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SAZETAK:

U ovom radu pripravljene su i karakterizirane nanocestice bakrova(Il) oksida. Sinteza
nanocesticca bakrova(Il) oksida provedena je sonokemijskom metodom. Kako bi se
dobio uvid u sastav i svojstva dobivenog uzorka, uzorak je podvrgnut brojnim
analizama. Kristalna struktura i1 veli¢ina kristalita odredene su rendgenskom
difrakcijskom analizom, uzorak je analiziran i infracrvenom spektroskopijom s
Fourierovom transformacijom, termogravimetrijskom analizom, pretraznom
elektronskom mikroskopijom, energijski disperzivnom rendgenskom spektroskopijom,
a veli¢ina 1 oblik cestica istrazeni su mikroskopom atomskih sila. Potvrdeno je
postojanje jedne faze u uzorku, bakrova(Il) oksida, s kristalitima veli¢ine do 20 nm.
TGA analiza pokazala da je u uzorku prisutna i organska faza. Izmedu 800 i 1000 °C
dolazi do gubitka gotovo 10 % mase uzorka zbog pretvorbe bakrova(ll) oksida u
bakrov(I) oksid. Morfologija uzorka mozZe se opisat kao homogeni pahuljasti
aglomerati CuO nanocestica. Antimikrobna svojstva nanocestica bakrova(Il) oksida
odredena su na bakterijama Pseudomonas aeruginosa i Bacillus subtilis nakon 24 h,
te na gljivicama Candida albicans 1 Aspergillus niger nakon 72 h odredivanjem zone

inhibicije.

Kljuc¢ne rijeci: nanocestice, bakrov(Il) oksid, sonokemijska sinteza



ABSTRACT:

In this work, copper(Il) oxide nanoparticles were prepared and characterized.
Synthesis of copper(Il) oxide nanoparticles as accomplished using the sonochemical
method. In order to gain insight into the composition and properties of the obtained
sample, the sample was subjected to various analyses. The crystal structure and size
of the crystallites were determined by X-ray diffraction analysis, the sample was also
analyzed by infrared spectroscopy with Fourier transformation, thermogravimetric
analysis, scanning electron microscopy, energy-dispersive X-ray spectroscopy, and
the size and shape of the particles were investigated with atomic force microscopy.
The existence of one phase in the sample, identified as copper(Il) oxide, with
crystallite size up to 20 nm as confirmed. TGA analysis showed that a small part of
precursor organic phase is present in the sample. Almost 10 % of the mass of the
sample is lost to the chemical transformation of copper(Il) oxide to copper(I) oxide
between 800 and 1000 °C. The morphology of the sample consists of homogeneously
distributed fluffy-looking agglomerates of CuO nanoparticles. Antimicrobial
properties of copper(Il) oxide nanoparticles were determined on the bacteria
Pseudomonas aeruginosa and Bacillus subtilis after 24 h, and on the fungi Candida

albicans and Aspergillus niger after 72 h.

Key words: nanoparticles, copper(Il) oxide, sonochemical synthesis
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1. Uvod

Nanotehnologija se smatra znanstvenim podru¢jem dvadeset prvog stoljeca,
iako je njezin razvoj poceo ve¢ ranih 1980-ih. Atraktivnost nanotehnologije je u
¢injenici da nanoobjeki pokazuju nove strukturne, opticke, elektricne, magnetske 1
mehanicke karakteristike zbog svoje veli¢ine odnosno nanodimenzija. Objekti kojima
se bavi nanotehnologija imaju barem jednu dimenziju u podrucju veli¢ina izmedu 1 i
100 nm. Nanocestice su Cestice koje su manje od 100 nm u sve tri dimenzije. Bitno je
za naglasiti da kemijska i fizikalna svojstva nanocestica ovise o njihovoj veli¢ini pa se
mijenjanjem veli¢ine moze utjecati na svojstva. Nanocesticama prijelaznih metalnih
oksida u novije vrijeme pridaje se sve veca pozornost zbog njihove Siroke primjene u
podru¢jima katalize, kozmetike, farmacije, hrane i poljoprivrede, elektronike,
stomatologije te u razli¢itim podrucjima biomedicine budu¢i da mogu djelovati kao
baktericidna, kataliticka i antikarcinogena sredstva. [1]

Bakar je kemijski element koji je dostupan i mnogo jeftiniji od plemenitih
metala poput srebra i zlata. Nanocestice bakrovog(Il) oksida imaju svojstva koja
omogucavaju njihovu uporabu u optici, katalizi i sl. [2] Karakterizira ih niska cijena,
niska toksi¢nost i fizikalno-toplinska stabilnost. [3]

U ovom radu sonokemijskom metodom pripravljene su nanocestice

bakrovog(Il) oksida, ispitana su njihova svojstva te antimikrobna aktivnost.



2.1. Primjena nanocestica bakrova(Il) oksida

Nanocestice bakrovog(Il) oksida naSiroko se, zahvaljuju¢i dobrom
antimikrobnom djelovanju, koriste u medicinske svrhe i upotrebljavaju kao
potencijalni dezinficijensi protiv bolnickih infekcija. Primjenjuju protiv razli¢itih
sojeva kako Gram pozitivnih tako 1 Gram negativnih bakterija. [4] Osim S$to djeluje
baktericidno dokazana je i fungicidna aktivnost nanocestica bakrova(Il) oksida protiv
nekoliko sojeva gljivica te imaju potencijalnu ulogu kao antitumorska sredstava u
lijeCenju raka pluca, dojke, prostate i bubrega. [5, 6] Nanocestice bakrovog(Il) oksida
mogu se koristiti 1 kao biosenzori za detekciju glukoze, dopamina, kolesterola, laktata
1 DNK. [5, 6] Iako imaju odli¢ne karakteristike za primjenu u biomedicini za lijeCenje
raznih bolesti, glavni nedostatak za koriStenje nanocestica bakrovog(Il) oksida u
terapeutske svrhe su toksicni ucinci budu¢i da je zabiljezeno da nanocestice
bakrovog(Il) oksida izazivaju oksidativni stres $to rezultira prekomjernim stvaranjem
reaktivnih kisikovih vrsta koji moze dovesti do oSte¢enja DNK i stani¢nih organela, a
biokompatibilnost i netoksi¢nost klju¢ni su parametri kod odabira nanocestica koja ¢e

se koristiti u klinickim istrazivanjima. [1]

