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SAZETAK
U ovom radu provedena je sinteza nanocestica s ljuskom od zlata, srebra i cinka, te

jezgrom od enzima ureaze

Sinteza nanocestica zlata 1 srebra provedena su u duSificiranoj redestiliranoj vodi, sa
razli¢itim koncentracijama zlata i srebra pri temperaturi T = 37 °C uz istu koncentraciju
ureaze. Sinteza nanocestica cinka Se provodila s razli¢itim koncentracijama cinka i uree pri
temperaturi T = 25 °C takoder uz istu koncentraciju ureaze. Tokom eksperimenata pracena je
promjena koncentracije proteina koja je proporcionalna koncentraciji enzima, te odredivao
apsorpcijski spektar zlata i srebra. Kinetika brzine taloZenja enzima ureaze opisana je

kinetikom prvog reda za koju je utvrdeno da dobro opisuje gotovo sve reakcije.

IstaloZzene nanocCestice zlata i cinka su karakterizirane pomocu pretraznog elektronskog

mikroskopa.

Kljuéne rije€i: enzimi, ureaza, nanocestice, zlato, srebro, cink



ABSTRACT
In this study synthesis core shell nanoparticles with the core of enzyme urease and the

shell of gold, silver and zinc nanoparticles was carried out.

Synthesis were carried out in water without oxygen, with different concentrations of
gold and silver at a temperature T = 37 °C with the same concentration of urease. The
synthesis of zinc nanoparticles was carried out with different concentrations of zinc and urea
at temperature T = 25 °C, and also with the same concentration of urease. During experiments
the protein concentration of protein that is proportional to the enzyme concentration was
measured. Also the absorption spectrum of gold and silver nanoparticles was followed. The
rate of enzyme precipitation was described by the first order kinetics. This kinetic described

well almost all experiments.

Synthesized gold and zinc nanoparticles were characterized using the scanning

electron microscope.

Keywords: enzyme, urease, nanoparticles, gold, silver, zinc
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1. UvOD

Nanocestice i nanotehnologija je podrucje koje se intenzivno istrazuje posljednjih
dvadesetak godina. Istrazivanja su usmjerena na dobivanje nanocestica metala i otkrivanje
novih jednostavnijih nacina za njihovu sintezu i primjenu. Istrazivanjem ove vrste nanocestica
moguce je ponuditi nova rjeSenja za postojece probleme u visokoj tehnologiji, gradevini,
medicini, kozmetici, tekstilnoj industriji, zastiti okoli$a... NanocCestice metala ili metalnih
oksida mogu uspjeSno zamijeniti neke od tradicionalnih materijala koji se koriste za
oplemenjivanje drugih materijala zbog svojih specifi¢nih optickih, elektri¢nih, kemijskih i
katalitickih svojstava. Upravo ta svojstva ih razlikuju od odgovaraju¢ih svojstava
makroskopskih kristala ili sustava izoliranih atoma, §to ih ¢ini interesantnim za proucavanje
kao pojedina¢nih materijala ili u kombinaciji sa drugim materijalima. Jedan od problema koji
prati sintezu nanocestica je upotreba toksi¢nih kemikalija pri ¢emu nastaju nusprodukti koji su
Stetni za okoliS. Kako bi se izbjegao taj problem u sintezi nanocestica koriste se enzimi.
Enzimi su kompleksni proteini koji djeluju kao biokatalizatori i ubrzavaju biokemijske
reakcije. Upotrebom enzimatske sinteze nanocestica eliminira se nastajanje velike koli¢ine
nusprodukta, a takva sinteza je i energetski manje zahtjevna pa je s time i ekoloski
prihvatljivija za okoli§ 1 ljudsko zdravlje. Takve nanocestice svoju primjenu mogu imati u
biomedicini. Nanocestice Sintetizirane pomocu enzima imaju vecu specificnu povrsinu,
kataliticki su reaktivnije, a brzina njithovog nastajanja kao 1 veli€ina ovise o procesnim
parametrima (temperatura, pH, koncentracija supstrata).! Nanodestice pojedinih elemenata,
prvenstveno zlata, srebra i bakra, poCele su se primjenjivati gotovo u svim aspektima
proizvodnje. Nanodestice zlata najéeS¢e se primjenjuju u optici i elektronici zbog svojih
izrazito dobrih optickih svojstava poznatih od davnina 1 svoje odlicne elektri¢ne
provodljivosti. NanocCestice srebra 1 bakra najviSe se koriste u tekstilnoj industriji i medicini

jer imaju antibakterijska svojstva koja uniStavaju odredene bakterije, gljivice 1 viruse.



2. OPCI DIO

2.1. NANOCESTICE

Nanocestice (slika 1) su Cestice koje imaju jednu ili visSe dimenzija reda veli¢ine 100
nm ili manje. Postoji veliki broj fizi¢kih, kemijskih, bioloskih i kombiniranih (hibridnih)
metoda za sintezu razli¢itih vrsta nanoCestica. lako su fizicke i kemijske metode sinteze
nanocCestica zastupljenije, upotrebom Stetnih i opasnih kemikalija uvelike ograniavaju
primjenu takvih nanocestica u biomedicini. Fizickim i kemijskim metodama sinteze mogu se
proizvesti velike koli¢ine nanocestica razliitih oblika i1 veli¢ina u relativno kratkom roku.
Takve metode su komplicirane, zastarjele, skupe i1 neucinkovite, te proizvode velike koli€ine

opasnog otpada koji mozZe biti $tetan ne samo za okoli§ nego i za ljudsko zdravlje.!

Slika 1. Nanocestice

Da bi se proizvele nanocestice koje nisu opasne za okoli§ i C¢ovjeka koristi se metoda
enzimatske sinteze koja je uvelike superiornija od fizikalnih i kemijskih metoda.
Enzimatskom sintezom eliminirana je upotreba kemikalija, energetski je manje zahtjevna i
okolis$no prihvatljiva. Nanocestice dobivene na ovaj nacin imaju vecu specificnu povrsinu i
kataliticki su aktivnije, a brzina njihovog nastajanja i1 veliina ovise o procesnim parametrima
kao $to su pH, temperatura koncentracija supstrata.! Vrlo vazna karakteristika enzimski
provodenih reakcija dobivanja nanocestica je Cinjenica da se kemijska 1 fizikalna svojstva
ovako dobivenih materijala ponekad razlikuju od svojstava nanocestica koje se prireduju
drugim metodama. Tako se pomocu enzima mogu uspjesno sintetizirati nanocestice u obliku
tankih filmova, Supljih mikro- i1 nanosfera, nanocijevCica, dvodimenzionalnih uzoraka,

trodimenzionalnih uzoraka te biominerala. Ova c¢injenica ide u prilog argumentu da su
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enzimski provodene reakcije dobivanja nanocestica izuzetno atraktivno znanstveno
istrazivacko podrucje koje otvara mogucénosti novih na¢ina primjene nanocestica (primjerice u

terapiji i lijeCenju raka, dobivanju materijala posebnih fizikalnih i1 kemijskih svojstava i sl.).

Sinteza nanocestica koriStenjem cijelih stanica moZe biti unutarstani¢na ili izvanstani¢na
ovisno gdje su nanocCestice nastale. Unutarstani€éna metoda se sastoji od prijenosa metalnih
iona unutar mikrobioloske stanice gdje nastaju nanoCestice u prisutnosti enzima.
Izvanstani¢na sinteza nanocestica ukljucuje nakupljanje metalnih iona na povrSini stanice i

njihovu redukciju do metala uz pomo¢ enzima.'

2.2. CORE-SHELL NANOCESTICE (CSNs)

Core-shell nanocestice (slika 2) su vrsta nanomaterijala koji poprimaju sve veéu
pozornost zbog svojih zanimljivih svojstava i Sirokog raspona primjena u katalizi, biologiji,
kemiji.

Kompozitni nanomaterijali koji se sastoji od jezgre (unutarnjeg materijala) i ljuske (vanjskog

materijala) oboje na nanoskali nazivaju se core-shell nanogestice.?

