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1. UvOD

Nanotehnologija je nova interdisciplinarna grana znanosti koja se oslanja na temeljna
svojstva Cestica nano veli¢ine. Predznak nano odnosi se na Cestice koje variraju od veli¢ine 1
do 100 nm, 1 koje kao takve imaju nova svojstva. S novim svojstvima dolazi i ve¢a mogucnost
primjene bazirane na njihovoj veli¢ini, morfologiji i raspodjeli.

Povecéani razvoj otpornosti bakterija na antibiotike predstavlja ozbiljan problem za
javno zdravstvo. Zbog sve vise mikroba koji razvijaju rezistenciju, razvoj novih lijekova postaje
veliki izazov za znanstvenu zajednicu. Srebro je dugo poznato po svojim antimikrobnim
svojstvima i kao takvo ima veliki potencijal u nanotehnologiji. Potreba za razvojem nove razine
obrane rezultirala je velikim interesom za upotrebom nanocestica srebra, koje su pokazale
obecavajuce rezultate.

Zbog skupih i potencijalno opasnih metoda sinteze, koji ujedno rezultiraju proizvodom
neprihvatljivim za primjenu u medicinske svrhe, sve CeS¢e se koriste ekoloski prihvatljive
metode koje su u skladu s filozofijom zelene kemije. Metode koje uklju¢uju mikroorganizme,

enzime ili biljke nude se kao jednostavne alternative kemijskoj i fizikalnoj sintezi.

1.1. Nanocdestice srebra

Sinteza nanocCestica srebra od velikog je interesa za znanstvenu zajednicu zbog njihovog
Sirokog raspona primjene. Nanocestice srebra imaju karakteristi¢na fizi¢ka, kemijska i bioloska
svojstva, koja se pripisuju katalitickoj aktivnosti, antibakterijskim uéincima i velikim
mogucénostima primjene u nanobiotehnoloskim istrazivanjima (Firdhouse i Lalitha, 2015).
Jedno od najznacajnijih novih svojstava je povecanje povrSine u odnosu na volumen. Ta
karakteristika dovodi do povec¢ane dominacije atoma na povrS$ini, nasuprot onih u unutra$njosti,
uzrokujuéi promjenu mehanickih, toplinskih 1 kataliti€¢kih osobina materijala (Sunkar i
Nachiyar, 2012). Metalne nanocestice mogu se dobiti brojnim metodama, no najpoznatije koje
se koriste su kemijske ili fizicke (Firdhouse i Lalitha, 2015). Iako se ovim postupcima najbolje
kontrolira veli¢ina 1 oblik Cestica, one nisu sasvim pogodne za upotrebu u medicinske svrhe
(Balashanmugan i Kalaichelvan, 2015).

Nanocestice srebra mogu se dobiti dvjema glavnim metodama. Metoda ,,Top to Bottom*
ukljuc¢uje mehani¢ko mljevenje materijala i stabilizaciju dobivenih nanocestica dodatkom
stabiliziraju¢eg agensa, dok metoda ,,Bottom to Up*“ ukljucuje redukciju metala (Prabhu i
Poulose, 2012). Metoda koja se najvise koristi je kemijska redukcija. Reducensi koji se koriste

tijekom kemijskih metoda su borohidrid, citrat, askorbat i elementarni vodik. Cestice srebra

1



dobivene u vodenim otopinama imaju promjer od nekoliko nanometara. Inicijalno, redukcija
razli¢itih kompleksa sa srebrovim ionima vodi do stvaranja atoma srebra, koju slijedi
aglomeracija u oligomerne skupine iz kojih ¢e se u konacnici formirati koloidne Cestice srebra.

Kontrola kemijske redukcije izvodi se u dva koraka. Prvo se koristi jaki reducens za
dobivanje manjih cestica, koje se u drugom koraku redukcije sa slabijim reducensom
povecéavaju s otprilike 20-45 nm na cCestice od 120-170 nm. Radi sprjeCavanja grupiranja
koloida, kemijska redukcija izvodi se u prisutnosti stabilizatora (Sharma i sur., 2009).

Kemijske 1 fizicke metode daju Ciste i dobro oblikovane nanocestice, no kemikalije
koriStene prilikom sinteze su toksi¢ne, troSe energiju, skupe i neprikladne za biolosku aplikaciju
(Firdhouse i1 Lalitha, 2015). Opasnost za okoli§ dolazi od kemikalija koje se koriste kao
prekursori, toksi¢nih otapala kao i od nusproizvoda. Kao posljedica razvija se novo podrucje
istrazivanja koje upotrebljava bioloske sustave za sintezu nanocCestica (Sunkar i Nachiyar,
2012).

