotocili na srebrove nanodelce (Ag ND) oz.
nanosrebro, saj je med nanodelci prav to najpogosteje uporabljeno v izdelkih na trgu (kar je razvidno iz
grafa na sliki 5). Srebrove nanodelce najpogosteje najdemo razprsene oz. dispergirane v teko¢em mediju
ali nanesene v nek drug material (npr. tekstilna vlakna, plastika). S tem dobimo koloidni sistem, pri
katerem imajo Ag ND vlogo dispergirane faze, celoten sistem pa imenujemo koloidno srebro. V nekaterih
vzorcih koloidnega srebra lahko najdemo tudi dispergirane ione. Toksi¢nost nanosrebra je povezana
ravno s sproscanjem ionov iz elementarnega srebra. Ko so na povrsini delca brez naboja (npr.
dispergirano elementarno nanosrebro) nekatere molekule (kot so O,, nekateri proteini), se delec oksidira
in nastane Ag*ion. (7) (28)

Koloidno srebro ima tako pozitivne in kot negativne ucinke. Dolgo ¢asa se ljudje negativnih ucinkov niso
zavedali, zato so koloidno srebro pogosto uporabljali (predvsem zaradi antimikrobnih ucinkov). Njegova
uporaba je moc¢no razsirjena tudi danes, a mnogi strokovnjaki in institucije (kot je npr. Nacionalni institut
za javno zdravje) so mnenja, da ne bi smela biti. (6) (7)

Srebro so uporabljali Ze v antiki (npr. za jedilni pribor, shranjevanje vina, vode, itd.). Sluzilo jim je
predvsem zaradi svojih antimikrobnih ucinkov, ki so jim bili Ze takrat znani. Danes smo z mnogimi
raziskavami te ucinke srebra tudi potrdili in razlozili. (2) (3) (4) (5) Znanstveniki so ugotovili, da rast
bakterij zavira s sproscanjem srebrovih ionov, ki unicijo proteine na membrani bakterijske celice. To
lastnost smo ljudje s pridom izkoris¢ali vse od ¢asov Starih Grkov in Rimljanov. Ob iznajdbi antibiotikov (v
1. polovici 20. stoletja) se je uporaba srebra za medicinske namene mo¢no zmanjsala, a se je Ze v 70.
letih ponovno uporabljalo v medicini, in sicer za zdravljenje opeklin. Glavni razlog za to je odpornost
mikroorganizmov proti antibiotikom. Tudi danes srebro v medicini uporabljamo za zdravljenje kroni¢nih
poskodb koZe, opeklin ter dermatoloskih bolezni, pri katerih se koZa na naraven nacin ne more vec boriti
z bakterijami. Z raziskavami so ugotovili, da ima koloidno srebro precej vec antimikrobnih ucinkov kot
elementarno srebro zaradi prej omenjenih posebnih lastnosti nanodelcev (velikost, razmerje med




povrsino in volumnom). Ravno zaradi teh lastnosti pa znanstveniki menijo, da se nanosrebro ne bi smelo
uporabljati, dokler dokonéno ne razis¢emo vseh njegovih ucinkov na nase telo.

Ze dolgo je znano, da (tudi kratkoro¢na) velika koncentracija nanosrebra negativno vpliva na
evkariontske celice zaradi sprosc¢anja srebrovih ionov, ki imajo na te celice citotoksicne efekte. (3) Vendar
ne vemo, kaksen vplivima nanosrebro na nase celice ob dolgoroc¢ni izpostavljenosti majhni koncentraciji.
V vsakdanjem Zivljenju pa se z nanodelci sreCujemo ravno v taksnih pogojih. Do zdaj je Ze dokazano, da
lahko povzrocajo bolezni dihal, kardiovaskularne bolezni, nevrodegenerativne bolezni in vplivajo na
porodno tezo novorojenckov. Sumijo tudi, da lahko povzrocajo diabetes, alergije, kozne bolezni, razpad
rdecih krvnick, bolezni prebavil, raka ter da so motilci hormonov in vplivajo na reproduktivni sistem.
Nevarni so predvsem, ker lahko zaradi svoje majhne velikosti in oblike prehajajo skozi membrane celic in
poskodujejo lipidne celicne membrane, DNK in beljakovine. Ko so v krvnem obtoku, lahko zaidejo v
mozZgane in se nabirajo v nevronih. (13) (23) (24) (6) (16) (25) Ceprav lahko srebrovi nanodelci skozi
membrane prehajajo v organizem, jih je iz organizma tezko odstraniti, kar smo natancneje opisali Ze v
prej$njem poglavju o nanodelcih. Ce se srebro akumulira v organizmu, lahko to povzro¢i bolezensko
stanje z imenom argirija (prikazano na sliki 4). To je tudi edina bolezen, ki je neposredno povezana z
izpostavljenostjo srebru. Posledica akumulacije srebrovih soli v telesu je modro-siva obarvanost, ki se
izraza predvsem na delih, ki so izpostavljeni soncu. (23)

Slika 4: Zenska in moski z argirijo

Vir: (30)

Intenzivno raziskujejo tudi njihove pozitivne lastnosti in moznosti uporabe v medicini. Nanosrebro je
namrec ucinkovito pri zdravljenju AIDS-a (napade virus HIV-1 in mu onemogoci uc¢inkovanje na celice), pri
diagnostiki razlicnih bolezni in specificnem vnosu zdravil. (24) (6) (16) (25)

Danes se koloidno srebro ne uporablja samo v medicini, ampak ga najdemo tudi v razli¢nih produktih na
razvidno, da Stevilo izdelkov z nanodelci na trgu mocno narasca. Med njimi pa najbolj prevladujejo
produkti z nanosrebrom. Mnoga podjetja preko Interneta prodajajo kar ustekleni¢eno koloidno srebro
(26). Najdemo ga tudi v mnogih dentalnih in kozmeti¢nih produktih ter razlicnih izdelkih za mlajse otroke
in dojencke (npr. v posodah za pijaco). Moramo se zavedati, da nanosrebro nima le pozitivnih ucinkov,
zato je potrebno razmisliti, Ce je uporaba le-tega smiselna. Z vecjim razvojem nanoznanosti in analize
pozitivnih in negativnih uéinkov nanodelcev bomo laZje in bolje sprejeli to odloCitev.
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Slika 5: Graf uporabe razlicnih nanodelcev v produktih na trgu v letih 2006, 2011 in 2013
Vir: (32)

“V Evropski uniji uporaba koloidnega srebra za prehranska dopolnila, kot aditiva pri plasti¢nih materialih
v stiku z Zivili, za igrace in za nobena zdravila (zaradi pomanjkljive varnosti, kakovosti in uéinkovitosti ter
nesprejemljivega razmerja med koristjo in tveganjem), ni dovoljena.” (6)

Sami nanodelci sicer niso Skodljivi za okolje, pri njihovi sintezi pa se uporabljajo Stevilne kemikalije, ki so
toksi¢ne in s tem onesnazujejo okolje. Biosinteza nanodelcev namesto Skodljivih kemikalij uporablja
bioloske vire in je s tem okolju prijazna. Najpogosteje se za biosintezo nanodelcev uporabljajo
mikroorganizmi, encimi in rastlinski ekstrakti razli¢nih rastlin (27) (Zajbelj (25), Indijski lotos (28), Sacha
Inchi (29), Magnolija (30), Bazilika, itd.). Pri raziskovalni nalogi smo se odlocili za uporabo bazilike, ker je
bila najlazje dostopna.

Rastlinski .
AgNO, ekstrakt =l Ag delci
N 7
Y
/e'\
Ag* + Reducent — Ag°

Slika 6: Reakcija nastanka srebrovih delcev

Bazilika (Ocimum basilicum) je diSavnica, ki se zaradi vsebnosti zdravju koristnih snovi (npr. citral,
geraniol) uporablja tudi v tradicionalni medicini. Molekule v ekstraktu bazilike, ki so klju¢nega pomena za
sintezo nanodelcev, so encimi, flavonoidi, steroli, terpenoidi, fenoli, vitamini, proteini, aminokisline in




polisaharidi, ki imajo pomembno vlogo pri redukciji srebrovih (Ag+) ionov (slika 6). (31) (27) Reakcija, ki
na ta nacin potece, se imenuje redoks reakcija. To je reakcija pri kateri pride do prenosa elektronov med
snovmi. Elektroni prehajajo od reducenta, ki odda elektrone (se oksidira) do oksidanta, ki sprejme
elektrone (se reducira).

3.3 KARAKTERIZACIJA NANODELCEV

Za poglobljeno razumevanje nanodelcev moramo poznati njihove lastnosti, kot so velikost, oblika, naboj,
stabilnost, razporeditev, saj le-te bistveno vplivajo na njihove ucinke. Te lastnosti dolo¢imo s
karakterizacijo vzorcev. Ker okolje vpliva na lastnosti nanodelcev, jih moramo analizirati tako v suhem kot
v mokrem okolju. Ravno zaradi vpliva okolja na lastnosti, so nekatere metode primerne le za suhe vzorce,
druge pa le za mokre.