NUS_CHBE SEl 50kv  X19,000 Tpm WD 8.0mm

Slika 2. Core-shell nanocestice

KoriStenjem razli¢ite vrste materijala za jezgru odnosno ljusku moze se proizvesti veliki broj
razlicitih vrsta CSNs-a svaki sa svojim specifiénim svojstvima. Specificna svojstva svake
vrste ovise o interakcijama jezgra-ljuska. Zbog takve mogucnosti takav materijal ¢e imati
kljucnu ulogu u kataliti¢kim procesima i1 odrzivim rjeSenjima za trenutne energetske problem.
Core-shell nanomaterijali imaju $iroku primjenu u bionanotehnologiji, naprednim optickim i
magnetskim uredajima, energetskim uredajima za pohranu podataka, gorivim Cdelijama,

genetskom inZenjeringu i mnogim drugim tehnologijama. Obzirom na materijale koji se



koriste za jezgru odnosno ljusku takve nanomaterijale mozemo podijeliti na anorgansko-
organske, anorganske-anorganske, organsko-anorganske i organsko-organske. 3 Prema Paria-
u CSNs obzirom na vrstu materijala se moze podijeliti u dvije glavne skupine: organske i
anorganske. Organski materijali se baziraju na uglji¢nim materijalina (najces¢e polimeri), dok

se anorganski baziraju na metalima, metalnim oksidima i metalnim solima.*

2.2.1. Organske CSNs

Iako je ova vrsta nanocestica relativno nova u usporedbi sa konvencionalnim, prednost
koriStenja ugljikovih spojeva, posebno obzirom na veliku stabilnost i biokompatibilnost

stvorili su veliki interes za njihovo daljnje istrazivanje i svakodnevnu primjenu.®

Sinteza takvih materijala se uglavnom oslanja na proces polimerizacije za pripremu jezgre ili
ljuske ili oboje. Osnovni cilj polimerizacije ukljuCuje stvaranje 3D mreZne strukture sa
dodatkom nekoliko odgovaraju¢ih monomernih jedinica koje imaju kljuénu funkciju. ITako se
organske jezgre najceS¢e prve sintetiziraju, postoji moguénost sinteze ljuske prije jezgre.
Takoder se modifikacijom povrSine uz pomo¢ povrsinski aktivnih tvari moze poboljsati
uc¢inkovitost i stabilnost ljuske. Neki od materijala koji se koriste za sintentiziranje organskih

CSNs-a su fuleren, polianilin, ugljikove nanocestice (s jednom ili vise stjenki).®

2.2.2. Anorganske CSNs

Anorganske CSNs se mogu podijeliti u dvije skupine, jednoj je polazna baza silicij a

drugoj skupini metal.

Gotovi sve nanoCestice na bazi silicija sintetizirane su pomocu sol-gel postupka.
Kemijska metoda ukljucuje hidrolizu naknadne kondenzacije silicijeva alkoksida ili silicijeva
halogenida u alkoholu, vodi ili njithovoj smjesi u prisutnosti bazi¢nog katalizatora kao §to je
amonijak, radi dobivanja jedinstvene koloidne mikrokuglice. Zbog jednostavnosti,
ponovljivosti ova metoda se koristi za sintetiziranje brojnih nanocestica sa silicijevom
jezgrom. Vecina na ovakav nacin sintetiziranih CSNs-a ukljucuju kruti, neporozni SiO: iako
nova istrazivanja ukljucuju razvoj poroznih materijala primjenom kalupa ili post-sintetske
modifikacije. Ovi postupci ne omogucavaju samo poveéanje povrSine nanocestica nego i
bolju dostupnost jezgre i vanjske ljuske. Veca poroznost se moze dobiti i promjenama
funkcionalnih skupina. Ovakve nanocestice svoju primjenu su nasle u razli¢itim kataliti¢kim

procesima.



CSNs na bazi metala obuhvacaju citav spektar metala, metalnih oksida, metalnih
legura, metalnih soli itd. te se mogu dodatno podijeliti u nekoliko skupina: metalne CSNs,

metalni oksidi i soli metala.

Opcenito metalne CSNs su sintetizirane putem njihovih odgovarajuc¢ih metalnih soli ili
pomocu redukcijskog sredstva ( kao S$to je NaBHa4, hidrazin itd.) ili putem trans-metilacije
koristenjem redoks svojstava metalnih perkursora. Reakcijski medij, temperatura i vrsta
sredstva za redukciju mogu utjecati na kinetiku reakcije.Ako dode do poremecaja kinetike
dolazi do znacajnih razlika u rastu Cestica, veli€ini, obliku, a time i do razli¢itih kemijskih,

fizikalnih, opti¢kih i bioloskih svojstava.’

CSNs na bazi metalnih oksida (najées¢e TiO2) najcesée se sintetiziraju sol-gel
postupkom. Ovakve nanocestice posjeduju Siroki raspon razliitih kemijskih, fizi¢kih 1
opti¢kih svojstava koja im omogucuju primjenu u foto-, bio-, energetskim aplikacijama.
Dodatnom termi¢kom obradom moze se mijenjat struktura, fizikalna svojstva i poroznost
nanostrukture.®. CSNs na bazi metalnih soli sintetiziraju se talozenjem soli metala iz smjese
metalnih prekursora i protuiona u prisutnosti stabilizatora. Razli¢ite interakcije metalnih soli
sa vanjskim utjecajima (npr. Kisik ili temperatura) mogu imati vaznu ulogu kod daljnjih
modifikacija nanostruktura. CSNs na bazi metalnih soli svoju primjenu su nasli u bioslikama i

poluvodi¢ima.®

2.3. CORE-SHELL NANOCESTICE SA JEZGROM OD ENZIMA

Biomineralizacija je iznimno ucinkovit bioloSki proces koji omogucuje razvoj nano-
bio integriranih materijala. Kao glavni pokretaci Zivog svijeta enzimi imaju vodecu ulogu u
biogenom rastu anorganskih nanostruktura. Kemijske ili elektrostatske veze enzima sa
nanocesticama rezultiraju poja¢anom 1 stabilnijom katalitickom aktivnosti ili pak inhibiciju
kataliticke aktivnosti enzima, a ti rezultati su omogucili su provedbu ideje o enzimatskim
biosenzorima. S druge strane prostorno ograni¢ena okolina enzima olaks$ava kristalizaciju
anorganskih materijal sa nanometarskom preciznoscu. Postoji nekoliko izvjestaja koji govore
kako su enzimi stimuliraju nastanak metalnih i metal oksid nanocestica. Jedan od primjera su
oksidaze tj. glukoz oksidaza koja katalizira oksidaciju glukoze pri ¢emu nastaje H2O2 Koji
djeluje kao redukcijsko sredstvo za sintezu nanodestica zlata. 1 U ovom radu se Koristila
ureaza kao redukcijsko sredstvo ali i kao stabilizator. Kataliticka aktivnost enzima koristila se

za sintezu metalnih nanocestica sa jezgrom od enzima i ljuskom metala (slika 3).
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Slika 3. Nastanak Core-shell nanocestica sa jezgrom od enzima

2.4. NANOCESTICE ZLATA

Nanocestice zlata (slika 4) spadaju medu najcesce ispitivane nanocestice, jer
predstavljaju idealne modelne sustave za ispitivanje fizickih i kemijskih svojstava metalnih
Cestica nanometarskih dimenzija, uslijed ¢ega su i najce$ce koristene strukture u razli¢itim
podru¢jima nanotehnologije. Osim toga njihova se povrS§ina kemijski vrlo lako modificira.
Nanocestice zlata koriStene su jo§ od davnih vremena, kada je slucajno dosSlo do njihove
sinteze u anti¢ko doba, u 5. i 4. stolje¢u prije nove ere i zapocela njihova upotreba za bojenje
stakla i keramike. Najpoznatiji primjer je Likurgov kalez (slika 5) koji, zavisno od nacinu
izlaganja svjetlosti, pokazuje razli¢ito obojenje. Kada se promatra u transmisiji, pehar je
crvene boje, dok u slucaju refleksije boja pehara postaje zelena. Do srednjeg vijeka koloidno
zlato se koristilo i u medicinske svrhe, za lijeCenje raznih bolesti poput sr¢anih i venskih

problema, epilepsije i tumora.

Slika 4. Nanocestice zlata
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Slika 5. Likurgov kalez promatran u refleksiji i transmisiji

U novije vrijeme zbog jedinstvenih optickih svojstava nanocestice zlata koriste se u visokim
tehnologijama kao S$to su organski fotonaponski sustavi, senzorske sonde, elektricnim
vodi¢ima, medicinskim uredajima. Opticka 1 elektricna svojstva nanocestica zlata mogu se

mijenjati promjenom veli¢ine, oblika, povrsine i agregatnog stanja.'!