U novije vrijeme biosinteza nanocestica prepoznata je kao zasebna grana u razvoju
nanotehnologije, gdje se mikroorganizmi, biljna biomasa ili ekstrakti namecu kao alternativa
kemijskim i fizikalnim metodama. U ovakvim postupcima nestaje potreba za visokim
temperaturama, tlakom, energijom i naravno toksi¢nim elementima, a kao prednosti navode se
1 velike financijske uStede (Ahmed 1 sur. 2016). KoriStenje alternativnih metoda koje su

ekoloski prihvatljive odgovornost je svakog istrazivaca na ovom podrucju.

Mehanitko mljevenje
Kemijsko jetkanje
Termitka/Laserska ablacija

Prskanje
Sinteza
nanoéestica Kemijska/Elektrokemijska
precipitacija

TaloZenje parom
Aromska/Molekularna kondenzacija
Sol-Gel postupak

Sprej piroliza

Laserska piroliza

Aerosol piroliza

Zelena sinteza

- Bakterija

- Ekstrakti biljaka
- Gljivice

Slika 1. Razliciti pristupi sinteze nanocestica

(preuzeto i modificirano prema Ahmed i sur. 2016)



1.2. Zelena kemija

Zelena kemija nije grana znanosti ve¢ novi filozofski pristup koji kroz aplikaciju svojih
nacela moze doprinijeti odrzivom razvoju. Kemijski procesi i produkti koji su potencijalna
prijetnja okoliSu zamjenjuju se onima koji su sigurni. Potiu se pronalasci novih procesa,
pocevsi od inicijalnih materijala koji ne zagaduju, do produkata i1 oblika sinteze koji sprjecavaju
nastanak onecis¢enja (Wardencki i sur. 2005).

Zelena sinteza obuhvaca tri glavna koraka koja su u skladu s perspektivom zelene
kemije. Koraci podrazumijevaju odabir prihvatljivog otapala, ekoloski neskodljivog

reducirajuceg agensa i odabir netoksi¢nih supstanci za stabilizaciju nanocestica (Sharma 1 sur.

2009).

2. OSNOVNI DIO
2.1. Zelena sinteza nanocestica srebra

Ekstrakti organizama mogu se koristiti i kao reducensi i kao stabilizatori u sintezi
nanocestica. Reducensi srebrovih iona kao $to su aminokiseline, polisaharidi, proteini i vitamini
koji se nalaze u ekstraktu bezopasni su za okoli§ (Sharma i sur. 2009).

Pojava Zute do smeckaste boje u do tada bezbojnoj otopini indikator je sintetiziranih
nanocCestica. Kod metalnih nanocestica kao $to je srebro ova boja rezultat je SPR fenomena
(engl. Surface plasmon resonance - rezonancija povrsinskih plazmona). SPR je kolektivna
oscilacija slobodnih elektrona metalnih nanocestica u rezonanciji sa frekvencijom svjetlosnog
vala zbog Cega se pojavljuje obojeni pojas (Firdhouse i Lalitha, 2015). Ispitivanje SPR pojasa
UV-Vis spektrometrom radi se zbog analize utjecaja pH, koncentracije metalnih iona i sastava
ekstrakta na stvaranje nanocestica.

Morfoloska analiza radi se pomoc¢u SEM/TEM-a, a oblici mogu varirati od sferi¢nih,
trokutastih, Stapicastih, nepravilnih i drugih (Slika 2.). Stabilnost nanocestica varira od jednog
dana do godinu dana i uglavnom ovisi o reduciraju¢em agensu, ali i o uvjetima u kojima se
odvijala sinteza. Starenje Cestica utjeCe na promjenu sferi¢nog oblika u oblike nalik cvijetu

(Srikar i sur. 2016).
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Slika 2. Razli¢iti oblici sintetiziranih nanodestica srebra

(preuzeto i modificirano prema Srikar i sur. 2016)

2.2. Bioloske metode

2.2.1. Sinteza posredovana bakterijama

Upotreba bakterija za sintezu dobiva na vaznosti zbog uspjesnosti metode, lakog
rukovanja i mogucnosti geneticke modifikacije. Biosintetske metode pomocu bakterija mogu
se podijeliti na intracelularnu i ekstracelularnu sintezu, ovisno o mjestu gdje se formiraju
nanocCestice. Bakterije je moguce koristiti kao biotvornice za sintezu nanocCestica srebra. Prvi
takav poznati sluCaj sinteze bio je posredovan bakterijom Pseudomonas stutzeri AG259,
izoliranom iz rudnika srebra, koja je akumulirala nanocestice unutar periplazmatskog prostora.
U sojevima bakterija kao Sto su Bacillus amyloliquefaciens, Acinetobacter calcoaceticus,
Escherichia coli i Bacillus megaterium takoder je uspjesno inducirana sinteza. Redukcija u
nanocestice moguca je i otpustanjem bakterijskih biomolekula u vanjski medij u kojem ¢e se
one oformiti (Velusamy 1 sur. 2015; Singh 1 sur. 2015). U studiji Ibrahim, 2014., uspjesno su
sintetizirane nanocestice srebra pomocu biomase endofitne bakterije Bacillus cereus izolirane
iz biljke Garcinia xanthochymus. Izlaganje otopine s ionima srebrovog nitrata biomasi bakterije

rezultiralo je redukcijom iona u nanocestice.



