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Santrauka

Nanodaleliy technologija tai mokslo sritis sujungianti fizikos, chemijos bei biologijos mokslo Sakas,
kuri yra zinoma nuo praéjusio Simtmecio, kuomet buvo pradétos nagrinéti nanodaleliy gavimas,
savybés bei panaudojimas. Tai iki 100 nm dydzio dalelés, pasizymincios unikaliomis cheminémis,
fizikinémis bei biologinémis savybémis. Nanodalelés gali buiti pritaikytos jvairiose srityse:
medicinoje, kosmetikos bei maisto pramonéje, aplinkosaugoje. Siame darbe nagrinéjamas sidabro
nanodaleliy biosintezés metodas yra glaudziai susijes su pramoninés gamybos plétra, kurioje yra
naudojamos daznai j aplinkg patenkancios kenksmingos medziagos. Siekiant rasti naujy alternatyviy
biidy iSspresti §ig problemg ir mazinti toksiSky medziagy kiekj, patenkantj i aplinka, darbe yra
siiloma naudoti ,,zaliosios* biosintezés metoda, panaudojant augalinj ekstraktg.

Biosintezés metodu, naudojant gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans) augalinj ekstraktg, kuriame esantys
biologiskai aktyviis junginiai veiké kaip redukuojantys agentai, buvo susintetintos sidabro
nanodalelés, sidabro nitrato tirpala naudojant kaip sidabro jony Saltinj. Atlikus ultravioletinés —
regimosios Sviesos spinduliuotés analizg, Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija, fazinés sudéties rentgeno spinduliy difrakcing analizg, morfologines savybes
nusakancig skenuojancia elektroning mikroskopijos analizg bei transmisinés elektrony mikroskopijos
analizg¢, cheminés sudéties rentgeno spinduliy energijos dispersing spektroskopija buvo patvirtinta,
kad biosintezés metu susidar¢ sidabro nanodalelés. Atliktas antibakteriniy savybiy tyrimas parodé
sidabro nanodaleliy atsparumg Escherichia coli bei Bacillus subtilis patogeninéms bakterijoms.
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Summary

Nanoparticle technology is a field that combines physics, chemistry, and biology, and is known since
the last century when the synthesis, properties, and applications of nanoparticles began to be studied.
These particles, up to 100 nm in size, exhibit unique chemical, physical, and biological properties.
Nanoparticles can be applied in various fields: medicine, cosmetics, food industry, and
environmental protection. This paper examines the biosynthesis method of silver nanoparticles,
closely related to industrial production development, which often involves with the use of harmful
substances that can enter the environment. To find new alternative ways to solve this problem and
reduce the amount of toxic substances entering the environment, the paper proposes using a "green"
biosynthesis method involving plant extract.

In this study, silver nanoparticles were synthesized using the biosynthesis method with plant extract
from Zinnia elegans, where biologically active compounds in the extract acted as reducing agents,
and silver nitrate solution served as the silver source. Ultraviolet-visible spectroscopy, Fourier-
transform infrared spectroscopy, X-ray diffraction analysis, scanning electron microscopy analysis,
transmission electron microscopy analysis, and energy-dispersive X-ray spectroscopy confirmed that
silver nanoparticles were formed during biosynthesis. The antibacterial properties investigation
showed that the silver nanoparticles were effective against the pathogenic bacteria Escherichia coli
and Bacillus subtilis.
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Santrumpy ir terminy sarasas
Santrumpos:
AgND - sidabro nanodalelés
DMSO - dimetilsulfoksidas
DPPH — 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilas
EDS — Rentgeno spinduliy energijos dispersiné spektroskopija
FT-IR — Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija
G- — gramneigiamos bakterijos
G+ — gramteigiamos bakterijos
NADH — Nikotinamido adenino dinukleotidas
RSDA — Rentgeno spinduliy difrakciné analize
SEM - skenuojanti elektroniné mikroskopija
TEM — transmisin¢ elektroniné mikroskopija
TPTZ — 2,4,6-tripiridil-s-triazinas

UV-RS — ultravioletiniai — regimosios §viesos spinduliai
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Ivadas

Nanotechnologija — tarpdisciplininé mokslo sritis, kurios tikslas — sukurti nanodaleles, panaudojant
jvairius sintezés budus — biologiniais, cheminiais ar fizikiniais metodais [1]. Nanodaleliy, kurios yra
sintetinamos cheminiu ar fizikiniu bidu, grynumo laipsnis yra labai aukstas, taip pat gaunamos
vienodos formos ir dydzio dalelés. Taciau Sie metodai daznai naudoja didelius kiekius toksisky ir
brangiy medziagy. Siekiant iSspresti $ig problema, taikomas biologinis nanodaleliy sintezés metodas,
dar vadinamas Zaligja biosinteze. Sidabro nanodalelés — tai unikaliomis fizikinémis bei cheminémis
savybémis pasiZzymincios itin mazos — iki 100 nm skersmens — tauriojo metalo dalelés. DidZiausig
jtaka sidabro nanodaleliy savybéms turi $iy daleliy dydis bei forma [2]. Kei¢iant gamybos proceso
parametrus, galima modifikuoti nanodaleliy morfologines savybes (dydj, formg), o taip pat
susidariusiy nanodaleliy savybes. Platus sidabro nanodaleliy panaudojimas remiasi Siy daleliy
antibakteriniu, prieSgrybeliniu bei antivirusiniu aktyvumu.

Siuo metu itin daznai iskyla aplinkos tarSos ir klimato kaitos problematika, kelianti grésme visai
gyvajai gamtai. D¢l Sios problemos démesys sutelkiamas j pramoninés gamybos sektoriy, kuris
naudoja didelius energijos, zaliavy ir jvairiy cheminiy medziagy kiekius. Gamybos proceso metu
susidariusios atliekos ar Salutiniai produktai gali biiti netinkamai utilizuojami, todél daznu atveju Sios
medZiagos patenka j gamta. Sios problemos sprendimui yra naudojami jvairlis gamybos proceso
optimizavimo biidai. Sidabro nanodaleliy gamybos metu, naudojant fizikinius bei cheminius biidus
yra sunaudojamas itin didelis energijos bei toksisky kiekis. Siekiant iSvengti Siy sgnaudy bei
sumazinti gamybos kastus, itin reik§minga sidabro nanodaleliy biosintez¢, kurios metu yra naudojami
augaliniai ekstraktai, todél sumazinamas toksiSky medziagy kiekis gamyboje. Biosintezés proceso
metu néra naudojamos tokios toksiskos medziagos, kaip jvairGs stabilizatoriai, tirpikliai, procesas
nereikalauja dideliy energijos sanaudy, nesusidaro gyvajai aplinkai kenksmingi Salutiniai produktai.
Atsizvelgiant | aplinkosauginius ir Ziedinés ekonomikos aspektus, sidabro nanodaleliy sintezei buvo
pasirinktas biosintezés metodas, naudojant augalinius ekstraktus.

Darbo tikslas — naudojant gvaizdinés (lot. Zinnia elegans) ekstraktus susintetinti sidabro
nanodaleles biosintezés metodu ir iStirti susidariusiy nanodaleliy savybes.

Darbo uzdaviniai:

1. paruosti gvaizdiinés ziedy, lapy bei stieby ekstraktus;

2. jvertinti gvaizdiinés ziedy, lapy bei stieby ekstrakty antioksidacinj ir antibakterinj aktyvumag
Escherichia coli ir Bacillus subtilis bakterijoms;

3. susintetinti sidabro nanodaleles, panaudojant gvaizdiinés ziedy, lapy bei stieby ekstraktus;

4. atlikti susintetinty sidabro nanodaleliy tyrimus:
a) ultravioletinés — regimosios §viesos spinduliuotés (UV-RS) analize;
b) Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy (FT-IR) spektroskopija;
¢) Rentgeno spinduliy difrakcine analiz¢ (RSDA) (faziné sudétis);
d) skenuojancig elektroning mikroskopija (SEM) (morfologinés savybés);
e) transmisine elektroning mikroskopija (TEM) (morfologinés savybés);
f) Rentgeno spinduliy energijos dispersing spektroskopija (EDS) (cheminés sudéties
nustatymas).

5. jvertinti koloidinio sidabro nanodaleliy tirpalo antibakterinj poveikj Escherichia coli ir Bacillus
subtilis bakterijoms.
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1. Literatiros apZvalga
1.1. Astriniu (lot. Asteraceae) Seima

Astriniai (lot. Asteraceae) augalai, dar vadinami graizaziedziais, priklauso magnolijiny Seimai. Tali
viena 1§ didziausiy augaly Seimy, kuri apima apie 1600 gentis ir 24000 riisiy jvairiy géliy, kriimy ir
medziy. Lietuvoje aptinkama 189 astriniy augaly riisiy, 1§ kuriy kelios jraSytos j Lietuvos raudonajg
knyga. Siy augaly Ziedai biina susitelke j graizus — kompleksinius Ziedus, sudarytus i§ keliy ar net
keliy Simty mazy ziedeliy. Dazniausiai astriniy Seimos augalai yra naudojami kaip vaistiniai,
dekoratyviniai, maistiniai ir daziniai augalai [3].

Astriniy augaly Ziedai daznai pasizymi ryskiomis spalvomis. Sie augalai gali tapti reikimingu spalvy
Saltiniu tiek sodo krastovaizdzio formavime, tiek geliy kompozicijy dekoracijose. Be to, Siy augaly
ziedai, lapai ir stiebai daznai turi naudingy savybiy, tokiy kaip antioksidacinis, antivirusinis,
antimikrobinis aktyvumas ar prieSuzdegiminis poveikis, todél jie yra vertinami ne tik kaip
dekoratyvinés, bet ir kaip funkcinés augaly dalys [4]. Ekonominiu pozitriu, astriniy augaly
panaudojimas jvairiy ekstrakty bei vaistiniy preparaty gamyboje, Jungtinése Amerikos Valstijose
2017 metais rinkg papildé net keliais Simtais milijardy doleriy [5].

Daugelis astriniy augaly yra naudingi biologiniam jvairovés palaikymui ir ekosistemy funkcijoms.
Jie gali buti svarblis maisto Saltiniai vabzdZiams, bitéms ir kitiems augalédZiams organizmams
Atsizvelgiant i jy geb&jima prisitaikyti prie jvairiy aplinkos salygy ir efektyviai plisti, astriniai augalai
sudaro reik§mingg ekologinj ir biologin] komponentg daugelyje ekosistemy.

1.1.1. Gvaizdunés (lot. Zinnia) gentis

Tai astriniy augaly Seimos gentis, kurios dekoratyvinis panaudojimas nulémé jos paplitimg visame
pasaulyje. Zinoma apie 20 Zoliniy ir pusiau kriiminiy, vienmeéiy ar daugiamediy augaly gvaizdiinés
genties rusSiy. Natiiraliai gamtoje gvaizdiines galima rasti piety ir centrinéje Amerikoje. Dél
rySkiaspalviy augalo Ziedy, gvaizdiné daznai naudojama kaip dekoratyvinis augalas, taciau
pastaraisiais metais mokslininkai susidoméjo S§io augalo antriniy metabolity identifikavimu ir
pritaikymu medicinoje. Kai kurios Zinnia genties riiSys buvo istirtos dél galimo biologinio poveikio
— priesgrybelinio, antioksidacinio, antibakterinio, antivirusinio, antimaliarinio, citotoksinio bei
insekticidinio poveikiy [6, 7]. Dazniausiai sutinkamos gvaizdinés (lot. Zinnia) genties rusys:
dykumos gvaizdiné (lot. Zinnia acerosa), siauralapé gvaizdané (lot. Zinnia angustifolia), puikioji
gvaizduné (lot. Zinnia elegans) bei paprastoji gvaizdiné (lot. Zinnia haageana) (zr. 1.1 pav.).
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1.1 pav. Zinnia riSys. a — Zinnia acerosa, b — Zinnia angustifolia, ¢ — Zinnia elegans, d —Zinnia haageana

1.1.1.1. Puikioji gvaizdiiné (lot. Zinnia elegans)

Labiausiai kultivuojamas ir Zinomas §ios rusies augalas — puikioji gvaizdiiné. Europoje paplites 1790
metais, kai iSpopuliaréjo kaip dekoratyvinis sodo augalas [8]. Zinnia elegans — vienmetis zolinis
dekoratyvinis augalas. Augalo aukstis gali siekti iki 90 cm, o ziedy skersmuo — nuo 5 cm iki 7 cm.
Ziedy spalvy spektras itin platus — Ziedai gali biti raudonos, rozinés, violetinés, Zalios, geltonos,
bronzinés ar oranzinés spalvos. Taip pat ziedai gali biti dryzuoti, déméti ar net keliy spalvy.
Gvaizdunés geriausiai auga S$iltose ir sausose vietose, vandeniu bei orui pralaidziose dirvose.
Zydeéjimas prasideda nuo liepos ménesio ir tesiasi iki pirmyjy $alny [9].

1.1.1.2. Puikiosios gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans) savybés

Pasak atlikty tyrimy, puikioji gvaizdiné pasiZymi net jvairiomis biologinémis savybémis:
priesgrybeliniu aktyvumu, antibakteriniu aktyvumu, antioksidaciniu aktyvumu, insekticidiniu
aktyvumu bei moliuskocidiniu aktyvumu [10]. Puikioji gvaizdiné pasizymi ir fitoramediacinémis
savybémis — gebéjimu absorbuoti sunkiuosius metalus, kurie kaupiasi tigliuose (stiebuose, lapuose ir
pumpuruose) [11]. Kadangi puikioji gvaizdiné yra placiai paplitusi pasaulyje, lengvai prieinama ir
greitai auga, tai gali biiti optimalus pasirinkimas toksiny ar sunkiyjy metaly, tokiy kaip Svinas,
chromas, gyvsidabris ir kadmis i§ dirvozemio ar aplinkos pasalinimui [12, 13].
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1.1.1.3. Puikiosios gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans) cheminé sudétis

Nors daugiausia démesio skiriama gvaizdiinés dekoratyviniam panaudojimui, dél turimy antriniy
metabolitiniy medziagy, Sis augalas gali biti naudojamas ir gydymo tikslams. Atlikti tyrimai atskleide
net kelias natiiraliy junginiy klases, rastas jvairiose augalo dalyse — flavonoidai, saponinai, steroidai,
glikozidai ir polifenoliai [8].

