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1. UVOD

Zelena sinteza nanocestica se temelji na sintezi u kojoj sudjeluju prekursor i odredena
vrsta bioloskog materijala, pri ¢emu bioloski materijali imaju ulogu katalizatora (Benkovi¢ i
sur., 2023). Kod zelene sinteze naj¢esce koristeni materijali su biljni ekstrakti, razne bakterije,
kvasci, alge ili gljive koji su bogati bioaktivnim komponentama potrebnima za sintezu, poput
polifenola. Zelena sinteza je ekoloski prihvatljiva jer se pri takvoj sintezi ne upotrebljavaju
toksicne 1 skupe kemikalije. Globalni problem danasnjice je upravo zastita okoliSa. Jedni od
glavnih uzrocnika oneciS¢enja su teski metali koji se nalaze u brojnim kemikalijama
(Mahanty 1 sur., 2019a; Mahanty 1 sur., 2019b). Osim Stetnih kemikalija koje se u biosintezi
ne koriste, ovakav pristup sintezi je ekonomicniji jer ne trazi primjenu visokog tlaka, velike
koli¢ine energije i visoke temperature (KSV i sur., 2017). Tlak koji se primjenjuje je

atmosferski, a reakcija se odvija pri sobnoj temperaturi (Ebrahiminezhad i sur., 2018).

Nanocestice imaju primjenu u brojnim granama — agronomija, medicina, kozmeticka 1
farmaceutska industrija 1 brojne druge. Na samu veli¢inu Cestica nakon sinteze utjeCe odabir
prekursora, koji je najceS¢e sol (Huston i sur., 2021), a najces¢e zabiljeZene veliCine
nanocCestica sintetiziranih zelenim putem kreéu se u rasponu 1 — 100 nm. Svojstva ovih
nanoCestica su u nekim parametrima bolja od nanocestica sintetiziranih fizikalnim ili
kemijskim putem (KSV 1 sur., 2017). Tako mala veliCina im daje ve¢i omjer povrsSine i
volumena. To ¢e se pokazati pozeljnim svojstvom u daljnjoj primjeni jer su takve Cestice
kataliticki aktivnije od Cestica koje imaju manji odnos povrSine i volumena. Kod Cestica
sintetiziranih ovim putem ne dolazi do znacajne agregacije molekula kao Sto je to slucaj kod

drugih vrsta sinteze (Mahanty i sur., 2019a).

Cilj ovog rada je bio ispitati utjecaj koncentracija prekursora na biosintezu nanocestica
zeljeza uz ekstrakt melise kao biokatalizatora. Prekursor koji je koriSten je Zeljezov (III)
klorid heksahidrat. Ukupno je bilo ispitano pet koncentracija otopina prekursora (0,1 M, 0,075
M, 0,05 M, 0,025 M i 0,01 M). Za sintezu nanocestica koristio se vodeni ekstrakt melise
(Melisa officinalis). Biosinteza se pratila odredivanjem koli¢ine polifenola koji se trose za
sintezu, vaganjem nastalog taloga nanocestica i spektrofotometrijskim metodama. Takoder su
odredeni fizikalno - kemijske karakteristike polaznih otopina, reakcijskin smjesa i

sintetiziranih ¢estica.


https://link.springer.com/article/10.1007/s12033-017-0053-4#auth-Alireza-Ebrahiminezhad

2. TEORIJSKI DIO

2.1. MELISA

Melissa officinalis, poznata jo§ i pod nazivima melisa i mati¢njak, viSegodiSnja je
biljka iz porodice usnaca. Prirodno raste na pjeskovitom tlu no zbog svoje se prilagodljivosti
moze uzgajati na raznim podruc¢jima. Takoder, ova biljka raste na svim nadmorskim visinama
(Miraj i sur., 2017). Visina koju postize je obi¢no u rasponu 30 cm — 125 cm. Na povrsini svih
dijelova biljke rastu kratke dlacice. Stabljika je uspravna i razgranata. LiS¢e je ovalnog oblika,
duzine do 6 cm 1 Sirine do 3 cm, na vrhovima su listovi nazubljeni. Cvjetovi su bijele ili
ruziCaste boje. Tijekom zime, nadzemni dio biljke odumre te iz korijena koji je vrlo razgranat
nikne novi nadzemni dio. Biljka najbolje raste pri temperaturama 15 - 35 °C uz koli¢inu kise
500 — 600 mm po m? tijekom rasta (Shakeri i sur., 2016). PreteZito je rasprostranjena na
Mediteranu te u zapadnim dijelovima Azije. U tradicionalnoj medicini nasla je primjenu kod
raznih bolesti 1 tegoba poput bronhitisa, astme, sr€anih aritmija, epilepsije, snizavanja tjelesne
temperature, depresije, nervoze, glavobolje, anemije, problema sa spavanjem i1 pamcenjem
(Miraj i sur., 2017). Danas su brojna farmakoloska ispitivanja potvrdila dobrobiti melise ¢ije
je djelovanje antioksidativno, antimikrobno i antikancerogeno, djeluje kao antidepresiv i
sprjeCava upale. Zbog povoljnog djelovanja na organizam i1 bogatog kemijskog sastava,
melisa je nasla primjenu u farmaceutskoj, kozmetickoj 1 prehrambenoj industriji, a pretezito
se koristi eteri¢no ulje melise (Shakeri 1 sur., 2016).
Istrazivanja su pokazala da su u melisi su prisutni terpenski spojevi — monoterpeni, triterpeni i
seskviterpeni. Terpeni su spojevi gradeni od izoprenskih jedinica. Takoder su prisutne i
fenolne tvari poput flavonoida, tanina i fenolnih kiselina (Shakeri i sur., 2016). Od fenolnih
kiselina prisutne su ruzmarinska, kava kiselina i protokatehinska kiselina. Monoterpenski
spojevi su monoterpenski aldehidi i glikozidi, u triterpenske spojeve ubrajaju se ursoli¢na i
oleantoli¢na kiselina. U svjeZem listu, suSenom listu 1 vodenom ekstraktu nisu prisutne iste
tvari. To omogucuje razli¢itu primjenu s obzirom na prisutnost Zeljenih komponenti. U
ekstraktu lista mati¢njaka prevladavaju derivati hidroksicimetne kiseline, flavonoidi s kava
kiselinom, m-kumarinska kiselina, ruZmarinska kiselina i flavonoidni glikozidi. Fenolne

komponente u ekstraktu se izraZavaju u ekvivalentima galne kiseline (Miraj i sur., 2017).

2.2. SINTEZA NANOCESTICA
Nanotehnologija se bavi sintezom, karakterizacijom 1 primjenom nanocestica, koje su
u rasponu veli¢ina 1 nm — 100 nm. Sinteza nanocestica moze se odvijati na dva nacina —

"bottom-up” 1 "top-down"” procesima (Hussain 1 sur., 2016).



sinteza
nanocestica

Cottom-up top-down
pristup pristup

biosinteza taloZenje iz
plinovite faze _— _
. - sol-gel
aerosolni
(bakterije ] e

— piroliza

Slika 1. Podjela sinteze na top-down i bottom-up pristup (Jadoun i sur.,

"Top-down” pristup temelji se na smanjivanju veéih ¢estica do Gestica nano veli¢ina. Cestice
se mogu smanjivati sljede¢im postupcima: procesiranje laserskim zrakama, mehanicko
mljevenje i rezanje materijala. U mlije¢noj industriji se koristi i postupak homogenizacije kao
jedan od oblika "top-down” pristupa. Pozitivne strane su to Sto se veli¢ina Cestica primjenom
ovog postupka moze kontrolirati putem podeSavanja pH vrijednosti, temperature i vremena
provedbe. U ovim postupcima ne dolazi toliko do kontaminacije. S druge strane, cijena
uredaja je vrlo visoka, a Cesto se upotrebljavaju i kemikalije koje su Stetne za okoli§
(Benkovi¢ 1 sur., 2023).

"Bottom-up” pristup se temelji na spajanju atoma i molekula u nakupine ve¢ih dimenzija.
Materijali mogu biti u plinovitom, teku¢em i krutom agregatnom stanju. Ovakva se sinteza
moze odvijati u aerosolu, u sol-gel fazi, laserskom pirolizom, atomskom i molekularnom
kondenzacijom te raznim drugim postupcima medu kojima je i zelena sinteza ili biosinteza

(Ebrahiminezhad i sur., 2018).

2.2.1. Biosinteza nanodestica

Popularno nazvana "zelena kemija” krenula se istraZivati i primjenjivati poc¢etkom 21.
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stolje¢a. Cilj zelene kemije je pronaéi zamjene za Stetne kemikalije kako bi se smanjilo
zagadenje okolisa. Upravo su se tradicionalnim metodama sinteze nanocestica koristile Stetne
kemikalije, ali se danas to moze zamijeniti biosintezom nanocestica. Biosinteza uz to Sto je
prihvatljiva za okoli§ je i ekonomi¢nija i sigurnija za provedbu od tradicionalnih metoda
(Jadoun i sur., 2021).