Suhe vzorce nanodelcev oznacujemo kot Cist, suh prah. V raziskovalni nalogi smo se ukvarjali z enim
nacinoma karakterizacije suhih nanodelcev (vrsti¢no elektronsko mikroskopijo SEM). Ce imamo
nanodelce v mokrem okolju in jih Zelimo karakterizirati, jih moramo prej posusiti.

Koloidni delci so obicajno premajhni, da bi jih videli pod opti¢nim mikroskopom, saj je locljivost tega
mikroskopa premajhna. Pri elektronski mikroskopiji je locljivost mikroskopa povecana, saj z uporabo
elektronov zmanjSamo valovno dolzino svetlobe, ki jo uporabljamo pri opazovanju. Zato se za opazovanje
tako majhnih delcev, kot so nanodelci, uporablja elektronski mikroskop. Mi smo uporabili vrsticno
elektronsko mikroskopijo (SEM), ki za skeniranje uporabi zelo ozek Zarek visokoenergijskih elektronov, ki
potujejo skozi ustvarjen vakuum in interagirajo z vzorcem. Elektrone, ki potujejo do vzorca in z njim
interagirajo, imenujemo primarni elektroni. Ce vzorec ni prevoden, elektroni ne morejo interagirati z
njim, zato je pred mikroskopiranjem potrebno omogociti prevodnost vzorca (npr. nanj presublimirati
grafit). Vzorec emitira razli¢ne signale (sekundarni in povratno sipani elektroni, rentgentski Zarki in vidna
svetloba), ki so posledica interakcije vzorca s primarnimi elektroni. Te signale z elektronskim vrsti¢nim
mikroskopom zaznamo z detektorji in lahko prikazemo na fluorescentnem zaslonu ter fotografiramo. Te
fotografije so ¢rno-bele, saj imajo elektroni, ki jih zaznavamo manjso valovno dolzZino od svetlobe. V
primeru, kadar imamo v vzorcu prisotnost vec¢ bioloskih molekul, pritrjenih na povrsino, je lahko samo
opazovanje vzorca otezeno zaradi »kurjenja« (posledica ne prevajanja bioloskih molekul) molekul na
povrsini. (17)

Razli¢ne signale, ki jih vzorec emitira, zaznavamo z razli¢nimi detektorji. Ce Zelimo slike, ki jih dobimo z
detekcijo signalov razumeti, moramo vedeti, kako signali nastanejo. Ko na vzorec posljemo primarne
elektrone, se le-ti sipajo na jedrih atomov. Te (odbite) elektrone imenujemo povratno sipani elektroni.
Na razlicnih atomih se razli¢no sipajo, zato so elementi z vecjim vrstnim sStevilom (npr. kovine) na SEM
sliki svetlejSi od elementov z manjsim vrstnim Stevilom. Poleg povratno sipanih elektronov poznamo tudi
sekundarne elektrone. To so tisti elektroni, ki izhajajo iz vzorca kot posledica interakcije s primarnimi.
(18) (38)



Pomembna metoda, ki je tesno povezana s SEM, je energijska disperzijska spektroskopija (EDS). S to
metodo lahko natanc¢no dolo¢imo elementno sestavo vzorca. Deluje na podlagi detekcije rentgentskih
Zarkov (Zarki X). Ko primarni elektroni interagirajo z atomi na povrsini vzorca, elektroni v teh atomih
preidejo v vzbujeno stanje in nato nazaj v osnovno, pri cemer se sprostijo omenjeni karakteristi¢ni Zarki
X. Tako lahko zaznamo elemente od ogljika do urana tudi pri zelo nizkih koncentracijah. Elementov z
majhnim vrstnim Stevilom (H, He, Li) pa ne moremo zaznati, saj imajo premajhno atomsko maso. (18)
(38)

S pojmom »mokri nanodelci« oznacujemo nanodelce, dispergirane v teko¢em mediju. Tekoci medij je
lahko voda/krema in podobno. V raziskovalni nalogi smo se ukvarjali s tremi razlicnimi nadini
karakterizacije mokrih nanodelcev: dolocanje velikosti delcev s pomocjo laserskega sipanja svetlobe,
merjenje povrsinskega naboja in kolorimetri¢na detekcija.

Kot smo Ze omenili, imajo koloidni delci na povrsini pozitiven ali negativen naboj. Razlog za to je
elektri¢ni dvosloj. Sloj, ki je tesno ob nanodelcu, imenujemo Sternov sloj, na zunanjem delu pa je difuzno
podrocje. Ti dve plasti meji Sternova ploskev, ob njej pa je (rahlo bolj oddaljena od povrsine delca) tudi
strizna ploskev, kjer prihaja zaradi gibanja nabitih delcev v mediju do trenja, ustvarjenega pod vplivom
elektricnega polja. Potencial na strizni ploskvi imenujemo zeta potencial oz. elektrokineti¢ni potencial.
Doloc¢imo ga eksperimentalno. (18) Vedji kot je zeta potencial, vecji je odboj med delci in s tem stabilnost
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a b
— 50 .':-'—,-.'
E O’,\ ©) ®
= o © ©
< O | O
g 8% o . ®
?‘Ou 0 12 g@QO ©
8 @M. 9 © ®
B! o
-50 OJ'@ ©
\———— difuzni del dvoplasti
Starnnva nlast

Slika 7: Graf zeta potenciala (a) in shematski prikaz elektricnega dvosloja (b)

Vir (a): (39) Vir (b): (17)

pH medija vpliva na zeta potencial. Ce je pH kisel, povriina zaradi prisotnosti pozitivnih ionov, ki
privlacijo negativne, postane negativno nabita. Bolj kot je bazi¢no okolje, bolj povrsina postaja pozitivho
nabita. Okoli dolocenega pH je izoelektri¢na tocka, kjer je zeta potencial enak 0. Takrat se tvorijo
aglomerati.
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Velikost delcev vpliva na razliéne ucinke snovi. Kot smo zZe omenili, je od tega odvisen koeficient med
povriino in volumnom. Ce Zelimo delcem dolo¢iti velikost, lahko za to uporabimo lasersko oz. dinamiéno
sipanje svetlobe (DLS). Ce 7arek svetlobe usmerimo na vzorec, se bo nekaj svetlobe na delcih, ki so vegji
od valovne dolZine svetlobe, sipalo (izhajalo iz vzorcev v vseh mogocih smereh) pod kotom, ki je odvisen
od velikosti delca. Vedji delci sipajo svetlobo pod manjsimi koti kot manjsi delci. Meritev kotne odvisnosti
svetlobe omogoci dolocitev porazdelitve delcev po velikosti. Ti se naklju¢no gibljejo, zato delcu glede na
to lahko izraCunamo t.i. difuzijski koeficient, ki je povezan z velikostjo delca oz. hidrodinamskim
premerom. Ta predstavlja premer iona ter vse molekule topila, ki jih privlaci in s tem tvorijo nekaksen
ovoj. Moramo pa se zavedati, da ta teorija velja za krogelno simetri¢ne delce. (18) (33)

Razporeditev delcev po velikosti je lahko monomodalna (z enim vrhom), bimodalna (z dvema vrhovoma)
ali multimodalna (s tremi vrhovi). Natan¢neje jo doloca polidisperzni indeks, ki nam pove, kako Siroka oz.
ozka je. Velik polidisperzni indeks je pokazatelj heterogenosti vzorca glede na velikost. (41)

Lens
Photon

Correlator

LS Trsfruments

Slika 8: Shematski prikaz dinamic¢nega sipanja svetlobe

Vir: (40)

Za zaznavanje nanodelcev poznamo vec razli¢nih nacinov. Skoraj vsi zahtevajo izurjeno osebje za
upravljanje dragih insStrumentov. Ena takih naprav je elektronski vrsti¢ni mikroskop (SEM). Priprava
vzorcev za to metodo zahteva veliko ¢asa, saj moramo omogociti prevodnost (npr. z naprsitvijo grafita). S
tem imamo tudi teZave s »kurjenjem« molekul bioloSkega vzorca. Teh problemov pri kolorimetriéni
detekciji nimamo, saj ta temelji na zaznavanju spremembe barve vzorca in sama struktura snovi v vzorcu
ne vpliva na njeno delovanje. (40)

Pod kolorimetri¢no detekcijo spada spektrofotometrija. Temelji na merjenju absorpcije svetlobe pri
prehodu skozi raztopino vzorca. Svetloba potuje skozi vzorec, del svetlobe se pri tem absorbira,
prepuscena svetloba pa pride do detektorja. Meje koncentracij raztopin za spektrofotometrijo so v
podroéju med 10* in 10° M. (34) Spektrofotometrijo delimo na infrardeco spektrofotometrijo, pri kateri
ne uporabljamo referencne raztopine (ozadje), in na UV-vis ( ultravijoli¢no oz. vidno) spektrofotometrijo.
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UV-vis spektrofotometrija je tehnika, ki omogoca oceno velikosti, koncentracije in agregacije nanodelcev.
Ceprav vidimo sonéno svetlobo (ali belo svetlobo) kot enotno/homogeno barvo, je dejansko sestavljena
iz Sirokega razpona valovnih dolZin sevanja v ultravijolicnem (UV), vidnem in infrardecem.
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Slika 9: Spekter vidne svetlobe
Vir: (45)

Ko pride bela svetloba v stik z barvno snovjo, se absorbira znacilni del valovnih dolzin, valovne dolzZine v
preostalem delu spektra pa se od snovi odbijejo. Torej: snov, ki absorbira svetlobo z valovno dolzino 420-
430 nm, je rumena, snov, ki absorbira pri 500-520 nm, pa je rdeca.

