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Zielone technologie w pozyskiwaniu
nanomateriatow - zastosowanie biatego winogrona
(Vitis vinifera) w procesach otrzymywania srebra
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Wstep

Badania naukowe dowiodty, ze wiasciwosci czastek o rozmiarach
na poziomie nanometrycznym catkowicie réznia sig od czastek w skali
makro. Przede wszystkim czastki nanometryczne posiadajg inne wta-
$ciwosci mechaniczne, optyczne, termiczne i elektryczne. Rozmiar
czastek odgrywa kluczowa role w odkrywaniu nowych wiasciwosci
fizykochemicznych nanomateriatow [1,2].

Najwieksze zainteresowanie, duzy potencjat komercyjny a takze
najwyzszy stopien innowacyjnosci wéréd nanomateriatéw posiadaja-
cych wiasciwosci biobojcze charakteryzuje srebro nanostrukturalne.
Nanoczastki srebra, ze wzgledu na swoja aktywnosé biobdjcza, znaj-
duja szerokie zastosowanie w takich dziedzinach, jak: kosmetologia,
medycyna, farmacja. Dzigki swoim wtasciwosciom stuza jako dosko-
naty srodek bakterio- i grzybobdjczy [3].

Metoda prowadzenia reakgcji jest waznym aspektem majacym
wplyw na wtasciwosci nanoczastek. Istnieje wiele metod otrzymywa-
nia nanostruktur (m.in. ablacja laserowa, napromieniowanie mikrofa-
lowe), jednak metoda redukcji chemicznej jest najczesciej stosowanym
sposobem otrzymywania nanoczastek. Metoda ta wymaga stosowania
substancji redukujacych jony Ag* oraz substanciji stabilizujacych otrzy-
mane zawiesiny nanoczastek. Najczesciej uzywanymi reduktorami sa
formaldehyd, hydrazyna, kwas askorbinowy, a stabilizatorami — dode-
cylosulfonian sodu, kopolimery sylikonowe, N,N-dimetyloformamid
DMEF, bromek cetylotrimetyloamoniowy, PVP. Uzycie dwéch reagen-
tow, czyli substancji redukujacej i stabilizujacej, wptywa na zwigksze-
nie ilosci wprowadzanych zwiazkéw do ukfadéw nanometrycznych.
Finalny produkt nie spetnia oczekiwan ekologicznych z powodu uzycia
syntetycznych zwiazkéw (np. monomery PVP), ktére moga okaza¢ sie
szkodliwe dla organizméw zywych.

Dobor odpowiednich parametréw otrzymywania nanoczastek,
takich jak: temperatura, pH, stezenie stabilizatora i reduktora, oraz
sposob mieszania, pozwalaja na uzyskanie pozadanych wtasciwosci na-
nomateriatéw (rozmiaru, ksztattu, morfologii, stabilnosci) [2, 4--6].

Poszukuje sie proekologicznego rozwiazania otrzymywania nano-
czastek. Takim rozwiazaniem moze by¢ wykorzystanie uktadéw reak-
cyjnych opartych na pofaczeniach naturalnych. Ekstrakty roslinne sa
bezpieczne dla srodowiska i zdrowia ludzi. Zawarte w nich zwiazki
petnia role zaréwno czynnika redukujacego jak i stabilizujacego [7].
Uzywanie ekstraktéw roslinnych zwiazane jest takze z zastosowaniem
zasad zielonej chemii, ktére méwia o wykorzystaniu do syntezy nietok-
sycznych substancji chemicznych, odnawialnych materiatéw i rozpusz-
czalnikdw przyjaznych $rodowisku. Istotng kwestig otrzymania srebra
nanostrukturalnego z udziatem ekstraktéw roslinnych jest ograniczenie
zuzycia surowcdw, niskie koszty procesu, uzycie nieskomplikowanej
aparatury, bezodpadowos$é. Mozna w tym przypadku méwic o proce-
sie proekologicznym, gdyz produkt jest otrzymany z udziatlem natural-
nych sktadnikéw, ktére nie zagrazaja naturalnemu srodowisku, a tym
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samym s bezpieczne dla ludzi [8, 9]. Waznym aspektem otrzymywania
nanosrebra z uzyciem ekstraktéw roslinnych jest catkowita eliminacja
organicznych rozpuszczalnikéw, dzieki czemu uzyskane nanosrebro
mozna zastosowac w farmacji i biomedycynie.

Do otrzymania nanoczastek srebra Autorzy uzyli wodnego eks-
traktu z wysuszonych owocdw winogrona [8, 10]. Ekstrakt z owocow
winogron zawiera antyoksydanty, m.in. antyoksydanty hydrofilowe:
glutation i witamine C oraz antyoksydanty hydrofobowe: polifenole,
witaming E, ksantofile, karotenoidy, zredukowany koenzym QI10, an-
tocyjaniny, fitoestrogeny i flawonoidy. Polifenole sg naturalnymi prze-
ciwutleniaczami i tworza najwigksza grupe zwiazkéw pochodzenia
rodlinnego. Przyktadem polifenoli sa kwas galusowy i kwas elagowy,
ktére moga petni¢ funkcje czynnika redukujacego. Zwiazki te moga
tatwo ulega¢ utlenieniu [I 1, 12].

Celem pracy byto otrzymanie suspensji nanosrebra z udziatem wod-
nego ekstraktu z owocdw biatego winogrona oraz ocena wptywu para-
metréw procesu na wiasciwosci fizykochemiczne nanoczastek srebra.

Wykorzystanie $srodowiska wodnego i materialéw odnawialnych,
jakimi sg ekstrakty roslinne, pozwala zakwalifikowa¢ metode jako
zgodnga z zasadami zielonej chemii.