2.2. Nacini sinteze nanocestica bakrovog(Il) oksida

Sinteza nanocestica bakrovog(Il) oksida moze se provesti na razliite nacine
od kojih se cesto koriste metode kao S§to su toplinska razgradnja, sol-gel,
sonokemijska i elektrokemijska metoda te mikrovalno zracenje ili taloZenje.
Kemijska sinteza zahtijeva metalni prekursor, redukcijsko sredstvo i stabilizator.
Nedostatak kemijske metode je Sto obi¢no rezultiraju zaostatkom reagensa na
nanocesticama. Kako bi se to izbjeglo, u danasnje vrijeme sve je vec¢a uporaba biljnih
ekstrakata kao odrzivog i dostupnog izvora za pripremu biokompatibilnih nanocestica.
Ono S§to biosintezu ¢ini pogodnijom je to $to takve metode ukljuCuju netoksic¢nost,
biokompatibilnost i jednostavnost pripreme. Na taj nafin mogu se proizvoditi

nanocestice visoke Cistoce. [1]

2.2.1. Fizikalne metode sinteze

Kada se govori o fizikalnoj sintezi najces¢e se navode metode u kojima se

materijale pod utjecajem neke sile usitnjava do veli¢ine nanocestica. Najjednostavnija



mehanicka metoda je mljevenje u kuglicnom mlinu. Osim mljevenjem nanocestice se
mogu pripremiti i laserskom ablacijom gdje do usitnjavanja prekursora do nanocestica
dolazi izlaganjem laserskim zrakama. Prednost fizickih metoda je to Sto proizvode
Ciste nanoproizvode, ali glavni nedostatak je ekonomski, buduci da zahtijevaju skupe

instrumente 1 veliki utrosak energije. [1]

2.2.2. Kemijska sinteza

Ove su metode, za razliku od fizikalnih, isplativije i rezultiraju stvaranjem
proizvoda ujednacene veli¢ine i oblika. Sol-gel metoda je najkorisStenija za kemijsku
proizvodnju nanocCestica bakrovih oksida jer je relativno jednostavan i ekonomican
proces. Redukcijska i stabiliziraju¢a sredstva uglavnom se dodaju zajedno s
prekursorima na pocetku reakcije tijekom kemijske proizvodnje nanocestica. U
kemijske metode sinteze pripada i sonokemijska metoda koja energiju potrebnu za
reakciju dobiva koriStenjem ultrazvu¢nih valova te ovisno o amplitudi i frekvenciji

moze rezultirati raznim nanoobjektima. [1]

2.2.3. Biosinteza

Biosinteza nanocestica koristi biljne 1 mikrobne ekstrakte. Proizvodnja
biosintezom je ekoloski prihvatljiva jer rezultira manje toksi¢nim nusproduktima za
razliku od fizikalnih 1 kemijskih metoda za koje su potrebne kemikalije koje mogu biti
opasne 1 skupe. Biosinteza koriStenjem biljnih ekstrakata ne zahtijeva redukcijska i
stabiliziraju¢a sredstva buduéi da se u ekstraktima nalaze fenoli, alkaloidi, flavonoidi i
terpenoidi te enzimi koji djeluju kao redukcijska i stabilizirajuca sredstva. Biosinteza
koja se temelji na mikrobima znatno je skuplja pa nije komercijalno prihvatljiva. [1]
Primjer za biosintezu CuO nanocestica je koriStenje ekstrakta latica suncokreta u
kojoj se ni za regeneraciju ni stabilizaciju nisu koristila kemijska sredstava. Optimalni
uvjeti za sintezu nanocestica CuO, u ovom slucaju, bili su ekstrakcija 5 g latica u 100
mL deionizirane vode i temperatura pec¢i od 400 °C. [7] Dobivene su Ciste nanocestice

CuO bez nusprodukata s veli¢inom cestica oko 50 nm.



2.3. Sonokemija

Sonokemija je grana istraZzivanja u kemiji koja se bavi utjecajem
visokoenergetskih ultrazvuénih valova na kemijske reakcije, te je danas dobro
priznata tehnika za proizvodnju nanomaterijala. Ultrazvuk obuhvacéa zvucne valove
frekvencija ve¢ih od maksimalne frekvencije koju odrasla osoba moze detektirati, a to
je priblizno 18000 Hz. Za raspon granica ultrazvuka uglavnom se uzimaju frekvencije
od 20 kHz do 500 MHz. U sonokemijskoj sintezi koriste se zvu¢ni valovi samo dijela
navedenog raspona. Sonokemijska metoda se zasniva na kavitaciji, to jest nastanku
kavitacijskih mjehurica djelovanjem ultrazvuéne energije, njihovom rastu te
naposljetku kolapsu u tekucoj fazi. Prednost sonokemijske sinteze je ta Sto ne zahtjeva
prisutnost posebnih reagensa, ali zahtjeva teku¢i medij jer se kroz medij prijenosi
zvucni val. Postoji indirektna i direktna sonokemijska metoda, razlika je u nacinu
prijenosa ultrazvuka od izvora do reaktanata. Kod indirektne sonokemijske metode
prisutna je ultrazvucna kupelj u kojoj se nalazi tekuci medij u koji je uronjena posuda
u kojoj se zbiva reakcija. Kod direktne sonokemijske metode prisutna je ultrazvucna
sonda, koja je uronjena u uzorak te direktno provodi valove u uzorak. Direktna
sonokemijska metoda nudi veci raspon parametara koji utjecu na proces kao Sto je
sam oblik sonde koji, ukoliko se suzava prema vrhu, omogucava vecu energiju
ultrazvuka. Na rezultat direktne sonokemijske metode moze se utjecati amplitudom te
vremenom pulsa. Mana sonokemijske metode je gubitak reakcijskog medija koji se

dogada zbog razvijanja visokih temperatura pod utjecajem ultrazvucne energije. [8]