Flavonoidai — tai aromatiniai heterocikliniai organiniai junginiai, kuriy sudétyje, skirtingose pirano
ziedo pozicijose, yra prisijungusios fenolinés ar polifenolinés grupés. Dazniausiai flavonoidai
randami jvairiose augalo dalyse, séklose, darzovése ar vaisiuose. Tai augaliniai pigmentai,
pasizymintys oranZine, geltona, violetine ar rausva spalvomis. Siuo metu yra identifikuota daugiau
nei deSimt tikstan¢iy skirtingy flavonoidiniy junginiy. Skirtingose augaly dalyse esantys
fitocheminiai junginiai pasizymi biologiniu aktyvumu bei gydomosiomis savybémis, todél
flavonoidai gali bati pritaikomi medicinoje. Sie polifenoliai yra plagiai naudojami kaip prie§véZiniai,
antimikrobiniai, antivirusiniai bei antioksidaciniai agentai. Gali buti naudojami odos prieziliros
priemonése, kosmetikoje, ar nattiraliy dazy gamyboje [14, 15].

Saponinai — glikozidiniai junginiai, natiiraliai gamtoje randami jvairiuose augaluose. Siy struktiira
sudaro sapogeninas, t.y. triterpenas ar steroidas, bei angliavandenis, pavyzdziui, gliukozé, galaktozé
ar fruktozé. Tai antriniai metabolitai vyraujantys triterpenoidy forma. Siuo metu yra Zinoma 60
iSgryninty ir iSanalizuoty skirtingy triterpenoidy. Pastarieji yra iSgaunami i$ jvairiy augalo daliy —
sékly, ziedy, lapy bei Sakny. D¢l savo putojimg sukeliancios savybés, saponinai yra naudojami jvairiy
plovikliy ir muily gamyboje. Tai natiirali pavirSiaus aktyvi medziaga (PAM), kuri susidaro dél
hidrofilinés angliavandenio liekanos prisijungusios prie triterpeno ar hidrofobinio steroido dalies
[16]. Saponiny panaudojimas maisto bei farmacijos pramonése tapo alternatyva sintetinéms ar
gyvininés kilmés emulsikliams, stabilizuojanc¢ioms bei putojimg sukelian¢ioms medziagoms. Taip
pat saponinai pasizymi itin svarbiomis biologinémis savybémis — antioksidacija, prieSuzdegiminiu
aktyvumu, bei yra siejami su augaly antibakterinémis savybémis [17].

Glikozidai — augaluose randami antriniy metabolity junginiai, kurie atlicka net keletg funkcijy:
reguliuoja augimo procesa, apsaugo augala nuo jvairiy patogeny ar zolédziy bei veikia kaip
inhibitorius aplinkui augantiems augalams (alelopatija). Gliokozidus sudaro dvi dalys — glikonas ir
aglikonas. Glikonas — tai cukry turinti glikozido dalis, o aglikonas — necukriné dalis. Glikozidiniy
rySiy nutraukimas gali biiti atlieckamas panaudojant fermentus ar rugstis. Glikozidy sintezé 1S
augalinés zalivos yra galima, naudojant glikoziltransferazes — fermentus, kurie sukuria glikozidinius
rySius. Glikoziltransferazés katalizuoja sacharidy fragmenty perkélimg 1§ aktyvuoto nukleotido
cukraus j nukleofiline glikozilo akceptoriaus molekulg. Dazniausiai glikono dalj sudaro gliukozeé,
todél susidare glikozidai yra vadinami gliukozidais [18].

Keletas glikozidy yra naudojami gydymo tikslams, taciau kita dalis Siy antriniy metabolity taip pat
pasizymi farmakologiniu aktyvumu — prieSuzdegiminémis, nuskausminimo, antibakterinémis,
antivirusinémis bei prie§vézinémis savybeémis, todél tai sudaro galimybes medicinoje panaudoti
platesnj spektra glikozidiniy junginiy [19].

Polifenoliai — tai antriniai metabolitai, kurie atlicka apsauging funkcija, apsaugodami augala nuo
ultravioletinés spinduliuotés bei patogeny sukeliamy pazeidimy. Siuo metu yra Zinoma daugiau nei
8000 polifenoliniy junginiy, i$skirty i§ augalinés zaliavos. Polifenoliy struktiirg sudaro aromatiniai
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7iedai, prisijunge viena ar daugiau hidroksilo grupiu. Siy junginiy klasifikacija sudaro trys
pagrindinés grupés: fenolinés riigStys (hidroksibenzenkarboksirtigstis, hidroksicinamono ragstys),
flavonoidai (flavonoliai, flavonai, flavanoliai, flavanonai, izoflavonai bei antocianinai) bei ne
flavonoidiniai junginiai (stilbenai, lignanai). Pastaruoju metu mokslininky démesj patrauke
polifeniliniy junginiy antioksidacinés savybés bei pritaikymas medicinoje, uzkertant kelig jvairioms
ligoms, kaip diabetas, vézys, osteoporozé, neurodegeneracinéms, Sirdies ir kraujagysliy ligoms [20].
Polifenoliai — nattraliai gamtoje randami junginiai, daZniausiai randami jvairiuose augaluose,
vaisiuose bei darzovése. Nustatyta, jog mazdaug 100 gramy vynuogiy, obuoliy, vysniy, kriausiy ir
Jvairiy uogy sudétyje galima rasti nuo 200 iki 300 mg polifenoliniy junginiy. Taip pat apie 100 mg
polifenoliy galima rasti ir puodelyje arbatos ar kavos bei tauréje raudono vyno [21].

1.2. Nanodalelés

Nanodaleliy gavimas, savybés bei panaudojimas buvo pradétos nagrinéti jau nuo praeito Simtmecio,
kuomet atsirado nanodaleliy technologija [22]. Tarptautiné standarty organizacija (ang. International
Organization of Standartization — ISO) nanodaleles apibuidina Kkaip, itin mazas daleles, kuriy
diametras nevirsija 100 nm. [23]. Nanodalelés yra gaunamos dirbtiniu biidu arba gali biiti randamos
gamtoje. Skirstymas gali biiti pagal labai jvairius pozymius — forma, dydj, savybes bei cheming kilme.
Pagal kilme, nanodalelés gali buti skirstomos j organines bei neorganines. Organinés kilmés
nanodaleléms priskiriamos polimerinés dalelés bei dendrimerai, neorganinéms nanodaleléms —
jvairiis metalai, kvantiniai taskai bei fulerenai. Priklausomai nuo nanodaleliy panaudojimo srities,
dalelés taip pat gali biiti vertinamos pagal sandara, kietuma, puslaidininkines savybes. Sie kriterijai
leidzia klasifikuoti daleliy panaudojimo sritis kaip mokslinius tyrimus, diagnostika arba terapija.

1.2.1. Nanodaleliy morfologija

Gavimo budas bei aplinkos salygos labiausiai lemia gaunamy nanodaleliy formg bei dydj, todél
kei¢iant Siuos parametrus galima susintetinti jvairaus dydzio bei formos nanodaleles. DaZniausiai
iSgaunamos Sios formos nanodalelés: sferos, ovalo, lazdelés, trikampio, kubo, zvaigzdés, cilindro,
SeSiakampio ar penkiakampio (zr. 1.2 pav.) [24]. Kei¢iant daleliy morfologines savybes, galima keisti
ju chemines, fizikines bei biologines savybes, kurios praplecia nanodaleliy pritaikyma skirtingose
pramonés bei medicinos srityse ar moksliniuose tyrimuose.

O @®

Sferine Ovalo Lazdelés
Trikampio Kubo Zvaigides
Cilindro Sesiakampio Penkiakampio

1.2 pav. Nanodaleliy formos 16



1.2.2. Nanodaleliy sintezés metodai

Nanotechnologijy tyriné¢jimai, besivystantys greitu tempu, jau pristaté jvairaus pobiidZio sintetiniy
nanodaleliy spektrg. Didzioji dalis $iy daleliy yra sintetinamos dirbtiniu buidu, ta¢iau nanodalelés gali
biti randamos ir nattiralioje gamtoje. Nano dydzio daleliy galima rasti jvairiuose neorganinés kilmeés
pelenuose, suodziuose, ore ar Suliniuose esanciose mineralinése ar sieros dalelése. Taip pat kai kurias
nanodaleles gamina jvairios bakterijos ar mielés. Natiiraliai susidaranc¢ios nanodalelés pasizymi
kompleksine sandara bei skirtingomis cheminémis, biologinémis ir fizikinémis savybémis.
Gelezies(IIT) oksido ir silicio dioksido nanodalelés dominuoja gamtoje kaip dazniausiai
pasitaikan¢ios nanodalelés [25].

Skirtingos nanodaleliy savybés, dydis, forma bei mazas grynumo laipsnis trukdo Sias, nattraliai
susidaranéias daleles, panaudoti pramonéje ar laboratoriniuose tyrimuose. Siaip problemai spresti yra
naudojamaos ,,i§ virSaus j apacig“ (ang. ,,Top-down) bei ,,i$ apacios j vir§y* (ang. ,,Bottom-up ) budu
sintetinamos dalelés, kurios pasizymi vienoda struktiira, vienodomis savybémis ir dideliu grynumo
laipsniu.

(A)

(B)
..‘ ..'.

o, ©®
°0,°

1.3 pav. (A) - "i$ apacios j virsy" (ang. "bottom-up") sintezés metodo schema, (B) —,,i§ virSaus j apacig*
(ang. ,, top-down *) sintezés metodo schema [22]

1.2.2.1. ,IS$ virSaus i apacig* (ang. ,, Top-down*) sintezés metodai

Fizikiniai nanodaleliy sintetinimo metodai yra vadinami ,,i§ virSaus ] apacig“ (ang. ,,Top-down‘).
Siais biidais sintetinamos dalelés yra gaunamos smulkinant didesnius fragmentus iki nano dydzio
daleliy (zitréti 1.3 pav.). Pagrindiniai fizikiniai metodai nanodaleliy gamyboje [26]:

1. Mechaninis smulkinimas;

2. Elektrinis verpimas;

3. Lazeriné abliacija;

4. Elektrony sprogdinimas;
5. Apdorojimas ultragarsu.

Mechaninis smulkinimas arba malimas — procesas, kurio metu didesnio mastelio medziaga yra
susmulkinama ] mazesnius fragmentus ar daleles. Proceso metu yra naudojami jvairiis maliinai,
dazniausiai rutuliniai bei plaktukiniai maliinai. Pagrindiniai metodo privalumai — sumazintas atlieky
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1Smetimas ] aplinka, kontroliuojamas degradacijos procesas, susijes su temperatira, taip pat atlieky
perdirbimas bei nesimaisanciy tarpusavyje medziagy suderinimas [27].

Elektrinis verpimas — tai pluosto verpimo technologija, kurios metu, veikiant elektrostatinéms
jégoms, 1§ polimerinio tirpalo yra verpiamos ilgos, daznai net keliy kilometry ilgio, medziagos gijos,
kuriy diametras siekia nuo keliy nanometry iki mikrony. [28].

Lazerinés abliacijos sintezés metu nanodalelés yra gaunamos j medziaga (kietos ar skystos biisenos)
nukreipiant intensyvig lazerio srovg, kuri dél didelio spinduliavimo intensyvumo ir energijos kiekio
Sildo medziagg. Jkaitinta medziaga iSgaruoja arba sublimuoja, todél susidaro nanodalelés. Siuo
metodu galima sintetinti jvairias nanodaleles — metaly, anglies nanodaleles, oksidy kompozitus [29].

Elektrony sprogdinimas — metodas, kurio metu plona metaliné viela yra veikiama didelés srovés
impulsu, kuris sukelia sprogima, garavima bei jonizacijg. Metalas iSgaruoja, jonizuojasi, pleciasi ir
atvésta reaguodamas su Salia esanciomis dujomis ar skysta terpe. Kondensuoti garai galiausiai sudaro
nanodaleles [30].

Apdorojimas ultragarsu — vienas svarbiausiy etapy nanofluidy sintezéje. Tirpalas, susidedantis i$
skystos terpés ir nano dydzio daleliy, pirmiausia yra iSmaiSomas ant magnetinés maiSyklés.
Ultragarsinis apdorojimas atliekamas ultragarsu, ultragarsiniu vibratoriumi ar mechaniniu
homogenizatoriumi [31].

1.2.2.2. ,I§ apacios j virSy* (ang. ,,Bottom-up*) sintezés metodai

,,Bottom-up* nanodaleliy sintetinimas apima cheminius ir biologinius metodus. Sie metodai yra
grindziami atomy ar jy grupiy susijungimas j nanodaleles (zitréti 1.3 pav.) [32]. Nanodaleliy
gamybos biidai:

1. Cheminis nusodinimas garais;
2. Zoliy — gelio metodas;

3. Nuosédy sudarymas tirpale;
4. Inertiniy dujy kondensacija;

5. Hidroterminé sintezé;

6. ,,Zalioji“ biosintezé.

Cheminis nusodinimas garais — procesas, kai cheminés reakcijos metu, vykstancios ant $ildomo
pavirSiaus, 1§ dujy fazés yra nusodinama kieta medziaga. Gaunamos plonos plévelés, milteliy ar
kristalo pavidalo medziaga. KeiCiant proceso salygas, jskaitant substrato medziaga, temperatiira,
reakcijos dujy sudétj, slégj ir kt., galima gauti skirtingy biologiniy, cheminiy ar fizikiniy savybiy
medziagas [33].

Zoliy — gelio metodas placiai naudojamas aukstos kokybés metalo oksidy nanodaleliy gamyboje.
Skysta fazé yra paverciama zoliu, o galiausiai §is pereina ] tinklo struktiirg, kuri dar vadinama geliu.
Pradiniai tirpalai, naudojami nanodaleliy sintezei Siuo metodu, daZniausiai yra metaly alkoksidai.
Susidariusiy daleliy dydis gali buti kei¢iamas kontroliuojant tirpalo koncentracija, temperatiirg ar pH
verte [26, 31].

Nuosédy sudarymo tirpale (ang. coprecipitation) metu tirpalas yra prisotinamas tam tikra medziaga,
vykdoma nukleacija bei augimas. Tai vienas svarbiausiy proceso etapy, kurios metu susidaro daug
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mazy daleliy. Po nukleacijos ir Osvaldo augimo seka aglomeracijos procesas, po kurio reikalingas
filtravimas bei kalcinavimas. Siuo metodu gaunamos mikro ir nano dydzio dalelés [34, 35].

Inertiniy dujy kondensacija arba molekuliné kondensacija — procesas, placiai naudojamas jvairiy
nanodaleliy didelio kiekio gamyboje. Inertiniy dujy aplinkoje — argono arba helio — dideliame
vakuume yra garinami metalai. Garinimo metu, metalo atomai praranda dalj kinetinés energijos dél
susidirimy su dujy molekulémis, todél Sios kondensuojasi | mazas daleles. Susikondensavusios
dalelés jungiasi j nanokristalus [36, 37].