Za provedbu zelene sinteze nanocestica mogu se koristiti biljke, alge, kvasci, gljive, bakterije
i drugi jednostanicni i viSestani¢ni organizmi (Ebrahiminezhad i sur., 2018; Jadoun i sur.,
2021). Biljke su jeftine i jednostavno se odrzavaju pa tako predstavljaju idealan izbor za
biosintezu. S druge strane, biljke mogu sadrzavati teSke metale 1 druge Stetne spojeve koji su
prisutni u okoliSu. Pozitivna strane uporabe biljaka je to Sto je priprema za biosintezu vrlo
brza i jednostavna (Jadoun i sur., 2021). U pocetku su se koristile Zive biljke no sintetizirane
Cestice nisu bile jednoli¢ne u veli¢ini 1 obliku zbog uporabe razli€itih biljnih tkiva i organa.
Takoder, izolacija nanocestica iz biljaka se nije pokazala primjenjivom uslijed niske Cisto¢e
nanocCestica. Biljni ekstrakt se pokazao najboljim nac¢inom provedbe biosinteze iz biljaka.
Ovaj nacin provedbe je vrlo jednostavan, brzo dolazi do sinteze i lako je primjenjiv je u
industriji. Dijelovi biljke nemaju isti kemijski sastav pa se iz svakog biljnog tkiva ili organa
mogu dobiti ekstrakti razliitog sastava. Ekstrakti se pripremaju najcesce iz lista, ali se mogu
pripremati i iz sjemenaka, plodova, kore, korijena, cvijeta i ostalih dijelova (Ebrahiminezhad i
sur., 2018). U ekstraktima se nalaze fitokemikalije koje su prirodan izvor reducirajucih i
stabilizirajucih sredstava pa kao takvi zamjenjuju Stetne i skupe kemikalije. Uvjeti pri kojima
se najc¢esce provodi biosinteza su atmostferski tlak i sobna temperatura (Jadoun i sur., 2021).
Provedba biosinteze nanocestica uporabom gljiva i bakterija je u odnosu na uporabu biljaka
neSto kompliciranija. Naime, potrebno je osigurati asepticke uvjete, biomasa mora biti
pripremljena. Provedba biosinteze moze biti intracelularna ili ekstracelularna. Kod
intracelularnog mehanizma potrebno je izdvojiti nanocestice iz intracelularnog prostora i
ocCistiti ih Sto je dodatan korak u proizvodnji. Pozitivna strana algi je njihov brzi rast, posebno
zelenih, crvenih i smedih algi pa su povoljan materijal za biosintezu koja je sli¢na provedbi
sintezi iz biljaka. Za sintezu je potrebno pripremiti ekstrakt, pomijeSati s otopinom prekursora
1 ostaviti smjesu pri prethodno odredenim reakcijskim uvjetima — brzina mijeSanja, vrijeme
trajanja inkubacije, optimalni pH i temperatura (Benkovi¢ i sur., 2023). Opcenito je za
biosintezu iz biljnog materijala potrebno pripremiti ekstrakt. VVodeni ekstrakt se priprema iz
zeljenog dijela biljke, zagrijavanjem vode do optimalne temperature uz mijeSanje. Potrebno je
provesti filtraciju kako bi se kruti ostatak odvojio od tekuéine. Otopina prekursora se dodaje u

optimalnoj koncentraciji. ukoliko se Zele sintetizirati nanocestice zeljeza prekursor moze biti
4



FeCls, za sintezu srebra to moze biti AgNOs i tako dalje. Kada se ekstrakt i prekursor
pomijesaju do¢i ¢e do promjene boje $to je indikator da je doslo do sinteze. Nakon odredenog
vremena, smjesa se centrifugira kako bi se odvojile nanocestice od tekuce faze. Talog je
potrebno osusiti i slijedi karakterizacija sintetiziranih nanocestica. Karakterizacija se provodi
brojnim analizama popu FTIR, NIR, UV-Vis spektroskopije, SEM i TEM mikroskopija i
brojnih drugih metoda (KSV i sur., 2017).

Biosintetizirane nanocestice imaju primjenu u raznim poljima. Izmedu ostaloga, primjenjuju
se u medicini zbog svojih antibakterijskih, antivirusnih i antifungalnih svojstava, tretiranju tla
1 biljaka u poljoprivredi, kod proizvodnje elektricnih uredaja, primjenjuju se kao katalizatori,
u biotehnologiji i proizvodnji polimera (Huston i sur., 2021; Spanos i sur., 2021; Sharifi i sur.,
2017; Hussain 1 sur., 2016). Nanocestice oStecuju membranu 1 stijenku bakterije, mogu
stvarati slobodne radikale Sto ¢e dovesti do uniStenja bakterijske stanice. Tako je 1 utvrdeno da
bioloski sintetizirane nanocestice srebra uniStavaju viruse u vodi, a takoder mogu 1 prevenirati
infekciju HIV virusom. Nanocestice Zeljeza su takoder pronasle primjenu u dezinfekciji voda
te vezanju teSkih metala iz tla. Smatra se kako bi povrSine s raznim nanocesticama mogle
zamijeniti kemijska sredstva za pro¢is¢avanje voda. Primjena je moguca i u poljoprivredi gdje

nanocestice mogu zamijeniti gnojiva 1 pesticide (Hussain i sur., 2016).

2.3. PRIMJENA NANOCESTICA ZELJEZA

Nanocestice zeljeza su zbog svojih magnetnih svojstva, visoke stabilnosti, dobre
adsorpcije i niske toksi¢nosti postale primjenjivane u raznim poljima. Tako su primjenu nasle
u agronomiji, obradi voda, biomedicini, o¢uvanju okoliSa i brojnim drugim podrucjima
(Spanos i sur., 2021). U prehrambenoj industriji svoju su primjenu nasle u analizi hrane,
prociS¢avanju proteina 1 imobilizaciji enzima, dok se u farmaceutskoj industriji koriste u

dijagnostici 1 lijecenju bolesti, (Attia i sur., 2022; Cao i sur., 2012).

2.3.1. Primjena u agronomiji

Otpadne vode agronomskih industrija vrlo su kompleksnog sastava, u njoj se mogu
pronac¢i kontaminanti organskog 1 anorganskog podrijetla ukljucujuéi pesticide, herbicide,
teSke metale 1 antibiotike. Svi ovi spojevi 1 u vrlo niskim koncentracijama mogu uzrokovati
brojne respiratorne i kardiovaskularne probleme, alergije, ali i trajna oStecenja pojedinih tkiva
1 organa. Nanocestice zbog svojih malih dimenzija (1 nm — 100 nm) imaju veliku povrSinu.
To ih svojstvo €ini dobrim adsorbensima, te stoga mogu adsorbirati teSke metali, antibiotike 1
pesticide iz otpadnih voda. Adsorpcija se ostvaruje uspostavom vodikovih veza, metalnih

veza |1 uspostavom brojnih elektrostatskih interakcija.  Prema literaturnim podacima,
5



nanocestice zeljeza, to¢nije Fe3Os uspjesno adsorbiraju vecinu olova iz vodenog medija
zagadenog olovom, vise od 85 % (Spanos i sur., 2021).

Antibiotici i pesticidi se koriste u velikoj mjeri u poljoprivredi. Oni nisu biorazgradivi te se
osim u otpadnoj vodi nakupljaju i u tlu. Tako ¢e se kontaminirati biljke koje ¢e biti posadene
na tom mjestu, bez da ¢e biti tretirane pesticidima ili antibioticima. Ovi se spojevi takoder
izdvajaju adsorpcijom, a veze koje se uspostavljaju su elektrostatske interakcije, hidrofobne i
akceptor-donor interakcije (Spanos i sur., 2021).

Nanocestice mogu 1 ubrzavati rast biljaka. Nano gnojiva su se pokazala vrlom uspjeSnim za
uzgoj suncokreta. Takva se vrsta gnojiva aplicira prskanjem. Usporedbom suncokreta koji nije
bio tretiran nanocCesticama Zeljeza i tretiranog suncokreta, tretirani suncokret je bio visi, imao
je veci broj listova 1 vecu koncentraciju klorofila. Ustanovljeno je kako su gnojiva na bazi
Fe30s i Feo0O3 nesto efikasnija u odnosu na same nanocestice u Fe obliku (Spanos i sur.,

2021).