2.2.2. Sinteza posredovana gljivicama

Stani¢na masa ili ekstracelularne komponente iz gljivica kao §to su Fusarium
oxysporum, Aspergillus flavus, Aspergillus clavatus i Penicillium brevicompactum Kkoriste se
za redukciju nanocCestica srebra. Gljivice posjeduju neke karakteristicne prednosti nad ostalim
organizmima. Micelijske mreZe mogu podnijeti pritisak, uzburkanost, tok i mnoge druge uvjete
u bioreaktorima za razliku od bakterija ili biljnog materijala. Lako ih je uzgojiti i rukovati s
njima. Ekstracelularna sekrecija reduktivnih proteina je velika i lako je rukovati s njima u
procesu. S obzirom da je precipitat s nanoceticama izvan stanice liSen nepotrebnih komponenti,

moze se direktno primjenjivati (Velusamy i1 sur., 2016).

2.2.3. Sinteza posredovana algama

U studiji de Aragao i sur. 2016., nanocestice srebra pripremljene su koristeci izolirani
polisaharid koji se prirodno nalazi u crvenoj algi Gracilaria birdira. Polisaharid se koristio i
kao reducens i kao stabilizator u postupku.

Proteini u ekstraktu zelene alge Chlorella vulgaris takoder su imali dvostruku funkciju,
u redukciji Ag* i u kontroli oblika nanocestica srebra. Karboksilna skupina u aspartatskom i/ili
glutamatskom ostatku i hidroksilna skupina u tirozinskom ostatku proteina smatraju se
odgovornima za redukciju Ag* (Sharma i sur. 2009). U studiji Salari i sur. 2016 za reducens se
koristila makroalga Spirogyra varians, a dobivene Cestice bile su male veli¢ine, uniformnog

izgleda i prikladne disperzije.

2.2.4. Sinteza posredovana biljkama

Sinteza posredovana mikroorganizmima nije najbolje rjeSenje za industrijsku
proizvodnju jer zahtjeva skup medij i visoko asepti¢ne uvjete (Velusamy i sur. 2016). Brojne
studije izvjestavaju o biljkama koje su koristene prilikom sinteze koja je vrlo jednostavna. Tako
je moguca sinteza pomocu ekstrakta luka, Allium cepa (Khalilzadeh i Borzoo, 2016), narance,
Citrus sinensis (Logeswari, 2015), ekstrakta bananine kore, Musa paradisiaca (Ibrahim, 2015).
Premda je postupak sinteze koristenjem biljnog ekstrakta vrlo jednostavan i1 zahtjeva manje
uloZenog vremena, disperzija nanocestica nije uvijek uniformna (Singh i sur. 2015).

Za ekstrakciju reducirajucih agensa iz biljaka preferira se voda, no moguce je koristiti i
organska otapala kao $to su metanol, etanol i etilni acetat. Biljne materijale moguce je tretirati

u slanim ili acetatnim atmosferama prije ekstrakcije. U vecini slucajeva komponente ekstrakta



(metaboliti, proteini 1 klorofil) prisutne u stanici sluze kao stabilizatori, stoga ih nije potrebno

naknadno dodavati (Srikar i sur. 2016).

2.3. Mehanizam sinteze nanocestica srebra

Za proizvodnju nanocestica, intracelularni ili ekstracelularni ekstrakt organizama
jednostavno se pomijesa s otopinom metalnih soli na sobnoj temperaturi. Reakcija je gotova za
nekoliko minuta (Velusamy i sur. 2016). Za pocetak postupka potrebna je otopina s ionima
srebra i reducirajuci bioloski agens. Kao najbolja opcija u slu¢aju otopina pokazala se otopina
srebrovog nitrata AgNO3 s koncentracijom Ag* iona izmedu 0.1 — 10 mm (najce$¢e 1mm).
Reducirajuci agensi su Siroko rasprostranjeni u bioloskim sustavima, pa je sinteza nanocestica
mogucéa pomocu razlicitih organizama iz carstava Monera, Protista, Fungi i Plantae. Koriste
se biomase mikroorganizama, bio-polimeri i ekstrakti biljka (Srikar i sur., 2016).