Slika 10: Barvni krog

Vir: (43)

Med reakcijo pride do spremembe barve v UV-vis spektru produktov ki temelji na osnovi absorpcijskega
zakona (Beer-Lambertov zakon). To je linearno razmerje med absorbanco in koncentracijo absorbirajoce
zvrsti. Splosni Beer-Lambertov zakon se obicajno pise kot:

A=ecl

kjer je A izmerjena absorbanca, € je ekstinkcijski koeficient absorpcije (enote: M-t cm?), ki je odvisen od
valovne dolZine, | je dolZina potiin c je koncentracija komponente vzorec (analita). (34)
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UV-vis spektrofotometer primerja delez svetlobe, ki preide skozi referen¢no raztopino (ozadje) in skozi
merjeni vzorec, v nekem casu. Ta se lahko s potekom reakcije spremeni, saj nastanejo nove snovi. Za
meritve je pomemben karakteristi¢ni vrh, ki predstavlja absorbanco svetlobe specificne valovne dolZine.
Za srebrove nanodelce je 445 nm (44), za metilen modro je 665 nm (44). V nasem primeru gre pri
kolorimetri¢ni detekciji za opazovanje spremembe barve, ki nastane zaradi reakcije med metilen modrim
(MM) in natrijevim borohidridom (NaBH.). Kovinski nanodelci (Ag, Au ND) in nanodelci kovinskih oksidov
(SiO,, TiO,) zaradi svoje reaktivne povrsine v reakciji med MM in NaBH4 dobro delujejo kot katalizatorji.
Gre za redoks reakcijo — prenos elektrona med reagentoma (slika 11). Oddajanje elektrona imenujemo
oksidacija, sprejemanje pa redukcija. V tem primeru je zaradi svojega zelo nizkega standardnega
potenciala reducent (tisti, ki odda elektron) NaBH,, ki bo oddal elektron MM (oksidant). Ta se ob
sprejetju elektrona razbarva (iz modre v brezbarvno). Vendar, ker je razlika med potencialoma NaBH4
(-1,33 V) in MM (-0,22 V) prevelika, reakcija prenosa elektrona sama po sebi poteka zelo pocasi.
Nanodelci v omenjeni reakciji delujejo kot katalizator in pospesijo oksidacijo MM. Njihov potencial se
nahaja med potencialoma NaBH4 in MM, zato lahko sluZijo kot vmesna stopnja za elektron, ki tako
namesto enega vecjega skoka naredi dva manjsa ter tako hitreje pripotuje do MM. Poleg reagentov in
katalizatorja smo v raztopino morali dodati pufer, ki ohranja stabilen pH in s tem stabilen potencial MM
(odvisen je od pH). (36) (16)

/e \ /e \
NaBH, Ag ND MM
i NN N A
N o NS TN
H3C /@ Q‘,CH:; + }? H... /H H-C /[ /T +/,£ > CH-
N S N + Na H//B\H — H/B—B\ + by FNA e
CH3 CI- CHs H H CHs o CHe

Slika 11: Shema redoks reakcije med NaBH, in MM, kjer so srebrovi nanodelci katalizator

Vir: (42)
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4CIUI RAZISKAVE IN HIPOTEZA

Proizvajalci kupljenih dentalnih izdelkov trdijo, da so zaradi vsebnosti koloidnega ali nanosrebra (razlika
je bila pojasnjena v prejSnjem poglavju, vendar zaradi poenostavljenega zapisa v tej nalogi uporabljamo
oznako AgND = srebrovi nanodelci ali izraz nanosrebro) njihovi izdelki boljsi od ostalih izdelkov na trgu.
Mocno izpostavljajo pozitivne antimikrobne ucinke, o negativnih pa ne spregovorijo, ceprav mnoge
zdravstvene institucije odsvetujejo uporabo nanodelcev in tudi konkretno nanosrebra. (6) Ker smo Zeleli
objektivno ugotoviti, kaks$ni so ti izdelki v resnici, smo si v raziskavi zastavili stiri cilje:

1. s pomocjo strokovne oz. znanstvene literature ugotoviti dejanske lastnosti nanosrebra ter objektivno
predstaviti tudi negativne ucinke,

2. s pomocjo kolorimetricne detekcije, preproste in relativno poceni analizne metode, doloditi, ali ti
produkti (zobna Scetka, zobna krema in ustna vodica z nanodelci srebra) vsebujejo srebrove
nanodelce,

3. preveriti, Ce je ta metoda ustrezna za vse tri tipe izdelkov z AgND, tako da vsebnost nanosrebra v
vzorcih dolo¢imo Se z drugimi metodami karakterizacije — SEM (vrstic¢na elektronska mikroskopija) in
EDS (energijska disperzijska spektroskopija),

4. za preverjanja ustreznosti metode kolorimetri¢ne detekcije pripraviti referencni vzorec, ki vsebuje
srebrove nanodelce, in sicer Zelimo pripravo referencnega vzorca izpeljati s pomocjo okolju prijazne
metode (biosinteza srebrovih nanodelcev), da se izognemo uporabi prevelikemu Stevilu nevarnih
kemikalij, zapletenim sintezam in nevarnim stranskim produktom. V nasem referenénem vzorcu
Zelimo tudi ugotoviti velikost AgND z metodo DLS (lasersko oz. dinamicno sipanje svetlobe). Nasa
hipoteza je, da s krajSim ¢asom priprave dobimo manjse srebrove nanodelce oz. z daljSim ¢asom
vecje.
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4 EKSPRERIMENTALNO DELO

Eksperimentalno delo smo razdelili na 2 dela. Prvi del je sinteza srebrovih nanodelcev iz ekstrakta
bazilike, s katero smo pripravili Ze omenjeni referencni vzorec. Drugi del eksperimentalnega dela zajema
kolorimetri¢no detekcijo — metodo, ki smo uporabili za detekcijo prisotnosti srebrovih nanodelcev v
dentalnih preparatih.

Vsi poskusi so bili opravljeni na Institutu Jozef Stefan (1JS), na Odseku za nanostrukturne materiale K7.

4.1 BIOSINTEZA SREBROVIH NANODELCEV (Ag ND)

Materiali in kemikalije

® Srebrov nitrat (AgNOs)
e deionizirana voda

e Bazilika

Laboratorijski pripomocki in aparature

e tehtnica e aluminijasta folija
‘ e Stoparica

® no? . .
e kuhinjska deska * merilne plpetev
o 250 mL tate ® magnetno mesalo

g ® UV-vis spektrofotometer PerkinElmer
e merilnivalj

. Y Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin
e merilna bucka

C e . Elmer, United States)
e magnetni mesalnik z grelcem in
Y plasti¢ne kivete
termoclenom }

e filter papir (MN 640 w, 150 mm) * pHmeter (Kinck, Portamess)
o i e vrsti¢ni elektronski mikroskop (FEG-
e centrifuga (5804, Eppendorf) SEM, JEOL JSM 7600F, Tokyo, Japan)

Y e ® ZetaPALS (Brookhaven Instruments
e plasti¢ne centrifugirke

- Corporation)
e steklena palicica
Postopki

Ves postopek za sintezo Ag ND smo izvedli po navodilih ¢lanka: »Synthesis and Characterization of Silver
Nanoparticles from Ocimum basilicum« (27).

Priprava ekstrakta

Najprej smo pripravili ekstrakt bazilike. Liste bazilike (slika 12), nabrane na vrtu, smo v laboratoriju umili z
deionizirano vodo. Umite liste smo osusili, odtehtali 10 g, jih nasekljali, dali v 250 mL ¢aso in dolili 100 mL
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deionizirane vode. Vse skupaj smo pomesali s stekleno palicico, tako da so bili vsi nasekljani listi bazilike
potopljeni v vodo. MeSanico smo postavili na grelec in dodali termoclen (za ohranjevanje konstantne
temperature) ter segreli na 100°C. Ko je zavrelo, smo temperaturo spustili na 80°C in jo vzdrZevali 5 min.
Nato smo ohladili na sobno temperaturo in filtrirali v drugo ¢aso. Pripravljen ekstrakt smo 10 min
centrifugirali na 10.000 rpm in supernatant shranili v hladilnik (na 4°C) za kasnejse eksperimente.