2.3.2. Primjena u prehrambenoj industriji

Brojni se enzimi koriste u prehrambenoj industriji, poput lipaza, proteaza i
oksidoreduktaza. Neki od njih su vise osjetljivi na pH 1 temperaturu. Jednom denaturirani
enzim se teSko moze vratiti u nativnu formu, odnosno viSe se ne moze koristiti. Kako bi
enzimi bili stabilniji i kako bi se mogli ponovno koristiti, provode se postupci imobilizacije ili
modifikacije enzima. Imobilizacija se provodi pomoc¢u magnetnih nanocestica — nanocestica
zeljeza procesima adsorpcije i1 stvaranja kovalentnih veza. Izmedu enzima dijela nanocestice
moze do¢i do stvaranja kovalentne veze. Pozitivno je to Sto ¢e se povecati stabilnosti i enzim
¢e se moc¢i ponovno koristiti no doc¢i ¢e do blagog smanjenja aktivnosti enzima. Kod fizikalne
adsorpcije stvaraju se vodikove ili ionske veze te van der Waalsove interakcije. Fizikalna
adsorpcija je manje u¢inkovita od imobilizacije jer promjenom uvjeta, temperature i pH dolazi
do promjene afiniteta enzima (Cao i sur., 2012).
Separacija i ¢iS¢enje proteina vrlo su bitni koraci za izdvajanje enzima. Ovi se postupci osim
u prehrambenoj industriji primjenjuju i u biomedicini te u znanstvenim istrazivanjima. Za
izdvajanje se najc¢esce koriste ultrafiltracija, kromatografske metode, centrifugiranje, ali i
magnetna separacija. Prednosti magnetne separacije nad ostalim metodama su to Sto kratko
traje te moZe se automatizirati i primjenjivati u industriji na ve¢im koli¢inama. Razlikuju se
direktne i indirektne metode. Kod direktnih metoda se na nanocestice veze ligand, a oni se
vezu na Zeljene proteine. S druge strane, kod indirektne metode se ligand dodaje u smjesu,

tvori kompleks s proteinom i na njih se veZe nanocestica zeljeza koja se takoder nalazi u toj
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smjesi. Za primjenu u industriji vrlo je bitna cijena samog liganda i njegova svojstva. Trebao

bi biti jeftin, stabilan i dobro se vezati u kompleks (Cao i sur., 2012).

2.3.3. Primjena u farmaceutskoj industriji

Nanocestice zeljeza su zbog svojih dobrih optickih, magnetskih i elektricnih svojstava,
sfernog oblika, biorazgradivosti, visoke stabilnosti i brze sinteze nasle Siroku primjenu u
farmaceutskoj industriji. Takoder, one djeluju antimikrobno, antivirusno i antikancerogeno
(Attia i sur., 2022).
Kancerogene bolesti su vrlo zahtjevne za lijeCenje jer se vrlo razlikuju u napredovanju,
lije€enju 1 ponovnom pojavljivanju. Zbog ve¢ navedenih svojstava nanocCestica Zeljeza
primjenjuju se u dijagnosticiranju 1 lijecenju kancerogenih bolesti. Nanocestice Zeljeza se
prvenstveno primjenjuju za terapiju hipertermijom, odnosno kako bi se kancerogene stanice
unistile uslijed poviSene temperature (Alangari i sur., 2022). Nanocestice FezOs u kombinaciji
s drugim tvarima pokazale dobra citotoksi¢na svojstva protiv kancerogenih stanica jetre. Sam
Fes0s ne moze djelovati antikancerogeno. Drugo istrazivanje je pokazalo kako nanocestice
Fe2Os u kombinaciji s ZnO inhibiraju rast kancerogenih stanica raka dojke. Nanocestice
vezanjem na kancerogene stanice uzrokuju pucanje membrane stanica, nakon toga ulaze i
stanicu 1 uniStavaju ostale organele (Attia 1 sur., 2022).
Antivirusno djelovanje pokazale su protiv virusa poput HIV-a, hepatitisa B, gripe,
majmunskih boginja te brojnih drugih. Nanocestice uzrokuju trajno oste¢enje genoma i
onemogucavaju njegovu daljnju replikaciju. Istrazivanja su pokazala kako su Fe;Osz i Fe304
pokazali dobre rezultate u uniStavanju SARS-CoV-2 virusa, no FeszOs stvara stabilnije
komplekse jer treba manje energije za stvaranje kompleksa (Attia i sur., 2022).
Nanodestice zeljeza pokazuju i antibakterijsko djelovanje. Naime, bakterije mogu stvarati
biofilmove oko svoje stjenke Sto oteZava uniStenje stanice. Uz to, takve bakterije se veZu na
povrsine vodikovim vezama, hidrofobnim interakcijama, dipol-dipoli van der Waalsovim
interakcijama. Antimikrobni agensi koji se primjenjuju trebaju reducirati stvaranje biofilmova
kako bi djelovanje na samu stijenku bilo moguce. Oksidi cinka, aluminija i srebra su pokazali
takvo djelovanje, no zbog mogucéeg Stetnog djelovanja traze se nova rjeSenja. Tako su
nanocestice s magnetnim svojstvima medu kojima su i nanocestice Zeljeza - Fe3O4, Fe203 i
FeO(OH) nasle primjenu. Ove nanocestice lako oksidiraju i aglomeriraju §to im smanjuje broj
funkcionalnih skupina na povrsini. Kako bi se to izbjeglo, na povr§inu nanocestica se dodaju

polimeri koji mogu biti sintetski ili prirodni (Arakha i sur., 2015).



2.4. UTJECAJ REAKCIJSKIH UVJETA NA SINTEZU NANOCESTICA ZELJEZA
Reakcijski parametri koji utjecu na koli¢inu i svojstva sintetiziranih nanocestica su
koncentracija prekursora, koncentracija ekstrakta (biokatalizatora), temperatura i vrijeme
trajanja ekstrakcije (Benkovi¢ i sur., 2023; Ebrahiminezhad i sur., 2018).
pH vrijednost utjeCe na stabilnost sintetiziranih nanocestica te na njihovu veliCinu.
Istrazivanja su pokazala da nize pH vrijednosti pogoduju stvaranju stabilnijih i manjih
nanocestica. Takoder, utvrdeno je da organske kiseline dodatno stabiliziraju Cestice
(Ebrahiminezhad i sur., 2018).
Vrijeme je vrlo znaCajan faktor jer svako odstupanje od optimalnog vremena provodenja
ekstrakcije uzrokuje manje iskoriStenje ili loSiju kvalitetu ekstrakta. Ukoliko se ekstrakcija
provodi prekratko vrijeme, nec¢e do¢i do maksimalnog izdvajanja komponenti. S druge strane,
uslijed predugog provodenja ekstrakcije moze doc¢i do degradacije komponenti potrebnih za
provodenje biosinteze. Istrazivanja su pokazala kako je optimalno vrijeme provodenja
ekstrakcije 45 minuta (Ebrahiminezhad i sur., 2018).
Previsoka temperatura takoder uzrokuje degradaciju antioksidanata. Eksperimentima je
utvrdeno da do degradacije dolazi kod temperature vise od 80 °C. Rastom temperature od 40
°C do 70 °C dolazi 1 do rasta antioksidanata u ekstraktu (Ebrahiminezhad i sur., 2018).
Optimalna temperatura i pH ovise o samoj vrsti biljke ili nekog drugog biokatalizatora i
njegovom kemijskom sastavu (Benkovi¢ i sur., 2023).
Koncentracija ekstrakta direktno utjete na veliinu sintetiziranih nanodestica Zeljeza. Sto je
veca koncentracija ekstrakta, vece su nanocestice, ali je 1 ¢eSce je 1 skupljanje Cestica u vece
nakupine uslijed jac¢ih veza medu njima (Ebrahiminezhad i sur., 2018).
Utjecaj koncentracije prekursora nije u potpunosti razjaSnjen. Poznato je kako koncentracija
prekursora utjeCe na stvaranje nukleusa iz kojih ¢e kasnije nastati nanocestice. NO
istrazivanja su pokazala kako poveéanje koncentracije prekursora ne utjee proporcionalno na
veli¢inu Cestica nego s povecanjem koncentracije prekursora mogu nastajati i vece i manje
nanocestice (Sharifi i sur., 2017). Takoder, prevelik omjer prekursora i ekstrakta u reakcijskoj

smjesi takoder dovodi do skupljanja Cestica u ve¢e nakupine (Benkovi¢ i sur., 2023).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Reagensi

3.1.2. Pribor
[ )
[ )

deionizirana voda

Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

galna kiselina 98 % (CsH2(OH)3sCOOH) (AcrossOrganics, Geel, Belgija)
melisa- list, berba 2022., porijeklo biljke Srbija, proizvodac i distributer Suban,
Strmec, Hrvatska

metanol HPLC grade (J.T.Baker, Nizozemska)

natrijev karbonat, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

zeljezo (I11) klorid 6-hidat, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH), Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox, C14H1804)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Eppendorf epruvete