2.5. NANOCESTICE SREBRA

Srebrene nanocestice (slika 6) bile su poznate jo§ u 4. stolje¢u zbog svojih
paraboli¢nih svojstava koja su se primjenjivala u izradi ogledala. Temeljni srebreni spojevi
stolje¢ima su se koristili kao netoksi€ne anorganske 1 antibakterijske tvari, zahvaljujuci
svojim antibakterijskim svojstvima koristili su se za konzerviranje drveta ili proc¢is¢avanje
vode u bolnicama. Nanomaterijali posjeduju jedinstvena kemijska i fizikalna svojstva za
razliku od materijala na makroskali. Iz toga razloga antibakterijska svojstva srebrenih
nanoCestica se intenzivno istraZuju, svoju primjenu su nasli za lijeCenje rana, sterilizaciju,
antibakterijskim tkaninama. U novije vrijeme pocele su se koristiti i kao nosaci lijekova.
Takoder znanstvenici proucavaju integraciju nanocestica srebra sa drugim materijalima ako bi
se proSirila njihova primjena i poboljSala svojstva prvobitnih materijala. Tako se nanocestice
koriste u solarnim ¢elijama kao tanki film koji ima svojstvo vezivanja svijetla tj. fotona te se
time poboljSava iskoriStenje solarnih Celija. Ova svojstva ih ¢ine vrijednima i u drugim

proizvodima poput tinte, mikroelektronike, uredajima za medicinsku dijagnostiku.



Slika 6. Nanodestice srebra

Uobicajen nacin proizvodnje ovih nanocestica je fizikalnim postupcima kao S$to je
ionsko prskanje i kemijskim sol-gel metoda. Medutim u novije vrijeme razvijene su okoli§no
prihvatljivije metode sinteze jedna od njih je enzimatska sinteze nanocestica pri kojoj se
koriste enzimi kao nosaci srebra. ,, Zelenom sintezom® nanocestice se mogu proizvesti uz
pomo¢ gljiva, kvasaca, bakterija i biljnih ekstrakata. Ovisno o odabranoj metodi mogu se

dobiti srebrene nanocestice razli¢ite morfologije, oblika i veli¢ine.?

2.6. NANOCESTICE CINKA

Nanocestice cinka koristene kao primjesa bakru jos u 9. stolje¢u u Mezapotaniji za

bojanje stakla i keramike.

Karakterizira ih visoka toplinska vodljivost, velika povr§ina u omjeru na volumen,
niska cijena proizvodnje, antibakterijska svojstva, dobra magnetska i opti¢ka svojstva te
velika kataliticka aktivnost. Glavna poteskoca u njihovoj sintezi je oéuvanje jer pri izloZenosti
zraku odmah oksidiraju. Znanstvenici su koristili razliite inertne medije poput argona i
dusika da bi rijesili ovaj problem, takoder su koristili razli¢ita kemijska sredstva da sprijece
redukciju cinkove soli. Neka kemijska sredstva su vrlo skupa i imaju Stetan utjecaj na okolis,

a neka su toksi¢na za ¢ovjeka.



Slika 7.Cinkove nanodestice

Fizicke i kemijske metode su dva osnovna nacéina pripreme nanocestica cinka. Vakum
naparivanje, mehanicko mljevenje su neke fizicke tehnike, dok kemijska redukcija,
mikroemulzijska tehnika, elektrokemijska tehnika su kemijski postupci za sintezu nanocestica
cinka. Bioloska ili biosinteza takoder se smatra kemijskom tehnikom. Proizvodnja
nanoCestica kemijskom redukcijom daje dobre rezultate, ali zbog upotrebe toksi¢nih
kemikalija ne moze se svrstati u biosintezu. Da bi se izbjegla toksi¢nost nanoCestice se
sintentiziraju u zelenom okruzenju uz pomo¢ askorbinske kiseline ( vitamina C). Askorbinska
kiselina ima dvostruki ucinak, djeluje kao redukcijsko sredstvo i kao zastitno sredstvo, Sto

proces €ini netoksi¢nim, ekonomski isplativim i $to je vazno ekoloski prihvatljivim.

Cinkove nanocestice (Slika 7) primjenu imaju u biosenzorima, elektrokemijskim

senzorima, medicinskim uredajima, kremama za suncanje.*

2.7. ENZIMI

Enzimi su biokatalizatori koji ubrzavaju biokemijske reakcije. Biokatalizator se sastoji od
“katalitickog dZepa” u kojem su smjeStene funkcionalne skupine za katalizu, ograni¢ene
proteinskom ljuskom. U prirodi postoji preko 25 tisu¢a enzima ali svega 4 tisuce su priznate
od strane medunarodne unije za biokemiju i molekularnu biologiju (IUBMB). Enzimi su
prisutni u vlaknastim gljivama, kvascima i bakterijama. Prvi enzimi su izolirani 1914. godine,
a 1926. godine dokazano je da su enzimi proteini te se 60-tih godina pocelo sa ve¢om
proizvodnjom enzima pomocu mikroorganizama. Industrija enzima se ubrzano razvija zbog
otkrivanja novih nadina primjene enzima. Sirok raspon korisnih enzima sa razlikama u
specificnom supstratu, brzini reakcije, toplinskom stabilnos¢u, pH vrijednosti proizvedeni su

pomo¢u nativnih i rekombinantnih mikroorganizama.®



Slika 8. Teorija enzimske katalize na principu “klju¢-brava” (A - supstrat, B i D - enzim, C - kompleks
enzim supstrat, E — produkt)

Biokatalizatori se koriste za transformaciju makromaterijala u nove materijale i energiju.
Enzimi kao biokatalizatori posjeduju sli¢na svojstva kao i drugi kemijski katalizatori, ali uz
znatno veci stupanj specifi¢nosti prema reakciji koju ubrzavaju. Jedan od najvaznijih faktora u
enzimatskim kataliziranim reakcijama je izbor vrste enzima. S obzorom na razli€it izvor
enzima bilo to da su izoliran iz bakterije, biljaka, pljesni, pokazuju i razli¢ita svojstva kao §to

su stabilnost, aktivnost i druge specifi¢nosti koje se moraju uzeti u obzir kod izbora enzima.

Postoji barem 21 teorija na koji nafin enzimi kataliziraju tj. ubrzavaju reakcije. Jedan od
najcescih je princip kljuc¢-brava koju je iznio Brown 1902. godine (slika 8). Enzim (B) je
brava u koju supstrat (A) moze stati. Enzimi ubrzavaju reakcije tako da sniZavaju energiju
aktivacije. Sto je niza energija aktivacije to reakcija te¢e brze. Medusobna interakcija supstrat
enzim omogucuje stvaranje aktivnog prijelaznog kompleksa §to dovodi do niZe energije
aktivacije. Supstrat u kompleksu se veze slabim van der Waalsovim i elektrostatskim
privlacnim silama, vodikovom vezom ili rjede, kovalentnom vezom, §to omogucava lagano
razdvajanje po zavrSetku reakcije. Cijeli proces kompleksiranja mora te¢i brzo i reverzibilno
da bi se omogucilo brzo odvajanje novo nastalog produkta i enzima. Nakon odvajanja enzim

nastavlja kataliticko djelovanje. Mehanizam katalize prikazan je na slici 9.
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Slika 9. Mehanizam katalize

Enzimi se koriste u mnogim podruc¢jima ukljucujuci organsku sintezu, proizvodnju lijekova,
vrlo Cistih kemikalija, hrane, deterdZenata, a sudjeluju i u procesima fermentacije. Biokataliza
omogucuje proizvodnju cistog produkta uz ponovljivost reakcije uz uvjete kao Sto je
atmosferski tlak, priblizna neutralna vrijednost pH za vodene otopine i temperaturu blizu
atmosferskim. Pri radu sa enzimima mogu se pojaviti odredeni problemi kao $to su niska
aktivnost i stabilnost. Jedna od velikih prednosti enzima u usporedbi sa drugim katalizatorima
je visoka selektivnost $to dovodi do nastanak malih koli¢ina nusprodukta te njegova prirodna

proteinska struktura koja mu omogucuje biorazgradljivost $to ih ¢ini prihvatljivim za okolis.

2.7.1. Ureaza
James B. Sumner 1925. godine uspio je kristalizirati ureazu iz graha i svojim radom je

dokazao da se radi o enzimu. Nekoliko godina poslije svoga uspjeha dobitnik je Nobelove
nagrade ( 1946.). Ureaza je prvi kristalizirani enzim, a urea prva organska molekula
sintetizirana u laboratoriju (slika 10). Pripada skupini amidohidrolaza i fosfotriesteraza i
smatra se najucinkovitijim 1 najvaznijim enzimom od svih zbog velikog broja procesa u
kojima sudjeluje. Primarna zajednicka karakteristika enzima ureaze je prisutnost metalnog
centra (niklov (I1) ion) na njihovom aktivnom mjestu, metalni centar im omogucuje aktivaciju
supstrata i vode u reakcijama. S obzirom na podrijetlo ureaze (bakterije ili biljke) mijenja se
struktura enzima ali ostaje sli¢na struktura aktivnog centra koja uvijek sadrzi dva niklova (II)

iona.