Hidroterminés sintezés metodas yra naudojamas sintetinti nanodaleles, pasizymin¢ias magnetinémis
ir laidumo savybémis. Sintezés metu naudojamas platus temperatiiry diapazonas — nuo aplinkos
temperatiros iki itin aukstos temperattiros [38 , 39]. Pagrindinis $io metodo tritkumas — susidariusios
dalelés néra stabilios.

1.2.2.3. ,,Zalioji“ biosintezé

Sparciai augant nanodaleliy poreikiui ir pritaikymui jvairiose srityse, yra ieSkoma naujy, aplinkai
saugiy ir nebrangiy, budy jvairiy nanodaleliy sintezei. Nanodaleliy sintezé, naudojant tokius
bioaktyvius agentus, kaip augalinés medziagos, mikrobai, jvairios biologinés atliekos, yra vadinama
,»zaligja“ arba biologine nanodaleliy sinteze [40]. Biosintezé pasizymi tuo, kad nesusidaro toksiski ar
kenksmingi $alutiniai produktai, procesas yra nebrangus, susidaro stabilios nanodalelés, greitas
procesas, lengva didinti gamybos mastelj [41].

Metaly nanodaleliy biosintezés metodas yra skirstomas j du tipus: biosorbcija, kurios metu metaly
jonai susijungia su tam tikromis grupémis, esan¢iomis lgstelés sieneléje bei bioredukcija, kuomet
vyksta metaly jony redukcija ir Sie yra stabilizuojami naudojant mikroorganizmus [42].

Pagrindiniai biosintezés objektai yra mikroskopiniai grybai, bakterijos bei augalai. Nanodaleliy
sintez¢, naudojant biologines medZiagas, uZtikrina aplinkai saugy, netoksiSka metoda, kuriuo
suformuojamos jvairaus dydzio, formos bei skirtingy fizikocheminiy savybiy dalelés [43]. Siuo
metodu dazniausiai yra sintetinamos jvairiy metaly — aukso (Au), sidabro (Ag), platinos (Pt), paladzio
(Pd), vario (Cu), gelezies (Fe) — bei cinko oksido (ZnO) ar seleno (Se) nanodalelés.

Nanodaleliy biosintezé naudojant mikroorganizmus.

Bakterijos pasiZymi viena svarbiausiy savybiy nanodaleliy sintezéje — geba redukuoti metaly jonus.
Kai kurios bakterijy riiSys net jgijo tam tikrg mechanizma, kuris apsaugo bakterijas nuo sunkiyjy
metaly toksiskumo bei dideliy metalo jony koncentracijy sukelto streso (pavyzdziui, Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas aeruginosa) [44]. Zinoma, jog bakterijos geba gaminti neorganinés kilmés
produktus Igstelés viduje arba iSoréje.

Nanodaleliy biosintezé vykstanti lgstelés iSoréje: mikroorganizmy lgsteliy iSoréje esantis reduktazés
fermentas sutraukia metalo jonus iki nanoskalés diapazono. Nuo NADH priklausomas reduktazés
fermentas atliecka metalo jony biologinj redukavimg j nanodaleles. Reduktazés fermento elektronai
gaunami i§ NADH, kuris véliau virsta NAD+. Metalo jony redukcijos metu taip pat vyksta ir fermento
oksidacija. Buvo pastebéta, jog biologing redukcijg gali sukelti nuo nitraty priklausoma reduktazé (zr.
1.4 pav.) [22].
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1.4 pav. Redukcijos reakcijos mechanizmas AgND sintezéje [45]

Nanodaleliy biosintezé vykstanti lgstelés viduje apima tris pagrindinius procesus: gaudymas,
bioredukcija ir ribojimas. Mikroorganizmy lasteliy sienelése yra daug polisacharidy bei baltymy,
kurie veikia kaip aktyvis metaly jony suri$éjai. Taciau ne visi mikroorganizmai gali sintetinti metalo
ir metalo oksido nanodaleles. Jonai, keliantys dideli pavojy mikroorganizmams, yra sunkiyjy metaly
jonai, kurie, dél elektrostatinés sgveikos, prisitvirtina prie lgstelés sienelés. Metalo jonai prisijungia
prie Iastelés sienelése esanciy karboksilaty grupiy (cisteinas, polipeptidai) bei tam tikry fermenty,
turinCiy neigiama kravj [26 , 46]

Metalo nanodaleliy biosintezei atlikti galima pasirinkti 1§ plataus spektro mikroorganizmy, kurie
individualiai turi savo privalumy ir trikumy. Pagrindinis skirtumas yra sintezés vieta, vykstancios
reakcijos tipas (zr. 1.1 lentelg), sintezés parametrai — temperatiira bei sintezés trukmé. Norint tinkamai
pasirinkti mikroorganizmg svarbu atkreipti démesj | mikroorganizmo atsparuma tam tikriems

metalams [45].

1.1 lentelé. Mikroorganizmai, naudojami metaly nanodaleliy biosintezéje [45]

Organizmo pavadinimas | Sintetinamos nanodalelés | Sintezés vieta Vykstanti reakcija
Thermomonospora sp. Au Lastelés iSor¢je Redukcija
Rhodococcus sp. Au Lastelés viduje Redukcija
Escherichia coli Pd, Pt Lastelés iSoréje Redukcija
Rhodopseudomonas Au Lastelés iSoréje Redukcija
capsulata

Pseudomonas aeruginosa | Au Lastelés iSor¢je Redukcija

Delftia acidovorans Au Lastelés iSoréje Redukcija

Bacillus licheniformis Ag Lastelés viduje Redukcija
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1.1 lentelés tesinys

Desulfovibrio Pd Lastelés iSoréje Redukcija
desulfuricans

Bacillus sp Ag Lastelés viduje Redukcija

Klebsiella pneumonia Ag Lastelés isor¢je Redukcija

Escherichia coli Ag Lastelés iSoréje Redukcija
Lactobacillus sp. Ag Lastelés iSoréje Biosorbcija ir redukcija
Pediococcus pentosaceus | Ag Lastelés isoréje Biosorbcija ir redukcija
Aspergilus fumigatus Ag Lastelés iSoréje Redukcija

Verticillium sp. Au Lastelés viduje Redukcija

Nanodaleliy biosintezé naudojant augalus.

Augaly ekstrakty gebéjimas redukuoti metaly jonus Zinomas nuo ankstyvo dvideSimtojo amzZiaus.

D¢l proceso paprastumo, pastaruosius trisdeSimt mety, metaly drusky redukcijai

metaly

nanodaleles, yra naudojami augalai, jy dalys ar ekstraktai [47]. Augaly ekstraktai nanodaleliy
sintezéje veikia kaip redukcijos bei stabilizavimo agentai. Susintetinty nanodaleliy charakteristikos
priklauso nuo pasirinkto naudoti augalinio ekstrakto (zr. 1.2 lentelg). Taip yra dél augaliniame
ekstrakte esanciy jvairiy organiniy redukciniy agenty bei jy koncentracijos. DaZniausiai sinteze
sudaro vandeninio augalo ekstrakto sumaiSymas su vandeniniu metalo drusky tirpalu. Redukcijos
reakcija vyksta kambario temperatiiroje ir trunka nuo keliy minuciy iki keliolikos valandy [48].

1.2 lentelé. Augalai, naudojami nanodaleliy biosintezéje [45]

Augalo pavadinimas

Gaminamos nanodalelés

Sintezeés vieta

Vykstanti reakcija

Coriolus versicolor Ag Lastelés viduje ir iSoréje Redukcija
Aspergillus flavus Ag Lastelés iSoréje Redukcija
Jatropha curcas latex Ag Lastelés iSoréje Redukcija
Acalypha indica leaf Ag Lastelés iSoréje Redukcija
extract

Medicago sativa seed Ag Lastelés iSor¢je Redukcija
exudate

Cymbopogon flexuosus Au Lastelés iSor¢je Redukcija
extract

Live Alfalfa plants Au Lastelés viduje -
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1.2 lentelés tgsinys

Magnolia kobus leaf broth | Ag Lastelés iSoréje Redukcija

Apibendrinus visus nanodaleliy sintezés budus — fizikinius, cheminius ir biologinius — galima teigti,
kad vertinant sintezés sudétinguma, naudojamg jrangg ir medziagas, biologinis sintezés metodas yra
pranaSiausias. Biosintezés biidu gaminamos nanodalelés yra stabilios, vienodos formos, keiciant
biologinius objektus (mikroorganizmus ar augalus), galima iSgauti skirtingy savybiy nanodaleles.
Taip pat procesas yra draugiSkas aplinkai, nesusidaro toksisSki Salutiniai produktai. Lyginant
nanodaleliy biosintez¢ naudojant mikroorganizmus bei augaly ekstraktus, pranasumga turi augaliniai
ekstraktai. Pagrindiniai skirtumai — sintezés proceso aplinkos (terpés) saglygos, prieinamumas,
nereikia papildomo nanodaleliy atskyrimo nuo lgsteliy etapo bei didesnis atsparumas didesnei metalo
koncentracijai. Taip pat nanodaleliy gamybos mastg biosintezés metodu yra lengva padidinti, nes
sintezé vyksta tik vienu pagrindiniu etapu.

1.2.3. Parametrai, lemiantys nanodaleliy formavimasi

Metalo nanodaleliy biosintezés metu yra kontroliuojami keli parametrai, nuo kuriy priklauso
nanodaleliy susidarymas bei savybés. Siuos parametrus sudaro: tirpalo terpé, reagenty koncentracijos,
sintezés trukmé ir temperattra [49].

Tirpalo terpé. Si verté atlieka svarby vaidmenj nanodaleliy formavimosi metu. Atlikti tyrimai rodo,
jog skirtingos reakcijos terpés pH vertés formuoja skirtingy formy ir dydzio nanodaleles. Pastebéta,
jog didesnio dydzio dalelés susidaro Zemesnio pH aplinkoje [50, 51].

Reagenty koncentracijos. Biomolekuliy koncentracijos esancios augaliniuose ekstraktuose lemia
nanodaleliy susidarymg. Tyrimai rodo, jog didesnés koncentracijos augalinis ekstraktas, naudojamas
sidabro nanodaleliy biosintezéje, gali pakeisti nanodaleliy forma i§ trikampio j sfering forma [52].

Reakecijos laikas. Atlickant biosintezés reakcijg skirtinga proceso trukme, buvo pastebéta, jog kuo
ilgiau vyksta redukcijos reakcija, tuo didesnio dydzio dalelés yra suformuojamos [53, 54].
Priklausomai nuo pasirinkto naudoti augalo ekstrakto, priklauso reakcijos trukmé, todél procesas gali
trukti nuo keliy minuciy iki keliolikos valandy.

Reakcijos temperatira. Nors jau zinoma, kad temperatira yra vienas pagrindiniy biosintezés
proceso parametry, taciau nuo temperatiiros taip pat priklauso ir susidaranciy nanodaleliy dydis,
forma, iSeiga [55, 56].

1.2.4. Nanodaleliy charakterizavimas

Pagrindiniai du parametrai, kurie charakterizuoja nanodaleles yra forma ir dydis. Taip pat galima
nustatyti daleliy dydzio pasiskirstyma, agregacijos laipsnj, pavirSiaus kriivy, plota bei chemine sudét;.
Daleliy dydis, pasiskirstymas bei organiniai ligandai, esantys daleliy pavirsiuje, gali daryti jtakg tam
tikroms daleliy savybéms bei jy panaudojimui [57]. Nanodaleliy struktiirai nustatyti yra naudojama:
Rentgeno spinduliuotés difrakciné analizé (RSDA), Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija (FT-IR), ultravioletinés — regimosios §viesos spinduliuotés (UV-RS) analize,
skenuojanti elektroniné mikroskopijos analizé (SEM) bei transmisiné elektrony mikroskopijos
analizé (TEM), rentgeno spinduliy energijos dispersiné spektroskopija (EDS) [22].
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Rentgeno spinduliuotés difrakciné analizé nusako struktiirines nanodaleliy savybes. Sis tyrimas
suteikia informacija apie daleliy kristaliskumg ir faz¢ [58]. IS Rentgeno spinduliuotés difrakcinés
analizés duomeny galima nustatyti medziagos fazing sudétj, apskaiciuoti kristaliniy struktiiry
parametrus, jvertinti kristaly dydj, orientacija.

Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija yra naudojama méginiy sudéties
nustatymui bei junginiy identifikavimui. FT-IR yra vertingas metodas nanodaleliy analizei dél
gebéjimo identifikuoti ir charakterizuoti cheming medziagos sudétj bei struktiirg. Naudojant FT-IR
spektroskopija, galima gauti informacijos apie molekulines vibracijas, o tai suteikia galimybe jvertinti
medziagos funkcines grupes.

Ultravioletinés — regimosios $viesos spinduliuotés analiz€ matuoja Sviesos intensyvuma, atsispindintj
nuo matuojamos medziagos, kurj palygina su Sviesos intensyvumu, atsispindin¢io nuo Zinomos
medziagos. Nanodalelés pasizymi optinémis savybémis, kurios priklauso nuo daleliy dydzio, formos,
koncentracijos bei aglomeracijos. Sios savybés nurodo UV-RS analizés svarba, norint identifikuoti ir
charakterizuoti susidariusias nanodaleles [57].

Skenuojanti elektroniné mikroskopijos analizé yra paremta elektrony skenavimo principu ir suteikia
informacija apie daleles nano dydzio skaléje. Sis analizés metodas nustato susidariusiy nanodaleliy
morfologines savybes, taip pat galima istirti daleliy dispersija [22].

Transmisiné elektrony mikroskopijos analiz¢, panas$iai kaip SEM analizéje, yra mikroskopiné analizé
paremta elektrony transmisijos principu ir suteikia morfologing informacija apie nanodaleles
naudojant maza bei itin didelj daleliy priartinimg. Elektrony srautui pasiekus tiriamaja medziaga,
dalis elektrony susigeria ] medziagg, o kita dalis — pereina medziagg ir pasiekia detektoriy. Tai vienas
tiksliausiy metody nustatant nanodaleliy dydj, forma, dispersija, galimas priemaisas [57].

Rentgeno spinduliy energijos dispersiné spektroskopija — naudojama elementinei analizei ar
cheminiam méginio apibiidinimui. EDS analizé¢ yra dazniausiai atlieckama kartu su SEM ar TEM
analize. Elektrony srové pereina pro tiriamaja medziagg ir suformuoja cheminiy elementy, esanciy
medziagoje, spektrogramg [59].