2.3.1. Kavitacija

Kavitacija je proces nastajanja mjehuri¢a pare kapljevine u strujanju te
njihovog nestanka pri ¢emu dolazi do udarnog tlaka. Naime, prilikom Sirenja
longitudinalnih valova dolazi do strujanja u tekuéem mediju $to rezultira promjenom
lokalnoga tlaka (na mjestima gdje je strujanje brze dolazi do smanjenja tlaka). Ako na
tim mjestima tlak padne ispod kriticnog, kapljevina pocinje isparavati te nastaju
mjehuri¢i pare. Kada zbog strujanja kapljevine ti mjehuri¢i dodu u podrucje viseg
tlaka dolazi do njihove implozije. Pri tome okolna tekucina velikom brzinom struji

prema srediStu mjehurica te sudarom Cestica fluida nastaje visoki udarni tlak. [8]



2.4. Metode karakterizacije uzoraka

2.4.1. Difrakcija rendgenskog zracenja (XRD)

Rendgensko zracenje je zraCenje malih valnih duljina, a visokih energija.
Cijeli proces nastanka rendgenskog zracenja odvija se u rendgenskoj cijevi koja se
sastoji od anode 1 katode. [9] Rendgensko zracenje nastaje kada brzi elektroni, pod
djelovanjem visokog napona, udare u metalnu anodu te tako dolazi do emisije
rendgenskog zracCenja. Prilikom udara elektrona u anodu dolazi do izbacivanja
elektrona iz ljuske atoma od kojih je gradena anoda. Kada se pobudeni elektron vrati
u ravnotezno stanje, odnosno iz ljuske viSeg energetskog stanja u nize dolazi do
oslobadanja energije u obliku rendgenskih zraka. Rendgensko zracenje je pogodno za
snimanje kristalicnih materijala budu¢i da valna duljina zracenja redom veliCine
odgovara udaljenosti izmedu atoma u kristalu. Na slici 1 prikazan je shematski prikaz

rendgenske cijevi.

gtakient 1zolatar zaslon za fokusiranje antikatoda (anoda) voda za hladenje

\ \

:/\f: I ey %&
/i

katoda metalno kudiste prozor 4 1‘ * *

Vi

rengenske rrake

Slika 1. Shematski prikaz rendgenske cijevi [10]

U praskastom uzorku prisutan je velik broj kristalita koji imaju nasumi¢nu
orijentaciju. Broj difrakcijskih maksimuma vidljiv na difraktogramu ovisi o broju
ekvidistantnih ravnina u kristalitima, dok njihov intenzitet ovisi o vrsti, broju i
rasporedu atoma u ravnini na kojoj dolazi do difrakcije. Na slici broj 2 prikazan je

primjer difrakcijske slike nanocestica bakrova(Il) oksida, odnosno difraktograma.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Elektron
https://hr.wikipedia.org/wiki/Metal
https://hr.wikipedia.org/wiki/Anoda

b2

Nanocestice CuQ

200

Intenzitet, proizvoljna jedinica

202
-113

022
220

T T T T T T T T T
10 20 M 40 =0 L] T0

26, stupanj

Slika 2. Difraktogram nanocestica CuO [11]

Sirina difrakcijskog maksimuma najvise ovisi o veli¢ini kristalita §to se
manifestira tako da veci kristali pokazuju uze difrakcijske maksimume obi¢no visokih
intenziteta, dok se manji odlikuju Sirim difrakcijskim maksimumom. Uto¢njavanjem
na prikladnu funkciju moze se odrediti Sirina na pola visine difrakcijskog maksimuma,
B, iz koje se moze odrediti srednja veli¢ina kristalita, d. Obje veliine povezane su

Scherrerovom jednadzbom (1)

KA

4= oo M

pri ¢emu je A - valna duljina, B S§irina na pola visine maksimuma, b - instrumentalno
prosirenje, 0 - Braggov kut i K - faktor oblika (ovisi o kristalnom sustavu i obliku

nanoobjekta te priblizno iznosi 0,9). [9]

2.4.2 Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

Spektroskopske metode su najznacajnije kod odredivanja struktura organskih
molekula. Princip rada jest taj da se kroz uzorak propusta Siroki spektar infracrvenih
zraka te se pojedini dijelovi tog spektra apsorbiraju u molekule uzorka. Apsorpcijom
infracrvenog zracenja dolazi do vibracije i/ili rotacije molekule. [8] Na slici broj 3

prikazani su razliciti na¢ini vibracija molekula.
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Slika 3. Karakteristi¢ni na¢ini vibracija molekula [12]

Spektar se sastoji od dva podrucja, prvo podrucje se naziva podrucje otiska
prsta (1400-400 cm™ ) i to je podrudje specifiéno za svaku molekulu, a drugo podrudje
je podrudje funkcionalnih skupina (4000-1400 cm™ ) te to podru¢je moze pokazivati
visoki stupanj poklapanja sa spektrima slicnih molekula. Metoda FTIR je kombinacija
infracrvene spektroskopije 1 Fourier — ovih matematic¢kih transformacija. [8] Na slici

broj 4 prikazan je primjer FTIR spektra za uzorak 2-heksanona.
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Slika 4. Primjer FTIR interferograma [12]