Falcon epruvete 15 mL i 50 mL

kvarcne kivete

membranski filter (0,2 um)

menzura od 5 mL, 25 mL, 500 mL

metalna spatula

mikropipete volumena 100 pL, 500 pL i 1000 pL
odmjerna tikvica od 25 mL

pipete volumena 5 mL i 10 mL

plasti¢na Strcaljka

plasti¢na Zlica

plasti¢ni lijevak

staklena ¢asa od 25 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL
staklene epruvete

staklene tamne reagens boce

stakleni lijevak



e stakleni Stapi¢

e stalci za epruvete

3.1.3. Aparatura
e analiticka vaga (Sartorius TE214S, Gottingen, Njemacka)
e digitalni termometar (TP101, HandsOnTech, Malezija)
o eksikator (Normax, Portugal)
e FTIR spektrometar (Spectrum one, PerkinElmer, SAD)
e kolorimetar (PCE-CSM 3, PCE Instruments, Njemacka)
o konduktometar (914 pH/Conductometer, Metrohm, Svicarska)
e Litesizer (Anton Paar, Graz, Austrija)
e magnetna mijesalica (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija)
e mikroskop i kamera (Motic B series, Motic Europe, Barcelona, Spanjolska)
e NIR spektrometar (AvaSpec-NIR, Avantes, Nizozemska)
e pH-metar (914 pH/Conductometer, Metrohm, Svicarska)
e laboratorijski suSionik (InkoLab ST60T, Hrvatska)
e spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Engleska)
e spektrofotometar (UV1601, Shimadzu, Japan)
e uljna kupelj (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen, Njemacka)
e UV-VIS spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Engleska)
e vorteks (Biosan V-1 plus, Riga, Latvija)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema ekstrakta melise

Za pripremu vodenog ekstrakta melise odvagano je 12 g osuSenog lista melise kojem
je dodano 360 mL destilirane vode temperature 80 °C te je smjesa stavljena u uljnu kupelj
(IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen). Ekstrakcija je provodena 30 minuta, uz okretaje
mijesala 350 min'1l. Nakon 30 minuta ekstrakt se profiltrirao najprije pomocu filter papira, a
nakon toga preko ChromafilXtra H-PTFE membranskog filtera otvora pora 0,2 um.

Profiltrirani ekstrakt skladisten je u frizideru pri 4-6 °C do daljnjih analiza.

3.2.2. Priprema otopine prekursora
Otopina prekursora pripremljena je otapanjem potrebna koli¢ine zeljezova (II1) klorida
6-hidrata u destiliranoj vodi kako bi se dobila je 0,1 M otopina. 1z te polazne otopine
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razrjedivanjem su pripremljene i otopine sljedecih koncentracija — 0,075 M, 0,05 M, 0,025 M
10,01 M.

3.2.3. Sinteza nanocestica zeljeza
Sinteza nanocestica Zeljeza pripremljena je mijeSanjem otopina prekursora i ekstrakta
u omjeru 1:4 pri sobnoj temperaturi. Promjena boje reakcijske smjese iz svjetlo zute u tamno

plavu/sivu indikator je sinteze nanocestica.

3.2.4. Boja

Boja je odredena na kolorimetru (PCE-CSM 3, PCE Instruments, Njemacka) prema
Hunter-ovoj skali prema kojoj se odreduje 5 parametara (L*, a", b", Chroma i Hue), uz
prethodnu kalibraciju na bijelu plohu. Uzorak se ulije u kivetu i stavi se na postolje. Pritiskom
na gumb prikazu se vrijednosti svih pet parametara. Boja se odreduje otopinama prekursora,
reakcijskim smjesama prekursora i ekstrakta te sintetiziranim nanocesticama zeljeza nakon

provedenog suSenja.

3.2.5. Vodljivost
Vodljivost se odreduje pomoc¢u konduktometra (914 pH/Conductometer, Metrohm,

Svicarska) uranjanjem sonde u otopinu. Mjerenje se provodi 3 puta.

3.2.6. pH
pH vrijednost svih uzoraka odredena je pomoc¢u pH-metra (914 pH/Conductometer,

Metrohm) Cija se sonda uroni u epruvetu. Mjerenje se provodi 3 puta.

3.2.7. Kontinuirani UV spektar

Kako bi snimanje kontinuiranog UV spektra bilo moguce, potrebno je napraviti
razrijedene otopine prekursora i1 smjese prekursora i ekstrakta. U oba su sluc¢aja napravljena
100X razrjedenja. Dobiveni uzorak se snima u kvarcnoj kiveti koja se stavlja u
spektrofotometar. Spektar se snimao na dva spektrofotometra, na UV-VIS spektrofotometru
(Biochrom Libra S11, Engleska) su snimljene valne duljine u rasponu 325 nm — 900 nm, dok
su na drugom spektrofotometru (UV1601, Shimadzu, Japan) snimljene valne duljine u
rasponu 200 nm — 800 nm. Svaki se uzorak snimao tri puta. UV spektar je sniman kako bi se

dokazalo prisustvo nanocestica Zeljeza u reakcijskoj smjesi.

3.2.8. Kontinuirani NIR spektar
Za snimanje NIR spektra takoder je bilo potrebno napraviti 100X razrjedenje uzoraka.

Uzorci su snimani pomoc¢u NIR spektrometar (AvaSpec-NIR, Avantes, Nizozemska) u
11



rasponu valnih duljina 990 nm — 2500 nm. Za svaki uzorak su provedena tri paralelna

mjerenja.

3.2.9. FTIR spektar

Snimanje FTIR spektra provedeno je pomocu uredaja Spectrum one (PerkinElmer,
SAD), u rasponu valnih brojeva 4000 cm™ — 450 cm™. Da bi se mjerenje moglo provesti,
uzorke je potrebno tabletirati na nacin da se pomijesaju sintetizirani prah zeljeza s kalijevim

bromidom u omjeru 1:100. Svaki je uzorak sniman cetiri puta.

3.2.10. Odredivanje hidrodinami¢kog promjera metodom dinamic¢kog rasprsenja svjetlosti
Hidrodinami¢ki promjer nanocestica Zeljeza se odreduje na otopinama razrijedenim

100X. Promjer Cestica se odreduje na uredaju Litesizer (Anton Paar, Graz, Austrija). Princip

mjerenja veliCine Cestica je mjerenje brzine kojom se Cestice gibaju uslijed Brownovog

gibanja. Provedena su tri paralelna mjerenja za svaki uzorak.

3.2.11. Izdvajanje nanocestica iz otopine

Iz reakcijske smjese dekantiranjem je odvojen supernatant, a talog koji je zaostao u
CaSama stavljen je na susSenje u laboratorijski susionik (InkoLab ST60T, Hrvatska), na 105 °C,
do konstantne mase. Case s talogom su izvagane kako bi se izra¢unala masa sintetiziranih
nanocCestica Zeljeza. OsuSeni talog se prenio pomocu zlice i metalne spatule u Eppendorf

epruvete koje su potom pohranjene u eksikator (Normax, Portugal).

3.2.12. Odredivanje ukupnih polifenola u supernatantu i polaznom ekstraktu

Ukupni polifenoli u uzorcima odreduju se spektrofotometrijskom metodom uz
upotrebu Folin-Ciocalteau reagensa. Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
razrijedi se s vodom u omjeru 1:2 te se pripremi 20 % - tna (w/w) otopina natrijevog
karbonata. U epruvetu se otpipetira 3,95 mL destilirane vode, 250 pL otopine Folin-Ciocalteu
reagensa, 50 YL uzorka i 750 pL otopine natrijevog karbonata. Nakon dva sata se oCitava
apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm na spektrofotometru (Biochrom Libra
S11, Engleska).Koncentracije polifenola u uzorcima odreduju se temeljem jednadzbe
bazdarnog pravca galne kiseline koncentracija: 0 mg L™, 25 mg L?, 50 mg L%, 75 mg L, 100
mg L2, 200 mg L, 250 mg L2, 400 mg L i500 mg L.
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Slika 2. Graficki prikaz bazdarnog pravca za odredivanje ukupnih polifenola

Na temelju dobivenih podataka jednadzba pravca glasi:

y =0,0017x [1]

Gdje su:
x = koncentracija galne kiseline (mg GAE L™)
y = apsorbancija pri A = 765 nm

R? = koeficijent determinacije

3.2.13. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti u supernatantu i polaznom ekstraktu DPPH
metodom

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti potrebo je pripremiti 0,094 mM otopinu
1,1-difenil-2-pirilhidrazil radikala, odnosno DPPH. Otpipetira se 3,9 mL otopine DPPH i
doda se 100 pL uzorka. Reakcijska smjesa stoji u mraku 30 minuta nakon cega se ocita
apsorbancija na 512 nm. Koncentracije uzoraka ocitavaju se temeljem bazdarnog dijagrama
otopina Trolox-a u metanolu (HPLC grade, J.T.Baker, Nizozemska): 0,01 M, 0,05 M, 0,1 M,
0,25 M, 0,5M, 0,75 M i 1 M. Rezultati se izrazavaju kao molarni ili maseni udio ekvivalenata

Trolox-a.
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Slika 3. Grafi¢ki prikaz bazdardnog pravca za odredivanje antioksidacijske

aktivnosti

Na temelju dobivenih podataka jednadzba pravca glasi:

y = 0,514x [2]

Gdje su:
X = koncenracija otopine Trolox-a u metanolu (mM)
y = apsorbancija priA =512 nm

R? = koeficijent determinacije
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj koncentracije prekursora na biokatalitiCku sintezu
nanocestica zeljeza. Rezultati su prikazani graficki i tablicno. Parametri koji opisuju boju, pH
i vodljivost otopina prekursora prikazani su u Tablici 1. Vodljivost, pH i boja reakcijskih
smjesa prikazani su u Tablici 2. U Tablicama 3 i 4 nalaze se svojstva sintetiziranog
nanopraha, boja i mase. Graficki su prikazani UV, NIR i FTIR spektri otopina prekursora i
reakcijskih smjesa, hidrodinamicki promjer, koli¢ina ukupnih polifenola. antioksidacijski

kapacitet i mikroskopska slika sintetiziranih nanocestica.