1.2.5. Nanodaleliy savybés

Nanodalelés pasiZymi placiu pritaikomumu jvairiose srityse. Tai lemia daleliy dydis, fizikinés,
cheminés ir biologinés savybés. Nanodaleliy savybés ir privalumai [26]:
1. Mazas dydis. Dalelés yra 1-100 nm dydzio, todél tai leidzia joms prasiskverbti pro jvairius
biologinius barjerus;
2. Didelis daleliy pavirsiaus plotas. Tai leidzia daleléms sgveikauti su biologinémis sistemomis
ir pernesti didelg vaisty ar ligy aptikimui naudojamy agenty apkrova;
3. PavirSiaus cheminés savybés. Nanodalelés gali kontaktuoti su jvairiomis biologinémis
sistemomis, prisijungdamos prie jvairiy ligandy;
4. Biologinis suderinamumas. Nanodalelés gali baiti suderinamos su biologinémis sistemomis,
taip sumazinant toksiSkuma ir neigiama imuniteto atsaka;
5. Stabilumas. Metaly nanodalelés pasizymi dideliu stabilumu esant jvairioms biologinémis bei
sandéliavimo sglygomis, todél nanodalelés gali biiti ilgg laikg sandéliuojamos ir saugiai
transportuojamos;
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6. Optiniy savybiy pritaikymas. Tokios nanodalelés kaip aukso ar sidabro, pasizymi unikaliomis
optinémis savybeémis, kurios gali buti modifikuojamos keiCiant daleliy dydj ar forma, taip
geriau pritaikant nanodaleles vaizdavimo ir sensoriy gamybos panaudojime.

1.2.6. Nanodaleliy panaudojimas ir ekonominé apZvalga

Ivairios nanodalelés pasizymi unikaliomis savybémis, kurios gali buti modifikuojamos keiciant
daleliy dydj bei formg. Tokia nanodaleliy savybé prisitaikyti prie reikiamy parametry gerokai
praple¢ia jy pritaikomuma. Pagrindinés sritys, kuriose yra naudojamos nanodalelés — medicina,
elektronika, agrokultiira, kosmetika, aplinkosauga, dazy ir jvairiy dangy gamyba, energija,
automobiliy pramoné bei aviacija.

Aplinkosaugoje nanodalelés gali buiti naudojamos bioremediacijai, jvairiy sensoriy gamyboje, bei
kaip katalizatorius jvairioms cheminéms reakcijoms [60]. Nanodalelés pasizymi savybe pasalinti
aplinka terSiancias medziagas, tokias kaip, sunkieji metalai i§ vandens ar organinés kilmés tersalai i§
dirvozemio. D¢l savo itin mazo dydzio, nanodalelés gali pasiekti tokias vietas, kurios yra sunkiai
prieinamos didesnéms daleléms [60]. Taip pat nanodalelés yra naudojamos vandens kokybei
pagerinti. Atlikti tyrimai parodé, kad nanodydzio sensoriai gali biiti panaudoti mikrobiniy patogeny
bei biologiniy junginiy, kaip toksinai, aptikimui vandens aplinkoje [61].

Medicinos srityje nanodalelés yra naudojamos dé¢l savo fizikiniy, cheminiy ir biologiniy savybiy,
todel yra pritaitkomos biomedicinoje. Nanodalelés yra naudojamos vézio gydymo, biologinio
skenavimo, vaisty perne$imo bei cheminiy sensoriy gamyboje [62, 63]. Kai kurios nanodalelés
pasiZymi, antimikrobinémis savybémis, tod¢l yra naudojamos dezinfekavimo priemoniy, steriliy
medziagy bei medicininés jrangos gamyboje [64].

Agrokultiroje nanodalelés yra naudojamos dé¢l antimikrobiniy savybiy, kurios gali biti
panaudojamos jvairiy pesticidy bei herbicidy gamyboje [22]. Tai biologin¢ alternatyva cheminéms
medZziagoms, terSian¢ioms aplinkg bei turin¢ioms neigiamg poveikj Zmogaus organizmui. Taip pat
augalai yra apsaugomi nuo tam tikry ligy, todél naudojant nanodaleles yra i§saugomos augalinés
kultiiros. Nano dydZio dalelés gali buti naudojamos kaip traSos, gerinancios augaly aplinka
mineralinémis medziagomis. Sidabro, cinko, vario bei aukso nanodalelés naudojamos kaip trasSos bei
pasiZymi augalo augimo skatinan¢iomis savybémis. Taip pagerina augalo maisting verte bei augalo
augimg ir derliy [65].

Maisto pramonéje nanodalelés dazniausiai yra naudojamos maisto pakuociy gamyboje. Tokios
pakuotés pasizymi antimikrobinémis savybémis, todél pakuojamas maistas turi ilgesnj galiojimo
laika, iSlaiko savo tekstiira, kvapa, skonj ir yra atsparus jvairiems mikroorganizmams [66].

Elektronikos ir automobiliy pramonéje nanodalelés yra naudojamos ekrany — LCD (skystyjy kristaly)
ir OLED (organinio $viesos diodo) — gamyboje. Dalelés pagerina Sviesuma, spalvy rySkuma bei
kontrastg. Taip pat nanodalelés yra naudojamos energijos talpy veikimo ir ilgaamziSkumo gerinimui
[67]. Taip pat nanodalelés naudojamos laikmenos jrenginiy talpos bei greic¢io gerinimui.

Ekonominiu poziiiriu nanodaleliy gamyba bei panaudojimas kasmet sparciai auga. Tai lemia jvairtis
nauji nanodaleliy sintezés metodai, leidZziantys gaminti nano dydzio daleles nereikalaujant sudétingy
procesy, jrangos ir neiSeikvojant dideliy energijos ir finansiniy kasty. Pasak ekonomisty, 2022 metais
globaliu mastu, nanodaleliy rinka buvo jvertinta 11,99 milijardais JAV doleriy. Nanodaleliy pasiiilos
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ir paklausos rodikliams kylant, yra numatoma, jog S§i rinka kasmet didés ir 2032 metais
prognozuojama, jog Si rinka gali biiti verta 61,96 milijardy JAV doleriy. Didziausig rinkos dalj (apie
30 %) sudaro nanodaleliy panaudojimas medicinos srityje [68].

1.3. Sidabro nanodalelés

Sidabras nuo seny laiky yra zinomas dé¢l savo antibakteriniy savybiy, todél buvo naudojamas jvairiy
medicininiy preparaty gamyboje. Nano dydzio sidabras pasizymi unikaliomis savybémis, kuriomis
galima varijuoti keiciant daleliy morfologija. Fizikiniai ir cheminiai nanodaleliy sintezés metodai yra
brangiis bei susidar¢ Salutiniai produktai ar naudojami organiniai tirpikliai kelia pavojy aplinkai ir
gyvajai gamtai. ,,Zalioji biosintezé yra nesudétingas, nereikalaujantis brangios jrangos, aplinkai
saugus sidabro nanodaleliy sintezés metodas. Biologiniu blidu susintetintos sidabro nanodalelés
pasizymi dideliu stabilumu, didele iSeiga, vienodos formos dalelémis.

1.3.1. Sidabro nanodaleliy biosintezés

Biosintezés biidu sintetinamy sidabro nanodaleliy procesas yra nesudétingas, redukcijos reakcija
jvyksta gan greitai — trunka nuo keliy minuciy iki keliy valandy. Sintezés metu yra sumaiSomi du
reagentai — augalinis ekstraktas, kuris veikia kaip redukcijos agentas, bei sidabro nitrato (AgNO3)
tirpalas (zitiréti 1.5 pav.). Redukcijos reakcijos metu vyksta sidabro jony redukcija j stabilias sidabro
daleles:

Agt +1le” > Ag°

e ===
-:'K\‘-:::'-f’ / Sidabro nanodalelés

Biologiné redukcija

1.5 pav. Sidabro nanodaleliy biosintezés reakcijos, naudojant augalo ekstrakta schema [69]
Biosintezés metu naudojamas augalas yra pasirenkamas pagal cheming sudétj. Kuo daugiau redukuoti
gebanciy junginiy grupiy turi augalas, tuo geresnés augalinio ekstrakto redukavimo savybés. Tokie

junginiai kaip, fenoliai, fenolinés riigstys, terpenai, alkaloidai ar baltymai, esantys augaliniame
ekstrakte, sintezés metu dalyvauja ir kaip susidarancias nanodaleles stabilizuojantys junginiai.
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Kaip ir buvo anks¢iau minéta nanodaleliy apzvalginiuose skyriuose, nanodaleliy savybés gali biiti
modifikuojamos keiciant sintezés parametrus, tokius kaip pH, temperatiira, reakcijos laikas ar
reagenty koncentracijos. Taip pat ir AgND savybés gali buti kei¢iamos, norint geriau jas pritaikyti
tam tikrose panaudojimo srityse.

1.3.2. Sidabro nanodaleliy savybés ir pritaikymas

Sidabro nanodalelés, dél savo fizikiniy bei cheminiy savybiy, vis placiau naudojamos medicinos,
maisto, sveikatos priezitiros bei jvairios gamybos pramonése. Tai — optinés, elektrinés, terminés,
auksto elektrinio konduktyvumo bei antibakterinés savybés. Dél $iy savybiy jos yra naudojamos kaip
antibakterinis agentas gamybos pramongéje, buitiniy prekiy srityje, sveikatos prieziiiros produktuose,
medicinos priemonése, optiniy sensoriy bei kosmetikos, farmacijos ir maisto pramonése [70].

Siuo metu didziausiag démesj atkreipia sidabro nanodaleliy panaudojimas véZio aptikimo bei gydymo
srityse. Nauji tyrimai rodo, jog nanodaleliy panaudojimas gali palengvinti ankstyvg vézio
identifikavima ir diagnozavimg — esminj veiksnj, lemiantj vézio gydymo eiga. Ankstyva pacienty
naviky diagnoz¢ palengvina vézio gydyma ir riboja jo plitima. Taigi, itin svarbiis metodai leidziantys
identifikuoti ir aptikti navikus. Dél gerai zinomos didelés absorbcijos ir §viesos sklaidos plazmono
rezonanso bangos ilgio srityse, AgND yra naudojamos lasteliy aptikimo programose [71]. Atlikti
tyrimai taip pat nagrinéja AgND, kaip tikslinj chemoterapiniy medziagy, spinduliuotés bei
fotodinamingés terapijos stiprintuvy nanonesiklj [72].

Agrokultiiroje traSos yra naudojamos augaly augimo ir vystymosi gerinimui, ta¢iau dauguma trasy
nepasiekia augaly dél keliy priezasCiy — skilimo fotolizés metu, hidrolizé ir iSplovimas. Todé¢l itin
svarbu yra sumazinti maistiniy medziagy praradima tresiant ir pagerinti paséliy derliy. Siam tikslui
yra naudojamos nanodalelés. Sidabro nanodalelés, priklausomai nuo naudojamos koncentracijos, gali
veikti kaip trgSa arba inhibitorius augaly augimo proceso metu. Parinkus tinkamg AgND
koncentracijg, galima pagerinti augaly augima ar sékly dygima, padidinti chlorofilo koncentracijg bei
pagerinti augaly cheminé¢ sudéti — padidinti baltymy, angliavandeniy bei kity junginiy koncentracija
[73].

1.4. Lietratiros apZvalgos apibendrinimas

Gvaizdiné (lot. Zinnia elegans) — visame pasaulyje placiai paplitgs augalas, pradétas auginti dél
dekoratyviniy savybiy, taciau atlikti tyrimai parodé, jog gvaizdiiné pasizymi jvairiomis biologinémis
savybémis: antibakteriniu, antioksidaciniu, insekticidiniu bei priesgrybeliniu aktyvumu. Sias savybes
lemia gvaizdiinés antriniy metabolity junginiai — flavonoidai, saponinai, glikozidai bei polifenoliai.

D¢l unikaliy fizikiniy, cheminiy bei biologiniy savybiy, sidabro nanodalelés pasizymi placiu
pritaikymu jvairiose pramoninés gamybos srityse: medicinos, kosmetikos, maisto, aplinkosaugos bei
tekstilés pramonése. Pagrindiné tokio plataus sidabro nanodaleliy panaudojimo prieZastis —
antibakterinis aktyvumas.

Sparciai didé¢jantis sidabro nanodaleliy poreikis ir gamybos mastas vercia ieSkoti alternatyviy
gamybos biidy nanodaleléms gaminti. AgND gamybos fizikiniai ir cheminiai metodai pasizymi itin
didelémis energijos sanaudomis, naudojama brangi jranga, gamybos proceso metu yra sunaudojami
dideli kiekiai kenksmingy medziagy (tirpikliy, stabilizatoriy), o taip pat neiSvengiamai susidaro
aplinkai kenksmingi Salutiniai produktai. Atsizvelgiant j Siuos aspektus buvo pradéta naudoti
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biologiniai sidabro nanodaleliy gamybos biidai, dar vadinami ,,zaligja* biosinteze. Tai aplinkai
draugiSkas AgND gamybos metodas, kurio metu nenaudojamos aplinkai ir gyviesiems organizmams
kenksmingos medziagos, procesas yra paprastas, nereikalauja sudétingos jrangos ar dideliy energijos
sgnaudy. Biosintezés metodas yra paremtas AgND gamyba naudojant mikroorganizmus arba
augalinius ekstraktus. Susidariusiy daleliy savybés priklauso nuo pasirinkto naudoti mikroorganizmo
ar augalo. Norint iSvengti papildomo sidabro nanodaleliy atskyrimo etapo i§ mikroorganizmy yra
naudojamas augalinio ekstrakto metodas. Vertinant proceso paprastumg, biologinés zaliavos
prieinamuma bei gaunamy daleliy savybes, Sio tirlamojo darbo metu buvo pasirinktas biosintezés
naudojant augalinius ekstraktus metodas.

Atlikus mokslinés literatiiros analiz¢ nustatyta, jog gvaizdiné (lot. Zinnia elegans), dél augalo
audiniuose esanciy biologiskai aktyviy medziagy (polifenoliniy junginiy bei flavonoidy), gali biiti
pritaikoma sidabro nanodaleliy gamyboje ,,Zaliosios* biosintezés biidu. Sis augaliniy ekstrakty
panaudojimas sidabro nanodaleliy gamyboje praplecia ir sujungia nanotechnologijy bei
biotechnologijy mokslo Sakas.
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2.

Medziagos ir tyrimy metodai

2.1. Prietaisai ir priemonés

AgND sintezei bei tyrimams naudoti prietaisai ir priemoneés:

©oNe Ok owdE
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19.
20.
21.
22.

pH metras (WinLab);

Centrifuga (Universal 320R);

termostatiné vandens vonelé (Memmert);

svarstyklés (Vibra AJ);

automatinés pipetés (1-10, 20-200 ir 100-1000 pl tiirio);
vienkartiniai automatiniy pipeciy antgaliai;

dziovinimo spinta (Binder, Model E 28 — 28 L);
Eppendorf mégintuvéliy purtyklé (neoLab D — 6015);
Eppendorf mégintuvéliai;

. mégintuveliy purtyklé (Biosan Bio Vortex V1);

. mégintuveliai (15, 50 ml);

. matavimo kolba (100 ml; 500 ml) ;

. piltuvéliai;

. popieriniai filtrai (pory dydis 8—12 pm);

. »vortex* purtykle;

. spektrofotometras (Shimadzu UV — 1280);

. skenuojantis elektroninis mikroskopas Zeiss EVO MA10 (Vokietija);

. Rentgeno spinduliuotés energijos dispersijos spektroskopas Bruker Quantax 200 su detektoriumi

XFlash 6/10 (Vokietija);

Petri 1¢kstelés (Labochema);
autoklavas (Certoclav CV-EL);
termostatas (Binder BD23).;
termostatinis kratytuvas (Biosan).