SaaebiRag | N J

~

Slika 12: Bazilika z vrta

Slika 13: Priprava ekstrakta: kuhanje bazilike (a), filtriranje (b) in koncni produkt (c)
Sinteza Ag ND in opazovanje njihovega nastanka

Za sintezo Ag ND smo pripravili 100 ml 1 mM raztopine srebrovega nitrata (AgNOs; zatehtali smo 16,987
mg AgNOs v 100 mL merilno bucko). Pred izvedbo sinteze smo izmerili absorbanco posameznih
uporabljenih reagentov (AgNOs in ekstrakt bazilike). Reagente smo razreddili z vodo na enake
koncentracije, kot smo kasneje uporabili za samo sintezo (koncentracije v ¢asi). AgNO3 smo redcili 1,05x
(2,857 mL 1 mM AgNOs + 0,143 mL H,0), ekstrakt bazilike pa 20x (0,15 mL ekstrakta + 2,85 mL H,0).

Za sintezo smo v ¢asi z magnetnim mesalom segreli 95 ml raztopine AgNO3 na 80 °C za 5 min ter nato
dodali 5 ml ekstrakta bazilike (priprava opisana v prejSnjem poglavju). Takoj po dodatku ekstrakta v ¢aso
smo zaceli meriti ¢as in opazovali dogajanje. Dogajanje oz. potek sinteze smo spremljali s fotografiranjem
in merjenjem absorbance. Iz ¢aSe smo v ¢asu 1, 2, 3,4, 5, 7 in 8 min po dodatku ekstrakta s kapalko
odvzeli nekaj ml (da smo napolnili kiveto do polovice) suspenzije in jo dali v plasti¢no kiveto ter izmerili
absorbanco. Sintezo smo pustili te¢i 8 min, nato pa smo vzorec 15 min centrifugirali (5804, Eppendorf) na
10000 rpm, supernatant prelili in ga shranili za nadaljnje analize.
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Slika 14: Centrifugiranje sintetiziranih nanodelcev

Vse meritve absorbance smo izvedli z uporabo spektrofotometra s 150 mm spektrom (PerkinElmer
Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin Elmer, United States). Merili smo v obmoc¢ju med 300 nm do 600 nm
valovne dolZine svetlobe.

a)

Slika 15: Sintetizirani nanodelci pred centrifugiranjem (a) in po centrifugiranju (b)
Karakterizacija sintetiziranih srebrovih nanodelcev

Nanodelce smo karakterizirali z razlicnimi nacini:
e Vrsticna elektronska mikroskopija (SEM) in energijska disperzijska spektroskopija (EDS)

Med potekom sinteze delcev smo dolocen ¢as trajanja sinteze (1, 2, 3, 4, 5in 7 min) na nosilec za SEM
nanesli kapljico vzorca. Po konc¢ani sintezi smo dodali Se kapljico supernatanta (koncani centrifugirani
delci), ter pustili da se kapljice posusijo. Pred analizami smo na nosilec naprsili ogljik, da je vzorec tako
prevajal elektriko. SEM analize smo naredili na vrsticnem elektronskem mikroskopu (FEG-SEM, JEOL JSM
7600F, Tokyo, Japan), opremljenim z energijskim disperzijskim rentgenskim spektrometrom (EDX), na
Institutu »JoZef Stefan«.
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Slika 16: Nosilec s kapljicami sintetiziranega srebra v razlicnih minutah (a) in presublimacija ogljikove nitke (b in c) na le-tega

® Merjenje zeta potenciala in pH

Za merjenje zeta potenciala smo uporabili napravo ZetaPALS (Brookhaven Instruments Corporation) na
Institutu »JozZef Stefan«.

S pH metrom (Kinck, Portamess) smo na Institutu »JoZef Stefan« izmerili pH, ki je eden izmed parametrov
za zeta potencial.

e Merjenje velikosti delcev s pomocjo dinamicnega sipanja svetlobe (DLS)

Meritve smo naredili z uporabo opcije Multi Angle Particle Size (90Plus/BI-MAS) na Brookhaven
Instruments Corporation ZetaPALS, ki temelji na dinami¢nem razprsevanju svetlobe, na Institutu »Jozef
Stefan«.
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4.2 KOLORIMETRICNA DETEKCIJA NANOSREBRA V DENTALNIH
PRODUKTIH

Opis dentalnih produktov

e Zobna scetka — Doctor Plotka's
mouthwatchers
(Proizvajalec: DOCTOR PLOTKA'S)

e Ustna vodica

(Proizvajalec: SILVER BOTANICALS)

Sestavine: destilirana voda, natrijev bikarbonat,
ksilitol, eteri¢na olja (cimet, poprova meta,
rozmarin, limona, mira, timijan, nageljnove
Zbice, evkaliptus) ksantan gumi, ekstrakt

grenivkinih peck, son¢nicni lecitin,
nanosrebro I i
Slika 17: Dentalni produkti
® Zobna pasta

(Proizvajalec: DENTAVIT)

Sestavine: kalcijev karbonat, voda, sorbitol, PEG-8, glicerin, hidriran silicijev dioksid, natrijev
dodecilsulfat, celulozna guma, natrijev monofluorofosfa, aroma, metilparaben, natrijev saharin,
benzil alkohol, limonen, koloidno srebro, briljantno modro FCF, kinolin rumeno

Materiali in kemikalije

® umetna slina (cca. 20 mL) e metilen modro (MM)
e deonizirana voda e natrijev borohidrid (NaBH,)
® 4-(2-hidroksietil)pipericin-1-etan

sulfonska kislina (HEPES)

Pripomocki
. e aluminijasta folija
® magnetno mesalo
R UV-vis spektrofotometer PerkinElmer
® magnetni mesalnik
Y . Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin
e Stoparica
0wy Elmer, United States)
® 50 mL merilne ¢ase
.. e vrsti¢ni elektronski mikroskop (FEG-
e steklene palcice
. . SEM, JEOL JSM 7600F, Tokyo, Japan)
e merilne pipete
L e Ultrazvocna kopel (Iskra pio, Sonis 4)
e deionizirana voda
.. . pri sobni temperaturi
® gumijaste rokavice
. ® ZetaPALS (Brookhaven Instruments
e kivete

Corporation)
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Postopki

Priprava vzorcev

USTNA VODICA

Ustno vodico smo najprej 20-krat razredcili z deionizirano vodo , saj je bila na zacetku pretemna za UV-
vis spektrofotometrijo. Nato smo jo dali v ultrazvo¢no kopel za 3 minute, zato da bodo delci homogeno
razporejeni v suspenziji.

Slika 18: Nerazredcena ustna vodica (levo) in razredcena ustna vodica (desno)

ZOBNA PASTA

Slika 19: Nerazredcena ustna vodica (levo) in razredcena ustna vodica (desno)

0,6 g zobne paste smo dali v ¢aso z 20 mL deionizirane vode ter dali v ultrazvo¢no kopel za 3 minute.
ZOBNA SCETKA

Odlocili smo se, da bomo en vzorec zobne $¢etke namakali v vodovodni vodi, saj v vsakdanjem Zivljenju z
njo spiramo zobno $cetko, in v umetni slini, da smo simulirali pogoje v ustih, kjer je pH kisel. Namakali
smo ju od 18.7.2018 do 9. 8. 2018 v 10 mL.



Za pripravo raztopine umetne sline smo sledili receptu Fusayamna in Mayer. Za liter raztopine v ultra
Cisti vodi smo uporabili:

KCl (0,4 g/L)

NaCl (0,4 g/L)
CaCl,*2H,0 (0,906 g/L)
NaH,PO4 (0,531 g/L)
Secnino (1 g/L) (35)

Slika 20: Zobna scetka v umetni slini (levo) in vodovodni vodi (desno)

Kolorimetricna detekcija

Postopek kolorimetricne detekcije smo povzeli po ¢lanku: »Colometric detection of Catalytic Reactivity of
Nanoparticles in Complex Matrices« (40). Najprej smo pripravili potrebne kemikalije: HEPES pufer (v 10
mL deionizirane vode smo dali 0,238 g), NaBH4 (v 5 mL deionizirane vode smo dali 6,39 mg) ter metilen
modro (MM; v 20 mL deionizirane vode smo dali 6, 39 mg) in ga ovili v aluminijasto folijo, saj je obcutljiv
na svetlobo.

Slika 21: Pipetiranje vzorcev za kolorimetricno detekcijo

Za izvajanje kolorimetri¢ne detekcije smo pripravili delovno suspenzijo: 2140 mL vzorca nanodelcev, 260
ml HEPES (10 mM koncentracija), 100 ml NaBH, (10 mM kon¢na koncentracija), 100 ml MM (40 puM
koncna koncentracija) v plasti¢ni kiveti in med tem neprestano mesali z magnetnim mesalom. Ob
dodatku vsake kemikalije smo me3ali dolo¢en ¢as: 2 min pri dodatku HEPESa vzorcu in 4 min pri dodatku
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NaBH,. Ob dodatku MM smo pocakali nekaj sekund, da se je ta enakomerno porazdelil in takoj izmerili
absorbanco. Absorbanco smo merili z uporabo spektrofotometera s 150 mm spektrom (PerkinElmer
Lambda 950 UV/Vis/NIR (Perkin Elmer, United States). Merili smo v obmoc¢ju med 750 nm do 550 nm
valovne dolZine svetlobe. Meritve smo izvajali v dolocenih ¢asovnih obdobjih, merjenih po dodatku MM
v kiveto. Za ozadje pred vsako meritvijo smo uporabili deionizirano vodo. Le v primeru vzorca zobne
SCetke, ki je bila namocena v umetni slini, smo kot ozadje uporabili umetno slino.