4.1. SVOJSTVA OTOPINE PREKURSORA

Mjerenja pH vrijednosti koja su prikazana u Tablici 1, pokazala su da najnizi pH ima
0,1 M otopina prekursora, taj pH iznosi 1,86 + 0,06. Najvisi pH ima najrazrjedenija otopina
prekursora (0,01 M), ¢ija pH vrijednost iznosi 2,56 + 0,08. Takvi se rezultati podudaraju s
istrazivanjem Baumlera 1 suradnika koji su takoder dobili najnize pH vrijednosti za
najkoncentriraniju otopinu FeClz-6H.0, a najviSe vrijednosti za najrazrjedeniju otopinu
navedenog prekursora (Baumler i sur., 2019).
Vodljivost otopina prekursora povecavala se od otopine najmanje koncentracije do otopine
najveée koncentracije. Izmjerene vodljivosti prikazane su u Tablici 1, najmanja izmjerena
vodljivost iznosi 3,927 + 0,12 mS cm? dok je najveéa vodljivost 24,90 + 0,75 mS cm™.
Podaci za vodljivost se podudaraju s istrazivanjem Yadava i Yadava (2020) gdje je takoder
uocen porast vodljivosti od najmanje do najve¢e koncentracije. Do povecanja vodljivosti,
uslijed porasta koncentracije, dolazi zbog povecanja broja iona koji mogu provoditi struju
(Yadav i Yadav, 2020).
Na Slici 4 prikazane su pripremljene otopine prekursora. Vidljivo je da je otopina prekursora
najvece koncentracije (0,1 M) najtamnija, dok je otopina prekursora najmanje koncentracije
(0,01 M) najsvijetlija. Vizualna procjena boje prikazana na Slici 4 povezana je s
instrumentalnim mjerenjem parametara boje Ciji su rezultati prikazani u Tablici 1. Kod
parametra L*, koji se odnosi na svjetlinu uzorka, uo¢en je pravilan rast. Sto je parametar L*
veli, to je uzorak svijetlije boje te $to je parametar L* manji, uzorak je tamniji (Ly i sur.,
2020). Do navedenog rasta L* vrijednosti dolazi zbog smanjenja koncentracije soli u otopini
koja doprinosi pojavi zute boje. Usporedbom slike 4 i L* vrijednosti iz tablice 1 uocena je
podudarnost. Kod prekursora najveée koncentracije (0,1 M) L* vrijednost iznosi 44,39 + 1,33,
a kod prekursora najmanje koncentracije (0,01 M) L* vrijednost iznosi 48,34 + 1/45.

Parametar b* pokazao je trend opadanja od prekursora najvece, prema prekursoru najmanje
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koncentracije. Kod prekursora najvece koncentracije (0,1 M) b* vrijednost iznosi 10,28 *

0,31, a kod prekursora najmanje koncentracije (0,01 M) b* vrijednost iznosi 7,13 = 0,21.

Pozitivnijevrijednosti parametra b* oznafavaju zute, dok negativnije vrijednosti parametra

oznacavaju plave tonove (Ly i sur., 2020). Kod parametara a*, Chroma i hue nije uocen

pravilan rast ili pad izmjerenih vrijednosti. Vrijednosti parametara Chroma i hue ovise o0

vrijednostima parametara a* i b*. Parametar a* opisuje crvene i zelene tonove, pozitivne

vrijednosti se odnose na crvene, a negativne vrijednosti na zelene tonove. Chroma opisuje

zasi¢enost boje, a hue opisuje kut kojeg Chroma zatvara (Ly i sur., 2020). Vrijednosti
parametara a* se kre¢u od 10,61 = 0,32 (0,01 M prekursor) do 12,29 + 0,37 (0,025 M

prekursor). Samo parametar b* pokazuje pravilan trend pa vrijednosti parametra Chroma i hue

ne mogu imati pravilan trend. Vrijednosti parametra Chroma se kre¢u u rasponu od 12,78 *
0,37 za (0,01 M prekursor) do 15,65 + 0,47 (0,025 M prekursor). Vrijednosti parametra hue se
kre¢u od 33,89 + 1,02 (0,01 M prekursor) do 41,46 + 1,24 (0,05 M prekursor).

Tablica 1. pH, vodljivost i boja otopina prekursora

boja
pH z&%ljé\rff; L* a* b* Chroma hue
o | i Tanmeons | e | e [ ame [ [ ome
oo | i T romeom | g | 9% Tomwoa| e | 93¢
e | s o | S | e Tosvon| 2 | At
Do [z [asorone | 955 [ 0%+ [rawon| B | 95

Slika 4. Otopine prekursora (vlastita fotografija)
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4.2.SVOJSTVA REAKCHSKIH SMJESA

Reakcijskim smjesama nakon dodatka ekstrakta kao biokatalizatora takoder su
odredivane vrijednosti pH i vodljivosti te parametri boje. Vrijednosti mjerenih parametara
prikazane su u Tablici 2. Boja reakcijskih smjesa otopina prekursora i ekstrakta prikazana je
na Slici 5.
Prema dobivenim rezultatima za pH vrijednosti vidljivo je da reakcijska smjesa pripravljena
od ekstrakta i otopine prekursora najviSe koncentracija (0,1 M) pokazuje najnize pH
vrijednosti (2,24 £ 0,07), dok reakcijska smjesa pripravljena od ekstrakta i otopine prekursora
najnize koncentracije (0,01 M) pokazuje najvise pH vrijednosti (4,67 + 0,14). U odnosu na
Ciste otopine  prekursora, u reakcijskim smjesama je pH visi zbog manje koncentracije
soli, odnosno vec¢e koncentracije vode (Baumler i sur., 2019).
Vodljivost reakcijskih smjesa takoder pokazuje isti trend kao i Ciste otopine prekursora.
Najvecu vrijednost vodljivosti pokazuje smjesa 0,1 M prekursora i ekstrakta od 9,012 + 0,27
mS cm?, a najmanju vrijednost pokazuje smjesa 0,01 M prekursora i ekstrakta u vrijednosti
od 2,623 + 0,08 mS cm™. Vodljivost reakcijskih smjesa je manja u odnosu na otopine
prekursora jer je u reakcijskim smjesama manja koncentracija iona o kojima ovisi vodljivost
(Yadav i Yadav, 2020.).
Sve reakcijske smjese poprimile su tamno zelenu boju, $to je vidljivo na Slici 5, te se, prema
literaturnim podacima, promjena obojenja reakcijske smjese smatra indikatorom nastanka
nanoCestica (KSV i sur., 2017). Vrijednosti parametara L* kretali su se od 30,11 + 0,90 (0,1
M prekursor i ekstrakt) do 31,22 + 0,94 (0,075 M prekursor i ekstrakt). 1z navedenog je
vidljivo da su smjese nakon dodatka bioaktalizatora pokazale znaajan rast L* vrijednosti,
to¢nije, da su sintezom nanocestica postale znatno tamnije. Pravilan trend rasta/pada L*
vrijednosti nije utvrden s promjenom koncentracije otopine prekursora. Jedini parametri boje
koji su pokazali odredeni trend u Tablici 2 su parametri a* i Chroma. Kod navedenih
parametara je uoCen pad vrijednosti od reakcijske smjese s najve¢om koncentracijom
prekursora do reakcijske smjese s najmanjom koncentracijom prekursora. Tako se parametar
a* kretao od 5,47 + 0,16 (0,1 M prekursor i ekstrakt) do 4,82 + 0,14 (0,01 M prekursor i
ekstrakt). Pozitivnijim vrijednostima parametra a* pripisuju se crveniji tonovi, dok se
negativnijim vrijednostima pripisuju zeleniji tonovi. Oksidi Zeljeza koji nastaju tijekom
sinteze su crvene i smede boje (Niraimathee i sur., 2016). Prema dobivenim vrijednostima
parametra a*, najvise sintetiziranih oksida Zeljeza, koji su zasluzni za crvene tonove, nastalo
je u reakcijskoj smjesi 0,01 M prekursora i ekstrakta. Parametar Chroma se kretao od 5,89 +

0,18 (0,1 M prekursor i ekstrakt) do 5,17 + 0,16 (0,01 M prekursor i ekstrakt). Najizrazeniju
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boju imala je reakcijska smjesa 0,1 M prekursora i ekstrakta. Parametar Chroma odnosi se na
relativnu zasi¢enost boje (Ly i sur., 2020), te, prema podacima prikazanim u tablici,
zasi¢enost boje opada u reakcijskim smjesama s otopinama prekursora nizih koncentracija,
buduci da u tim otopinama postoji manji broj iona koji bi mogli sudjelovati u samoj sintezi.
Parametri b* i hue nisu pokazali pravilan trend. Vrijednosti parametra b* krecu se u rasponu
od 1,88 = 0,06 (0,01 M prekursor i ekstrakt) do 2,20 + 0,07 (0,1 M prekursor i ekstrakt).
Vrijednosti parametra hue kretale su se od 21,27 = 0,64 (0,1 M prekursor i ekstrakt) do
23,42+0,70 (0,025 M prekursor i ekstrakt).