2.2. Medziagos ir reagentai

Eksperimento metu naudojamos medziagos ir reagentai (Sigma Aldrich, Vokietija):
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gvaizdunés (lot. Zinnia elegans) augalas;
distiliuotas vanduo;

natrio fosfatinis buferis 0,2 M (pH = 6,6);
kalio heksaciano feratas — 1 % Ks[Fe(CN)s];

trichloracto rugstis — 10 % TCA, CCIsCOOH,;

gelezies chloridas — 0,1 % FeClg;

acetato buferis 300 mM (pH=3,6);

10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas) iStirpintas 40 mmol/l HCI,
FeCls - 6H20 (20 mmol/l);

. 2000 pmol/L FeSO4x 7 H20;
. DMSO;

. acetonas 70 %;

. tanino raigsties tirpalas;

. Folino-Kiokalto reagentas;
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15. natrio karbonato 7,5 % tirpalas;
16. Arnovo reagentas;

17. natrio Sarmo (40 g/1) tirpalas;
18. vandenilio chloridas — HCI (18 g/l) tirpalas;
19. metanolis 80%;

20. aliuminio chloridas 2 %j;

21. kvercetinas;

22. natrio Sarmas — 0,1 M NaOH;
23. natrio Sarmas — 0,01 M NaOH;
24. sieros rugstis — 1% H2SOg;

25. sidabro nitratas — 1M AgNOs.

2.3. Metodai

Baigiamasis magistro projektinis darbas susideda i$ dviejy pagrindiniy daliy. Pirmoje darbo dalyje
yra atliekami pasirinkto augalo — gvaizdinés (lot. Zinnia elegans) — Ziedy, lapy bei stieby ekstrakty
antioksidaciniy, antibakteriniy savybiy bei bioaktyviyjy junginiy koncentracijy nustatymo tyrimai.
Antroje darbo dalyje atlickami susintetinty sidabro nanodaleliy, naudojant gvaizdinés augalo
ekstraktus, struktiiriniai, morfologiniai, cheminés sudéties bei antibakteriniy savybiy tyrimai.

2.3.1. Zinnia elegans Ziedy, lapy, bei stieby Zaliavos paruoSimas

Analizéje naudota gvaizdinés (lot. Zinnia elegans ) augaliné Zaliava 2023 mety derliaus, iSauginta
Kaune. Atskiriamos augalo dalys — Ziedai, lapai ir stiebai. Zaliava nuplauta distiliuotu vandeniu ir
dZiovinta kambario temperatiiroje. ISdZiovinta augaliné medziaga buvo susmulkinama ir naudojama
tyrimuose.

2.3.2. Antioksidaciniy savybiy tyrimai

2.3.2.1. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas skirtingose Zinnia elegans augalo
dalyse

Eksperimentui atlikti 0,1 g iSdZiovintos augalinés medZiagos buvo ekstrahuota metanolyje (5 ml) 45
°C 30 min. Gautas ekstraktas centrifuguotas 10 min ir naudotas tolimesniam tyrimui.

10,5 ml ziedy, lapy ir stieby ekstrakty méginius buvo supilama 1,25 ml 0,2 M fosfatinio buferio bei
1,25 ml 1% Ks[Fe(CN)g]. Tirpalai buvo sumaisyti stikuriniame maisytuve ir inkubuoti 20 min 50 °C
temperatiroje. Pridedama 1,25 ml 10 % trichloracto ragsties, sumaisoma ir, esant nuosédoms,
centrifuguojam 5 min [74].

1,25 ml nucentrifuguoto tirpalo buvo sumaisoma su 1,25 ml distiliuotu vandeniu ir 0,25 ml 0,1 %
FeCls. Sviesos sugertis matuojama spektrofotometru esant 700 nm bangos ilgiui. Atliekami 3
kiekvieno méginio matavimai. Kuo rySkesné¢ mélyna gauto tirpalo spalva, tuo didesné Sviesos
sugertis. Redukciniy savybiy priklausomybé nuo $viesos sugerties: kuo didesné $viesos sugertis, tuo
geresnés redukcinés savybés.

Tu$¢io méginio ruosimas: 1 ml 0,2 M fosfatinio buferio yra sumaiSomas su 1 ml 1% Kz[Fe(CN)s].

29



2.3.2.2. Zinnia elegans skirtingy augalo daliy antioksidacinis aktyvumas pagal FRAP metoda,
naudojant 2,4,6-tripiridil-s-triazing

Siekiant jvertinti Zinnia elegans Ziedy, lapy bei sticby ekstrakty antioksidacinj aktyvumg buvo
naudojamas FRAP metodas. Sis metodas naudojamas nustatant augalo redukuojanéias savybes, Kuris
yra paremtas Fe**~TPTZ pavirtimu j Fe?~TPTZ (mélyna spalva) 593 nm bangos ilgyje [74].

Tyrimas atliktas 0,1 g i8dziovintos augalinés medziagos ekstrahuojant metanolyje (5 ml) 45 °C 30
min. Gautas ekstraktas centrifuguojamas 10 min ir naudojamas tolimesniame tyrime.

Reagenty ruosSimas:

Paruo$iami $ie tirpalai: 300 mM acetato buferis (pH=3,6), 10 mmol TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazinas)
istirpintas 40 mmol/lI HCI, FeCls - 6H20 (20 mmol/l).

FRAP reagentas buvo paruostas su 25 ml 300 mM acetato buferio, 2,5 ml 10 mmol TPTZ (2,4,6-
tripiridil-s-triazino) ir 2,5 ml FeCls - 6H20 (20 mmol/l).

Tus¢io méginio ruosimas: 100 pL metanolio buvo sumaiSyta su 3 ml FRAP reagentu.

20 pL gauty augaly ekstrakty méginiai buvo sumaisyti su 80 pL. metanolio ir 3 ml FRAP reagento.
Reakcijos miSinys buvo spektrofotometriskai matuojamas 593 nm bangos ilgyje.

Kalibravimo kreive:

Kalibravimo kreivé buvo sudaroma paruosiant skirtingy koncentracijy FeSOs - 7 H20 (5, 10, 15, 20;
25 pumol/L) méginius. ReikSmé apskaiciuota pagal kalibravimo kreive pmol/L Fe(ll)/L. Tuscias
kalibravimo kreivés méginys buvo ruos§iamas sumaisant 3 ml FRAP reagento ir 7 ml H2O.

2.3.2.3. Zinnia elegans ekstrakty antioksidacinis aktyvumas, pagal DPPH metodg

Gvaizdiunés augaliniy ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimui buvo naudojamas DPPH
laisvyjy radikaly pasalinimo metodas. Tyrimui atlikti ant 0,2 g susmulkintos augalinés Zaliavos buvo
uzpilta 2 ml metanolio ir homogenizuojama 10 min. Homogenatas centrifuguotas 10 minuciy 9000
aps./min. Gautas supernatantas surinktas j mégintuvélj [74].

Etaloninis DPPH tirpalas paruostas 0,0024 g DPPH radikalo tirpinant metanolyje 100 ml talpos
matavimo kolboje. Palyginamasis tirpalas paruostas i§ 0,077 ml metanolio, 3 ml DPPH etaloninio
tirpalo. Tiriamasis tirpalas paruostas } mégintuvelj jpilant 0,077 ml paruosto ekstrakto ir 3 ml DPPH
etaloninio tirpalo. Mégintuvélio turinys buvo sumaiSytas ir po 15 minuciy laikymo tamsoje
spektrofotometru iSmatuota tirpalo Sviesos sugertis.

Oksidacinis slopinimas buvo apskai¢iuojamas:

.. AB A
% slopinimas = (———) X 100

Ap
Ana — tiriamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
Ag — palyginamojo tirpalo Sviesos sugerties dydis.
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2.3.3. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Fiolino — Kiokalto metodu

Folino — Kiokalto metodu nustatomas bendras fenoliniy junginiy kiekis augalinéje Zaliavoje. Tai
kolorimetrinis metodas, pagrjstas elektrony perdavimo reakcijomis tarp fenoliniy junginiy ir Folino
— Kiokalto reagento.

0,05 g augalinés zaliavos buvo supilta j 10 ml acetono (70%) tirpalg ir maiSyta kratytuve 20 min
kambario temperattiroje. Méginys centrifuguotas 10 min 9000 aps/min 4 °C temperatiiroje. Gautas
meéginys dar kartg centrifuguotas 2 min Eppendorf mégintuvéliuose. Supernatantas yra surenkamas
ir toliau naudojamas tyrimuose [74].

Kalibravimo tiesés parengimas: paimta 0,0; 20; 40; 60; 80; 100, 120 ul standartinio tanino ragsties
tirpalo, supilta j mégintuvélius ir jpilta distiliuoto vandens iki 500 pl mégintuvélyje. | tirpalg pridéta
250 ul Folino-Kiokalto reagento ir 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo. Tirpalas buvo sumaisytas
ir inkubuotas tamsoje 40 min kambario temperatiiroje. Sviesos sugertis i§matuota spektrofotometru,
725 nm bangos ilgyje.

Tiriamyjy méginiy ruosimas: 30 pl paruosto ekstrakto buvo praskiesta distiliuotu vandeniu iki 500
ul. T ji pridéta 250 ul Folino-Kiokalto reagento ir jpilta 1,25 ml 7,5 % natrio karbonato tirpalo.
Méginiai buvo sumaisyti ir 40 min laikyti tamsoje kambario temperatiiroje. Sviesos absorbcija
iSmatuota spektrofotometru 725 nm bangos ilgyje. Apskaic¢iuojama bendra fenoliniy junginiy
koncentracija pagal tanino ragsties ekvivalenta (mg/100 g) pagal formule:

aXxV x100

n
a — tanino ragsties koncentracija i§ kalibravimo kreivés, mg/l;

X (%) =

V — pradinis ekstrakto tiiris 1;
n —augaliné mas¢, g.

2.3.4. Bendrosios fenoliniy rugsciy koncentracijos nustatymas Zinnia elegans augalinéje
Zaliavoje

Tiriamojo méginio ruoSimas: 0,1 g augalinés Zaliavos buvo homogenizuota 2,5 ml distiliuotu
vandeniu ir termostatuota kratytuve 30 min 25 °C temperatiiroje. Po to centrifuguota 10 min 9000
aps/min. Po centrifugavimo 2 ml ekstrakto buvo praskiesta distiliuotu vandeniu iki 5 ml. 1 ml gauto
ekstrakto buvo sumaiSytas su 5 ml distiliuoto vandens, 1 ml HCI1 (18 g/l), 1 ml Arnovo reagentu, 1
ml natrio Sarmu (40 g/1) ir praskiestas iki 10 ml distiliuotu vandeniu. Gauto meéginio Sviesos sugertis
spektrofotometriskai iSmatuota 490 nm bangos ilgyje.

Tuscio méginio ruosimas: 1 ml distiliuoto vandens buvo sumaisyta su 5 ml distiliuotu vandeniu, 1
ml HCI (18 g/l), 1 ml Arnovo reagentu, 1 ml natrio Sarmu (4 g/l) ir praskiesta iki 10 ml distiliuotu
vandeniu. Sviesos sugertis spektrofotometrigkai i§matuota 490 nm bangos ilgyje.

Fenoliniy rugsciy koncentracija (%) pagal kavos riigs§t] apskaiciuota pagal formule:

A x 1,7544

X(%) = ——

A — Sviesos sugerties reikSmeé;
m — augaliné mas¢, g.
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2.3.5. Flavonoidy nustatymas Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose

Augalinio ekstrakto paruosimas: 0,2 g augalinés Zaliavos kartu su 2 ml 80 % metanolio buvo maisyta
vieng parg 150 aps/min. Gautas homogenatas nucentrifuguotas 10 min 9000 aps/min ir gautas
supernatantas toliau naudotas tyrime.

1 0,1 ml gauto ekstrakto buvo jpilta 0,9 ml 80 % metanolio ir 1 ml 2 % aliuminio chlorido. MiSinys
paliktas 30 min. Spektrofotometru iSmatuojama $viesos sugertis 415 nm bangos ilgyje. Flavonoidai
apskaiciuoti pagal kverceting mg/g sausos masés.

Flavonoidy koncentracija mg/g pagal kverceting apskai¢iuojama pagal formule:

C, XV

C(mg/g) =

C1 — kvercetino koncentracija mg/ml pagal kalibravimo kreive;
V — ekstrakto pradinis tiiris, ml;
g — augaliné mas¢, g.

Kvercetino kalibravimo kreivé

Kvercetinas (1 mg/ml) buvo istirpintas metanolyje. Paruostos skirtingos kvercetino koncentracijos:
10 mg/1; 20 mg/1; 30 mg/1; 40 mg/1; 50 mg/1. | mégintuvélius buvo jpiltas kvercetinas (0,1 ml; 0,2 ml;
0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml), 0,15 ml 2% aliuminio chloridas bei praskiestas iki 10 ml su metanoliu.
Spektrofotometru iSmatuota $viesos sugertis 415 m bangos ilgyje. Tus¢ias bandinys — metanolis.
Braizoma kvercetino kalibravimo kreive.

2.3.6. Sidabro nanodaleliy biosintezé, naudojant Zinnia elegans

2,5 g augalinés Zaliavos uzpilami 45 ml distiliuotu vandeniu ir laikomi 40 min 60 °C vandens vonioje.
Gautas augalinis ekstraktas buvo nucentrifuguojamas 10 min 9000 aps/min ir nufiltruojamas
naudojant Vatmano popierinj filtrg. Gauti augaliniai ekstraktai su 1 M sidabro nitrato (AgNO3) tirpalu
sumaiSyti dviem santykiais — 0,5:1 bei 2:1. Pirmuose mégintuvélivose jpilama 2,5 ml augalinio
ekstrakto ir 5 ml AgNOs tirpalas. Antruose mégintuvéliuose jpilama 5 ml augalinio ekstrakto ir 2,5
ml AgNOs tirpalo. Koreguojamas gauty tirpaly pH, (0,1 M NaOH ir 0,01 M NaOH tirpalais), kad
pasiekty 9 verte. Tirpalas sumaiSomas ir palickamas 24 valandoms kambario temperatiiroje Sviesioje
aplinkoje. Nusédusios AgND yra nucentrifuguojamos 10 min 9000 aps/min, nusédusios sidabro
nanodalelés 3 kartus perplautos distiliuotu vandeniu, o véliau i8dZiovinamos dziovinimo spintoje (Zr.
2.1 pav.) [75, 76].