Ekstrakti mogu djelovati i kao reducirajuci agensi i kao stabilizirajuci agensi u sintezi
nanodestica srebra. Redukcija Ag" iona izvodi se kombinacijom biomolekula iz ekstrakta kao
Sto su enzimi/proteini, aminokiseline, polisaharidi, vitamini, alkaloidi, flavonoidi itd., koji su
neskodljivi za okolis, ali su sposobni dati elektron za redukciju Ag* u Ag®. Aktivni sastojci
odgovorni za redukciju ovise o organizmu ili ekstraktu koji se koristi. Elektroni bi trebali biti
dobiveni dehidratacijom kiselina i alkohola ili keto-enol tautomerijom. Redukcija kompleksa
sa srebrovim ionima dovest ¢e do stvaranja atoma srebra, koju slijedi aglomeracija i u konacnici

stvaranje i stabilizacija nanoCestica srebra (Slika 3.), (Sharma i sur. 2009; Srikar i sur. 2016).

Bioredukcija

Koriétenje unutrainjeg ili vanjskog stanitnog ekstrakta
(Bakterije, Gljivice, Alge, Biljke...)

Metalne soli " Metalne nanotestice

@ NADPH NADP O

Drugi bioreducirajuci agensi
(Polisaharidi, Enzimi, Proteini, Flavonoidi, Alkaloidi...)

Rast

Stabilizacija

Slika 3. Mehanizam sinteze metalnih nanocestica

(preuzeto i modificirano prema Velusamy i sur, 2015)



2.3.1. Faktori koji utjecu na sintezu

Glavni fizi¢ki 1 kemijski parametri koji utjeCu na sintezu nanocestica srebra su
temperatura reakcije, koncentracija metalnih iona, sadrzaj ekstrakta, pH reakcijske smjese,
duzina reakcije 1 agitacija. Koncentracija iona, sadrzaj ekstrakta i duljina reakcije znatno utjecu
na veli¢inu, oblik 1 morfologiju. Bolju stabilnost nanocestica uzrokuje sinteza koja se provodi
u bazi¢nom mediju koji je odgovoran i za bolji prinos, bolju stopu rasta, jednoli¢nu disperziju
Cestica 1 poboljsan redukcijski proces. Povisenjem pH reakcijske smjese dobivaju se manje i
uniformnije Cestice sfericnog oblika, no previsok pH se povezuje s nestabilnoS¢u Cestica i
loSijom aglomeracijom.

Vrijeme mijesanja i temperatura takoder su vazni faktori. Pri koristenju biopolimera i
ekstrakta, temperature mogu i¢i i do 100°C, no za mezofilne mikroorganizme temperature ne
smiju biti vece od 40°C radi inaktivacije enzima. PoviSenje temperature rezultira pove¢anom
stopom sinteze i proizvodnjom manjih cestica, no sinteza se najc¢es¢e radi na sobnoj
temperaturi.

Veli¢ina Gestica ovisi i o porijeklu reducirajuéeg agensa. Cestice manje od 50 nm
sintetiziraju se upotrebom algi, mahovina, papratnjaca, golosjemenjaca i biopolimera, a ¢estice
do 100 nm i vise upotrebom nekih algi, kritosjemenjaca i bakterija. Reakcijska smjesa u kojoj
se koriste mikroorganizmi i biopolimeri zahtjeva kontinuirano mijeSanje radi zastite
aglomeracije, no kod biljnih ekstrakta to nije potrebno. Primjena vanjske mehanicke sile moze

ubrzati nastanak nanocestica (Srikar i sur., 2016).

3. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Srebro je od davnina poznato po svojim antimikrobnim svojstvima. Vremenom je
pronaslo primjenu u svakodnevnici, kao i u medicinske svrhe. Jo§ u antickom dobu srebrno
posude koristeno je za svakodnevnu uporabu, ali i za pohranu hrane i pi¢a. Do otkric¢a penicilina
srebro je bilo uobicajeno koristiti kao antimikrobni agens. Danas je poznato da srebro djeluje
inhibiraju¢e na preko 650 mikroorganizama od bakterija, gljivica (Aspergillus, Candida,
Saccharomyces) (Ahmed i sur. 2016) pa sve do virusa HIV (Sharma i sur.).