Slepa proba

Najprej smo namesto vzorca nanodelcev uporabili vodo in petkrat zapored izmerili absorbanco MM v
¢asu 0. Da smo pridobili dokaz o predvidenem pocasnem poteku reakcije, smo eksperiment z vodo
opazovali v dolo¢enem ¢asovnem razmiku 1 uro. Postopek smo ponovili z umetno slino.

Referencni vzorec - sintetizirani nanodelci

Sintetizirane nanodelce smo uporabili kot referencni vzorec za verifikacijo kolorimetri¢cne metode.
Izvedba kolorimetri¢ne detekcije za te vzorce je opisana v prejSnjem poglavju (Biosinteza srebrovih
nanodelcev; Karakterizacija; UV-vis spektrofotometrija). Ker je reakcija zaradi previsoke koncentracije
delcev potekla prehitro, da bi lahko natan¢no analizirali spremembo, smo jo ponovili s 15-krat
razred¢enim vzorcem.

Slika 22: Kiveta z metilen modrim v sintetiziranih nanodelcih

Kolorimetricna detekcija (nano)srebra v dentalnih vzorcih

Postopek izvedbe meritev je bil enak, kot je opisan zgoraj. Kot vzorec smo uporabili zgoraj opisane
pripravljene dentalne produkte.

Slika 23: Priprava vzorca z zobno pasto
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Karakterizacija dentalnih izdelkov

Nanodelce v dentalnih produktih smo karakterizirali z razlicnimi metodami: z vrsti¢nim elektronskim
mikroskopom (SEM), z dinamicnim sipanjem svetlobe (DLS).

e Vrsticna elektronska mikroskopija (SEM) in energijska disperzijska spektroskopija (EDS)

Na nosilec smo nanesli Scetini zobnih $¢etk (nalepili na ogljikov lepilni trak), kapljico vzorca umetne sline
ter vode, v kateri smo namakali $€etki, kapljico raztopine zobne paste ter ustne vodice. Pred analizami
smo na nosilec naprsili ogljik, da je vzorec tako prevajal elektriko. SEM analize smo opravili na vrsticnem
elektronskem mikroskopu (FEG-SEM, JEOL JSM7600F, Tokyo, Japan), opremljenim z energijskim
disperzijskim rentgenskim spektrometrom (EDS), na Institutu »JoZef Stefan«.

Slika 24: Nosilec z vzorci dentalnih produktov
e Merjenje pH

S pH metrom (Kinck, Portamess na Institutu »JoZef Stefan«) smo izmerili pH, ki je eden od klju¢nih
parametrov za zeta potencial.

e Merjenje velikosti delcev

Meritve smo naredili z uporabo opcije Multi Angle Particle Size (90Plus/BI-MAS) na Brookhaven
Instruments Corporation ZetaPALS, ki temelji na dinami¢nem razprSevanju svetlobe, na Institutu »JoZef
Stefan«. Za merjenje velikosti Ag delcev smo uporabili lomni koli¢nik srebra: 1,33.
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SREZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 BIOSINTEZA

Slika 25 predstavlja potek sinteze Ag ND iz ekstrakta bazilike in srebrovega nitrata (AgNOs).

Slika 25:Sprememba barve zaradi nastanka srebrovih nanodelcev. Ekstrakt bazilike (a) se iz svetlo rumene barve ob dodatku
AgNOs (b) obarva svetlo rjavo. Po koncu sinteze (c) je vsebina case temno rjava.

Na sliki 25a vidimo ¢a%o z ekstraktom bazilike. Nato smo mu dodali AgNOs (slika 25b). Ze po nekaj
sekundah smo opatzili spremembo barve (iz svetlo rumene v temno rjavo). Zaradi oCitne vizualne
spremembe zmesi lahko sklepamo, da je potekla kemijska reakcija (kar je bilo pricakovano glede na
¢lanek: Synthesis and Characterization of Silver Nanoparticles from Ocimum basilicum L. var.thyrsiflorum
(34)).
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Graf na sliki 26 predstavlja absorbanco reagentov (ekstrakt bazilike in Ag NOs) in nastalih produktov v
razlicnem ¢asu po dodatku AgNOs, ki smo jo opazovali z UV-vis spektrofotometrom v spektru med 300 in
600 nm.

Opazovanje nastajanja ag delcev

AgNO3 Ekstrakt Sinteza po 1 min Sinteza po 2 min ——S5inteza po 3 min
——S5inteza po 4 min  =—=Sinteza po 5min  =—Sinteza po 7 min =——Sinteza po 8 min

3.5 1
3.3 A
3.1 A
2.9 A Cas
2.7 )
2.5 - \
2.3 A ;
2.1 A

sinteze

1.9 A
1.7 A

Absorbanca

15
13
11
09
0.7
0.5
0.3
0.1

-0.1
300 350 400 450 500 550 600
Valovna dolZina (nm)

Slika 26: Absorbanca reagentov (svetlo modra - AGNOs in oranZna - ekstrakt bazilike) za sintezo in spremljanje poteka sinteze ter
nastajanja Ag ND v casovnem obdobju, merjenem po dodatku ekstrakta

Ekstrakt ima zaradi svoje barve, ki smo jo lahko tudi s prostim oesom opatzili, Ze nek karakteristi¢ni vrh v
opazovanem spektru (pri valovni dolzini 300 nm do 330 nm; oranzna krivulj na grafu 26), a ne moti
opazovanja, saj ni na enaki valovni dolZini kot karakteristi¢ni vrh za srebro, ki je na valovni dolZini od 436
do 445 nm (33) (48). Iz grafa je razvidno, da AgNOs ne absorbira svetlobe v opazovanem spektru valovne
dolZine (svetlo modra krivulja na grafu 26).

1 minuto po dodatku AgNOs v ekstrakt bazilike Ze opazimo absorbanco pri 445 nm (siva krivulja na grafu
26). Ta se z vsako minuto povecuje. Po koncani reakciji vidimo izrazit karakteristi¢ni vrh, s ¢imer potrdimo
nastanek srebra (temno siva krivulja na grafu 26). Hitrost reakcije pojenja, saj se absorbanca v prvi minuti
spreminja hitreje kot v osmi minuti (primerjava svetlosive in temnosive krivulje na grefu 26).
Domnevamo, da je to posledica porabe limitnega reagenta (AgNOs).
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Po koncani sintezi (ki je trajala 8 min), smo nastalo snov karakterizirali z razlicnimi metodami
(elektronska vrsti¢na mikroskopija (SEM), dinamic¢no sipanje svetlobe (DLS), da bi dokazali prisotnost
srebra oz. prisotnost srebrovih nanodelcev.

Slika 27 prikazuje SEM slike produktov zgoraj opisane sinteze. Vzorce smo vzeli v razlicnem ¢asu trajanja
sinteze (1 min, 2 min, 3 min, 4 min, 5 min, 7 min po dodatku AgNOs).

30000x - 100nm 30000x - 100 nm
15kv WD 15 mm 15kv WD 15 mm

K g
V‘ ’ .
30000x - 100 nm ’
R | 15 kv WD 15mm [N

- lum
WD 15 mm

30000x = 100nm | 30000x = 100nm
| 15 kv WD 15 mm | 15kv WD 15 mm

Slika 27: Mikroskopske slike sintetiziranih delcev (dve povecavi, 5000x in 30000x) med nastajanjem: 1 min (a), 2 min (b), 3 min
(c), 4 min (d), 5 min (e), in 7 min (f) od dodatka AgNO3
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Na sliki opazimo svetle delce in nekaj manjsih temnejsih skupkov. Ti so lahko posledica Se ne popolnoma
nastalih delcev (Se v fazi rasti). Nastali delci so nepravilnih oblik in imajo razgibano povrsino, kar je lahko
posledica prisotnosti organskih molekul iz sinteze. To se ujema s samo pripravo delcev, saj smo za sintezo
srebrovih nanodelcev uporabili rastlinski ekstrakt. Vecina nastalih delcev je vecja od 100 nm prakti¢no Ze
od zacetka sinteze (slika 27a) in s casom Se bolj rastejo ter jih je vedno vec (na sliki 27c¢ so Ze vidno vedji
kot na sliki 27a). Natan¢no velikost sintetiziranih delcev lahko potrdimo Sele v nadaljevanju z dinami¢nim
sipanjem svetlobe, saj smo za SEM analize delce posusili, kar je lahko povzrocilo dodatno aglomeracijo
med njimi (nastanek vecjih delcev). V prvi minuti (slika 27a) so delci bolj okrogli, vseeno pa vidimo
neravno povrsino in izrastke, ki so s casom Se bolj izraziti (prisotnost ostankov iz ekstrakta). Ob koncu
sinteze (sliki 27e in 27f) so tako razvejani, da lahko skoraj zagotovo sklepamo, da gre za aglomerate.
Okoli njih vidimo meglene in temnejse lise, katere lahko predstavljajo ostanek organskih snovi, znotraj
katerih so delci nastali in s tekom reakcije so te molekule povezale nastajajoce delce v aglomerate. Na
zdruZevanje je najverjetneje vplivalo tudi hlapenje kapljice tekocine, v kateri se je vzorec nahajal.