2.4.3. Termogravimetrijska analiza (TGA)

Termogravimetrijska analiza je metoda kojom se prati promjena mase uzorka
u ovisnosti o temperaturi ili vremenu tijekom kontroliranog zagrijavanja uzorka u
uvjetima kontrolirane atmosfere. Termogravimterijska analiza moze biti dinamicka ili
izotermna. Kod dinamicke analize prati se promjena mase uzorka dok se zagrijavanje
odvija odredenom brzinom, dok se kod izotermne prati promjena mase ovisno o
vremenu uz konstantnu temperaturu. Termogravimetrijska analiza daje informacije
vezane uz termicku stabilnost uzorka te procese razgradnje. Zagrijavanjem uzorka
dolazi do njegove razgradnje na krute i plinovite produkte. Isparavanje plinovitih
produkata rezultira promjenom mase uzorka §to se ocituje na termogravimetrijskoj
krivulji. [13] Na slici broj 5 prikazan je primjer TGA krivulje, dobivene

termogravimetrijskom analizom polivinil acetata i epoksidne pjene.
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Slika 5. TGA krivulja mjeSavine polivinil acetata i epoksidne pjene [14]

Aparatura za termogravimetrijsku analizu sastoji se od termovage, peci,
temperaturnog programatora te raCunala. Parametri koji utjecu na rezultat
termogravimetrijske analize su masa i geometrija uzorka, priroda uzorka i produkata
razvijenih tijekom mjerenja, tip i oblik loncica, brzina zagrijavanja te atmosfera u
kojoj se provodi mjerenje. Atmosfera u kojoj se provode mjerenja moze biti inertna

(dusik, argon) ili oksidacijska (zrak, kisik). [13]



2.4.4. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Princip rada pretraznog elektronskog mikroskopa zasniva se na bombardiranju
povrSine uzorka preciznim fokusiranim snopom elektrona, a sluzi za odredivanje
morfologije povrSine. Izvor elektrona je katoda koja je smjeStena u emisijskoj komori.
Elektroni se ubrzavaju na nacin da putuju izmedu katode i anode pod visokim
naponom te se elektroni fokusiraju pomocu elektromagnetskih le¢a. Kada elektroni
udaraju u povrsinu uzorka uzrokuju razne efekte koji se detektiraju te koriste za
dobivanje slike. Jedan od efekata je rasprSivanje, prilikom sudara elektrona iz
elektronskog snopa mikroskopa s atomskom jezgrom, a drugi je izbijanje elektrona iz
elektronskog omotac¢a uzorka u trenutku sudara elektrona iz elektronskog snopa i
uzorka. Pretrazni elektronski mikroskopi posjeduju i detektor sekundarnih elektrona i
detektor povratnog rasprSenja. Nedostatak metode je da se nevodljivi materijali
moraju nanijeti na vodljivu podlogu 1 prevuéi tankim vodljivim filmom kao na primjer
zlatom, platinom ili paladijem. Jo$ jedan od nedostataka metode je da su uvjeti
mjerenja prili€no strogi pa bi instrument trebao biti u prostoriji u kojoj nema vibracija

te elektriénog 1 magnetskog djelovanja. [15]

2.4.5 Energijski-disperzivna rendgenska spektroskopija (EDS)

Metoda koja se takoder zasniva na bombardiranju uzorka snopom elektrona
pri cemu dolazi do emisije rendgenskog zracenja iz uzorka. Kada se elektron izbije iz
elektronskog omotaca atoma nastaje vakancija te se to mjesto popuni elektronom iz
viSe energetske ljuske, a bududi da elektron prelazi s vise na nizu energetsku ljusku
emitira se kvant energije ili rendgensko zracenje. Energije koje se emitiraju pri ovim
energetskim tranzicijama karakteristicne su za svaki kemijski element. Sluzi za
odredivanje kemijskog sastava uzorka na temelju energija rendgenskih zraka koje
emitira uzorak. Neki od nedostataka ove analize je S$to uzorci moraju biti ¢vrsti te
stabilni u vakuumu, EDS metoda nije pogodna za odredivanje lakih elemenata poput
vodika, helija i litija. Na slici broj 6 prikazano je EDS mapiranje uzorka koji sadrzi

ugljik, Zeljezo 1 silicij.



Slika 6. Rezultati SEM i1 EDS analize na uzorku ugljicnog hondrita [16]

2.4.6. Mikroskop atomskih sila (AFM)

Mikroskop atomskih sila mocan je alat koji se moze koristiti za generiranje
topografskih slika povrSine vrlo visoke rezolucije u uzorcima na zraku, u tekuéini ili
vakuumu. [17] Pomocu ostrog vrha sonde za skeniranje povrS$ine uzorka i mjerenja
sila izmedu vrha 1 povrSine uzorka mogu se dobiti slike povrSine analiziranog uzroka
visoke rezolucije. Mikroskop atomskih sila se osim za dobivanje slike povrSine
uzorka moze koristiti za mjerenje hrapavosti povrSine te drugih fizickih svojstva.
Pomoc¢u mikrostrojno obradene silicijske sonde s vrlo finim vrhom, mikroskop
atomskih sila ocitava povrSinu na nacin da prelazi preko povrSine uzorka liniju po
liniju te se preko odziva sonde racunalno stvara slika.

Neke od prednosti ove metode su da analiza uzorka ne oStecuje uzorak, a
moze se analizirati Siroki raspon uzoraka poput metala, polimera, keramike te
bioloskih uzoraka. Ova vrsta mikroskopa moze proizvesti trodimenzionalne slike
povrSine uzorka S§to uvelike pomaze pri odredivanju same morfologije povrSine
uzorka. Mane ovog tipa mikroskopa je to Sto se radi o sloZzenim instrumentima koji
zahtijevaju obuku i stru¢nost. Potrebna je priprema uzorka jer uzorak mora biti ravan
i stabilan, $to za neke vrste uzoraka moze biti tesko izvedivo. Mikroskopija atomskih
sila je takoder povrSinska metoda koja ne daje podatke o unutrasnjosti uzorka te je u

usporedbi s drugim vrstama mikroskopije relativno spora. [18]
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2.4.7. Antimikrobno djelovanje