Rezultati istrazivanja daju razlicite podatke, no na njih mogu utjecati faktori kao $to su
strukturalne razlike bakterijskih vrsta, veli¢ina i oblik Cestica, veli¢ina inokuluma, vrijeme
ekspozicije 1 koriSteni medij tijekom analize antibakterijske uc¢inkovitosti. Bitno je napomenuti
da srebro inhibira rast i Gram-pozitivnih (Bacillus cereus, Bacillus lichenifromis,

Brevibacterium casei, Lactobacillus fermentum, Staphylococcus aureus, Streptomyces sp.) i
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Gram-negativnih bakterija (Enterobacter sp., Escherichia coli, Ureobacillus thermo
sphaerinus). Odnedavna su nanocestice srebra okupirale mnoge znanstvenike zbog izvanredne
obrane od Sirokog spektra mikroorganizama. Njihova izuzetna svojstva omogucila su primjenu

u biomedicini, razvoju lijekova, procis¢avanju vode i zraka (Srikar i sur. 2016).

3.1. Mehanizam antmikrobne aktivnosti

Poznato je da svojstva srebra dolaze od njegovog ioniziranog oblika. Srebro je inertno,
no dolaskom u vlaznu okolinu otpusta ione. Svi oblici srebra mogu posluziti kao izvor iona.
PredloZeno je da Ag" ima sposobnost formiranja kompleksa s nukleinskim kiselinama. Ag* ion
ulazi u stanicu i interkalira se izmedu parova baza ometajuci vodikove veze izmedu DNA lanaca
uzrokujuéi denaturaciju. Ioni srebra takoder mogu mijenjati trodimenzionalnu strukturu
proteina interferirajuci s disulfidnim vezama glikoproteinskog/proteinskog sadrzaja, ¢ineci ih
nefunkcionalnima u mikroorganizmima kao $to su bakterije, gljivice i virusi.

Zbog svoje elektrostatske privlacnosti s bakterijskom stanicom nanocestice srebra
smatraju se najprikladnijim baktericidnim agensom (Ahmed i sur., 2016). Neke studije predlazu
da bi se nanoCestice mogle prihvacati za povrSinu stanicne membrane i na taj nacin remetiti
stani¢nu permeabilnost, osmoregulaciju, transport elektrona i respiratornu funkciju (Ibrahim,
2015). Povrsina E. coli je negativno nabijena, stoga Ag* ioni lako ostvaruju interakciju sa
stanicnom membranom (Okafor 1 sur., 2013). Nanocestice se akumuliraju s vanjske strane
membrane, $to za posljedicu moZe imati penetraciju unutar stanice uzrokujuéi Stetu stani¢noj
stijenci i membrani. Smatra se da se atomi srebra vezu za tiolnu skupinu (-SH) enzima,
formirajuci stabilnu S-Ag vezu i tako uzrokuju deaktivaciju enzima u stani¢noj membrani Koji
imaju ulogu u proizvodnji energije i transportu iona (Ahmed i sur., 2016).

Gram-pozitivne bakterije su manje osjetljive na Ag* nego Gram-negativne. Zbog debele
stani¢ne stjenke izgradene od peptidoglikana (koji se sastoji od linearnih polisaharidnih lanaca
povezanih s kratkim peptidima) ¢ine rigidniju strukturu koja je viSe negativno nabijena i moze
usporiti djelovanje nanocestica srebra (Ibrahim, 2015). Na Staphylococus aureus dokazano je
sporije djelovanje nego na Gram-negativnim bakterijama (Okafor i sur., 2013)

Manje cCestice srebra imaju bolja baktericidna svojstva. NanoCestice srebra imaju
ekstremno veliku povrSinu za interakciju koja im omogucava bolji kontakt s mikroorganizmima
(Ibrahim, 2015).

Drugi predloZzeni mehanizam opisuje interakciju molekula srebra s bioloskim

makromolekulama kao $to su enzimi i DNA, ali kroz mehanizam oslobadanja elektrona ili



proizvodnjom slobodnih radikala. Inhibicija sinteze stani¢ne stjenke kao 1 sinteze proteina

izazvana je nanoCesticama srebra $to u konacnici dovodi do curenja ATP-a (Ahmed i sur.,
2016).

Slika 3. Model moguc¢ih interakcija nanocestica srebra s bakterijom (Singh i sur. 2015)

Nanodestice srebra (a) prihvacaju se za stani¢énu membranu uzrokujuéi nastanak pora. Iskrivljavanje morfologije
stanice (b). Lom dsDNA (c). Inhibicija DNA replikacije (d). Interakcija s 30S ribosomima (e). Inaktivacija
vitalnih enzima (f). Denaturacija proteina (g). Modulacija stani¢ne signalizacije (h). Nastanak ROS (i) koji utjecu
na DNA i stani¢nu membranu. Otpustanje srebrovih iona (j) koji utjecu na normalnu funkciju membranskih

proteina. Akumulacija u letalnim koncentracijama (k).