11



Slika 10. 3D struktura ureaze

Ureaza je enzim koji katalizira hidrolizu uree pri ¢emu nastaju amonijak i amonijev
karbonat koji zatim sporo hidrolizira na uglji¢nu kiselinu i jo§ jednu molekulu amonijaka
(jedn. 1). Reakcija hidrolize uree uz ureazu odvija se 10'* puta brze nego hidroliza uree bez

ureaze.

H2N-CO-NHz + H20 — CO2 + 2NH3 1)

Ureaza je Siroko rasprostranjena u okolisu, mogu je sintentizirati bakterije, alge, biljke
ali ne 1 Zivotinje. Ima klju¢nu ulogu u pretvorbama duSi¢nih spojeva u okoliSu pri ¢emu
nastaje amonijak kojeg koriste biljke te mikrobi u tlu, a u biotransformacijama je znacajna jer
ubrzava reakciju hidrolize uree. Enzimi ureaza primjenjuju se u razli¢itim podrucjima
znanosti i industrije zbog njihove moguénosti detektiranja uree. Kvantifikacija uree pomocu
enzima ureaze jedna je od prvih klini¢ki analiza. To¢no odredivanje koncentracije uree
takoder je vazno u postrojenjima za obradu otpadne vode, poljoprivredi i prehranbenoj
industriji. Imobilizirana ureaza se se upotrebljava za kvantifikaciju uree, kreatina, arginina i
teSkih metala. Biosenzori koji sadrZze ureazu mogli bi se koristiti za razvoj umjetnih bubrega,
a Cinjenica koja je jo§ zanimljivija je upotreba imobilizirane ureaze u svemirskom programu
za recikliranje vode.'® Takoder, sve se vise koristi i za dobivanje nanodestica tj. kao enzim

tvori jezgru nanocestice.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Svi eksperimenti provedeni su u kotlastim reaktorima uz konstantno mijeSanje
koriStenjem termostatirane tresilice, kako bi se odrzala homogenost reakcijske smjese.
Mjerenje koncentracije proteina, koja je proporcionalna koncentraciji enzima (ureaza) te
apsorpcijskog spektra (Au, Ag, Zn) odredeno je spektrofotometrijski. Dobiveni uzorci
nanoCestica nakon centrifugiranja suSeni su, a potom su analizirani pomoc¢u pretraznog

elektronskog mikroskopa (SEM; engl. Scanning electron microscope).

3.1 APARATURA
3.1.1. Kotlasti reaktor

U ovom radu kotlasti reaktor koriSten je za sintezu nanocCestica zlata, srebra i cinka.
Eksperimenti su provedeni u staklenim kotlastim reaktorima volumena 10 cm? (slika 11).
Dobivanje nanocestica provedeno je u termostatiranoj tresilici (slika 12) pri T = 37°C uz

lagano mjesanje (150-200 rpm).

Slika 12. Kotlasti reaktor Slika 11.Termostatirana tresilica

3.1.2. Spektrofotometar

Spektrofotometar je mjerni uredaj kojim se mjeri koli¢ina svijetla koju apsorbira uzorak.
Apsorpcija svjetlosti kroz otopine matematicki se opisuje Beer - Lambertovim zakonom
(jedn. 2) pri ¢emu ABS predstavlja apsorbanciju na odredenoj valnoj duljini svjetlosti, ¢

molarni apsorpcijski (ekstincijski) koeficijent [dm® mol™* cm™], svojstven svakoj molekulskoj
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vrsti i ovisan o valnoj duljini svjetlosti, b duljinu puta svjetlosti kroz uzorak [cm], a ¢

koncentraciju tvari u otopini [mol dm=].
ABS = ¢-b-c (2)

U ovom radu, spektrofotometar je koriSten za odredivanje koncentracije proteina koja je
direktno proporcionalna koncentraciji enzima Bradford metodom. Koristen je uredaj
Shimadzu UV-1800 (slika 13).

Slika 13. Spektrofotometar Shimadzu UV-1800

3.1.3. Centrifuga

Centrifuga je koriStena za pripremu uzoraka za mjerenje koncentracije enzima
spektrofotometrijski te za pripremu uzoraka nanocestica, odnosno njihovu daljnju analizu na
pretraznom elektronskom mikroskopu. Uzorci su centrifugirani na 14000 okr/min pri
temperaturi T = 4°C u trajanju od t = 5 min. Kori$ten je uredaj Hettich Universal 320R (slika
14).

Slika 14. Centrifuga Hettich Universal 320R
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3.1.4. Pretrazni elektronski mikroskop (SEM)

Pretrazni elektronski mikroskopomoguéava istrazivanje mikrostruktura uveéanjem i do
100.000 puta, a radi na nacin da se na uzorak usmjeri pomicni snop elektrona Cijim
pomicanjem se pretrazuje povrSina uzorka. Pri tome moze do¢i do rasprSivanja elektrona na
uzorku ili stvaranja tzv. sekundarnih elektrona koji se emitiraju s povrsSine uzorka. Takvi
rasprSeni 1 sekundarni elektroni se potom sakupljaju i1 detektiraju pomocéu posebnog
elektronickog uredaja. Kako snop elektrona prelazi preko uzorka, na ekranu se stvara slika
predmeta sastavljena od mnostva tocaka. Sto veéi broj elektrona uredaj detektira, tocke su, tj.

slika je svjetlija.

U ovom radu, SEM Tescan Vega 5136 MM (slikal5) je koriSten za analizu, odnosno
karakterizaciju dobivenih nanocestica.

=
g\:

L]

[

Slika 15. SEM Tescan Vega 5136 MM

3.2. ANALITICKE METODE
3.2.1. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredivana je spektrofotometrijski, Bradfordovom metodom. To
je jednostavna metoda koja se koristi za odredivanje ukupne koncentracije proteina u uzorku.
Metoda se temelji na vezivanju boje Coomassie bluena protein. Sto je koncentracija proteina

u uzorku visa to ¢e se vise boje vezati na protein tj. boja postaje tamnija (slika 16). Test po
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(BSA). Test je manje precizan za bazicne ili kisele proteine. Za razliku od mnogih drugih
testova, ukljucujuci i postupak Lowry, test po Bradfordu nije osjetljiv na smetnje od razlicitih

kemikalija prisutnih u uzorcima. Iznimkom je visokim koncentracijama detergenata.

Bradfordov reagens sastoji se od 100 mg boje Coomassie brilliant blue G-250, 50ml

95% etanola te 100 ml 85% fosforne kiseline i 850 ml redestilirane vode.

protein (ug/mi)
0 5 20 50 200

-

Slika 16. Bradfordov test

Uzorci za mjerenje apsorbancije na spektrofotometru, odnosno za odredivanje
koncentracije proteina pripremani sun a slijedeé¢i nacin: uzimano je po 20 pL uzorka iz
reaktora i razrijedeno u 980 pL redestilirane vode; sve se dobro promijesloa i centrifugiralo
na 14.000 rpm, T= 4°C, 5 min zatim je supernatant dodatno razrijeden 10x (100 pL
supernatanta + 900 pL redestilirane vode). Ptom se u 800 pL supernatanta dodaloe 200 pL
Bradfordova reagensa nakon cega je sve dobro homogenizirano. U trenutku dodavanja
Bradfordova reagensa zapoceto je mjerenje vremena te su uzorci inkubirani 5 minuta. Nakon
5 minuta izmjerena je apsorbancija uzoraka na spektrofotometru pri valnoj duljini A = 595

nm.

Prije mjerenja samih uzoraka izuzetih iz reaktora pripremljene su standardne otopine
proteina (albumin; BSA) koncentracija 1 pg m=, 2.5 ugm=,5pgm=3, 7.5 pg m3i 10 ug m=.
Mjerenje je izvedeno na isti na¢in kao i mjerenje proteina u uzorku iz reaktora. 1z ovisnosti
apsorcije o koncentraciji enzima dobivena je jednadzba pravca potrebna za preracunavanje

koncentracije proteina u uzorcima.

Rezultati su prikazani kao bazdarni dijagram (Prilog, slika 32) koji daje ovisnost

apsorbancije o koncentraciji proteina.
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3.2.2. Odredivanje apsorpcijskog spektra Au, Ag i Zn nanocestica

Uzorci volumena 1 cm?® za apsorpcijski spektar uzeti su svaki 30-120 min, te prebaceni u
kvarcnu Kivetu, te je koriStenjem spektrofotometra pri valnoj duljini 2 = 400-700 nm mjeren

spektar.