Metalni oksidi poput cinkova i bakrova oksida Cesto imaju antimikrobna
svojstva. Neka istrazivanja antimikrobnih svojstava temelje se na pracenju fronte
bakterija i gljivica koja se stvara oko antimikrobnog sredstva dok se druga temelje na
odredivanju koncentracije mikroba. Jedno od istrazivanja koje dokazuje antivirusno
djelovanje nanocestica bakrova oksida istrazeno je na virusu HIN1. Nakon izlaganja
virusa nanocesticama bakrovog(Il) oksida tijekom 4 sata, 70% virusa je inaktivirano

te je time dokazana znacajno antivirusno djelovanje. [19]
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bio je:
-pripremiti nanocestice bakrovog(Il) oksida
-ispitati strukturu i sastav pripremljenih nanocestica bakrovog(Il) oksida

- ispitati antimikrobno djelovanje dobivenog uzorka

3.2. Materijali

Natrijev hidroksid (kausti¢na soda ili luzina) korozivna je bijela kristalna
krutina bez mirisa molekulske formule NaOH i molekulske mase 39,997 g mol™.
Higroskopna je tvar. Kada se otopi u vodi ili neutralizira kiselinom, oslobada velike
koli¢ine toplinske energije pa je potrebno pazljivo rukovanje. Koristi se u izradi
sapuna, papira, eksploziva, bojila i naftnih proizvoda kao i pri obradi tkanine, pranju i
izbjeljivanju. Takoder je prisutan u sredstvima za ¢iS¢enje odvoda i1 pec¢nica. U tablici

broj 1 prikazana su svojstva natrijevog hidroksida. [20]

Tablica 1. Svojstva natrijevog hidroksida [20]

Struktura molekule NaOH | Moleklska formula NaOH
M, g mol! 39,997
Izgled Bijela kristalna krutina
7 O ~ Tv, °C 1388
Na H 1t, °C 323
Piktogrami

Bakrov acetat monohidrat
Bakrov(Il) acetat monohidrat je zelenoplavi kristal bez mirisa, molekulske

mase 199,65 g mol™'. Topljiv je u alkoholu, a slabo topiv u eteru i glicerolu. Bakrov(II)
acetat monohidrat ima Siroku primjenu, koristi se kao fungicid, insekticid te je

katalizator visoke cistoce (99,999%) za organske reakcije. Acetati su izvrsni
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prekursori za proizvodnju spojeva ultra visoke Cistoce, katalizatora i nanomaterijala.

U tablici broj 2 prikazana su svojstva bakrova(Il) acetata monohidrata. [21]

Tablica 2. Svojstva bakrova(Il) acetata monohidrata [21]

Struktura molekule | Molekulska formula Cu(CHsCOO): - H20
barova(II) acetata
monohidrata
M, gmol! 199,65
Izgled Zelenoplavi kristali
Tv, °C 240
o) 1t,°C 116
Hst\O' Ccu?* «xH,0 | Piktogrami <'>
2

Koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce:
1. Natrijev hidroksid, Gram-Mol, Hrvatska
2. Bakrov(II) acetat monohidrat, Carlo Erba, Njemacka

3.3. Priprema nanocestica bakrova(Il) oksida

Nanostapi¢i CuO pripremljeni su jednostavnom sonokemijskom metodom iz
prekursora bakrova(Il) acetata monohidrata i natrijeva hidroksida. Pripremljena je
vodena otopina bakrova(Il) acetata monohidrata koncentracije 0,2 M otapanjem 1,99
g bakrova(Il) acetata monohidrata u 50 ml destilirane vode, dok se 25 ml vodene
otopine natrijevog hidroksida koncentracije 0,8 M pripremilo otapanjem 0,8 g
natrijeva hidroksida u 25 ml destilirane vode. Prije pocetka reakcije provedeno je
zasebno mijesanje otopina u trajanju od 30 minuta pri 300 okretaja po minuti kako bi
se osiguralo potpuno otapanje prekursora. Nakon mijeSanja otopina natrijevog
hidroksida dokapavana je u otopinu bakrova(Il) acetata monohidrata kap po kap.
Tokom dokapavanja brzina mijeSanja povecana je na 600 okretaja u minuti kako bi se
sprijecilo lokalno prezasi¢enje. Kada je cijeli volumen natrijevog hidroksida dodan u
bakrov(Il) acetat monohidrat mijeSanje je nastavljeno istom brzinom kako bi se
osigurala homogenost otopine. Dobivena otopina plave je boje te je u nju uronjena
ultrazvucna sonda snage 500 W kojom je provedena sonifikacija u trajanju od jednog

sata pri sobnoj temperaturi i 60% amplitude.
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Dobiveni crni uzorak ispiran je u tri ciklusa. Prva dva ciklusa sastojala su se
od ispiranja s destiliranom vodom, dok je tre¢i ciklus ispiranja izvrSen s etanolom.
Nakon §to je dodana tekuéina koja sluzi za ispiranje, uzorak se stavlja u ultrazvucnu
kupelj na 5 minuta te se nakon ultrazvuéne kupelji 5 minuta centrifugira brzinom od
3500 okretaja po minuti. Dobiveni talog prebaci se u Petrijevu zdjelicu te se uzorak
susi preko no¢i na temperaturi od 80 °C.

Mehanizam reakcije nastanka bakrenog(Il) oksida prikazan je kemijskom
jednadzbom (2)

Cu(CH3COO)2 + 2NaOH — Cu(OH); + 2CH3COONa — CuO + H>0 + 2CH3COONa
2)

Koncentracija NaOH je vrlo vazan parametar u reakciji formiranja CuO
nanostapic¢a, buduc¢i da Cu(OH): klasteri mogu u otopini djelovati kao nukleacijske
jezgre za rast CuO nanoStapica. Za vrijeme sonokemijskog procesa rasta, klasteri
Cu(OH), se otapaju pod djelovanjem ultrazvu¢nih vibracija na sobnoj temperaturi.
Kada koncentracije Cu?* i OH" dosegnu kriti¢nu vrijednost prezasi¢enja, pocinje
spontano stvaranje nukleusa CuO u vodenoj kompleksnoj otopini, a kako bi
nanoCestice CuO smanjile slobodnu energiju povrSine one se spajaju. Tendencija
spajanju nano€estica CuO pripisuje se viSoj energiji atoma na povrsini u odnosu na
one u nutrasnjosti kristala. Prilikom same ugradnje u kristalnu resetku nanostapica

dolazi do reakcije dehidracije. [22]

3.4. Karakterizacija nanocestica bakrova(Il) oksida

Pripravljen uzorak karakterizan je rendgenskom difrakcijskom analizom,
infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom tranformacijom, termogravimetrijskom
analizom, pretraznom elektronskom mikroskopijom, energetski razlucuju¢om
rendgenskom spektroskopijom, mikroskopom atomskih sila te je ispitano

antimikrobno djelovanje.