Nufiltruotas Augalinis ekstraktas
augalinis ekstraktas su AgND

Zinnia elegans Augalinis ekstraktas

2.1 pav. Sidabro nanodaleliy biosintezés schema
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2.3.7. Antibakterinis aktyvumas

Gvaizdiines antibakteriniy savybiy jvertinimui buvo pasirinktos dvi patogeniniy bakterijy kulttiros —
Escherichia coli ATCC 25922 ir Bacillus subtilis ATCC 11774. Sidabro nanodaleliy antibakterinéms
savybéms nustatyti buvo naudojamos Bacillus subtilis ATCC 11774 bakterijos. Kontrolinis méginys
— antibiotikas ciprofloksacinas.

Augalinio ekstrakto ruosimas: 10,2 g augalinés zaliavos buvo jpilta 2 ml DMSO. Tirpalas iSmaiSytas
ir laikytas 7 paras kambario temperatiiroje. Véliau nucentrifuguotas 10 min 9000 aps/min. Gauti
ekstraktai naudoti antibakterinio aktyvumo nustatyme [74].

Petri 1ékstelése ant LB terpés buvo uzpilta 50 pl Escherichia coli bei Bacillus subtilis bakterijy
suspensija. Ant bakterijy pasétos 1ékstelés buvo uzdedami popieriniai diskeliai, suvilgyti 50 ul augaly
ekstraktu. Petri 1ékstelés sudétos j termostata, kuriame buvo palaikoma 37 “C temperatiira. Po paros
buvo stebimas bakterijy augimas bei augalinio ekstrakto antibakterinis poveikis (zr. 2.2 pav.).

Tyrimas atliktas su DMSO Zinnia elegans augaliniais ekstraktais bei AgND Zinnia elegans
augaliniais ekstraktais.

Bakterijy augimas
Ag nanodalelémis
suvilgytas diskas @

Slopinimo zona

2.2 pav. Antibakterinio aktyvumo slopinimo zonos jvertinimas
2.3.8. Sidabro nanodaleliy ultravioletinés — regimosios Sviesos spinduliuotés analizé

Ultravioletinés — regimosios Sviesos spinduliuotés analizés metu matuojamas Sviesos intensyvumas,
atsispindintis nuo méginio, ir palyginamas su Sviesos intensyvumu, atsispindin¢iu nuo etaloninés
medziagos. UV-RS spektroskopija nanodaleliy analizei yra naudinga dél jos gebéjimo suteikti
informacijg apie nanodaleliy optines savybes, plazmoninius rezonansus. Plazmoniniai rezonansai gali
buti naudojami nustatant nanodaleliy dydj, forma, koncentracija ir kitus parametrus. Tyrimo metu
naudojamas spektrofotometras Shimadzu UV — 1280.

2.3.9. Sidabro nanodaleliy Furjé transformacijos infraraudonuju spinduliy spektroskopija

Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopija (FT-IR) yra analitinis metodas
naudojamas junginiy identifikavimui ar meéginiy sudédiai istirti. Sis tyrimas buvo atliktas
spektrometru Spectrum GX 2000, horizontalioji atspindzio sistema Hart Accessory For Spectrum
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GX. Pralaidumo spektro registravimo diapazonas 10 000 — 200 cm™, horizontalaus daugkartinio
atspindzio IR spektro registravimas 4000 — 500 cm™ ribose. Gauti duomenys apdoroti OriginPro 9
programine jranga.

2.3.10. Sidabro nanodaleliy Rentgeno spinduliuotés difrakcijos analizé

Rentgeno spinduliuotés difrakciné analizés (RSDA) metu yra nustatoma sidabro nanodaleliy
kristaling struktiira. Sis tyrimas nurodo Milerio (Miller) indeksus, kurie charakterizuoja kristalo
gardelés plokStumas ir jy orientacijg. Tyrimas atliktas Rentgeno difraktometru ,,D8 Advance* (Bruker
AXS, Karlsruhe, Vokietija). Darbin¢ difraktometro jtampa 40 kV, srové vamzdyje 40 mA. Gauti
duomenys apdoroti ,,Microsoft Excel®, OriginPro 9 programine jranga.
IS analizés metu gauty duomeny buvo apskaiciuojamas kristality dydis, tarplokStuminiai atstumai bei
kristality gardelés parametrai.
Kristality dydis (D) apskai¢iuotas pagal Schererio lygtj [77]:
kA

Brkicoso ;

A — Cu Ka rentgeno spinduliuotés bangos ilgis (0,1541 nm);

0 — Brago difrakcijos kampas, © arba radianais;

P — budingosios intensyviosios smailés plotis radianais, esant pusei smailés aukscio
(FWHM);

k — Schererio konstanta (0,89).

Dpp =

TarplokStuminiai atstumai (d) buvo apskaiciuoti pagal Brago désnj [77]:
nA = 2dsin@;
d — tarplok$tuminis atstumas, nm;
n — atspindZio eile.

Sidabro nanodaleliy kristality gardelés parametrai (a) buvo apskaiiuoti pagal lygtj [77]:
1 (h?2+Kk%+1%),
a2~ e

d — tarplok$tuminis atstumas, nm;

2.3.11. Sidabro nanodaleliy skenuojancios elektroninés mikroskopijos ir transmisinés
elektroninés mikroskopijos analizé

Skenuojancios elektroninés mikroskopijos metodas buvo naudojamas susintetinty sidabro
nanodaleliy morfologiniy savybiy nustatymui. Susintetintos AgND buvo nucentrifuguotos, atskirtos
nuo augalinio ekstrakto, grynintos distiliuotu vandeniu ir i§dziovintos. AgND morfologinés savybés
buvo tiriamos naudojant Zeiss EVO MA10 skenuojantj elektroninj mikroskopa (zr. 2.3 pav.). Daleliy
nuotraukos gautos naudojant 20 kV jtampa.
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2.3 pav. Skenuojantis elektroninis mikroskopas (SEM) Zeiss EVO MA10

Transmisinés elektroninés mikroskopijos analizés metodas, dél didesnés priartinimo galimybés, yra
naudojamas tikslesniam susidariusiy sidabro nanodaleliy dydzio bei formos nustatymui. Nuo
skenuojancios elektroninés mikroskopijos skiriasi galingumu bei elektrony srauto trajektorija: SEM
tyrimo metu elektronai atsimusa nuo tiriamosios medziagos ir patenka j detektoriy, o TEM analizés
metu elektronai pereina tiriamaja medziagg, susidaro Sese¢liai, pagal kuriuos nustatoma daleliy forma
ir dydis. Morfologinés AgND savybés buvo tiriamos TECNAI G2 F20 X-TWIN transmisiniu
elektroniniu mikroskopu (zr. 2.4 pav.). Tyrimo metu naudojama 200 kV jtampa.

ey

l B
: A o

¥y

2.4 pav. Transmisinis elektrony mikroskopas TECNAI G2 F20 X-TWIN

2.3.12. Sidabro nanodaleliy elementinés sudéties Rentgeno spinduliuotés energijos dispersijos
spektroskopijos tyrimai

Rentgeno spinduliuotés energijos dispersijos spektroskopija (EDS) yra naudojama siekiant nustatyti
méginio elementine sudétj. Siam tyrimui buvo naudojamas Bruker Quantax 200 EDS spektrometras
su detektoriumi XFlash 6/10 ir ESPRIT programine jranga (atlickant SEM analiz¢) bei energijos
dispersijos spektrometras EDAX su r-TEM rentgeno kvanty detektoriumi (atlickant TEM analizg).
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3. Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

Baigiamajj projektinj darbg sudaro dvi pagrindinés dalys. Pirmoje darbo dalyje tiriamos pasirinkto
augalo — gvaizdunés (lot. Zinnia elegans) — ziedy, lapy, stiecby biocheminés savybés. Skirtingais
metodais yra tiriamos antioksidacinés savybés, biologiskai aktyviy junginiy (fenoliniy junginiy,
fenoliniy ragsciy bei flavonoidy) koncentracijos, jvertinamos antibakterinés savybés naudojant
gramteigiamas bei gramneigiamas bakterijas. Antroje darbo dalyje yra atliekama sidabro nanodaleliy
biosintezé, naudojant augalinius ekstraktus, susidariusiy nanodaleliy charakterizavimo tyrimai bei
sidabro nanodaleliy jtakos sékly dygimui in vitro nustatymas.

Gvaizdinés (lot. Zinnia elegans) antioksidacinéms savybéms jvertinti buvo pasirinkti trys metodai —
redukciniy (antioksidaciniy) savybiy tyrimas, FRAP bei DPPH. Tyrimy metu buvo nustatytas ziedy,
lapy bei stieby ekstrakty antioksidacinis aktyvumas.

3.1. Zinniaelegans ekstrakty antioksidacinio aktyvumo jvertinimas

3.1.1. Redukciniy (antioksidaciniy) savybiy nustatymas Zinnia elegans augaliniuose
ekstraktuose

Optinis tankis tiesiogiai rodo tiriamos medziagos redukcinj aktyvuma, todél didesné Sviesos sugertis
reiSkia geresnes redukcines savybes. Atlikus Zinnia elegans ziedy, lapy bei stieby ekstrakty
redukciniy savybiy tyrimg ir jvertinus gautus rezultatus nustatyta, jog labiausiai redukcinémis
(antioksidacinémis) savybémis pasizyméjo Zinnia elegans Ziedy ekstraktas (3.1. pav.). Ziedy
ekstrakty Sviesos sugertis, esanti 700 nm bangos ilgiui yra 0,79. Maziausia Sviesos sugertimi — 0,21
—esant 700 nm bangos ilgiui, pasizyméjo gvaizdiinés stieby ekstraktas, todél galima teigti, jog stiebai
pasiZymi maziausiomis redukcinémis savybémis.
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3.1 pav. Zinnia elegans ziedy, lapy, stieby ekstrakty redukcinés savybés
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3.1.2. Antioksidacinis aktyvumas Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose, naudojant FRAP
metoda

FRAP metodas vertina augalo redukcines savybes, pagristas biologiskai aktyviy junginiy gebéjimu
redukuoti Fe**"TPTZ j tamsiai mélynos spalvos Fe?*-TPTZ, esant §viesos suger¢iai 593 nm bangos
ilgyje. Antioksidacinio aktyvumo nustatymui buvo sudaryta FeSO4 - 7 H20 kalibraciné kreivé (3.2
pav.), gauta tiesing lygtis (y = 2,8909x) ir apskaiciuota Fe(II) koncentracija (umol/1).
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3.2 pav. FeSO4-7 H»0 kalibraciné kreivé
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3.3 pav. Zinnia elegans ziedy, lapy, stieby ekstrakty antioksidacinis aktyvumas, pagal FRAP metodg

Atlikus antioksidacinio aktyvumo, pagal FRAP metodg nustatyma, nustatyta, jog gvaizdiunés Ziedy ir
lapy ekstraktuose yra didZiausias antioksidacinis aktyvumas (3.3 pav.). Ziedy ir lapy ekstraktuose
nustatyta 0,220 pmol/l bei 0,210 umol/I Fe?* junginiy koncentracija. MaZiausiu antioksidaciniu
aktyvumu pasizyméjo stieby ekstraktas — tyrimas parodé 0,023 pmol/l Fe?* junginiy koncentracija.
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3.1.3. Antioksidacinis aktyvumas Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose, naudojant DPPH
metoda

Atlikus antioksidacinio aktyvumo DPPH metodu tyrima, i§ gauty spektrofotometriniy duomeny buvo
apskaiciuotas DPPH radikalo slopinimas procentine dalimi (3.4 pav.). [vertinus gautus tyrimo
rezultatus buvo nustatyta, jog didziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo gvaizdiinés ziedy
ekstraktas — DPPH radikalo slopinimas lygus 71,60 %. Siek tick maZesniu slopinimo rodikliu — 65,12

% pasizymejo lapy ekstraktas, o maZziausias antioksidacinis aktyvumas fiksuojamas stieby ekstrakte
— 30,08 %.
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3.4 pav. Zinnia elegans Ziedy, lapy, stieby ekstrakty antioksidacinis aktyvumas, pagal DPPH metoda

Apibendrinant gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans) ziedy, lapy bei stieby ekstrakty antioksidacines
savybes, galima teigti, jog labiausiai antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo gvaizdiinés Zziedy
ekstraktas. Maziausiu antioksidaciniu aktyvumu pasizyméjo gvaizdinés stieby ekstraktas.
Antioksidacines savybes augaliniuose ekstraktuose lemia biologiskai aktyviis jungiai, kaip fenoliniai
junginiai.

3.2. Biologiskai aktyviy junginiy koncentracijos nustatymas

Norint jvertinti biologiSkai aktyviy junginiy koncentracijas, esancias gvaizdinés (lot. Zinnia elegans)
augaliniuose ekstraktuose, buvo atliktas fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino —

Kiokalto metodu, bendry fenoliniy riig8¢iy koncentracijos nustatymas bei flavonoidy koncentracijos
nustatymas.

3.2.1. Bendros fenoliniy junginiy koncentracijos nustatymas Folino — Kiokalto metodu

Bendrajai fenoliniy junginiy koncentracijai nustatyti Folino — Kiokalto metodu buvo sudaroma tanino
koncentracijos kalibraciné kreivé (3.5 pav.). I§ kalibracinés kreivés buvo iSvesta tiesiné lygtis (y =
0,0829x + 0,0022), naudojama fenoliniy junginiy koncentracijai apskaiciuoti bei spektrofotometro
pagalba iSmatuota tiriamy augaliniy ekstrakty Sviesos sugertis.

38



0,6

® ..
T e S E— e T
04 e .
=2 N R PPt
s e
Qo3 o y = 0,0829x + 0,0022
~ S
R L R Rt
£ 0,2 .
o et
3 01 ......
wn .
% ..........
= 00
A 0 1 2 3 4 5 6 7
Tanino koncentracija, mg/l
3.5 pav. Tanino kalibraciné kreivé
25,00
an
g
[}
= 20,00 18,98
)
g
4
‘5
£ 15,00
8
= 11,40
]
-
=
2 10,00
an
g
g
£ 500
o
5
3 1,16
I
0,00
Ziedai Lapai Stiebai

3.6 pav. Fenoliniy junginiy koncentracija Zinnia elegans ziedy, lapy bei stieby ekstraktuose

Vertinant gautus duomenis atlikus fenoliniy junginiy koncentracijos nustatyma, galima teigti, jog
didZiausia fenoliniy junginiy koncentracija yra gvaizdinés ziedy ekstraktuose — 18,98 mg/100 mg
(3.6 pav.). Siek tiek mazesné fenoliniy junginiy koncentracija yra fiksuojama gvaizdiinés lapy
ekstraktuose — 11,40 mg/100 mg. Gvaizdinés stieby ekstraktas pasizyméjo maziausia fenoliniy
junginiy koncentracija — 1,16 mg/100 mg.