3.2.3. Odredivanje koncentracije amonijevih iona

Koncentracija amonijevih iona odredivana je spektrofotometrijski, Willisovom metodom,
koja je jednostavna, vrlo pouzdana i ekoloski prihvatljiva. Navedena metoda koristi reagens
koji je otopina natrijeva salicilata, fosfata i nitroprusida (u daljnjem tekstu: reagens), otopinu
hipoklorita te otopinu amonijeva klorida koja sluzi kao standard. Otopina reagensa
pripremljena je otapanjem 32,0 g natrijeva salicilata bezvodnog (CeHs(OH)COONa), 40,0 g
natrijeva fosfata tribazi¢énog dodekahidrata (NasPO4-12 H>O) i 0,5 g natrijeva nitroprusida
(Naz[Fe(NO)(CN)s]) u 1.000 mL redestilirane vode. Otopina hipoklorita pripremljena je
razrjedivanjem 13,9 mL izbjeljivaca Domestos koji sadrzi ~ 4,8% natrijeva hipoklorita, u 250
mL vode. Otopina amonijevog klorida (NH4ClI) temeljne koncentracije ¢ (NH4Cl, t.0.) = 10
mM pripremljena je otapanjem 5,3 mg NHsCl u 10 mL redestilirane vode. Za izradu

bazdarnog dijagrama, pripremljene su otopine NH4ClI u rasponu koncentracija od 0 — 2,0 mM.

Uzorci za mjerenje apsorbancije na spektrofotometru, odnosno za odredivanje koncentracije
amonijevih iona pripremljeni su mijeSanjem 50 pL otopine NH4Cl odredene koncentracije s
po 1.000 pL pripremljenog reagensa i 250 pL otopine hipoklorita nakon ¢ega je sve dobro
homogenizirano. U trenutku dodavanja otopine hipoklorita zapoceto je mjerenje vremena te
su uzorci inkubirani 15 minuta. Nakon 15 minuta izmjerena je apsorbancija uzoraka na

spektrofotometru pri valnoj duljini 2 = 685 nm.

Bazdarni dijagram koji daje ovisnost apsorbancije o koncentraciji amonijevog klorida dan je

u prilogu naslici 35.
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3.3. SINTEZA NANOCESTICA
3.3.1. Sinteza nanocestica zlata

Eksperimenti su provedeni u kotlastom reaktoru volumena 10 cm?® pri temperaturi
T=37°C uz lagano mjesanje (150 rpm). Ukupno je provedeno Cetiri eksperimenta sinteze
nanoCestica zlata (tablica 1) te jedan eksperiment u kojem se pratio utjecaj razlicitih
koncentracija zlata na sintezu nanocestica (tablica 2), koji je proveden u staklenim vialama od

2 cm?3 takoder pri temperaturi T = 37°C uz lagano mjesanje (150 rpm) tijekom 24 sata.

Tablical. Uvjeti u eksperimentima u kojima je provedena sinteze nanocestica zlata

TEMPERATURA KONCENTRACIJA HAuUCI4
X MEDIJ
[°C] [mM]
Redestilirana 0.6
e - 1,2
37 dusificirana
2,54
voda 4

Tablica 2. Uvjeti u eksperimentima u kojima se pratio utjecaj razli¢itih koncentracija zlata na
sintezu nanocestica

TEMPERATURA MEDLJ KONCENTRACIJA
[°C] HAUCl[mM]
0,2
Redestilirana Oi5
37 dusificirana >
voda 4
10

Sve reakcije provedene su uz istu poéetnu koncentraciju ureaze (2 mg cm?) i kalijeva

karbonata (1 mg cm) u reaktorima.

Dodatkom HAUCIls u reaktor aproksimiran je pocetak svake reakcije. Uzorci za
odredivanje koncentracije proteina uzimani su svakih pola sata tjekom trajanja eksperimenta.
Uzimano je po 20 pL uzorka iz reaktora i razrijedeno u 980 plL redestilirane vode; sve je
dobro promijesano i centrifugirano na 14.000 rpm, T= 4 °C, 5 min, a zatim je supernatant
dodatno razrijeden 10x (100 pL supernatanta + 900 uL redestilirane vode). Tako pripremljen
uzorak se koristio za odredivanje proteina. Koncentracija proteina je bila proporcionalna

koncentraciji enzima u reaktoru.
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Uzorci za mijerenje apsorpcijskog spektra uzimani su u razli¢itim vremenskim
intervalima od 30 minuta do 2 sata. Uzorci volumena 1 ml izuzimani su iz reaktora te se
mjerio spektar na spekrofotometru. Uzorak se po zavrSetku mjerenja uzorak se vra¢ao u

rekator kako ne bi doslo znacajne promjene reakcijskog volumena.

Prije pokretanja eksperimenta i nakon svakog uzimanja i vracanja uzorka reakcijska

smjesa se dusificirala radi uklanjanja kisika.

Nakon zavrSene reakcije, reakcijska smjesa je centrifugirana na 14000 okr/min u
trajanju 5 minuta pri temperaturi T = 4°C nakon ¢ega su dobivene nanocCestice su susene i

potom analizirane su na SEM-u.

3.3.2. Sinteza nanocestica srebra

Eksperimenti su provedeni u kotlastom reaktoru volumena 10 cm?® pri temperature T = 37
°C uz lagano mjesanje (150 rpm). Ukupno je provedeno Cetiri eksperimenta sinteze
nanoCestica srebra (tablica 3), te jedan eksperiment u kojem se pratio utjecaj razli¢itih
koncentracija srebra na sintezu nanocestica (tablica 4), koji je proveden u staklenim vialama

od 2 cm?® takoder pri temperaturi T = 37 °C uz lagano mjesanje (150 rpm).

Tablica 3. Uvjeti u eksperimentima u kojima je provedena sinteze nanocestica srebra

TEMPERATURA MEDLJ KONCENTRACIJA
[°C] AgNO3z[mM]
Redestilirana O’f 4
37 dusificirana 4
voda 447

Tablica 4. Uvjeti u eksperimentima u kojima se pratio utjecaj razli¢itih koncentracija srebra na sintezu
nanocestica

TEMPERATURA MEDIJ KONCENTRACIA
[°C] AgNO3[mM]
0,076
Redestilirana 0,152
37 dusificirana 0,76
voda 3,04
6,08

19



Sve reakcije provedene su uz istu po¢etnu koncentraciju ureaze (2 mg cm?) i kalijeva

karbonata (0,43 mg cm™) u reaktorima.

Dodatkom AgNOs u reaktor aproksimiran je pocetak svake reakcije. Daljnji koraci

analize su identi¢ni kao 1 kod zlata.

Prije pokretanja eksperimenta i nakon svakog uzimanja i vracanja uzorka reakcijska

smjesa se dusificirala radi uklanjanja kisika.

3.3.3. Sinteza nanocdestica cinka

Eksperimenti su provedeni u kotlastom reaktoru volumena 10 cm? pri sobnoj temperaturi
T = 25 °C uz lagano mjesanje (150 rpm). Ukupno je provedeno tri eksperimenta sinteze

nanocestica cinka (tablica 5).

Tablica 5. Uvjeti u eksperimentima u kojima je provedena sinteze nanocestica cinka

KONCENTRACIJA | KONCENTRACIA
TEMP'%OFE:?TURA MEDIJ uree Zn(NOs)2

[mM] [mM]
333 1
333 2
25 0,1M NaNOs 10 1
10 2

10 3,36

Sve reakcije provedene su uz istu pocéetnu koncentraciju ureaze (1 mg cm?) u
reaktorimana slijedeéi: u 4,5 cm® 0,1 M natrij nitrata otopljeno je 5 mg ureaze i odredena
koncentracija uree; mijesalo se 2 minute, kako bi se formirali hidroksid ioni koji su
odgovroni za nastajne cinkovog oksida. Zatim je dodana odrepena koncentracija cink nitrat

heksahidrata otopljenog u 0,5 cm® 0,1 M natrij nitrata.

Dodatkom Zn(NOs)2 u reaktor aproksimiran je pocetak svake reakcije. Postupak

analize proteina tj. mjerenje koncentracije proteina i uzimanje uzorka isti su kao i kod zlata.