3.2. Nanocestice srebra u medicini

Otpornost patogena na lijekove postao je ozbiljan problem za javno zdravstvo i pojavila
se potreba za razvojem nove razine obrane. Srebro ima dugu povijest upotrebe kao antiseptik i
dezinfekcijsko sredstvo, stoga ne ¢udi da je zbog svojih svojstava pronaslo i nove primjene na
ovom podrucju (Ahmed i sur., 2016).

U bolnicama postoji veliki rizik od infekcija koje potencijalno mogu dovesti do smrti
pacijenta. Kateteri se prekrivaju s nanocesticama srebra da bi se sprijecilo nastajanje biofilma
(Enterococcus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus sp., Candida albicans). Nanocestice srebra pronasle su svoju klinicku primjenu

kao aerosol i uklopljene u polimetilmetakrilat (PMMA) poznatiji kao ,,bone cement®. Takoder



U kombinaciji s antibioticima kao $to su penicilin, amoksicilin, klindamicin 1 drugi, pojacavaju
njihovo antibakterijsko djelovanje (Sharma i sur., 2009). Istrazivanje s levofloxacinom na B.
subtilis, S. aureus, P. aeruginosa i E. coli pokazalo je sinergijski ucinak antibakterijskog
djelovanja (lbrahim, 2015). A. baumannii AlIIMS7, koja pokazuje rezistentnost na 10
antibiotika postala je osjetljiva na njih 7 u prisutnosti nanocestica srebra. Ovakve studije su od
velike vaznosti zbog zabrinjavajuce rezistentnosti bakterija.

Za razliku od antibiotika, nanocestice srebra ne djeluju samo na jedan nacin veé
kombinacijom mehanizama kao Sto su ve¢ spomenuto razaranje stanicne morfologije,
inaktivacija i denaturacija enzima i proteina, utjecaj na strukturu DNA kao i replikaciju,
nastanak reaktivnih kisikovih jedinki (ROS) i oksidativni stres te curenje ATP-a. Takoder
djeluju i na ribosome i moduliranje stani¢ne signalizacije (Slika 3.). Zbog svega navedenog
nanocestice su idealne protiv Sirokog spektra mikroorganizama jer tada mikroorganizmi moraju
razviti viSe mutacija istovremeno radi obrane. Osim §to pokazuju sinergijski ucinak s
antibioticima, smanjuju i samu dozu koriStenog antibiotika prilikom terapije. Usprkos svemu,
trebalo bi se izbjegavati konstantno izlaganje mikroorganizama nanocesticama jer je studija na
E. coli ukazala da bi bakterija mogla ste¢i rezistentnost kroz 225 generacija pri konstantnoj

izlozenosti (Singh i sur. 2015).

3.2.1. Aktivno djelovanje protiv biofilma

Biofilm je struktura koja se sastoji od konzorcija bakterija i matriksa koji te bakterije
proizvode, a sadrzi proteine, DNA 1 polisaharide. Biofilmovi su lako adhezivni na povrSine
medicinskih uredaja i uzrokuju kroni¢ne infekcije (Singh i sur. 2015). Stanice unutar biofilma
se razlikuju od njihovog planktonskog oblika jer biofilm povecava otpornost na terapiju
lijekovima, dezinficijense i imuni odgovor domacina (Kalishwaralal i sur. 2010.). Nanocestice
srebra mogu penetrirati kroz biofilm koji je dobra obrana od antibiotika i smanjiti njegovu
biomasu, unistiti stanice ili smanjiti njihovu produkciju matriksa (Singh 1 sur. 2015).
Nanocestice srebra koriste se kao komponenta kojom se oblazu i medicinska pomagala kao $to
je ve¢ spomenuti kateter. Nakon inkubacije od 72 h in vitro skoro je u potpunosti izbjegnuta
formacija biofilma E. coli, S. aureus i C. albicans, a 50 % inhibicije zamijeceno je u slu¢aju
Enterococcus sp., i P. aeruiginosa (Markowska i sur. 2013.). Provedeno je istraZivanje utjecaja
nanocestica srebra na Gram-negativnu bakteriju dobro prilagodenu za rast u vodenom okoliSu,
Pseudomonas aeruginosa i Gram-pozitivnu Staphylococcus epidermidis, prisutnu u normalnoj

flori koZe. Obje bakterije su sposobne za adheziju i stvaranje biofilma na kontaktnim le¢ama i
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kutijicama za njihovu pohranu. Biofilm na le¢ama produzuje vrijeme kontakta bakterija s okom
1 na taj nacin povecava patogenost. KoriStenje takvih le¢a moze dovesti do pojave keratitisa,
odnosno upale roznice. Tretiranjem biofilma s koncentracijom nanocestica od 50 nM na 2 h
rezultiralo je njegovim smanjenjem za 50 %, a tretiranje sa koncentracijom od 100 nM
redukcijom od 95 % i 98 %. Ovi rezultati pokazali su vrlo brzu i efektivnu indukciju smanjene

adhezije ovih bakterija nanocesticama srebra (Kalishwaralal i sur. 2010.).