Po koncani sintezi smo produkte sinteze centrifugirali, da smo se znebili velikih bioloskih molekul, ki jih je
vseboval ekstrakt. Slika 28 prikazuje SEM slike centrifugiranih produktov — koncnih sintetiziranih delcev.
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Slika 28: Mikroskopska slika koncnih delcev pri razlicnih povecavah: 5000x (a), 30000x (b), 40000 (c)

V primerjavi z delci pred centrifugiranjem (slika 27f), so tisti po centrifugiranju (slika 28) bistveno manj
razvejani, bolje razporejeni in »pravilnejsih« oblik. Pod manjso povecavo izgledajo okrogli (slika 28a), a
pod vecjo povecavo (slika 28c) vidimo, da je tudi povrsina centrifugiranih delcev nekoliko razgibana.
Predpostavimo, da gre za aglomerate, podobne tistim, ki smo jih opazovali Ze na sliki 27f, le da ti niso
»oviti« v organsko snov. Ce bi vzorec pustili $e nekaj ¢asa, bi zaradi prisotnosti organske snovi verjetno
nastalo vec aglomeratov.
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Slika 29 prikazuje elementarno sestavo koncnih sintetiziranih delcev z metodo EDS (energijska
disperzijska spektroskopija).

Elements Wt%
C 6,2
Al 3,95
Ag Cu 11
C Al Ag 63,71
9 Cu - . :m WD 15mm - 1pm
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
keV

Slika 29: Elementarna sestava koncnih sintetiziranih delcev (EDS)

S to metodo smo lahko natancno dolocili elementarno sestavo delcev. Glede na to, da je srebro
prevladujoci element (predstavlja 63,71% vzorca), lahko potrdimo, da so nastali srebrovi delci, kakor je
bilo pricakovano. Vendar poleg srebra najdemo tudi druge elemente. Ogljik in kisik pogosto sestavljata
organske snovi, zato sklepamo, da sta na delcih oz. v vzorcu prisotna kot ostanek ekstrakta bazilike, ki ga
s centrifugiranjem nismo mogli dokonéno odstraniti. Prisotnost ogljika je bila pri¢akovana tudi zaradi
predhodne naprsitve vzorca z grafitom. Zaznali smo tudi priblizno 5% aluminija in bakra.
Predpostavljamo, da sta prisotna zaradi kontaminacije vzorca med samo sintezo.

Tabela 1 prikazuje rezultate merjenja velikosti delcev z dinamicnim sipanjem svetlobe (DLS) pri
dolo¢enem pH koncnih produktov sinteze. Slika 30 predstavlja porazdelitev velikosti koncnih
sintetiziranih delcev, izmerjene z DLS.

Tabela 1: Rezultati merjenja velikosti delcev in zeta potenciala koncnih sintetiziranih delcev

oH Hidrodinamski Polidisperzni Povprecje (nm) | Sredina (nm)
premer (nm) indeks »Mean« »Mediana«
4,35
138,2+ 5,3 nm 0,355 158,1 nm 139,4 nm
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Porazdelitev velikosti sintetiziranih delcev
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Slika 30: Porazdelitev velikosti koncnih sintetiziranih delcev

DLS analiza je pokazala, da je hidrodinamski premer srebrovih delcev pri pH 4,35 priblizno 140 nm (tabela
1). Ker ta vkljucuje tudi hidratacijski ovoj, lahko potrdimo da nastali delci ustrezajo definiciji nanodelca.
Vendar so vseeno za skoraj 100 nm vedji od tistih, ki so jih sintetizirali indijski znanstveniki in njihovo
raziskavo zabelefZili v ¢lanku, po katerem smo izvedli sintezo (Synthesis and Characterization of Silver
Nanoparticles from Ocimum basilicum L. var.thyrsiflorum (33)). Vzrok za taksno razliko je ¢as trajanja
sinteze (mi smo delce pustili rasti 8 min, oni pa 5 min), dopustiti pa moramo tudi moznost, da je lahko v
sintezi in pripravi ekstrakta priSlo do odstopanj.

Iz grafa na sliki 30 razberemo, da je porazdelitev nastalih delcev po velikosti ozka, kar nam potrdi tudi
polidisperzni indeks, ki meri 0,355 (tabela 1). Poleg tega je razvidno, da imamo 2 populaciji delcev; torej
je razporeditev bimodalna. Vecjo populacijo sestavljajo od 126,7 do 186,1 nm veliki delci (s
hidrodinamskim ovojem), manjSo pa manjsi delci (veliki od 27,2 do 31,8 nm). Moznih razlag za nastanek
dveh populacij je vec. Glede na to, da so nastali aglomerati, lahko manjso populacijo sestavljajo
fragmenti razpadlega aglomerata. MoZnost pa je tudi, da so ti delci kasneje zaceli nastajati oz. se je med
nastajanjem njihova rast ustavila. Razlog pa je lahko tudi rast delcev na rac¢un drugih (manjsih).

29



5.2 KOLORIMETRICNA DETEKCIJA DENTALNIH PRODUKTOV

Slika 31 prikazuje absorbanco barvila metilen modro (MM) brez prisotnosti vzorca v ¢asu O.
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Slika 31: Absorbanca barvila metilen modro v ¢asu 0 brez prisotnosti vzorca

dolZini 665 nm, kar navajajo tudi viri (40).

Absorbanco MM smo opazovali z UV-visom v spektru med 550 nm in 750 nm. Ugotovili smo, da ima
metilen modro dva karakteristicna vrha. Mi smo se osredotocili na drugega (visjega), ki je na valovni
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Slika 32 prikazuje potek reakcije med metilen modrim in natrijevim borohidridom (NaBH,) brez
prisotnosti srebrovih nanodelcev v vodi ter umetni slini v eni uri.

a) Potek kolorimetri¢éne metode brez prosotnosti vzorca
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Slika 32: a) Opazovanje poteka kolorimetricne metode brez prisotnosti delcev (modra: umetna slina kot vzorec; oranzna: voda
kot vzorec) in b) slika MM v ¢asu 0 (1) in po dolocenem casu poteka eksperimenta (2, 3)

Vidimo, da reakcija poteka zelo pocasi, kar se ujema s teorijo o redoks reakciji med MM in NaBHa. Kljub
temu, da smo reakcijo opazovali eno uro, je razlika v absorbanci minimalna in komaj zaznavna s prostim
ocesom (slika 32b), kar pomeni, da se je MM le malo razbarval. V umetni slini v prvih minutah sinteze
opazimo hitrejso razliko absorbance MM, a se nato upocasni. Razlog za hitrejSo spremembo bi lahko bil
pH, prisotnost soli v umetni slini, lahko pa da gre le za napako v pipetiranju.

Slika 33 prikazuje MM v reakciji z NaBH4 ob prisotnosti sintetiziranih srebrovih nanodelcev (Ag ND), ki
smo jih uporabili kot referencni vzorec, s katerim smo preverili delovanje metode (kolorimetri¢na
detekcija). Reakcijo smo opazovali z UV-vis spektrofotometrom v spektru med 550 nm in 750 nm.

Slika 34 prikazuje primerjavo absorbance MM ob in brez prisotnosti Ag ND v vodi.
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Potek kelorimetriéne metode z uporabo sintetiziranih Ag
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Slika 33: Spremljanje kolorimetricne metode (reakcije med metilen modrim in natrijevim borohidridom) z uporabo sintetiziranih
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Slika 34: Verifikacija kolorimetricne metode. Primerjava poteka reakcije v primeru prisotnosti Ag nanodelcev (oranzna) oz. brez
nanodelcev (modra)

Na sliki 33 in 34 vidimo, da se absorbanca MM (vrh pri 665 nm) Ze po slabi sekundi zmanjsa, kar je dokaz
o hitrem razbarvanju MM. Nato pa hitrost reakcije pojenja. Po desetih minutah se MM razbarva, kar
dokazuje, da so srebrovi nanodelci katalizator izvedene reakcije. Ce razbarvanje MM ob prisotnosti
vzorca primerjamo z razbarvanjem MM v vodi (Slika 34) lahko opazimo obcutno razliko, ki se sklada s
teorijo (44). Razlika v hitrosti reakcije nam potrdi, da Ag ND delujejo kot katalizator (pospesijo reakcijo) v
omenjenem sistemu.
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Slika 35 prikazuje razbarvanje MM ob prisotnosti referencnega vzorca (srebrovih nanodelcev).