Tablica 2. pH, vodljivost i boja reakcijskih smjesa

boja
pH \('r?]dsljc“rﬁf; L* a* b* Chroma hue
0,1 M prekursori | 224+ 9.012 + 0.27 30,11 + 547+ | 2,20+ 5,89 + 21,90 +
ekstrakt 0,07 meesE 0,90 0,16 0,07 0,18 0,66
0,075 M prekursor | 2,50 + 6.580 + 0.20 31,22 + 519+ | 217+ | 562% 22,73+
i ekstrakt 0,08 SRS 0,94 0,16 0,07 0,17 0,68
0,05 M prekursori | 2,92 + A565 +0.14 30,70 + 496+ | 2,04+ 5,36 + 22,37+
ekstrakt 0,09 EE S 0,92 0,15 0,06 0,16 0,67
0,025 M prekursor | 3,79+ 3134 +0.00 30,94 + 495+ | 214+ | 539+ 23,42 +
i ekstrakt 0,11 TS 0,93 0,15 0,6 0,16 0,70
0,01 M prekursor i | 4,67+ 9623 +0.08 30,31+ 482+ | 1,88 517 + 21,27
ekstrakt 0,14 eSS 0,91 0,14 0,06 0,16 0,64

' l0,61-M.

e

i

0,025:M= 0,05

.

M-0,076M.0,1.M,

Slika 5. Reakcijske smjese ekstrakta i prekursora (vlastita fotografija)
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4.3. SVOJSTVA SINTETIZIRANOG NANOPRAHA

U Tablici 3 prikazane su vrijednosti parametara boje sintetiziranog nanopraha zeljeza.
Mijerene vrijednosti nisu pokazale u potpunosti pravilan trend porasta ili pada. Otezavajuéi
faktor kod odredivanja boje su kristalizirane Cestice koje reflektiraju svjetlost. L* vrijednosti
kretale su se u rasponu od 26,35 = 0,79 (0,075 M prekursor i ekstrakt) do 27,57 + 0,83 (0,1 M
prekursor i ekstrakt). Nanoprah sintetiziran iz 0,1 M prekursora i ekstrakta pokazao je najvisu
L* vrijednost, odnosno taj nanoprah je bio najsvjetlije boje. Smanjenjem koncentracije
prekursora u reakcijskoj smjesi uocen je pad L* vrijednosti, odnosno nanoprah je bio tamnije
boje. Reakcijska smjesa 0,01 M prekursor i ekstrakt imala je L* vrijednost 26,39 + 0,79.
Takva pojava je moguca uslijed sinteze razli¢itih vrsta nanocCestica zeljeza, koje su razli¢itih
boja, unutar razlicitih reakcijskih smjesa. Tako je FesO4 gotovo crne boje, Fe2Os narancasto-
crvene boje, FeEOOH zute boje (Voss i sur., 2020). Vrijednosti parametra a* kretale su se u
rasponu od -0,31 + 0,01 (0,05 M prekursor i ekstrakt) do 0,53 + 0,02 (0,1 M prekursor i
ekstrakt). Samo je a* vrijednost 0,1 M prekursora i ekstrakta bila pozitivna, dok su sve ostale
reakcijske smjese poprimile negativnu vrijednost parametra a*. Isto je opazeno i kod
parametra b*. Pozitivne vrijednosti parametra a* upucuju na crvene tonove, dok negativne
vrijednosti upucuju na zelene tonove (Ly 1 sur., 2020). Crveni tonovi upucuju na sintetizirane
Fe,03 Cestice (Voss i sur., 2020). Vrijednosti parametra b* kretale su se od -1,05 + 0,03
(0,075 M prekursor i ekstrakt) do 0,84 £ 0,03 (0,1 M prekursor i ekstrakt). Pozitivhe
vrijednosti parametra b* upucuju na Zzute tonove, a negativne vrijednosti na plave tonove.
Vrijednosti parametra Chroma kretale su se od 0,76 + 0,03 (0,05 M prekursor i ekstrakt) do
1,08 £ 0,03 (0,075 M prekursor i ekstrakt). Vrijednosti parametra Chroma su niske zbog
niskih a* i b* vrijednosti. 1z Tablice 3 je vidljivo kako su reakcijske smjese s prekursorom
viSih koncentracija pokazale vecu zasiCenost boje u odnosu na reakcijske smjese s
prekursorima nizih koncentracija. Vrijednosti parametra hue kretale su se od 57,44 + 1,72 (0,1
M prekursor i ekstrakt) do 267,09 + 8,01 (0,01 M prekursor i ekstrakt). Vrijednosti parametra
hue izrazito su visoke za reakcijske smjese u kojima su parametri a* i b* poprimili negativne
vrijednosti (0,075 M prekursor i ekstrakt — 0,01 M prekursor i ekstrakt) pa se izmjerena boja
nalazi u tre¢em kvadrantu. Posljedica toga je da je kut vrlo velik, odnosno hue vrijednost je
vrlo visoka. Za razliku od toga, kod reakcijska smjese 0,1 M prekursora i ekstrakta, a* i b*
vrijednosti nalaze se u prvom kvadrantu pa je i hue vrijednost znatno manja u odnosu na

druge reakcijske smjese.
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Tablica 3. Boja sintetiziranog nanopraha

boja
L* a* b* Chroma hue
0,1 M prekursor i ekstrakt | 27,57 +0,83 | 0,53+0,02 | 0,84+0,03 | 0,99+0,03 | 57,44+1,72
0,075 M prekursor i ekstrakt | 26,35+0,79 | -0,24+0,01 | -1,05+0,03 | 1,08+ 0,03 | 257,05+ 7,71
0,05 M prekursor i ekstrakt | 26,78 +0,80 | -0,31+0,01 | -0,70+0,02 | 0,76 +0,03 | 246,04 + 7,38
0,025 M prekursor i ekstrakt | 26,36 +0,79 | -0,26 + 0,01 | -0,81+0,02 | 0,85+ 0,03 | 252,58 + 7,58
0,01 M prekursor i ekstrakt | 26,39+0,79 | -0,04+0,01 | -0,77+0,02 | 0,77 +0,02 | 267,09 + 8,01

Tablica 4 sadrzi mase sintetiziranih nanocCestica Zeljeza nakon izdvajanja supernatanta i
suSenja taloga. Vidljivo je kako mase sintetiziranog nanopraha ne pokazuju pravilan pad od
reakcijske smjese najvece (0,1 M prekursor i ekstrakt) do reakcijske smjese najmanje
koncentracije (0,1 M prekursori ekstrakt). Reakcijska smjesa najvece koncentracije (0,1 M
prekursor i ekstrakt) je pokazala najve¢u masu sintetiziranog nanopraha zeljeza (0,1901 *
0,006 9g),

otopine prekursora prisutno i najviSe iona od kojih je moguce sintetizirati nanocestice. U

Sto se objasnjava ¢injenicom da je u reakcijskoj smjesi napravljenoj od najvise

reakcijskoj smjesi 0,01 M prekursora i ekstrakta sintetizirano je 0,1509 + 0,005 g nanocestica.
Nadalje, nepravilan trend pada masa nanocestica se objaSnjava poteSkocama u odvajanju
taloga od supernatanta iz reakcijske smjese te zbog moguceg zaostatka odredenog dijela
nanocCestica u samom supernatantu. Najmanja masa sintetiziranih nanocestica je u reakcijskoj
smjesi 0,025 M prekursora i ekstrakta (0,1389 + 0,004 g).