Uzorci za mjerenje koncentracije amonijevih iona uzimani su svakih 30-60 minuta
tijekom trajanja eksperimenta. Uzimano je po 100 pL uzorka iz reaktora i razrijedeno u 900
uL redestilirane vode. Uzorci su potom profiltrirani kako bi se iz njih uklonile nanocestice, te

enzim koji bi mogli uzrokovati pogreske prilikom analize.
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3.4. MODELIRANJE SINTEZE NANOCESTICA

Nanocestice metala u ovom radu su se dobivale talozenjem metala na jezgru od
enzima ureaze. Tijekom sinteze nanocestica pratila se koncentracija proteina u reaktoru koja
je proporcionalna koncentraciji enzima. Stoga je prepostavljeno da je brzina nastajanja

nanocestica proprcionalna brzini taloZzenje proteina. Ova brzina je opisana kinetikom 1. reda

(jedn.3).

dCy oei
Pcrjt;tem =—k'cprotein (3)

Konstanta brzine reakcije procijenjena je iz eksperimentalnih podataka nelinearnom
regresijom u programskom paketu Scientist pomoc¢u metode najmanjih kvadrata i simpleks
metode

Na temelju napisanog modela i procijenjenih parametara napravila se simulacija

rjeSavanjem diferencijalnih jednadzbi koristenjem numericke metode (Episode algoritam).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena je sinteza nanocestica zlata, srebra i cinka na jezgru od proteina
koriStenjem enzima ureaze te metalnih soli HAuCls, AgNO3 i Zn(NOz3),. Svrha istrazivanja je
bila pratiti nastanak nanocestica sa proteinskom jezgrom i ljuskom od metala na nacin da se
pratila koncentracija proteina (enzima), snimao apsorpcijski spektar u eksperimentima
nastanka nanocestica zlata i srebra, te pratila koncentracija NHs" iona prilikom sinteze
nanocCestica zinka. Cilj rada je bio takoder i utvrditi veli¢inu nanocestica pomocu

elektronskog pretraznog mikroskopa.

4.1 UTJECAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA HAuCls NA SINTEZU
NANOCESTICA ZLATA

Utjecaj razli¢itih koncentracija HAUCl4 na sintezu nanocestica zlata sa jezgrom od ureaze
ispitan je na naCin da su pripremljene reakcijske smijese sa razli¢itom koncentracijom
HAuUCIs (tablica 2) uz iste koncentracije ureaze i kalijeva karbonata te se mjerila
koncentracija proteina na kraju eksperimenta. Rezultati su prikazani u tablici 6. te grafi¢ki na
slici 17.

Tablica 6. Koncentracija proteina nakon 24 sata u eksperimentima koji su se provodili pri
razli¢itim pocetnim koncentracijama HAuUCI4

KONCENTRACIA KONCENTRACIJA
SRS HAUCIs [mM] proteina [ mg cm™®]
Au 0,2 0,0884
Auz 0,5 0,0473
Aus 1 0,0361
Auy 2 0,0156
Aus 4 0
AUg 10 0

22



0 2 4 6 8 10 12
¢ (HAuCl,) [mg cm3]

Slika 17. Utjecaj razlicitih koncentracija HAUCI, na sintezu nanocestica (redestilirana voda, ¢
(K2COs3) =1 mM, T =37 °C, 150 rpm, Cureaze =2 Mg cm=,t =24 h, V = 10 cm®)

Iz tablice 6. i slike 17. moze se zakljuciti da pri najnizim koncentracijama HAuCl, (0,2
MM) nastaje najmanje nanocestica jer je u tom slucaju najveéa koncentracija proteina, $to
znac¢i da se najmanja koli¢a enzima ureaze istalozila. Kako se povecava koncentracija HAUCI,
dolazi do nastanka viSe nanoCestica na S$to ukazuje smanjenje Kkoncentracije proteina. Kod
koncentracija HAuCl, u eksperimentima Aui-Aus nije potroSen sav protein. Navedeno ukazuje da je
potrebna veca koncentracija HAUCI, kako bi se preostali protein potro§io odnosno na sebe vezao Au i
tako formirao nanoGestice. Pri ve¢im koncentracijama HAuUCI, (4 i 10 mg cm™) potrosen je sav
protein tj, sva aktivnha mjesta na proteinu su zauzele molekule zlata Sto je omogucilo

formiranje nanocestica.

4.2. SINTEZA NANOCESTICA ZLATA

Nanocestice zlata sa jezgrom od ureaze sintentizirane su koriStenjem hidrogen tetra
klor aurata i enzima ureaze. U reaktoru volumena 10 cm? priredena je reakcijska smjesa koja
se sastoji od redestilirane duSificirane vode, ureaze, kalijeva karbonata i HAuCl.. Dodatak
HAuUCI; oznacava vrijeme pokretanja eksperimenta. Tokom eksperimenta u odredenim vremenskim
intervalima mjerena je koncentracija proteina te se snimao spektar nanoCestica zlata. Rezultati
eksperimenta su prikazani kao ovisnost koncentracije enzima o vremenu trajanja reakcije (slika 18 A-
21A) kao apsorpcijski spektar u funkciji vremena trajanja reakcije (slikal8B-21B) i ovisnost

apsorbancije dobivenog pika na UV spektru u vremenu trajanja reakcije (slika 18C-21C).
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Slika 18. Sinteza Au nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K2COs3) =1 mM, T = 37 °C, 150 rpm, Cureaze =
2 mg cm®, ¢ (HAUCls) = 0,6 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina, B)

UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (520 nm)
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Slika 19. Sinteza Au nanocestica (redestilirana voda, ¢ (KoCO3) = 1 mM, T = 37 °C, 150 rpm, Cureaze =
2mgcm?, ¢ (HAUCls) = 1,2 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina, B)
UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (470 nm)
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Slika 20. Sinteza Au nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K2CO3) = 1 mM, T = 37 °C, 150 rpm, Cureaze =
2 mg cm®, ¢ (HAUCls) = 2,54 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina, B)
UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (460 nm)
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Slika 21. Sinteza Au nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K2CO3) = 1 mM, T = 37 °C, 150 rpm, Cureaze =
2 mg cm?, ¢ (HAUCl,) =4 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina, B) UV
spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (455 nm)

Eksperimentalno dobiveni podaci za vremensku ovisnost koncentracije proteina u svim
eksperimentima tj. pri svim koncentracijama HAUCI4 se vrlo dobro slazu s podacima dobivenim

simulacijom u programskom paketu Scientist (slika 18 B-21B) koristenjem kinetike prvog
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reda (jedn. 3). Stoga mozemo zakljuciti da pretpostavljena kinetika prvog reda vrlo dobro
opisuje ove reakcije. U Scientist-u su procijenjene i konstante brzine reakcije u min te su
dane u tablici 7.

Tablica 7. Parametri kinetike prvog reda procijenjeni u Scientist-u za brzinu talozenja enzima
ureaze prilikom sinteze zlatnih nanocestica

KONCENTRACWA [ . oy
HAUCI, [mM]

0,6 0,001858

1,2 0,006518

2,54 0,02202

4 0,040555

Vrijednosti konstante brzine reakcije se povecavaju povecanjem koncentracije
HAUCIls. Stoga se moze zakljuciti da porastom pocetne koncentracije HAuUCI4 raste brzina

reakcije $to dovodi do brzeg stvaranja nanocestica.

Iz slika UV spektra nanocestica zlata (slika 18 B-21B) uoceno je da se valna duljina
primjeéenih pikova mijenja odnosno smanjuje s porastom pocetne koncentracije. U literaturi'® je za
nanocestice zlata naveden pik na 522 nm, ali isto tako je naglaseno da vrijednosti valnih duljina
pikova mogu ovisiti o pH otopine. Apsorbancije dobivenog pika na UV spektru se povecavaju s
vremenom (slika 18 C-21C) u svim eksperimentima, te su ujedno i dokaz da je dobivena apsorbancija

proporcionalna koncentraciji nanocestica zlata.

4.3. UTJECAJ RAZLICITIH KONCENTRACIJA AgNOsNA SINTEZU
NANOCESTICA SREBRA

Utjecaj razli¢itih koncentracija AgNOs3 na sintezu nanocestica srebrasa jezgrom od ureaze
ispitan je na nacin da su pripremljene reakcijske smijese sa razli¢itom koncentracijom AgNO3
(Tablica 4) uz iste koncentracije ureaze i kalijeva karbonata te se mjerila koncentracija

proteina na kraju eksperimenta. Rezultati su prikazani u tablici 8. te graficki na slici 21.