3.2.2. Bendrosios fenoliniy riigs¢iy koncentracijos nustatymas Zinnia elegans auglinéje
Zaliavoje

Atlikus bendryjy fenoliniy rtig§ciy koncentracijos nustatymo tyrimg, pagal gautus rezultatus galima
teigti, jog gvaizdinés (lot. Zinnia elegans) ziedy ekstraktas pasizyméjo didziausia fenoliniy riigsciy
koncentracija — 2,339 % (3.7 pav.). Gvaizdiinés lapy ekstrakte buvo nustatyta 1,710 % fenoliniy
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rugsciy koncentracija. Maziausia fenoliniy riigs¢iy koncentracija pasizyméjo gvaizdiinés stieby
ekstraktas — 0,635 %.

2,500 2,339

N
o
o
o

1,710

1,500

Fenoliniy rag8¢iy koncentracija, %

1,000

0,635

0,500

0,000
Ziedy ekstraktas Lapy ekstraktas Stieby ekstraktas

3.7 pav. Fenoliniy riigé¢iy koncentracija Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose

3.2.3. Flavonoidy nustatymas Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose

Vieni pagrindiniy fenoliniy junginiy, pasiskirséiusiy visose augalo dalyse — flavonoidai. Tai
pigmentiniai junginiai, daznai randami augalo vaisiuose, lapuose ar zieduose. Kai kuriuose augaluose
ziedy oranzine ar geltong spalva lemia augale esantys flavonoidai. Siy junginiy koncentracijai
nustatyti buvo sudaryta kalibraciné kreive pagal kverceting (3.8 pav.), taip pat iSvesta tiesiné lygtis
(y = 0,0466x - 0,0012), kuri buvo naudojama flavonoidy koncentracijos apskaiCiavimui tirtuose
augaliniuose ekstraktuose.
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3.9 pav. Flavonoidy (kvercetino) koncentracija Zinnia elegans augaliniuose ekstraktuose

Atlikus flavonoidy koncentracijos nustatymo tyrima naudojant gvaizdinés (lot. Zinnia elegans)
ekstraktus, galima teigti, jog didZiausia flavonoidy (kvercetino) koncentracija pasizyméjo lapy
ekstraktas — 0,0085 % (zr. 3.9 pav.). Kiek mazesne flavonoidy koncentracija — 0,0080 % — pasizyméjo
ziedy ekstraktas. MaZziausia koncentracija buvo nustatyta gvaizdiinés stieby ekstrakte — 0,0016 %.

3.3. Antibakterinis aktyvumas

Zinnia elegans ziedy, lapy bei stieby ekstrakty antibakterinio aktyvumo nustatymas atliktas naudojant
difuzijos ] agarg metoda. Siekiant jvertinti antibakterinj aktyvuma skirtingy bakterijy atzvilgiu, buvo
pasirinktos gramneigiamos Escherichia coli ir gramteigiamos Bacillus subtilis bakterijos.
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3.3.1. Antibakterinis aktyvumas, naudojant Escherichia coli bakterijas

Atlikus Zinnia elegans ziedy, lapy ir stieby ekstrakty antibakterinio aktyvumo tyrima, naudojant
E.coli bakterijas, gauti rezultatai parodé, jog didziausias antibakterinis aktyvumas pasireiské
naudojant gvaizdiinés stieby ekstraktus (3.10 pav.).

3.10 pav. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas, naudojant Escherichia coli bakterijas. Gvaizdiinés (lot. Zinnia
elegans) augaliniai ekstraktai: A — ziedy, B — lapy, C — stieby, D — kontrolinis E. coli méginys

3.3.2. Antibakterinis aktyvumas naudojant Bacillus subtilis bakterijas

Atlikus Zinnia elegans ziedy, lapy ir stieby ekstrakty antibakterinio aktyvumo jvertinima, naudojant
Bacillus subtilis bakterijas, matome, jog didziausias antibakterinis aktyvumas pasireiské naudojant
gvaizdiinés lapy ir stieby ekstraktus (3.11 pav.).
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3.11 pav. Antibakterinio aktyvumo jvertinimas, naudojant Bacillus subtilis bakterijas. Gvaizdanés (lot. Zinnia
elegans) augaliniai ekstraktai: A — ziedy, B — lapy, C — stieby, D — kontrolinis Bacillus subtilis méginys

3.4. Sidabro nanodaleliy biosintezé naudojant Zinnia elegans augalinius ekstraktus ir juy
savybiy jvertinimas

Sidabro nanodaleliy biosintezei pasirinkta naudoti gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans) augalinius
ekstraktus, kurie, kaip parod¢ tyrimai (zr. 3.2 sk.), sudétyje turi biologiskai aktyviyjy junginiy —
fenoliniy junginiy, fenoliniy riigé¢iy bei flavonoidy. Sios biologiskai aktyviosios medziagos sidabro
nanodaleliy biosintezés metu veikia kaip redukuojanc¢ios medZziagos, todél geba redukuoti Ag* jonus
iki metaliniy Ag® nanodaleliy.
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3.12 pav. Sidabro nanodaleliy biosintezés, naudojant gvaizdiinés augalinius ekstraktus, méginiai: virSuje —
augaliniai ekstraktai sintezés pradzioje, apacioje — augaliniai ekstraktai po 24 val. sintezés.

Biosintezés proceso pradzioje, sumaisSius 1M AgNOs tirpalg ir gvaizdiinés ziedy, lapy bei stieby
ekstraktus, susidaré neskaidrios spalvos méginiai. Tai indikuoja pakitusi méginiy spalva (3.12 pav.).
Po 24 valandy méginiuose buvo pastebétas spalvinis pakitimas — méginiai tapo tamsesnés spalvos, o
ant mégintuvélio dugno atsirado juodos spalvos nuosédos (3.12 pav.). Tirpalo spalvos pokytis ir
susidariusios nuosédos leido daryti prielaida, jos tirpale susidaré sidabro nanodalelés [78].

Siekiant optimizuoti sidabro nanodaleliy biosintezés process, sintezé buvo atlikta naudojat skirtingus
augaliniy ekstrakty bei AgNOs tirpalo santykius. AgND sintezés metu gautos iSeigos pateiktos 3.1
lenteléje.

3.1 lentelé. Sidabro nanodaleliy iSeigos, naudojant skirtingus augalinio ekstrakto ir AgNO3 santykius

Augalinis ekstraktas Augalinio ekstrakto ir AgNOs santykis
0,5:1 2:1
ISeiga, g ISeiga, g
Ziedq ekstraktas 0,0542 0,1834
Lapy ekstraktas 0,0426 0,1724
Stieby ekstraktas 0,299 0,0969

Sidabro nanodaleliy biosintezés metu buvo naudojami skirtingi augalinio ekstrakto bei AgNOatirpalo
santykiai — 0,5:1 bei 2:1 (3.1 lentelé). IS gauty sidabro nanodaleliy iSeigos rezultaty matyti, jog
daugiausia AgND susidaré naudojant ziedy ekstrakta — 0,5:1 santykiu gauta 0,0542 g, o 2:1 santykiu
gauta net 0,1834 g AgND. Naudojant lapy ekstraktg AgND iseiga kiek mazesné — 05:1 santykiu gauta
0,0426 g, 0 2:1 santykiu gauta 0,1724 g. Maziausia AgND iSeiga pasizyméjo stieby ekstraktas —0,5:1
santykiu gauta 0,299 g, 0 2:1 santykiu gauta 0,0969 g. Atsizvelgiant j gautus rezultatus, tolimesniems
sidabro nanodaleliy tyrimams buvo pasirinkta naudoti ziedy ekstrakto ir AgNOs 2:1 santykiu
sintetintas daleles.
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Norint jvertinti jvairias susidariusiy sidabro nanodaleliy savybes buvo atlikta ultravioletinés —
regimosios Sviesos spinduliuotés analiz¢, Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy
spektroskopija, rentgeno spinduliy difrakciné analiz¢, skenuojanti elektroniné mikroskopija, rentgeno
spinduliy energijos dispersiné spektroskopija bei transmisiné elektrony mikroskopijos analizé. Siais
metodais analizuojami tokie parametrai, kaip sidabro nanodaleliy morfologija, kristaliné struktiira bei
kristaliSkumas, nanodaleliy dydis ir kt.

3.4.1. Ultravioletinés — Regimosios Sviesos spinduliuotés analizé

Siekiant nustatyti sidabro nanodaleliy susidaryma buvo atlieckama ultravioletinés — regimosios §viesos
spinduliuotés analizé. Kai metalo nanodalelés, pavyzdziui, aukso ar sidabro, yra apSvieciamos, jy
pavir$iaus elektronai gali kolektyviai virpéti rezonansiniu dazniu, kuris priklauso nuo §viesos bangos
ilgio. Plazmony rezonansas ir sukelia stipry Sviesos sugérimg ir i$sklaidyma specifiniame bangos
ilgyje, kuris stebimas UV-RS spektre. Sis efektas pasireiskia kaip ryskus, intensyvus pikas
absorbcijos spektre.
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3.13 pav. Sidabro nanodaleliy UV-RS absorbcijos spektras

Sidabro nanodaleliy ultravioletinés spinduliuotés analizé buvo atlikta 400 — 700 nm ilgio bangy
spektre. Gautame UV-RS spektre matome, jog charakteringos smailés pikas yra ties 463 nm bangos
ilgiu, o platéjanti smailé nurodo, jog gautos nanodalelés yra polidispersinés (3.13 pav.). Remiantis
literatiiros duomenimis, Zinoma, kad sidabro nanodaleles charakterizuojanti UV-RS spinduliy
sugertis yra 400 — 500 nm bangos ilgio diapazone [79], taigi gauti rezultatai patvirtina AgND
susidaryma méginiuose.
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Galima teigti, jog susiformavo sferinés nanodalelés, kadangi UV-RS spektre stebimas vienas
rezonanso pikas.

3.4.2. Furjé transformacijos infraraudonujy spinduliy spektroskopija

Siekiant iStirti susintetinty sidabro nanodaleliy, naudojant gvaizdiinés ziedy ekstrakta, funkcines
grupes buvo atlikta FT-IR analizé, kurios metu buvo matuojamas pralaidumas infraraudonojoje
spektro srityje 4000 — 500 cm™ srityje.
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3.14 pav. AgND, susidariusiy naudojant gvaizdiinés ziedy ekstrakta, FT-IR spektrograma

Gautame spektre matomos net kelios intensyvios smailés (Zr. 3.14 pav.). Absorbcijos smailé, esanti
ties 3171 cm™ atitinka hidroksi O—H grupés valentinius virpesius ir indikuoja fenolinés grupés
buvima augaliniame ekstrakte. Smailé, esanti ties 2914 cm™ bangos ilgiu priskiriama —CHs ir -CH.
funkciniy grupiy C—H valentiniams virpesiams. Tai rodo aromatiniy junginiy buvima. Karboksi
riigities karbonilo —-C=0 grupé ir hidroksi -O—H grupé, esancios ties 1529 cm™ rodo §iy funkciniy
grupiy buvima augaliniame ekstrakte. Smailés esancios ties 1373 cm™ bei 1270 cm™ bangos ilgiais
yra priskiriamos C—O viengubojo rysio funkcinei grupei. 1026 cm™ bangos ilgyje esanti smailé yra
priskiriama C—N grupés valentiniams virpesiams. Si funkciné grupé yra siejama su augalinés kilmés
aminais. Smailé esanti 533 cm™ bangos ilgyje indikuoja fenoliniy junginiy grupes. Atlikus FT-IR
analizg, galima teigti, jog susidariusiy AgND, naudojant gvaizdiinés Ziedy ekstrakta, spektre
dominuoja C—H, O—H bei —C=0 grupés, pasizymincios sunkiyjy metaly adsorbcija [80 , 81].

46



3.4.3. Rentgeno spinduliy difrakciné analizé

Sidabro nanodaleliy, susidariusiy naudojant gvaizdiinés augalinius ekstraktus, faziné sudétis buvo
nustatyta RSDA metodu, analizuojant difraktogramos sritj, kurios difrakcinis kampas 26 = 30 — 70°.

Naudojantis duomeny bazéje turimais duomenimis ir programine jranga, buvo atlickama smailiy
sutaptis su tarptautinio difrakcijos duomeny centro (JCPDC) bazés duomenimis.

Rentgeno spinduliy difrakcijos rezultatai rodo, kad sidabro nanodalelés, susidariusios naudojant
zinijos augalinius ekstraktus, yra polikristalinés. Difrakcinés smailés ties 20 = 38,13°, 44,33° ir
64,51°, atitinkamai atitinkancios plokStumos Milerio indeksus (111), (200) ir (220) rodo kubinés
struktiiros sidabro faze (JCPDC 4-0783) (zr. 3.15 pav.) [82]. Smailés, difraktogramoje esancios ties
20 = 27,67, 32,14° 34,28, 46,17, 48,11 ir 53,83° (paveiksle pazymétos *) yra susijusios su
kristalinémis ir amorfinémis organinémis fazémis [82, 83, 84].
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3.15 pav. AgND, gauty naudojant gvaizdiinés ziedy ekstrakta, difraktograma

AgND kristality dydziai, tarplokStuminiai atstumai ir kristalinés gardelés parametrai, apskaiciuoti
pagal 2.3.8 skyriuje aprasytg metodika, pateikti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. Ag ND kristality dydziai, tarplokStuminiai atstumai ir kristalinés gardelés parametrai

Intensyviausios FWHM Milerio Kristality Tarplok§tuminis Gardelés
smailés Brid (°) indeksai skersmuo D atstumas d parametrai
difrakcijos (hkI) (nm) (nm) a (nm)
laipsnis 20 (°)
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3.2 lentelés tgsinys

38,13 0,235 111 35,74 0,2358 0.4085
44,33 0,310 200 27,63 0,2042 0.4083
64,51 0,278 220 33,83 0,1443 0.4082
Vidutinés reiksmés(nm) 32,40 0.1948 0.4084

IS lenteléje pateikty rezultaty matome, jog vidutinis sidabro nanodaleliy kristality dydis yra 32,4 nm,
vidutinis gardelés parametras yra 0,4084 nm (Zr. 3.2 lentel¢). Gautieji gardelés parametrai yra labai
panasis ] standartinius sidabro nanodaleliy gardelés JCPDS 4-0783 (a = 0,4086 nm) parametrus.