3.2.2. Antibakterijski vodeni filtri

Koristenjem nanocestica srebra u filtraciji vode smanjuje se rizik od oboljenja kao §to
su dijareja i dehidracija. Nanesene na poliuretansku pjenu pokazale su se stabilne i voda ih nije
ispirala. U pokusu s E. coli smanjile su koli¢inu bakterije ispod granice detekcije. Studije koje
su radile istrazivanja na nanocesticama srebra inkorporiranim u ugljine filtere zabiljezile su
izuzetno letalnu aktivnost za E. coli, S. cerevisiae i P. pastoris unutar samo nekoliko sekundi.
Takoder su radene studije na keramickim filterima impregniranim sa nanocesticama srebra koji

su se pokazali kao ucinkovita i odrziva tehnologija za kucanstava (Sharma i sur. 2009).

3.2.3. Antimikrobni filteri zraka

Bioaerosoli su Cestice organskog porijekla koje mogu prouzrokovati akutne i kroni¢ne
bolesti. Akumuliraju se na ventilacijama, sustavima za grijanje i prociS¢avanje zraka s
tendencijom akumulacije u uvjetima vlaznosti. Kao filteri ¢esto se koriste aktivna ugljikova
vlakna no zbog adhezije bakterija i oni vremenom postaju izvor zagadenja bioaerosolima.
Filteri inkorporirani s nanocesticama srebra pokazali su se ucinkoviti u njihovom uklanjanju

(Sharma i sur. 2009).

3.3. Utjecaj na ljude

Razmjerno poveéanju upotrebe nanocestica, povecavat ¢e se i broj ljudi koji ¢e im biti
izlozen. Usprkos ocitim prednostima, ostaje otvoreno pitanje utjecaja masovne proizvodnje
nanomaterijala u buducénosti. Nanocestice su dovoljno male za penetraciju kroz kozu, u
centralni Ziv¢ani sustav i razne organe ili biti udahnute. Imaju veliku sposobnost taloZenja u
plu¢ima zdrave osobe, a joS vecu kod ljudi s kronicnim bolestima respiratornog sustava i
astmom. Nakupljanje u plu¢ima moze uzrokovati toksicnost zbog njihovih specifi¢nih svojstava

kao Sto je mali promjer, neobicna morfologija, moguénost degradacije u manje Cestice i
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bioloSka aktivnost. Njihovo odlaganje po povrsini alveola moZe uzrokovati slabiji odgovor
makrofaga. Dok vjerojatno sve moze biti toksi¢no u velikim dozama, pitanje je kolika je
potencijalno opasna koncentracija nanocestica (Ray i sur. 2009).

Ovisno o materijalu iz kojeg su proizvedene, nanocestice mogu imati razliciti utjecaj na
zdravlje ljudi. Do sada je utvrdeno da njihovo toksi¢no ili netoksi¢no djelovanje na razlicite
stanice ovisi o njihovoj veli¢ini, koncentraciji i povrSinskim svojstvima (Okafor i sur. 2013).

Izlaganje pluénih epitelnih stanica metalnim nanocesticama izaziva nastanak reaktivnih
kisikovih jedinki (ROS), koje mogu dovesti do oksidativnog stresa i stani¢nih oStecenja.
Istrazivanja toksi¢nosti provedena su na zebricama Danio rerio koje su izvrstan model zbog
brzog razvoja i transparentnosti tjelesnih struktura. Rezultati su pokazali odlaganje Cestica u
organima i negativan utjecaj na razvoj. Sli¢ni rezultati dobiveni su i tijekom embriogeneze
(Sharma i sur. 2009).

Provedeno je istrazivanje (Okafor i sur. 2009) o stani¢noj toksi¢nosti nanocestica srebra
na embrionalne stanice bubrega Covjeka (HEK293) proizvedenim iz ekstrakta aloe, lis¢a
magnolije i eukaliptusa pri koncentracijama od 2 ppm, 4 ppm i 15 ppm. Dobiveni rezultati
ukazuju da biosintetizirane nanocestice u koncentracijama 2-4 ppm nisu toksi¢ne za HEK293
stanice no u istoj koncentraciji su toksi¢ne za Gram-pozitivne i negativne bakterije.