3.4.1. Rendgenska difrakcijska analiza na prahu

Instrument za analizu bio je Shimadzu XRD 6000 difraktometar s CuKa

zraenjem. Napon tijekom mjerenja bio je 40 kV a jacina struje 30 mA. KoriSten je
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koracni nacin prikupljanja podataka u kojem je korak iznosio 0,02 °20 s zadrzavanjem

od 0,6 s. Uzorci su snimani od 20 do 80 °26.

3.4.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom tranformacijom

Instrument za analizu bio je Bruker Vertex 70 spektrometar koristen u nacinu
priguSene totalne refleksije (ATR) na kojem su uzorci pritisnuti na dijamant te se
mjerila apsorbancija s 64 snimanja u podru¢ju od 400 do 4000 cm™! sa spektralnom

rezolucijom od 1 cm™.

3.4.3. Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza provedena je u korundnom lon¢i¢u na
NetzschSTA409 instrumentu. Brzina zagrijavanja iznosila je 10 °C po minuti za
temperaturni rezim od 30 °C do 1300 °C uz protok sintetickog zraka 30 cm’min! i

dusika 150 cm?min’!.

3.4.4. Pretrazna elektronska mikroskopija

Morfologija uzoraka napravljena je na Tescan VEGA 3 mikroskopu u
visokom vakuumu s radnim naponom od 10 kV. Kako bi se omogucilo snimanje
nevodljivih uzoraka, uzorci su napareni sa zlatom i paladijem u Quorum SC 7620

instrumentu za depoziciju rasprSivanjem.

3.4.5. Energetski razluc¢ujuca rendgenska spektroskopija

Elementalna analiza napravljena je na instrumentu za analizu Oxford INCA X-

sight. Uzorak je analiziran u visokom vakuumu pri radnom naponu od 10 kV.

15



3.4.6.Mikroskop atomskih sila

Karakterizacija je provedena na instrumentu CoreAFM (Nanosurf) pri
standardnim uvjetima. KoriSten je ne kontaktni nacin rada, s Tap300AIl-G sondom ¢iji
je vrh manji od 10nm, rezonantne frekvencije od 300 kHz te konstantom opruge 40
Nm!. Poéetni parametri skeniranja 1000 x 1000 nm povrSine uzorka bili su 60 %

nominalne rezonantne frekvencije te vriemenom odziva od 0,78 s.
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4. Rezultati 1 rasprava

4.1. Pripravljena otopina za sonokemijsku sintezu

Na slici 7 prikazana je aparatura za sonokemijsku sintezu koja se sastoji od
posude u kojoj se nalazi otopina dobivena mijeSanjem vodenih otopina NaOH i
Cu(CH3COO), te LSP-500 (Industrial Sonomechanics) sonde direktno uronjene u

otopinu.

Slika 7. Otopina za sonokemijsku sintezu

Nakon §to je namjeStena amplituda od 60 % zapoceta je sonokemijska sinteza.
Ve¢ nakon 5 minuta plava boja otopine mijenja se u crnu (slika 8). Promjena boje
ukazuje na pocetak reakcije po jednadzbi 2. Trajanje sonokemijske sinteze iznosilo je
1 h.
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Slika 8. Promjena boje reakcijske otopine
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4.2. Karakterizacija uzorka

Slika 9 prikazuje difraktogram uzorka dobivenog sonokemijskom metodom.
Usporedbom s ICDD bazom utvrdeno je da je sintezom nastao bakrov(Il) oksid, CuO,
ICDD Kkartica broj 89-2529. Tri najviSa difrakcijska maksimuma indeksirana su
Millerovim indeksima (111), (022) te (202). [23] Budu¢i da nema drugih difrakcijskih

maksimuma moze se zakljuciti da je bakrov(Il) oksid jedina kristalna faza u uzorku.
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£ 2000 4
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Slika 9. Difraktogram pripravljenog uzorka

Velicine kristalita izraCunate su koriste¢i Scherrerovu jednadZbu. Za izracun je
koriStena Sirina na pola visine (202) difrakcijskog maksimuma koji se javlja pri
48,79 °20. Za odredivanje veli¢ine kristalita se uglavnom koriste maksimumi
najveceg intenziteta no s obzirom na blagu preklopljenost (111) i (022) maksimuma
umjesto maksimuma (022) koriSten je maksimum (202). Izracunate veli¢ine kristalita

iznose 19,2 nm $to potvrduje nano-karakter pripravljenog uzorka.
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Na slici 10 prikazan je FTIR pripravljenog uzorka.
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Slika 10. FTIR interferogram pripravljenog uzorka

Vibracije koje se mogu pripisati vezi Cu(Il)-O nalaze se na valnim brojevima
oko 600 cm™. Na intervalu od 3000 cm™ do 3600 cm! nalazi se vrpca sa blagim
vthom na 3400 cm™. To podrudje odgovara adsorbiranim molekulama vode jer
kristalni materijali, pogotovo oni nanodimenzija, mogu apsorbirati znacajnu koli¢inu
vlage upravo zbog svoje male veli¢ine odnosno velikog omjera povrsine i volumena.
[24] ViSe vrpci vidljivih u rasponu od 1350 cm™ do 1700 cm™! rezultat su prisutnosti
COz 1 H20. [23] Medutim, moguce je da su neke od ovih vrpci indikacija prisustva

zaostale organske faze.