B —
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Slika 35: Razbarvanje metilen modrega ob prisotnosti referencnega vzorca

Na sliki 35 je sprememba barve vizualno ocitna. Modra barva se razbarva, ker se MM hitreje in lazje
reducira ob prisotnosti Ag ND. Na vrhu modra barva ostane, saj je kisik dober oksidant in oksidira
razbarvani MM do modre barve.

5.2.2 Kolorimetri¢na detekcija srebra v dentalnih vzorcev

Slika 36 prikazuje absorbanco MM v reakciji z NaBH,4 v treh razli¢nih vzorcih:
- voda,
- razredcena ustna vodica,
- voda, v kateri se je 1 mesec namakala zobna Scetka.

Slika 37 prikazuje absorbanco MM v reakciji z NaBH4 v dveh razli¢nih vzorcih:
- (Cista umetna slini,
umetna slina, v kateri se je 1 mesec namakala zobna Scetka.
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Slika 36: Kolorimetricno zaznavanje poteka reakcije med metilen modrim in natrijevim borohidridom v prisotnosti vzorcev
dentalnih produktov: modra- voda, oranZna — ustna vodica, siva — voda z delci iz zobne scetke
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Kolorimetri¢éno zaznavanje Ag v dentalnih produktih
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Slika 37: Kolorimetricno zaznavanje poteka reakcije med metilen modrim in natrijevim borohidridom v umetni slini (modro) in
zobni scetki, namakani v umetni slini (oranzno)

Sprememba absorbance pri 665 nm je ob prisotnosti vzorcev dentalnih produktov v vodi (slika 36:
oranzna — ustna vodica, siva — delci iz zobne S¢etke) in umetni slini (slika 37: oranzna — delci iz zobne
$Cetke) na slikah 36 in 37 zelo majhna. Razbarvanje MM v prisotnosti vzorcev dentalnih produktov v vodi
poteka z enako hitrostjo kot v sami vodi. Ob zacetku reakcije je absorbanca v ustni vodici in vodi z zobno
SCetko celo vecja kot v vodi brez prisotnosti vzorcev. Razlog za ta pojav bi lahko bila napaka v pipetiranju.
Obstaja pa tudi moznost, da ustna vodica absorbira svetlobo podobne valovne dolZzine kot MM. Tudi na
grafu na sliki 37 je sprememba absorbance zelo majhna, s ¢imer dokaZzemo, da se tudi v umetni slini
nanodelci iz S¢etke niso izlocali oz. je njihova koli¢ina zanemarljiva.

Kljub navedbi proizvajalca, da dentalni produkti vsebujejo srebrove nanodelce, jih mi nismo zaznali.
Predpostavljamo, da je bila ustna vodica zaradi vsebnosti razli¢nih bioloskih spojin in obarvanosti
prekompleksna za zaznavanje s to metodo ali pa je bila vsebnost Ag ND tako majhna (sploh po redc¢enju),
da je nismo zaznali. Tudi vsebnost Ag ND v vodi, v kateri se je namakala zobna $cetka, je bila zanemarljivo
majhna oz. se Ag ND iz $¢etke sploh niso izlocali.
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Slika 38 prikazuje absorbanco MM v prvi sekundi reakcije z NaBH,4 v zobni pasti in vodi.
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Slika 38: Absorbanca MM v prvi sekundi reakcije med MM in NaBH4 v prisotnosti vzorca zobne paste (modra) v primerjavi z vodo
(oranzna)

Na sliki 38 opazimo absorbanco MM v prisotnosti vode kot vzorec (slika 38 oranzna) in zobne paste (slika
38 modra). Karakteristicna vrha za MM barvilo v prisotnosti zobne paste sta tezko prepoznavnja, saj je
sama zobna pasta obarvana, kljub temu da smo vzorec dobro razredcili (Se bolj kot na sliki 17c). Graf na
sliki 38 predstavlja absorbanco Ze razred¢ene zobne paste. Sklenili smo, da bi bilo ponovno redéenje
nesmiselno, saj bi bila s tem (predvidevana) koncentracija Ag ND zanemarljivo majhna. Zaradi same
kompleksnosti vzorca in obarvanosti, smo oznacili ta vzorec kot neprimeren za to metodo. Da bi lahko ta
vzorec uporabili, bi bilo potrebno morebitno prisotne Ag delce najprej iz njega ekstrahirati in jih kasneje
tudi ocistiti.
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Zobno sc¢etko smo s SEM analizirali v treh razli¢nih pogojih. Na nosilec smo nanesli S¢etino ter kapljico
vodovodne vode in umetne sline, v katerih sta se S¢etki 1 mesec namakali (slika 21).

Slika 39 prikazuje mikroskopsko sliko Scetine zobne $¢etke, opravljeno z metodo SEM. Slika 40 prikazuje
elementarno sestavo zobne scetke, ki smo jo dolocili z energijsko disperzijsko spektroskopijo (EDS).

350x
15 kv

= 10 um
WD 15 mm

Slika 39: Mikroskopska slika scetine zobne scetke: slika sekundarnih elektronov — morfologija (a), slika povratno sipanih

elektronov — kompozicija (b)
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Slika 40: Elementarna sestava SCetine zobne Scetke, analizirana z EDS

Slika 39a predstavlja SEM sliko sekundarnih elektronov, slika 39b pa povratno sipanih. Osredotocili smo
se predvsem na vdolbine na povrsini S¢etine, v katerih je vidna prisotnost dodatnih komponent s teZjim
jedrom (so svetle barve) (slika 39b), zato smo sklepali, da gre za srebro, za katerega proizvajalec navaja,
da je prisoten v $¢etinah. To smo z EDS tudi dokazali. Poleg srebra smo opazili $e prisotnost Zeleza, Zvepla
in silicija (v majhnih kolicinah). Vecino analiziranega vzorca pa sestavljata kisik in ogljik, ki sta verjetno

tudi tu prisotna v obliki organskih spojin in naprsenega grafita.
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Slika 41 predstavlja sliko umetne sline, v kateri se je 1 mesec namakala zobna $c¢etka, opravljena z
metodo SEM. Na sliki 42 je prikazana njena elementarna sestava.
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Slika 42: Elementarna sestava kapljice umetne sline, v kateri se je 1 mesec namakala zobna Scetka

Na sliki 42 vidimo vecje razgibane delce, razlicnih oblik. Sklepamo, da gre za kristale soli, ki sestavljajo
umetno slino (KCl, NaCl, CaCl,, NaH,PQ,) in so se tvorili ob susenju vzorca. Opazili smo prisotnost dusika,
kisika in ogljika, ki so sestavni elementi secnine (CH4N>0) in drugih soli, ki smo jo prav tako uporabili za
pripravo umetne sline. Srebra v vzorcu nismo zaznali, s ¢imer smo potrdili, da se med namakanjem res ni
izlocal (kot smo predvidevali na podlagi kolorimetri¢ne detekcije — slika 37).

Mikroskopske slike vode, v kateri se je 1 mesec namakala zobna $c¢etka, nismo vkljucili, saj ni bilo vidnih
nobenih delcev. Kapljica vode se je na nosilcu posusila in ni ostalo sledi drugih komponent, saj smo za
namakanje uporabljali deionizirano vodo, iz katere so odstranjeni ioni mineralov. Ce se tudi v
vsakdanjem Zivljenju iz analizirane $¢etke srebrovi nanodelci (Ag ND) ne izlo¢ajo, je to zelo dobro za
uporabnike, saj tako niso izpostavljeni nanodelcem iz S¢etke. Moramo pa upostevati, da se je za nase
analize namakala le mesec dni in nismo simulirali $¢etkanja, ki bi lahko povzrocilo izlo¢anje Ag ND.

37




Zeleli smo narediti tudi SEM analizo ustne vodice ter zobne paste, vendar je bilo kljub ustrezni pripravi
vzorca z ogljikom naSe opazovanje oteZeno, saj je vzorec vseboval prevec organskih snovi, ki pa
elektronov niso prevajale in smo posledi¢no vzorec »skurili«. Za analizo taksnih vzorcev bi bilo torej
potrebno uporabiti drugo metodo, ki bi delovala kljub vsebnosti ostalih sestavin (sorbitol, glicerin,
hidriran silicijev dioksid, natrijev dodecilsulfat, PEG-8, celulozna guma, itd.), saj bi lahko s ¢is¢enjem
vzorca (da bi odstranili organske komponente) lahko odstranili tudi srebro.
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6ZAKUJUCKI

V raziskovalni nalogi smo si zastavili 4 cilje:

1. s pomocjo strokovne oz. znanstvene literature ugotoviti dejanske lastnosti nanosrebra ter objektivno
predstaviti tudi potencialne negativne ucinke na zdravje,

2. s pomocjo kolorimetricne detekcije, preproste in relativno poceni analizne metode, dolociti, ali ti
produkti (zobna scetka, zobna krema in ustna vodica z nanodelci srebra) vsebujejo srebrove
nanodelce,

3. preveriti, Ce je ta metoda ustrezna za vse tri tipe izdelkov z AgND, tako da vsebnost nanosrebra v
vzorcih dolo¢imo Se z drugimi metodami karakterizacije — SEM (vrsti¢na elektronska mikroskopija) in
EDS (energijska disperzijska spektroskopija),

4. za preverjanja ustreznosti metode kolorimetri¢ne detekcije pripraviti referencni vzorec, ki vsebuje
srebrove nanodelce, in sicer zelimo pripravo referenénega vzorca izpeljati s pomocjo okolju prijazne
metode (biosinteza srebrovih nanodelcev), da se izognemo uporabi prevelikemu Stevilu nevarnih
kemikalij, zapletenim sintezam in nevarnim stranskim produktom. V nasem referenénem vzorcu
Zelimo tudi ugotoviti velikost AgND z metodo DLS (lasersko oz. dinami¢no sipanje svetlobe). s
pomocjo strokovne literature ugotoviti dejanske lastnosti nanosrebra.