3.4.4. Skenuojanti elektroniné mikroskopija

Nanodaleliy dydis ir forma turi didele jtaka daleliy fizikinéms, cheminéms savybéms bei pritaikymo
galimybéms. Norint iSanalizuoti susintetinty sidabro nanodaleliy kristaly dydj bei vientisuma, buvo
naudojama skenuojanti elektroniné mikroskopija. Gautose SEM nuotraukose matomas beveik
vientisas netolygus pavirSius, sudarytas i§ smulkiy, nevienodo dydzio kristality (zr. 3.16 pav.). Norint
tiksliau nustatyti daleliy dydj ir forma buvo atlikta transmisiné elektrony mikroskopijos analizé (Zr.
3.4.6 skyriy).

WD=80mm Mag= 10.00KX EHT = 20.00 kV Signal A =NTS BSigaaal

|‘_rm. WD=980mm Mag= 500KX EHT = 20.00 kV Signal A= SE1  [aad

a) b)

3.16 pav. AgND, susidariusiy naudojant gvaizdinés ziedy ekstrakta, SEM nuotraukos, esant skirtingiems
didinimams: a) — x 5000, b) — x1000.

3.4.5. Rentgeno spinduliy energijos dispersiné spektroskopija

Siekiant jsitikinti, jog biosintezés metu susiformavo AgND, buvo atlikta kiekybiné elementiné daleliy
analizé, taikant Rentgeno spinduliy energijos dispersijos metoda. Sis tyrimas buvo atliekamas
skenuojanciu elektroniniu mikroskopu su EDS detektoriumi (3.17 pav.) bei transmisiniu elektrony
mikroskopu (3.18 pav). SEM analizés metu, naudojant ESPRIT programing jrangg, buvo sudaroma
diagrama, kurioje smailés atspindi tiriamo AgND méginio elementing sudeéti (zr. 3.17 pav., 3.3
lentelé). Elementinis sidabras, kurio smailés atitinka 0,3 keV bei 2,9 keV, irodo sidabro nanodaleliy
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susiformavimg biosintezés metu [82]. Anglis bei deguonis EDS spektre aptinkamas dél organiniy

junginiy, esanc¢iy gvaizdiinés ziedy ekstrakte.
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3.17 pav. AgND, susidariusiy naudojant gvaizdiinés Ziedy ekstrakta, EDS spektras (atlickant SEM analize¢)

3.3 lentelé. EDS tyrimo chemin¢ elementy sudétis

Cheminis elementas Elementiné sudétis atominiais procentas, at. %
Anglis 4,57

Deguonis 7,67

Chloras 3,02

Sidabras 84,74

Rentgeno spinduliy energijos dispersijos tyrimas, atliktas transmisinés elektrony mikroskopijos
analizés metu, tiriant sidabro nanodaleliy méginj, patvirtino, jog didzigja dalj méginio elementinés
sudéties sudaro sidabras (Zr. 3.18 pav.). Tai koreliuoja su SEM analizés rezultatais — patvirtina, kad
biosintezés metu susidaré sidabro dalelés. Spektre matomos vario smailés tyrimo metu yra
fiksuojamos nuo varinio tinklelio, laikanc¢io tiriamaja medziagga. Fosforo ir deguonies smailés

indikuoja priemaisas, esancias meginyje.
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3.18 pav. AgND, susidariusiy naudojant gvaizdiinés Ziedy ekstraktg, EDS spektras (atlickant TEM analizg)

3.4.6. Transmisiné elektrony mikroskopijos analizé

Siekiant iStirti susidariusiy sidabro nanodaleliy dydj, forma bei pasiskirstyma buvo atlikta transmisiné
elektrony mikroskopijos analizé. Tai vienas svarbiausiy tyrimy, leidZiantis charakterizuoti
nanodaleles bei nustatyti jy savybes ir pritaikomuma.

IS gauty TEM analizés nuotrauky buvo nustatyta, jog susintetinty sidabro nanodaleliy dydis yra
nevienodas — svyruoja nuo 10 nm iki 50 nm (zr. 3.19 pav.). Dalelés pasiskirs¢iusios nevienodai — kali
Kurios sukibusios su organinés kilmés priemaisomis. Kaip matome, TEM analizés rezultatai koreliavo
su RSDA analizés rezultatais, kur buvo teigta, kad vidutinis sidabro nanodaleliy kristality dydis yra
32,4 nm. Remiantis literatiiros duomenimis, tokiy diametry ir sferiniy formy nanodaleliy pavirSiaus
plazmonas dazniausiai fiksuojamas ties 450 — 470 nm bangos ilgiu, tad Sie rezultatai taip pat
koreliuoja su UV-RS analizés rezultatais.

50



50 nm g 100 nm

a) b)

3.19 pav. AgND, susidariusiy naudojant gvaizdianés ziedy ekstrakta, TEM nuotraukos, esant skirtingiems
didinimams: a) — 50 nm, b) — 100 nm

3.5. Sidabro nanodaleliy antibakterinés savybés

Siekiant jvertinti sidabro nanodaleliy antibakterinj aktyvuma, buvo atliktas antibakteriniy savybiy
tyrimas naudojant dvi skirtingas bakterijas — gramneigiamas Escherichia coli bei gramteigiamas
Bacillus subtilis. Kontroliniam méginiui buvo naudojamas antibiotikas — ciprofloksacinas.

3.5.1. Sidabro nanodaleliy antibakterinis aktyvumas naudojant gramneigiamas Escherichia
coli bakterijas

Atlikus antibakterinio aktyvumo tyrimg, naudojant gvaizdiinés sidabro nanodaleliy koloidinius
tirpalus, nustatyta, jog didziausiu antibakteriniu aktyvumu, prie$ gramneigiamas Escherichia coli
bakterijas, pasizymi ziedy AgND ekstraktas — slopinimo skersmuo lygus 2,267 cm (zr. 3.20, 3.21
pav.). Siek tiek maZesniu antibakteriniu aktyvumu pasizymi gvaizdiinés lapy ir stieby AgND
ekstraktai. Siy ekstrakty slopinimo skersmenys atitinkamai lygiis 1,963 cm bei 1,933 cm. Lyginant
gvaizdinés Ziedy AgND ekstrakto antibakterin] aktyvuma su antibiotiku ciprofloksicinu, dél gauty
panaSiy rezultaty, galima teigti, kad Ziedy AgND ekstraktas pasiZzymi itin dideliu antibakteriniu
aktyvumu prie$ Escherichia coli bakterijas.
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3.20 pav. Antibakterinés savybés naudojant Escherichia coli bakterijas, tiriant AGND koloidinius tirpalus

3.5.2. Sidabro nanodaleliy antibakterinis aktyvumas naudojant gramteigiamas Bacillus
subtilis bakterijas

Atlikus antibakterinio aktyvumo tyrimg, naudojant gvaizdiinés sidabro nanodaleliy koloidinius
tirpalus, nustatyta, jog didziausiu antibakteriniu aktyvumu, prie$ gramteigiamas Bacillus subtilis
bakterijas, pasizymi ziedy bei lapy AgND ekstraktai — slopinimo skersmuo atitinkamai lygas 2,305
cm bei 2,267 ecm (zr. 3.22, 3.23 pav.). Siek tiek maZesniu antibakteriniu aktyvumu pasizymi
gvaizdinés stieby AgND ekstraktas, kurio slopinimo skersmuo yra lygus 2,102 cm. Lyginant
gvaizdiinés ziedy ir lapy AgND ekstrakty antibakterinj aktyvuma su antibiotiku ciprofloksicinu, dél
gauty pana$iy rezultaty, galima teigti, kad ziedy bei lapy AgND ekstraktai pasizymi itin dideliu
antibakteriniu aktyvumu prie§ Bacillus subtilis bakterijas.
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3.22 pav. Antibakterinis aktyvumo tyrimas, naudojant Bacillus subtilis bakterijas, tiriant koloidinius AgND
tirpalus. Naudojami gvaizdinés: A — ziedy, B — lapy, C — stieby AgND koloidiniai tirpalai
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3.23 pav. Antibakterinés savybés naudojant Bacillus subtilis bakterijas, tiriant AQND koloidinius tirpalus
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4. Rekomendacijy dalis

Rekomenduojama sidabro nanodaleliy biosintezg atlikti naudojant gvaizdiinés (lot. Zinnia elegans)
ziedy ekstrakta, pagal pateikta principing aparatiiring schemg 3.24 paveiksle.

I pirmgjj aparatiirinés schemos rezervuarg su maiSykle (RM-1) yra tiekiama biomasé (B-1), t.y.
gvaizdiinés Ziedai bei vandens (V-1) srautai. Siame rezervuare yra atlickama augalinio ekstrakto
gamyba 60 °C temperatiiroje 40 min. Gautas augalinis ekstraktas iScentriniu siurbliu (S-1) yra
tiekiamas | filtra, kuriame yra atskiriamas augalinis ekstraktas nuo kietos augalinés medziagos (A-1),
kurios yra pasalinamos i§ sistemos. Nufiltruotas augalinis ekstraktas iScentriniu siurbliu (S-2) yra
tiekiamas ] pirmajj rezervuarg (R-1), kuriame yra kaupiamas tam tikras kiekis ekstrakto. I antrajj
rezervuarg su maiSykle (RM-2) yra tiekiamas vandens (V-2) ir sidabro nitrato (AG-1) srautas,
kuriame yra gaminamas sidabro nitrato tirpalas. | rezervuarg (R-2) iScentriniu siurbliu (S-3) yra
tiekiamas ekstraktas i§ pirmo rezervuaro bei sidabro nitrato tirpalas i§ antro rezervuaro su maiSykle.
Rezervuare R-2 yra vykdoma sidabro nanodaleliy biosintezé. Po 24 val. biosintezés, srautas i§ antro
rezervuaro iScentriniu siurbliu (S-4) yra tickiamas j centrifugg (C-1). Centrifugoje yra atskiriamas ir
i$ sistemos pasalinamas ekstraktas (A-2), o nusédusios sidabro nanodalelés iScentriniu siurbliu (S-5)
yra tiekiamos j dZiovinimo kamerg (D-1), véliau | smulkintuvg (SM-1) bei treciajj rezervuarg (R-3),
kuriame yra laikomos sidabro nanodalelés.

® ]
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W1 =]
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T —
RM-2
@r\r
. 5.2 5.3
1 L
R-1
RM-1
R-2
C
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SM-1
55 G-
D1
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4.1 pav. Sidabro nanodaleliy gamybos principiné aparatiiriné schema
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4.1 lentelé. Principinéje aparattiringje schemoje pavaizduoti medziagy zyméjimai ir jy pavadinimai

Medziagy Zyméjimas Medziagos pavadinimas
B-1 Biomaseé

V-1, V-2 Vanduo

AG-1 Sidabro nitratas

A-1, A-2 Atliekos

4.2 lentelé. Principingje aparatiirinéje schemoje pavaizduoti jrangos Zyméjimai ir jy pavadinimai

Irangos Zyméjimas

Irangos pavadinimas

RM-1, RM-2

Rezervuaras su maisykle

S-1,S-2,S-3,5-4,5-5

IScentriniai siurbliai

F-1 Filtras

R-1, R-2, R-3 Rezervuarai

C-1 Centrifuga

D-1 Dziovinimo kamera
SM-1 Smulkintuvas
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ISvados

1. Darbo metu pagaminti vandeniniai gvaizdiinés Ziedy, lapy bei sticby ekstraktai.

2. vertinus gvaizdinés ziedy, lapy bei stieby antioksidacinj aktyvuma, nustatyta, kad didziausiu
antioksidaciniu (redukciniu) aktyvumu pasizyméjo gvaizdinés ziedai. [vertinus gvaizdinés
antibakterinj aktyvuma, nustatyta, kad didziausias antibakterinis aktyvumas, naudojant Eschericha
coli bakterijy kulttira, pasireiské naudojant stieby ekstraktus. Didziausias antibakterinis aktyvumas,
naudojant Bacillus subtilis bakterijy kultira, pasireiské naudojant gvaizdinés lapy ir stieby
ekstraktus.

3. Biosintezés metodu, naudojant gvaizdinés Zziedy, lapy, stieby ekstraktus bei AgNOs tirpalg,
susintetintos sidabro nanodalelés.

4. Susintetinty sidabro nanodaleliy, naudojant gvaizdiinés ziedy ekstrakta, tyrimai:

a) Ultravioletinés — regimosios §viesos spinduliuotés analizés metu nustatyta, kad
gaunamas smailés pikas, esantis 463 nm bangos ilgyje, patvirtina sidabro nanodaleliy
susidaryma méginiuose. Galima teigti, jog susiformavo sferinés nano dalelés, kadangi
ultravioletinés — regimosios Sviesos spinduliuotés spektre stebimas vienas rezonanso
pikas;

b) Furjé transformacijos infraraudonyjy spinduliy spektroskopijos tyrimo metu gautos
smailés rodo, jog sidabro nanodaleliy spektre dominuoja O-H, C-H, —-C=0 grupés,
kurios pasizymi sunkiyjy metaly adsorbcija bei redukuoja Ag* jonus iki metaliniy Ag®
nanodaleliy;

c) Atlikus rentgeno spinduliy difrakcing analizg, nustatyta, kad difrakcinés smailés ties 260
= 38,14°, 44,34° ir 64,66° rodo kubinés struktiiros sidabro fazg, o vidutinis kristality
skersmuo lygus 32,4 nm;

d) Atlikus skenuojancios elektroninés mikroskopijos analize, gautose nuotraukose matyti,
jog susidargs beveik vientisas netolygus pavirSius, sudarytas i§ smulkiy, nevienodo
dydzio kristality;

e) Atlikus transmising elektroning mikroskopijos analize nustatyta, jog susintetinty
sidabro nanodaleliy dydis yra nevienodas — svyruoja nuo 10 nm iki 50 nm, susidaré
sferinés bei ovalios formos nanodalelés. Dalelés pasiskirs¢iusios nevienodai — kai kurios
sukibusios su organinés kilmeés priemaiSomis.

f) Rentgeno spinduliy energijos dispersijos Spektroskopijos analizé patvirtino, kad
zaliosios biosintezés metu buvo susintetintos sidabro nanodalelés.

5. Ivertinus koloidinio sidabro nanodaleliy antibakterinj poveikj Escherichia coli ir Bacillus subtilis
bakterijy kolonijoms, buvo nustatyta, kad didziausias antibakterinis aktyvumas naudojant
Escherichia coli bakterijas pasireiské gvaizdiinés ziedy ekstrakto sidabro nanodaleliy koloidiniame
tirpale, o naudojant Bacillus subtilis bakterijas — gvaizdiinés ziedy ir lapy ekstrakty sidabro
nanodaleliy koloidiniuose tirpaluose.
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