Na slici 11 prikazana je termogravimterijska krivulja za uzorak bakrova(Il) oksida na

kojoj su vidljiva dva podrucja znacajnih gubitaka mase.
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Slika 11. Termogravimetrijska krivulja pripravljenog uzorka

Prije prvog znacajnijeg gubitka dolazi do isparavanju zaostale vode iz uzorka.
Nakon isparavanja do temperature od 100 °C prisutna je promjena mase od 0,3 %.
Slijede¢i gubitak mase od 6,0 % posljedica je izgaranja organskih faza nastalih
reakcijom sa zavrSetkom pri otprilike 400 °C. Zadnja promjena mase uzrokovana je
pretvorbom bakrova(Il) oksida u bakrov(I) oksid. Reakcija je prikazana jednadzbom
A3)

4Cu0—2Cu20 + 02 3)

Ukupna molarna masa reaktanta iznosi 318 gmol' te pretvorbom u
elementarni kisik kojemu je molarna masa 32 gmol' dolazi do smanjenja mase.
Promjena mase prikazana u postocima iznosi 9,2 % S$to odgovara gubitku jednog
kisika iz strukture budu¢i da je 32/318=~0,1 dok 93 % ukupnog uzorka prije gubitka
mase pri ~900 °C podijeljeno s 9,2 % gubitka mase takoder priblizno iznosi 0,1.

Morfologija povrSine dobivenih nanocestica bakrova(Il) oksida analizirana je

SEM analizom te je prikazana na slici 12.
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SEMHV: 10.0kV | WD:17.20 mm i VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 4.95kx | Det: SE
BI: 10.00 |Date(midly): 05/03/23

Slika 12. Morfologija nanocestica bakrova(ll) oksida

Na slici su vidljiva podruéja sitnih nakupina nanoc¢estica CuO. Vidljivo je da
ovi aglomerati nisu kompaktni ve¢ izgledaju pahuljasto. SEM analiza nije pogodna za
odredivanje velicine Cestica tako malih nanoobjekata kao Sto su nanocestice dobivene
u ovom radu. Na slikama dobivenim EDS mapiranjem uzorka CuO moZe se razabrati
da su u uzorku pojavljuju elementi bakar (b), kisik (c), ugljik (d) te paladij (e) i zlato
(f). Zlato i paladij prisutni su na povrSini uzorka zbog naparivanja, dok je ugljik
prisutan jer je praskasti uzorak nanesen na obostrano ljepljivu uglji¢nu traku. Vidljivo
je da se podrucja pojavljivanja bakra i kisika podudaraju, Sto je potvrda kemijskog

sastava dobivene kristalne faze.
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Slika 13. Rezultati SEM i EDS analize pripravljenog uzorka

Graficki prikaz EDS analize nanocestica bakrova(Il) oksida prikazan je na slici 14.
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Slika 14. Grafic¢ki prikaz EDS analize pripravljenog uzorka
U tablici broj 3 prikazani su podaci dobiveni EDS analizom pripravljenog uzorka.

Tablica 3. Tabli¢ni prikaz EDS analize

Element Atomski broj Udio atoma %
Cu 29 40,15

O 8 57,87

Au 79 1,88
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Iako bi skladno kemijskoj formuli CuO omjer bakra 1 kisika trebao biti 1:1,

kisika je ipak nesto viSe. Razlog tome je to $to je EDS povrSinska metoda, a s obzirom

na to da nanomaterijali jako adsorbiraju vlagu i COz iz zraka, to dovodi do poviSene

koncentracije kisika na povrsini. Zlato se takoder nalazi samo na povrsini, na koju je

naneseno naparavanjem, $to je razlog nerealnog udjela zlata.

Feretovi promjeri izracunati su iz nasumicno izabranih cestica bakrova(Il)

oksida iz uzorka s AFM mikroskopije te su rezultati prikazani u tablici 4.

0 pm

Slika 15. Rezultat AFM analize pripravljenog uzorka
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Tablica 4. Iznosi Feretovih promjera bakrova(Il) oksida koriste¢i mikrografiju sa slike

15
Broj Cestice | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
Feretov
‘ 0,22 10,22 | 0,26 | 0,22 | 0,30 | 0,39 | 0,28 | 0,36 | 0,25 | 0,30 | 0,22 | 0,25
promjer,um
Aritmeti¢ki prosjek Feretovog promjera za uzorak CuO dobiven

sonokemijskom metodom iznosi 272 nm. I iz AFM mikrografije i iz izracuna jasno je

da se radi o aglomeratima nanocestica.

Tablica 5 prikazuje rezultate mjerenja visine.
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Tablica 5 Rezultati mjerenja visine

é:srt?ia Visina,nm
58,2
2 105,4
3 107,8
4 44,8
5 36,4
6 21,8

Aritmeticki prosjek vrijednosti dobivenih ra¢unanjem visine odredene AFM
analizom iznosi 62,4 nm. Vrlo vjerojatno je i ova vrijednost posljedica aglomeriranja
nanocestica. Ukoliko gledamo visinu Cestica kao relevantnu varijablu za procjenu
veli¢ine Cestica, postoji velika razlika izmedu procijenjene velicine Cestica i
izraCunate veliCine kristalita Sto moze ukazivati na to da se jedna Cestica sastoji od

viSe kristalita.