Po izvedenih eksperimentih lahko na osnovi rezultatov zapiSemo spodaj navedene sklepe.

1. Pri pregledu znanstvenih ¢lankov smo nasli podatke o pozitivnih in negativnih ucinkih nanosrebra. Ze
dolgo poznana in najbolj oglasevana je antibakterijska lastnost. (2). (3) (4) (5) Novejsi znanstveni
¢lenki pa dokazujejo tudi telesu potencialno nevarne ucinke. Ti ucinki lahko povzrocijo: poskodbe
celi¢nih komponent (poskodbe DNK, vezave in onesposobitev beljakovin ter celicne membrane (28)),
AgND se lahko kopicijo v nevronih, ¢e vstopijo v moZgane (13), povzrocajo bolezni dihal, srca in oZilja
(30). S tem smo potrdili naso hipotezo, da dentalni produkti z AgND ogroZajo nase zdravije, saj jih pri
uporabi dentalnih izdelkov delno zauzijemo, kar poveca njihovo potencialno nevarnost. Moramo pa
se zavedati, da je neskodljivo uporabljati predmete, ki vsebujejo nanodelce srebra (npr. zobno
SCetko, deske za rezanje), Ce ne izlo¢ajo delcev.

2. S pomocjo dveh razlicnih metod: kolorimetri¢ne detekcije in SEM (v kombinaciji z EDS) smo analizirali
dentalne produkte in ugotovili:

a. prizobni $€etki nismo zaznali nobenega izlo¢anja AgND, ¢esar nismo pri¢akovali. Ker smo
zobno S¢etko namakali en mesec, lahko predvidevamo, da ne pride do eliminacije srebrovih
nanodelcev;

b. pri zobni pasti ter ustni vodici kolorimteri¢na detekcija ni bila uspesdna, saj sta ta produkta
imela Ze svojo obarvanost v opazovanem spektru. Ceprav smo ju razredcili, nismo preprecili
absorbance, ki je motila analizo.

3. Nas referencni vzorec potrjuje, da sta kolorimetri¢na detekcija in analiza SEM uspesna za odkrivanje
AgND v mokrih vzorcih. TeZave so se pojavile pri analizi bolj zapletenih vzorcev, kot so ustne vodice
in zobne paste.

a. Ucinkovitost metode SEM preprecujejo organske snovi, ki povzrocajo "kurjenje"molekul na
povrsini, zaradi ne prevajanja bioloskih molekul. (17)
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b. Zobna pasta vsebuje barvila, ki motijo UV-vis spektrofotometrijo, ker je njihova absorbanca v
svetlobnem spektru, ki smo ga opazovali. To je preprecilo veljavno analizo z uporabo metilen
modrega (MM), saj je karakteristi¢ni vrh MM barve v prisotnosti zobne kreme, ki je tudi
sama obarvana, tezko prepoznaven, ¢etudi je primerek dobro razredcen.

c. Kolorimetri¢na detekcija v ustni vodici kaze, da obstaja moznost, da ustna vodica absorbira
svetlobo podobne valovne dolZine kot MM, saj je absorbanca na zacetka te analize nekoliko
vecdja (slika 36), Ceprav bi ta pojav lahko bil tudi posledica napake pri pipetiranju. V vsakem
primeru pa kolorimetri¢na detekcija ni zaznala nanosrebra v ustni vodici.

Za izdelke, ki motijo UV-vis spektrofotometrijo s svojo obarvanostjo, bi morali najti drugo metodo, ki
ni obCutljiva na obarvanost vzorcev. Menimo, da bi bilo zobno $¢etko smiselno e enkrat analizirali s
pomocjo kolorimetricne prepoznave, Ce bi s S¢etko dejansko simulirali S¢etkanje. S tem bi preverili,
¢e se pri mehanski obremenitvi tudi ne sprosti ni¢ AgND, saj je kolorimetri¢na analiza enostavna,
poceni in je le majhna mozZnost tezav, ki bi lahko pokvarile rezultate (razen napake pri pipetiranju, ki
bi jo lahko zmanjsali z vec¢kratno ponovitvijo eksperimenta).

4. Postopek za biosintezo referencnega vzorca AgND je bil preprost in hiter. Potrdili smo vsebnost
nanosrebra z uporabo SEM in EDS (sliki 27 in 28) ter dolocili velikost delcev z uporabo DLS (slika 29).
Ko smo primerjali nase rezultate z rezultati podobne sinteze, objavljene v ¢lanku Synthesis and
Characterization of Silver Nanoparticles from Ocimum basilicum (40), smo ugotovili, da je nasa
hipoteza potrjena: ¢e bi v nadaljnjih raziskavah Zeleli ustvariti manjse nanodelce, bi morala nasa
biosinteza nanodelcev potekati hitreje, oz. ravno nasprotno za veéje delce.

Ce povzamemo, avtoriji te raziskave menimo, da kolorimetri¢na detekcija ni primerna za izdelke, ki so ze
sami po sebi obarvani v opazovanem barvnem spektru in da SEM ni primeren za izdelke, ki vsebujejo
razlicne organske sestavine (npr. zobna krema, ustna vodica, ...). Kljub temu lahko s pomocjo teh metod
analiziramo zobno $¢etko z delci nanosrebra. Pred izpeljavo te raziskave pa bi bilo potrebno izvesti
eksperiment, ki bi dokazal antimikrobne ucinke testirane zobne s¢etke v primerjavi z navadno.
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Raziskovanje na podrocju nanotehnologije se v zadnjih letih mo¢no razvija. Na voljo nam je vedno vec
podatkov o delovanju nanodelcev, a vseh njihovih ucinkov (pozitivnih in negativnih) Se nismo raziskali.
Opravljeni so bili toksikoloski testi vecjih koncentracij v kratkem ¢asovnem obdobju, vendar smo v
vsakdanjem Zivljenju ve¢inoma izpostavljeni manjsim koncentracijam nanodelcev v daljSem ¢asovnem
obdobju. Zato bi morali raziskati u¢inke nanodelcev v realnih pogojih, kar pa je trenutno zelo zahtevna
naloga.

Nanosrebro zaradi antimikrobnih uc¢inkov najdemo tudi v kozmetiki (49), preko katere lahko prav tako
preide v nase telo. Ker veliko podjetij, ki izdelujejo kozmeti¢ne izdelke, svojih produktov ne testira
ustrezno, bi bilo potrebno raziskati vplive nanodelcev v stiku s koZo. Najprej pa moramo doseci, da se
ljudje zavedamo neraziskanosti in negativnih ucinkov koloidnega srebra, ki smo jih izpostavili v
raziskovalni nalogi.

Biosinteza se je v naSem primeru izkazala za ucinkovit in hiter proces nastajanja nanodelcev. Ker je
preprosta in okolju prijazna, se nam zdi smiselna za nadaljnje raziskave, pri katerih je potrebno uporabiti
nanodelce.

Ker zobna $cetka ni izlocala srebrovih nanodelcev kljub namakanju v umetni slini mesec dni, bi bilo
smiselno preveriti, ¢e ima res antimikrobne ucinke, le tako bi lahko potrdili kakovost izdelka. Poleg tega
bi bilo morda zobno s¢etko smiselno Se enkrat analizirali s pomocjo kolorimetricne detekcije, Ce bi s
S¢etko simulirali S¢etkanje. S tem bi preverili, Ce se pri mehanski obremenitvi dejansko ne sprosti nic¢
AgND.

V raziskovalni nalogi smo s proucevanjem znanstvene literature ugotovili, da naboj vpliva na agregacijo in
privlak med nanodelci in reagenti (metilen modro, NaBH,), zato bi bilo potrebno za boljSe razumevanje
dogajanja v reakciji raziskati, kako se nanodelci obnasajo, ¢e jim spremenimo naboj (kot so to za zlate
nanodelce storili avtorji ¢lanka Plant-Mediated Synthesis of Silver Nanoparticles and Their Stabilization by
Wet Stirred Media Milling (48)). V nadaljevanju bi izvedli meritve zeta potenciala razlicnih nanodelcev in
primerjali njihove lastnosti (npr. sposobnost aglomeracije).
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