Tablica 4. Mase sintetiziranog nanopraha

masa sintetiziranog nanopraha (g)

0,1 M prekursor i ekstrakt 0,1901 + 0,006

0,075 M prekursor i ekstrakt 0,1498 + 0,004

0,05 M prekursor i ekstrakt 0,1792 + 0,005

0,025 M prekursor i ekstrakt 0,1389 + 0,004

0,01 M prekursor i ekstrakt 0,1509 + 0,005

Slika 6 prikazuje iznose hidrodinamickih promjera sintetiziranih nanocestica u ovisnosti o

koncentraciji prekursora, od 0,01 M prekursora do 0,1 M prekursora. Najmanji
hidrodinamicki promjer imaju sintetizirane Cestice iz otopine prekursora najmanje, 0,01 M
koncentracije. Kod te koncentracije je 10 % cestica ispod 228 nm, a 90 % cestica ispod 644
nm. Od postepenog povecavanja iznosa sintetiziranih nanocestica odstupa prekursor 0,05 M
gdje je 10 % cestica ispod 1384 nm, a 90 % CcCestica ispod 2242 nm. Kod navedene

koncentracije prekursora doslo je do sinteze najvecih Cestica. Takoder, i u drugim
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istrazivanjima je navedeno kako utjecaj koncentracije prekursora na veli¢inu sintetiziranih
Cestica nije u potpunosti razjaSnjen (Sharifi i sur., 2017). Vecinom dolazi do povecanja
nanocCestica s povecanjem koncentracije prekursora uslijed rasta nukleusa i aglomeracije
Cestica (Lassoued i sur., 2017). Sharifi i suradnici (2017) smatraju da do smanjenja promjera
Cestica uslijed povecanja koncentracije prekursora, moze do¢i uslijed nemoguénosti
stabilizacije Cestica. Posljedica toga je da nastajanje manje monomera koji se mogu
aglomerirati i tvoriti ve¢e nakupine (Sharifi i sur., 2017). Stvaranje veéih nakupina Cestica

potvrdeno je i mikroskopskom slikom samog uzorka (slika 8).

3500

3000

2500

2000

promjer (nm)

= D10 (nm)
® D50 (nm)
= D90 (nm)

"2 1500
‘E 1000

500 III
0

0,01 M 0,025 M 0,05 M 0,075 M 0,1 M
koncentracija prekursora (mM)
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Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti hidrodinamic¢kog promjera o koncentraciji prekursora

Slika 7. Mikroskopska slika sintetiziranih nanocestica (0,1 M prekursor) (vlasita fotografija)
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4.4. UV, NIR | FTIR SPEKTROSKOPIJA

Prema Sethu i suradnicima (2022), oc¢ekivani pik karakteristican za FeCls je na oko
300 nm. 1z dobivenog grafa (Slika 8), koji je sniman od 300 do 900 nm™, vidljivo je kako
svaka koncentracija prekursora ima uzlaznu liniju Sto bi odgovaralo literaturnim podacima.
Takoder je prema linijama vidljivo da prekursor najmanje koncentracije ima najmanji
apsorpcijski maksimum, a prekursora najvec¢e koncentracije ima najveci apsorpcijski
maksimum (Seth i sur., 2022).
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——0,075 M prekursor 0,1 M prekursor
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Slika 8. Graficki prikaz UV spektra otopina prekursora

Slika 9 prikazuje UV spektar sintetiziranih nanocestica snimanih u rasponu valnih duljina od
300 do 900 nm™, dok je na slici 10 je prikazan UV spektar koji je sniman u rasponu valnih
duljina od 200 do 800 nm™. Navedenim otopinama snimani su UV spektri na dva uredaja,
kako bi se mogle obuhvatiti valne duljine ispod 300 nm (200 — 300 nm), na kojima su, prema
literaturnim podacima, vidljive nanocestice Zeljeza nastale biokatalitickom sintezom. Pik
vidljiv na Slici 10, koji se nalazi na valnoj duljini od 245 nm ukazuje na prisustvo Fe3* gestica
(Loures i sur., 2013). Drugi pik sa Slike 10, nalazi se na valnoj duljini od 289 nm, a odnosi se
na nastale FesO4 nanocestice (Niraimathee i sur., 2016). Pri 315 nm javlja se jos jedan pik

koji se odnosi na pretvorbu FeClz u druge oblike nanocestica zeljeza (Saif 1 sur., 2019).
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Prikazanim UV spektrima potvrden je nastanak nanocestica Zeljeza u reakcijskim smjesama
pripremljenim u ovom radu. Nadalje, u prikazu UV spektara na Slici 10, vidljiv je pika pri
valnoj duljini 340 — 350 nm, koji je najvisi kod otopine Cistog ekstrakta, a S dodatkom otopine
prekursora navedeni se pik smanjuje ili u potpunosti nestaje kako se povecava koncentracija
otopine prekursora. Navedeni pik karakteristican je za flavonoide, koji djeluju kao
fitoreducensi u reakcijama sinteze nanocestica (Taniguchi i sur., 2023; Marslin i sur., 2018;).
Kod otopina prekursora nizih koncentracija vidljivo je da nisu utroSeni svi flavonoidi na
sintezu (pik je joS uvijek prisutan), dok je kod najviSe koncentracije otopine prekursora pik u

potpunosti nestao, Sto sugerira da su svi flavonoidi iskoriSteni za sintezu nanocestica.
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Slika 9. Graficki prikaz UV spektra reakcijskih smjesa
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Slika 10. Graficki prikaz UV spektra reakcijskih smjesa

Na Slici 11 prikazan je NIR spektar otopina prekursora, spektar je sniman u rasponu valnih
duljina od 1000 do 2500 nm. Vidljivi pikovi na valnim duljinama od 1400 nm i 1950 nm
karakteristicni su za vibracije unutar molekule vode. Pik na 1400 nm odnosi se na O-H vezu,
dok je pik na 1950 karakteristican za molekulu vode i predstavlja H-O-H, odnosno O-H vezu
(AzoM, 2023). Karakteristi¢nih pikova za FeCl3 nema u NIR podrucju (Baba, 2019). 1z Slike
11 je vidljivo kako prekursor najmanje koncentracije (0,01 M) ima najmanju apsorbanciju, a
prekursor najvece koncentracije (0,1 M) ima najvecu apsorbanciju na istim pikovima. Kod
pika na 1900 nm vidljivo je da je 0,05 M prekursor imao vecu apsorbanciju od 0,075 M

prekursora.
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Slika 11. Graficki prikaz NIR spektra otopina prekursora
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Slika 12 prikazuje NIR spektar reakcijskih smjesa otopina prekursora i ekstrakta. Pik vidljiv
oko 1450 nm pripisuje se O-H vezi (AzoM, 2023). Magnetit, ¢ija je formula FesOs moze se
identificirati u NIR podru¢ju oko valne duljine iznosa 1500 nm. Prilikom formiranja
magnetita, ioni Zeljeza u Fe?* obliku oksidiraju u Fe3* (Scheinost i sur., 1998). Hematit,
odnosno a-Fe20s. Pri valnoj duljini oko 1900 nm vidljiv je pik koji je karakteristican za vodu,
odnosno O-H vezu (AzoM, 2023). Iz Slike 12 je vidljivo kako reakcijska smjesa najnize
koncentracije (0,01 M prekursor i ekstrakt) ima najmanju apsorbanciju. Reakcijska smjesa 0,1
M prekursora i ekstrakta se podudara s reakcijskom smjesom 0,025 M prekursora i ekstrakta
te imaju gotovo jednake vrijednosti apsorbancije. Pri valnoj duljini od 1900 nm vidljiv je Sum
koji se javljao pri svakom mjerenju.

Pik vidljiv na Slici 11, koji se nalazi na 1200 nm karakteristican je za pik otopine HCI-a
(Chang i sur., 2018). U otopinama prekursora dolazi do reakcije izmedu FeClz i H20, jedan
od produkata je upravo HCI. To se moze potvrditi niskim pH otopina prekursora u Tablici 1.
Taj pik viSe nije vidljiv na Slici 12 gdje su prikazani spektri reakcijskih smjesa jer je u njima
znatno manja koncentracija prekursora. To je vidljivo i iz pH otopina reakcijskih smjesa u

Tablici 2 gdje je pH visi u odnosu na pH prekursora.
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Slika 12. Graficki prikaz NIR spektra reakcijskih smjesa otopina prekursora i ekstrakta

Na Slici 13 prikazani su FTIR spektri soli prekursora (FeClz-6H20), sintetiziranih nanocestica
pomocu otopina ekstrakta i 0,1 M prekursora, te sintetiziranih nanocestica pomocu ekstrakta i
0,01 M otopine prekursora.

Karakteristi¢ni pikovi za sol prekursora, odnosno FeCls-6H,0 zabiljeZeni su na 1615 cm™? i
25



755 cm™. Pik vidljiv na 1600 cm™ se odnosi na kristalnu vodu koja je prisutna u kristalima
odredenih soli. Pik na 755 cm™ karakteristi¢an je za Fe-O vezu (Inam i sur., 2018).