Iz tablice 8 i slike 21 mozZe se zakljuciti da pri najnizim koncentracijama AgNO3 (0,076
mg cm) nastaje najmanje nanodestica jer je u tom slu¢aju najveca koncentracija proteina.
Kako se povecava koncentracija AgNOs dolazi do nastanka vise nanocestica na $to ukazuje

smanjenje koncentracije proteina.
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Tablica 8. Koncentracija proteina nakon 24 sata u eksperimentima koji su se provodili pri
razlicitim poc¢etnim koncentracijama AgNO;

KONCENTRACIJA KONCENTRACIJA
SSHNIASN HAUCIls [mM] proteina [ mg cm™]
Agy 0,076 0,0716
Ag 0,152 0,0604
Ags 0,76 0,0268
Ada 3,04 0,0109
Ags 6,08 0,0161

Kod koncentracija AgNOsz u eksperimentima Agi-Ags nije potrosen sav protein $to
znaci da je potrebna veca koncentracija AgNO3 kako bi se preostali protein potrosio odnosno

na sebe vezao Ag i tako formirao nanocestice.

0 1 2 ¢ (ABNO3) [mg ém3] 5 6 7

Slika 21. Utjecaj razli¢itih koncentracija AgNOs na sintezu nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K2COs)
=0,43 mM, T = 37 °C, 150 rpm, Cureaze = 2 mg cm3,t =24 h, V = 10 cm®)

4.4. SINTEZA NANOCESTICA SREBRA

Nanodestice srebra sa jezgrom od ureaze sintentizirane koriStenej soli srebrenog
nitrata | enzima ureaze. U reaktoru volumena 10 cm? priredena je reakcijska smjesa koja se
sastoji od redestilirane dusificirane vode, ureaze, kalijeva karbonata i AgNO3. Dodatak
AgNO3 oznacava vrijeme pokretanja eksperimenta. Tokom eksperimenta u odredenim
vremenskim intervalima mjerena je koncentracija enzima te se snimao spektar nanocestica
srebra. Rezultati eksperimenta su prikazani kao ovisnost koncentracije proteina o vremenu
trajanja reakcije (slika 22A — 25A) kao apsorpcijski spektar u funkciji vremena trajanja
reakcije (slika 22B-25B) i ovisnost apsorbancije dobivenog pika na UV spektru u vremenu
trajanja reakcije (slika 22C-25C).
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Slika 22. Sinteza Ag nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K.COs) = 0,43 mM, T = 37 °C, 150 rpm,
Cureaze = 2 Mg cm3, ¢ (AgNQs) = 0,34 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije
proteina, B) UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (445 nm)
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Slika 23. Sinteza Ag nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K.CO3) = 0,43 mM, T = 37 °C, 150 rpm,
Cureaze = 2 Mg cm3, ¢ (AgNO3) =1 mM, V =10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina,
B) UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (444 nm)
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Slika 24. Sinteza Ag nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K.CO3) = 0,43 mM, T = 37 °C, 150 rpm,

Cureaze = 2 Mg cm3, ¢ (AgNOs) =4 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije proteina,

B) UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (458 nm)
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Slika 25. Sinteza Ag nanocestica (redestilirana voda, ¢ (K.CO3) = 0,43 mM, T = 37 °C, 150 rpm,

Cureaze = 2 Mg cM3, ¢ (AgNOs) = 4,47 mM, V = 10 cm®) , A) vremenska promjena koncentracije
proteina, B) UV spektar, C) vremeska promjena apsorbancije dobivenog pika na UV spektru (460 nm)
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Kao i kod sinteze nanocestica zlata promjena koncentracije proteina u vremenu (slika
22A — 25A) koja je proporcionalna brzini taloZenja enzima ureaze opisana je kinetikom
prvog reda (jedn.3). Usporedbom eksperimentalnih podataka i podataka dobivenih
simulacijom pomoc¢u modela moze se zakljuciti da model dobro opisuje eksperimente.

Procijenjene konstante brzine kinetike prvog reda dane su u tablici 9.

Tablica 9. Parametri kinetike prvog reda procijenjeni u Scientist-u za brzinu talozenja enzima
ureaze prilikom sinteze srebrenih nanocestica

KONCENTRACIJA n
AgNO; [mM] k (min)
0,34 0,004219
1 0,004937
4 0,011896
4,47 0,015815

Vrijednosti konstante brzine reakcije se povecavaju povecanjem koncentracije AgNOs.
Navedeno upucuje da povecanje koncentracija srebra utje¢e na povecanje brzine taloZenja

enzima ureaze, a samim tim i na brzinu stvaranja nanocestica.

Pikovi nanocestica srebra imaju svoj maksimum na UV spektru u podruc¢ju valnih
duljina od 445-460 nm (slika 22B-25B). Valne duljine maksimuma pikova srebra rastu s
povedanjem pocetne koncentracije AgNOs; u eksperimentima. U literaturi'® je navedeno
maksimum pika na 412 nm za nanocestice srebra sa jezgorm od enzima ureaze. Apsorbancije
dobivenog pika na UV spektru se povecavaju s vremenom (slika 22C-25C) u svim
eksperimentima. 1z navedenog se moze zakljuéiti da se dobivena apsorbancija moze koristiti

kao mjera nastajanja nanocestica srebra.

4.5. SINTEZA NANOCESTICA CINKA

Nanocestice cinka S jezgrom od ureaze sintentizirane su koriStenjem soli cinkovog
nitrata, uree i enzima ureaze. Sinteza se provodila u 0,1 M otopini NaNOs prema shemi
prikazanoj na slici 26", U reaktor se prvo dodala dodala urea i ureaza. Hidrolizom uree uz
ureazu nastaju amonijevi i hidroksid ioni. Amonijevi ioni podesavaju pH vrijednost u okruzju
enzima. Nakon dvije minute u reaktor su se dodao cink nitrat. Dodatkom cinka formira se
ljuska od cinkovih oksida koja je katalizirana lokalnom pH vrijedno$¢u u neposrednoj blizini

enzima.
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Slika 26. Shematski prikaz sinteze nanoCestica cinkovih oksida s jezgrom od ureaze'’

Dodatak cinkovih iona u otopinui smatra se pocetkom provedbe reakcije. Tijekom
eksperimenta mjerila se koncentracija proteina u otopini koja je proprcionala koncentraciji
ureaze. Proveden je jedan eksperiment sa nizom pocetnom koncentracijom uree (3,33 mM),
te tri pocetna eksperimenta sa pocetnom koncentracijom uree od 10 mM i razlicitim pocetnim
koncentracijama cinka. U dvije minute prije dodavanja cinkovih iona hidroliziralo je otprilike
10 % uree, te je koncentracija amonijevih iona bila 0,33 mM u eksperimentu sa nizom
pocetnom koncentracijom uree odnosno 1 mM u onima sa viSom koncentracijom. Cinkovih
ioni znacajno inhibiraju reakciju hidrolize uree, te je njihovim dodatkom u otopinu reakcija

zaustavljena.

Eksperiment proveden sa nizom koncentracijom uree prikazan je na slici 27.
Koncentracija proteina se smanjuje s vremenom, te je brzina taloZenja ureaze opisana
kinetikom prvog reda (jedn. 3). Konstanta brzine talozenja procijenjena je u programskom
paketu Scientist, te iznosi k = 0,000594 min™,
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£
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Slika 27. Sinteza Zn nanocestica (redestilirana voda, ¢ (NaNOs) = 0,1 M, T = 25°C, 150 rpm, Cureaze =
1 mg cm?, Curee = 3,33 MM, ¢ (ZN(NOs)2) =1 mM, V =5 cm®) , vremenska ovisnost koncentracije
proteina
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Na slikama 28- 30 prikazani su rezultati sinteze nanocestica cinka sa jezgrom od ureaze pri

pocetnoj koncentraciji uree od 10 mM, te razli¢itim koncentracijama zinkovih iona,
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£
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© °
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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Slika 28. Sinteza Zn nanocestica (redestilirana voda, ¢ (NaNO3) = 0,1 M, T = 25°C, 150 rpm, Cyreaze =
1 mg cm?3, Curee = 10 MM, ¢ (Zn(NO3)2) = 1 mM, V =5 cm?) , vremenska ovisnost koncentracije
proteina
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Slika 29. Sinteza Zn nanocestica (redestilirana voda, ¢ (NaNOs) = 0,1 M, T = 25°C, 150 rpm, Cyreaze =
1 mg cm?, Curee = 10 MM, ¢ (Zn(NO3)2) = 2 mM, V = 5 cm?) , vremenska ovisnost koncentracije
proteina
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Slika 30. Sinteza Zn nanocestica (redestilirana voda, ¢ (NaNOs) = 0,1 M, T = 25°C, 150 rpm, Cureaze =
1 mg cm?3, Curee = 10 MM, ¢ (Zn(NO3)2) = 3,36 mM, V =5 cm?) , vremenska ovisnost koncentracije
proteina