Netoksicnost vjerojatno dolazi od malih koncentracija.

3.3.1. Citotoksi¢nost kod tumora

Istrazivanje je provedeno na stanicama humanog hepatoma (HepGz2) in vitro pri pet
razli¢itih koncentracija (0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5 pg/mL). Rezultati su ukazali da je najmanja
koncentracija inhibirala rast stanica te linije. Koncentracija od 3,7 pg/mL biosintetiziranih
nanocCestica srebra rezultirala je smréu 50 % stanica, a najve¢a koncentracija znacajno je
inhibirala rast stanica. Rezultati su pokazali da se citotoksi¢nost povecavala s koncentracijom,
a nanocestice sintetizirane pomoc¢u alge Pterocladiella capillacea pokazale su se kao
obecavajuce i ucinkovite po pitanju citotoksi¢nosti, ali i kao antibakterijski agensi (Kassas i
Attia, 2014).

Provedena su i istrazivanja na HeLa cervikalnom karcinomu, MDA-MB-231 karcinomu
dojke, A549 karcinomu pluca 1 HEP2 stani¢nim linijjama. Nakon tretmana s bakterijskim
nanocesticama srebra stanice raka su se smanjile kao i njihova gustoca, izgubile su integritet

membrane, a aktivirala se laktat dehidrogenaza i kaspaza-3. Nanocestice uzrokovale su i
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nastanak reaktivnih Kisikovih jedinki (ROS) koje izazivaju apoptozu kancerogenih stanica
(Singh i sur. 2015).

4. UTJECAJ NA OKOLIS

Ocekuje se da ¢e mnoge tehnoloske inovacije 21. stolje¢a biti povezane s
nanotehnologijom. S obzirom na poveéanu produkciju i njihovo otpustanje u okoli§ bit ¢e
povecano, a njihov utjecaj na ekosustav je problem na kojem se treba raditi. Nuzno je razumjeti
njihovo ponasanje i sudbinu u ekosustavu.

Nanocestice srebra dospijevaju u okoli§ putem nekoliko ruta. Namjerno ili nenamjerno
iz proizvodnih jedinica prilikom sinteze, zatim otpustanjem u atmosferu kao aerosoli, u teku¢em
ili krutom stanju te prilikom kori$tenja proizvoda koji ih sadrzi kao $to su boje, tkanine,
kozmetika. Dospijevaju i tijekom reciklaze ili odlaganja ili slucajnim izljevima prilikom
transporta. Cestice mogu biti lako prenesene do vodenih sustava putem vjetra ili ispiranjem
pomocu kiSe, zbog ¢ega postoji potencijal za kontaminaciju tla, podzemnih i povrsinskih voda
(Ray i sur. 2009).

Procjene rizika ukljuuju izlaganje organizama nanocesticama, ali 1 moguénost
bioakumulacije koja je uobicajeno uzrok toksi¢nosti. Radene su studije na nekim vrstama
vodenih organizama gdje su odredene koncentracije uzrokovale razli¢ite fizioloske posljedice
koje bi u konacnici rezultirale smréu. PredlaZze se da su veli¢ina 1 oblik klju¢ni aspekti
toksi¢nosti jer utjeCu na nacin ulaska u organizam. O potencijalnom utjecaju na okoli§ a
posljedicno i na ljude naveliko se raspravlja, no s obzirom na povecanu potrebu i proizvodnju
nanocCestica ovo podrucje zahtjeva vecu pozornost od one koju trenutno ima (Fabrega 1 sur.

2011).
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5. ZAKLJUCAK

Opisano je nekoliko metoda sinteze nanocestica srebra kao alternativa kemijskim i
fizickim postupcima. Najvaznija prednost ovakvih metoda je §to nema potrebe za toksi¢nim
kemikalijama prilikom sinteze. Njihovu ulogu preuzimaju bezopasni elementi dobiveni iz
prirodnih izvora. Velike prednosti ovakvih postupaka su i financijske ustede.

Srebro ima dugu povijest upotrebe kao antiseptik i dezinfekcijsko sredstvo, a u novije
vrijeme intrigira znanstvenike u obliku nanocestica. Prepoznate su mnoge moguénosti primjene
od kojih su od velike vaznosti na podruc¢ju medicine. Za razliku od antibiotika, nanocestice
srebra ne djeluju samo na jedan nacin ve¢ kombinacijom mehanizama. Pokazale su se dobre u
borbi protiv mikroorganizama, ali i u njihovoj prevenciji.

Povecano koriStenje nanocestica srebra rezultirati ¢e njihovim sve ve¢im otpustanjem u

okolis, te je izvjesno kako ¢e se to odraziti na ekosustav i Covjeka.
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