Analizom sintetiziranih nanocCestica zeljeza iz ekstrakta i1 0,01 M prekursora uocene su
apsorpcijske vrste pri 3375 cm™, 2905 cm?, 1560 cm?, 1460 cm?, 1320 cm?, 1200 cm?,
1010 cm? i 520 cm™. Siroka vrpca na 3375 cm™ karakteristiéna je za OH grupu (Lin i sur.,
2017). Pik na 2905 cm?, kao i pik na 1460 cm™ karakteristi¢ni su za vibracije unutar CH
grupe (Niraimathee i sur., 2016). Za C=0 skupinu u aldehidima i C=C skupinu u aromatskim
spojevima karakteristi¢an je pik pri 1560 cm™ (Saif i sur., 2019). Amidi, odnosno C-N veza,
identificirana je na 1320 cm™ (Saif i sur., 2019). Pik na 1200 cm™ karakteristi¢an je za C-H i
C-O veze prisutne kod alkohola, estera, etera i karboksilnih kiselina (Bouafia i sur., 2021). Za
C-O vezu karakteristi¢an je i pik n 1010 cm™ (Saif i sur., 2019). Apsorpcijskom vrpcom na
520 cm™ okarakterizirana je Fe-O vezu (Alangari i sur., 2022). Pik na 660 cm™ odnosi se na
FeOOH, dok je pik na 530 cm™ karakteristi¢an za Fe,Os (Lin i sur., 2017).

Pikovi nanodestica sintetiziranih iz ekstrakta i 0,1 M prekursora vidljivi su pri 3350 cm?,
2905 cm?, 2290 cm™, 1660 cm, 1550 cm™, 1450 cm™, 1350 cm™, 1200 cm™, 1050 cm™, 960
cm?, 700 cm™ i 550 cm™. Siroka vrpca vidljiva na 3350 cm™ karakteristi¢na je za rastezne
vibracije O-H veze (Niraimathee i sur., 2016). OH grupa karakteristi¢na je za fenolne tvari i
alkohole (Seth i sur., 2022). Za vibracije unutar CH> grupe karakteristican je pik na 2905 cm®
! Pik na 2290 cm™ karakteristi¢an je aromatske i alifatske spojeve s C=C i C=N vezom koji
potjecu iz ekstrakta (Piretarighat i sur., 2017). Taj pik nije vid u reakcijskoj smjesi 0,1 M
prekursora i ekstrakta uslijed troSenja navedenih komponenti prilikom biosinteze. Pik vidljiv
pri 1660 cm? karakteristican je za C=0O vezu u aldehidima, dok je pik na 1550 cm
karakteristican za C=C skupinu (Saif i sur., 2019). Pik na 1450 cm™ karakteristi¢an je za CHa
grupu (Niraimathee i sur., 2016). Na 1350 cm™ uocen je pik karakteristi¢an za amide, odnosno
C-N vezu (Saif i sur., 2019). Pik vidljiv na 1200 cm™ odnosi se na C-H i C-O veze (Bouafia i
sur., 2021). Za C-O vezu karakteristi¢an je i pik na 1050 cm™ (Saif i sur., 2019). Pik alkanske
skupine se moze uoé&iti na 960 cm™ (Saif i sur., 2019). Aromatske ciklicke monoterpene
karakterizira pik na 700 cm™ (Piretarighat i sur., 2017). Pik vidljiv na 550 cm™ karakteristi¢an
je za Fe2Os (Lin i sur., 2017). Spektri 0,1 M prekursora i ekstrakta te 0,01 M prekursora i
ekstrakta poklapaju se na vec¢ini podrucja. Na podruc¢jima gdje nisu prisutni isti pikovi moglo

je do¢i do trosenja komponenti uslijed biosinteze nanocestica zeljeza.

26



—0,1 M prekursor i ekstrakt ===0,01 M prekursor i ekstrakt FeCls

A\/\\M

3950 3450 2950 2450 1950 1450 950 450
valni broj (cm1)

(6]
o
1

N
o
1

transmitancija
N w
o o

[N
o
I

o

Slika 13. Graficki prikaz FTIR spektara soli prekursora, reakcijske smjese ekstrakta i 0,1 M

prekursora te ekstrakta i 0,01 M prekursora

4.5. UKUPNI POLIFENOLI I ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Nakon provedene sinteze, iz supernatanata su izdvojeni uzorci za provedbu mjerenja
ukupnih polifenola. Najvise polifenola je u ekstraktu melise, a upravo su se ti polifenoli trosili
za sintezu nanocestica zeljeza. Koli¢ina ukupnih polifenola u ekstraktu melise od 2129 + 16
mg GAE L (Slika 13) podudara se s literaturnim podacima gdje je dobiveno 1824 mg GAE
L1 (Ziagova i sur., 2022). Koli¢ina polifenola ovisi o parametrima tijekom izdvajanja
ekstrakta i o samoj biljci. Najmanje polifenola je utroSeno za sintezu nanocestica Zeljeza s
0,01 M prekursorom, utroeno je 552 mg GAE L. S poveéanjem koncentracije prekursora
vidljivo je da je sve vise ukupnih polifenola utroSenih za sintezu. Za sintezu nanocestica
pomoéu 0,1 M prekursora utrogeni su gotovo svi polifenoli (2094 mg GAE L), upravo je tim
uzorkom dobivena najveca masa nanocestica (0,1901 £ 0,006 g). S druge strane, u reakcijskoj
smjesi 0,01 M prekursora i ekstrakta utro$eno je najmanje polifenola, je 552 mg GAE L, a
masa nanopraha je iznosila 0,1509 + 0,005 g, dok je za najmanju masu sintetiziranih ¢estica
(0,1389 * 0,004) utroseno 964 mg GAE L™ (0,025 M prekursor i ekstrakt). Trend poveéanja
koli¢ine utroSenih polifenola za sintezu ne slaze se u potpunosti s masama sintetiziranog
nanopraha jer je uslijed izdvajanja supernatanta moglo do¢i do odvajanja taloga pa je samim
time i masa Cestica bila manja. Iz dobivenog je vidljivo kako koncentracija prekursora utjece
na potrosnju polifenola u sintezi jer iz prekursora potjecu ioni zeljeza koji su nuzni u sintezi

nanocestica Zeljeza (Bouafia i sur., 2020).
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz antioksidacijskog kapaciteta u ekstraktu i nakon provedene sinteze

Polifenoli su primarni antioksidansi pa se koli¢ina polifenola u ekstraktu prije i nakon sinteze
poklapa s antioksidacijskim kapacitetom. Antioksidansi (polifenoli) predaju vodik slobodnom
radikalu -DPPH kako bi ga reducirali. Na Slici 14 prikazan je graf antioksidacijskog
kapaciteta na kojem je vidljivo kako ekstrakt ima najvecu antioksidacijsku aktivnost (19,33 £
0,08 mM Trolox). Povecanjem koncentracije prekursora (od 0,01 M do 0,1 M) dolazi do
intenzivnije sinteze nanocestica pa je sve manje dostupnih antioksidanasa koji bi mogli
reducirati -DPPH. Prilikom sinteze nanocCestica u reakcijskoj smjesi 0,01 prekursora i
ekstrakta, antioksidacijska aktivnost se smanjila za 3,56 + 1,07 mM Trolox, dok je u
reakcijskoj smjesi 0, 1 prekursora i ekstrakta antioksidacijska aktivnost smanjena za 15,80 *

0,23 mM Trolox. 1z Slike 14 je vidljivo kako je s pove¢anjem koncentracije prekursora u

reakcijskoj smjesi (0,01 M — 0,1 M) doslo do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. Neki od
antioksidanasa koji su prisutni u vodenom ekstraktu melise, a samim time se i troSe tijekom

biosinteze su hidroksicimetna kiselina, ruzmarinska i kava kiselina te flavonoidi (Miraj i sur.,
2017).
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz antioksidacijskog kapaciteta u ekstraktu i nakon provedene sinteze
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. ZAKLJUCCI

. Vrijednosti elektriéne vodljivosti otopina prekursora, kao i reakcijskih smjesa,
povecavaju se od prekursora najmanje koncentracije (0,01 M) do prekursora najvece
koncentracije (0,1 M). pH vrijednosti otopina prekursora i reakcijskih smjesa smanjuju
se od prekursora najmanje koncentracije (0,01 M) do prekursora najvece koncentracije
(0,1 M).

. Dodatkom ekstrakta u otopinu prekursora doslo je do promjene boje iz Zute u tamno

zelenu boju. Promjena boje indikator je provedene biosinteze nanocestica zeljeza.

Iz masa sintetiziranih nanocCestica vidljivo je kako je iz reakcijske smjese ekstrakta i
prekursora najvece koncentracije (0,1 M) nastalo najviSe nanocestica zeljeza — 0,1901
+ 0,006 g.

. Podaci o koli¢ini ukupnih polifenola u ekstraktu i reakcijskim smjesama pokazuju
trend porasta utroSenih polifenola od reakcijske smjese najmanje koncentracije (0,01
M) do reakcijske smjese najvece koncentracije (0,1 M). Isti se trend pokazao i

prilikom odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.

. Karakteristi¢ni pikovi za sintetizirane nanocestice Zeljeza identificirani su primjenom

UV, NIR i FTIR spektroskopije.
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