Podaci su u svim eksperimetima opisani kinetikom prvog reda.Moze se vidjeti da su
prisutna odredena odstupanja eksperimentalnih podataka od onih dobivenih simulacijom u
Scientist-u. Odstupanja su kod eksperimenata provedenih pri nizim koncentracijama
Zn(NO3)2 (€ = 1 mM), dok se ostali eksperimenti dobro slazu sa modelom stoga mozemo zakljuciti
da pretpostavljena kinetika 1. reda vrlo dobro opisuje ovaj proces. U Scientist-u su
procijenjene i konstante brzine taloZenja urcaze te su dane u tablici 10. Kako i kod sinteze
ostalih metalnih nanocestica (tablica 7 1 9) procijenjena konstanta taloZenja se povecava sa
pocetnom koncentracijom cinkovih iona u otopini, te dolazi do brZeg stvaranja nanocestica

Tablica 10. Parametri kinetike prvog reda procijenjeni u Scientist-u za brzinu taloZenja enzima ureaze
prilikom sinteze cinkovih nanocestica (Curee = 10 mMM)

KONCENTRACIA Kk (min‘t)
Zn(N03)2 [mM]

1 0.000969

2 0,013701

3,36 0,042017

Na slici 31 je prikazana usporedba procijenjene konstante brzine taloZenja provedene sa

istom pocetnom koncentracijom cinkovih iona, ali razli¢itom poc¢etnom koncetracijom uree.
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Slika 31. Utjecaj pocetne koncentracije uree na konstantu brzine taloZenja enzima ureaze prilikom
sinteze cinkovih nanocestica za jezgrom od ureaze (redestilirana voda, ¢ (NaNOs) =0,1 M, T = 25°C,
150 rpm, Cyreaze = 1 mg cm®, ¢ (Zn(NO3),) = 1 mM, V = 5 cm®)

Moze se vidjeti (slika 31) da i povecana koncentracija iona amonijaka, odnosno hidroksid

iona u okruzZju oko enzima povecavaju njegovu brzinu taloZenja.

4.6. KARAKTERIZACIJA NANOCESTICA POMOCU ELEKTRONSKOG
PRETRAZNOG MIKROSKOPA

Analizom pomoc¢u pretraznog elektronskog mikroskopa dobiveni su prikazi nanocestica
zlata i cinka. Na slici 32 prikazane su snimljene nanocestice zlata sintetizirane u dusificiranoj
redestiliranoj vodi pri razli¢itim koncentracijama zlata (tablica 1), Nanocestice su snimane
povecanjima od 1000 do 2000 puta. Na temelju dobivenih slika su odredene njihove

prosjeéne velicine, a dobiveni rezultati prikazani u tablici 11.
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Slika 32. Prikaz nanocestica Au snimljenih pomoc¢u pretraznog elektronskog mikroskopa; nanocestice
sintetizirane u redestiliranoj vodi pri T = 37°C, Cureze = 2 mg cm®, ¢( K2CO3) = 1 mM i c(HAUCly) =:
A) 0,6 mM (uvecanje 1000 x), B) 2,54 mM (uvecanje 1000 x) i C) 4mM (uvecanje 2000 x)

Tablica 11. Prosje¢ne veli¢ine sintetiziranih nanocestica Au

RASPON PROSJECNA
TEMPE[BSTURA' MEDIJ KOF'\I'EE(':\:I[F;]AI\%”A VELICINA, VELICINA,
[um] [um]
Redestilirana 0,6 3,627-5,909 5,861
37 2,54 11,627-10,7209 10,521
voda 1 - -

Na temelju tablice 11 moze se zakljuciti da veli¢ina Cestica raste s povecanje koncentracije

HAUCIs. Navedeno upucuje da veca brzina sinteze ujedno doprinosi povecanju veli¢ine
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nanocestice. Rezultati za koncentraciju HAUCls 0d4 mM nedostaju radi nemoguénosti

mjerenja zbog gustih nanocestica.

Na slici 33 prikazane su nanoCestice cinka snimljene na elektronskom pretraznom

mikroskopu pri razlictitim po¢etnim koncentracijama uree, te pri istoj pocetnoj koncentraciji

cinka (1 mM)

SEM MAG: 7.00 kx DET: SE Detector

T V| I

HV: 20.0 kV DATE: 04/12/16 20 um Vega ©Tescan HV: 20.0 kv
VAC: Hivac Device: TS5136MM Digital Microscopy Imaging VAC: Hivac
Laboratory for materialography
A) Faculty of Mechanical Engineering, Uni of Zagreb, Croatia B)

SEM MAG: 2.00 kx

DET: SE Detector

DATE: 04/12/16 50 um

Device: TS5136MM

Vega ®Tescan

Digital Microscopy Imaging
Laboratory for materialography
Faculty of Mechanical Engineering, Uni of Zagreb, Croatia

Slika 33. Prikaz nanodestica Zn snimljenih pomocu pretraznog elektronskog mikroskopa; nanocestice
sintetizirane u redestiliranoj vodi pri T = 25°C, Cureze = 1 mg cm3, ¢(NaNO3)= 0,1 M, ¢(Zn(NO3),)= 1
MM i C yree :A) 3,33 MM i B) 10 mM

U tablici 12 prikazane su veli¢ine nanocestica cinka odredene koristenjem slika prikazanim

na slici 33.

Tablica 12. Prosjecne veli¢ine sintetiziranih nanoc¢estica Zn

RASPON PROSJECNA
TEMPEBATURA, MEDL KONCENTRACIJA VELICINA, T T
[°C] uree [mM]
[pm] [pum]
o5 Redestilirana 3,33 1,383-1,556 1,404
voda 10 2,310-5,582 4,0455

Iz tablice 12 moze se zakljuciti da veli¢ina Cestica ovisi o koncentraciji uree i pri vecoj

koncentraciji nastaju i nanocestice. Obzirom da je brzina taloZenja ureaze pri ve¢oj pocetnoj

koncentraciji uree veca (slika 31) moze se zakljuciti da i u slucaju nanocestica cinka kao 1

kod zlata dolazi vec¢a brzina talozenja rezultira ve¢im nanocesticama.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu sintetizirane su nanocestice zlata, srebra i cinka sa jezgrom od enzima ureaze u

redestiliranoj vodi pri temperaturi T = 370C (zlato i srebro) i T = 250C (cink).

Prilikom sinteze nanoCestica zlata i srebra voda se dusificirala jer se uocilo da kisik zaustavlja

njihovu sintezu.

Brzina taloZenja ureaze tijekom sinteze nanocestica opisana je kinetikom prvog reda. Model
dobro opisuje gotovo sve eksperimente osim eksperimente kod nizih koncentracija cinka (¢ =
1 mM) gdje su vidljiva manja odstupanja. Procjenom konstante brzine zakljuceno je da se
ona povecava sa povecanjem koncentracije zlata, srebra i cinka. Takoder brzina talozenja

prilikom sinteze cinka se povecava i povecanjem koncentracije uree.

Sintetizirane nanocCestice zlata 1 cinka analizirane su pomocu pretraznog elektronskog
mikroskopa. Zakljuc¢eno je da su u eksperimentima provedenim pri nizim koncentracijama
zlata, odnosno prilikom sinteze nanocCestica cinka, pri nizoj koncentraciji uree, sintetizirane
Cestice manjih dimenzija u odnosu na Cestice sintetizirane pri vi§im koncentracijama. To je
posljedica veée brine reakcije pri visim koncentracijama pri ¢emu dolazi do vecéeg

nakupljanja Cestica.

41



6. POPIS SIMBOLA | KRATICA

Simboli
G slobodna energija [kJmol™]
AG  razlika slobodne enrgije [kJmol™]
b duljina puta svjetlosti [cm]
c koncentracija [mmol dm=, mg cm]
€ molarni apsorpcijski (ekstincijski) koeficijent [dm* mol™ cm™]
k konstanta brzine reakcije [min]
A valna duljina zracenja [nm]
t vrijeme [min]
temperatura [°C]
% volumen [cm?]
Kratice

ABS apsorbancija

SEM pretrazni elektronski mikroskop (engl. Scanning electron microscope)
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8. PRILOZI
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Slika 34. Bazdarni diagram za odredivanje koncentracije proteina ( ¢ (BSA) = 0-10 mg dm?3), A =
595nm)
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Slika 35 Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije amonijevih iona (¢ (NH4CIl) =0 -2,0
mM; 1 = 685 nm)
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