Z-Axis - Scan forward  Line fit

Line fit 364nm

Z-Axis range

-260nm

Oum x* 10um

Slika 16. Prikaz visinskog profila duZz linije prikazane na slici 15

Antimikrobna svojstva odredena su djelovanjem CuO nanocestica na razli¢ite
bakterije 1 gljivice. Slika 17 prikazuje zone inhibicije nanocestica bakrovog oksida na
bakterijama Pseudomonas aeruginosa i Bacillus subtilis nakon 24 h, te na gljivicama

Candida albicans 1 Aspergillus niger nakon 72 h.
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c) Candida albicans d) Aspergillus niger
Slika 17. Prikaz zona inhibicija nanocestica CuO na bakterijama Pseudomonas

aeruginosa 1 Bacillus subtilis te na gljivicama Candida albicans 1 Aspergillus niger.
U tablici 6 prikazana su antimikrobna djelovanja nanocestica bakrova(lIl)

oksida razli¢itih koncentracija na razli¢itim bakterijama i gljivicama te su navedene

zone inhibicije.
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Tablica 6. Antimikrobno djelovanje nanocestica bakrova(Il) oksida

Pseudomonas Bacillus Candida | Aspergillus
Oznaka| Uzorak aeruginosa subtilis albicans niger
/mm /mm /mm /mm
A 0,1 mgl! - 8 10 -
B 1 mgl! - 11 11 -
C 10 mgl! - 14 13 -
D 100 mgl! - 16 15 15

Budu¢i da su nanocestice manje od bakterija, mogu prodrijeti u bakterije i
ometati njihove funkcije na nacin da se pric¢vrste na funkcionalne domene vitalnih
proteina i vezanjem na nukleinske kiseline, te mogu izazvati oksidativni stres. Kako
se ovi poremecaji nakupljaju u mikroorganizmima, funkcionalnost i propusnost
njihove membrane mogu se promijeniti, $to u konac¢nici dovodi do njihovog ugibanja.
[25]

Opcenito s povecanjem koncentracije otopine bakrova(Il) oksida povecava se
antimikrobno djelovanje te se shodno tome povecava se zona inhibicije.
nanocestice bakrova(Il) oksida, dok su gram-negativni bakterijski sojevi bili otporni
na nanocestice koncetracijama navedenim tablici 6. Dobiveni rezultati u skladu su s
dosada$njim istrazivanjima. [2]

Budu¢i da nanocestice bakrova(Il) oksida koncentracija navedenih u tablici 6
nisu pokazivala antimikrobno djelovanje na Gram negativnu bakteriju Pseudomonas
aeruginosa, napravljeno je novo ispitivanje s ve¢im koncentracijama navedenima u
tablici 7.

Tablica 7. Antimikrobno djelovanje nanocestica bakrova(Il) oksida na bakterije pri

veéim koncentracijama otopine.

Pseudomonas aeruginosa|  Bacillus subtilis
Oznaka Uzorak
/mm /mm
A 250 mgl! - 18
B 500 mgl! - 22
C 750 mgl! - 25
D 1000 mgl! 20 25
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Tek pri koncentraciji 1000 mgl! nanocestice bakrova(Il) oksida pokazuju
antibakterijsko djelovanje prema Gram negativnoj bakteriji Pseudomonas aeruginosa
te zona inhibicije iznosi 20 mm. Navedeni rezultati prikazani su slici 18. Zanimljivo
je da je u ovom slucaju zona inhibicije relativno velika iako pri nizim

koncentracijama inhibicija nije mjerljiva.

a) Pseudomonas aeruginosa b)  Bacillus subtilis
Slika 18. Prikaz zona inhibicija nanocestica bakrovog oksida na bakterijama
Pseudomonas aeruginosa 1 Bacillus subtilis pri ve¢im koncentracijama bakrova(Il)

oksida
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5. Zakljucak

Sonokemijskom sintezom pripravljene su nanocestice bakrova(ll) oksida.
Veli¢ina kristalita sonokemijski pripravljenih nanocestica iznosi 19,2 nm. FTIR
analiza potvrdila je prisutnost CuO te indicirala prisutnost organskih skupina
prekursora. Nadalje, FTIR analiza je pokazala da uzorak na povrSini sadrzi
adsorbirane molekule H>O i CO; iz zraka $to nije ¢udno kada se radi o nanocesticama
velikih specifi¢nih povrSina. Prisutnost adsorbirane vode u uzorku potkrepljuje i TGA
analiza koja takoder indicira mali zaostatak organske faze, koja izgara do 400 °C.
Najve¢i gubitak mase izazvan je kemijskom reakcijom odnosno pretvorbom
bakrova(Il) oksida u bakrov(I) oksid, $to je na TGA krivulji vidljivo izmedu 800 i
1000 °C. SEM mikrografije pokazale su da je uzorak jako aglomeriran, aglomerati
nisu kompaktni ve¢ izgledaju pahuljasto, a EDS analiza pokazala je dobro slaganje sa
stehiometrijjom CuO. Vrijednosti veli¢ina cestica dobivene raunanjem Feretovog
promjera s AFM mikrografija takoder su posljedica nakupina aglomeriranih
nanocestica. Antimikrobno djelovanje pripravljenih nanocestica CuO dokazano je
disk difuzijskim testom na bakterijama i gljivicama. Najslabije djelovanje zabiljezeno
je na bakteriji Pseudomonas aeruginosa, dok su podjednako dobri rezultati zabiljezeni

kod bakterije Bacillus subtilis i gljivice Candida albicans.
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6. Popis simbola i kratica

Kratice:

AFM- engl. Atomic force microscopy, Mikroskop atomskih sila

ATR- engl. Attenuated total reflection, Prigusena totalna refleksija

EDS- engl. Energy-dispersive X-ray spectroscopy, Energijsko-razlucujc¢a rendgenska
spektroskopija

FTIR- engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, Infracrvena spektroskopija s
Fourierovom transformacijom

ICDD- engl. International Centre for Diffraction Data, Medunarodni centar za
difrakcijske podatke

SEM- engl. Scanning electron microscope, Pretrazni elektronski mikroskop

TGA- engl. Thermogravimetric analysis, Termogravimetrijska analiza

XRD- engl. X-ray diffraction, Difrakcija rendgenskog zracenja

Simboli:

B - Sirina na pola visine maksimuma
b - Instrumentalno prosirenje,

d- Velicina kristalita

K - Faktor oblika

M, g mol"'- Molarna masa

Tt, °C - Taliste

Tv, °C - Vreliste

0 - Braggov kut
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