Czes¢ eksperymentalna

Surowce

Jako zrédfo jonéw srebra do otrzymania nanoczastek srebra uzy-
to azotanu(V) srebra (cz.d.a. 99,90-99,99%, Sigma Aldrich). Zrédtem
zwiazkow redukujacych i stabilizujacych byt wodny ekstrakt otrzymany
z wysuszonych owocéw biatego winogrona (Herbapol SA). Do regula-
cji pH uzyto 0,1 M roztworu wodorotlenku sodu (Sigma Aldrich.).

Metodyka otrzymywania ekstraktu z wysuszonych
owocéw winogrona

W wodnych ekstraktach zawarte s zwiazki organiczne, ktére maja
wiasciwosci stabilizujace i redukujace. W celu ich pozyskania sporza-
dzono wodne ekstrakty z suszonych owocéw biatego winogrona.

Dla przeprowadzenia procesu ekstrakcji w aparacie Soxhleta,
odwazono 10 g wysuszonych owocoéw biatego winogrona i 300 g
wody dejonizowanej. Czas ekstrakcji wynosit 7 godzin. Po zakon-
czeniu procesu otrzymany ekstrakt przefiltrowano w celu oddzie-
lenia substancji statych od cieczy i przeprowadzono analize spek-
trofotometryczna UV-Vis. Pomiar wykonano na Spektrofotometrze
Rayleigh UVI1800 w zakresie dtugosci fali 330—1100 nm. W otrzy-
manych ekstraktach oznaczono catkowita zawartos¢ polifenoli,
zawarto$¢ antocyjanéw oraz zawarto$¢ kwasu askorbinowego.
Wykonano réwniez pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyijne;j.
Zwiazki, takie jak: polifenole, kwas askorbinowy czy antocyjany, od-
powiedzialne s3 za redukcje jonéw Ag* w procesie otrzymywania
nanoczastek srebra.

Oznaczenie zawartosci kwasu askorbinowego przeprowadzono
metoda oksymetryczng, ktdra polega na przeprowadzeniu reakgiji
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redoks z 2,6-dichlorodenoloindofenolem. Oznaczenie catkowitej
zawartosci zwiazkoéw polifenolowych przeprowadza sie metodami
kolometrycznymi, jednak najczesciej stosowana jest metoda Fol-
lina-Ciocalteu (F-C). Podstawa tej metody jest odwracalna reakcja
redukcji molibdenu(VIl) do molibdenu(V) zawartego w odczynniku
Follina-Ciocalteu, zachodzaca w srodowisku zasadowym przy udzia-
le polifenoli [I3, 14]. W oznaczeniu catkowitej zdolnosci antyoksy-
dacyjnej metoda redukcji rodnika DPPH, przeciwutleniacze obecne
w badanej prébce redukuja stabilny rodnik azotowy 2,2-difenylo- | -
pikrylohydrazyl (DPPH), powodujac spadek absorbancji mierzonej
przy diugosci fali 517 nm [1 I]. Oznaczenie zawartosci antocyjanéw
w uzyskanych ekstraktach prowadzi si¢ metoda kolometryczng, opi-
sang przez Fuleki’ego i Francisa [15].

Metodyka otrzymywania suspensji nanosrebra

Zawiesing nanosrebra otrzymano przez zmieszanie 96 cm® AgNO,
z4 cm® ekstraktu, po czym ustalono zadane pH. Proces otrzymywania
zawiesiny srebra nanokrystalicznego prowadzono przy ciagtym mie-
szaniu roztworu w temperaturze pokojowe;j i ci$nieniu atmosferycz-
nym. Nastepnie probki inkubowano w zadanej temperaturze (Tab. 1).
Zmiennymi niezaleznymi w procesie redukgji jonéw srebra byto ste-
zenie azotanu(V) srebra, pH i temperatura, ktérych wartosci przedsta-
wiono w Tablicy |. Otrzymane suspensje poddano badaniu spektrofo-
tometrycznemu UV-Vis na Spektrofotometrze Rayleigh UV1800 oraz
analizie dynamicznego rozpraszania $wiatfa (DLS) — w celu okreslenia
wielkosci czastek oraz potencjatu elektrokinetycznego. Badanie wy-
konano za pomocg aparatu Malvern Zetasizer Nano-ZS. Otrzymany
na drodze wirowania suspensji proszek srebra nanokrystalicznego
poddano obrazowaniu z wykorzystaniem techniki SEM za pomoca
aparatu 1430 VP firmy LEO Electron Microscopy Ltd.

Wyniki analizy dla ekstraktu z wysuszonych owocéw biatego
winogrona

Zestawienie zawartosci zwiazkow chemicznych zawartych
w ekstrakcie roslinnym

W Tablicy 2 przedstawiono wyniki analizy zwiazkéw chemicznych
w ekstrakcie z owocow winogrona.

Tablica |
Zestawienie wynikow analizy dynamicznego rozpraszania swiatta
Wielkosci wejsciowe Wyniki
CAgNO, Temp| d, [ T [ d |0 |d | 1L |t
mol/dm? - °C [ nm | mV | nm | % | nm % h
I 0,000483 6 20 |7951|-248| 1128 96 |1836| 4 166
2 0,000483 9 60 48 |-21,9(190,56 |189,8|7,822| 10,2 | 64
3 0,000483 12 40 |[53,91|-18,1(87,64(93,5|12,58| 65 | 43
4 | 0002656 | 12 | 20 |20,07 |-14,6(53,38|852(3,053| 14,8 | 46
5 0,004828 12 60 |43,72|-13,6| 93,7 [82,5|1235| 17,5 | 47
Tablica 2

Wyniki analizy zwiazkéw chemicznych w ekstrakcie
Z owocow winogrona

Nazwa zwiazkéw Jednostka Zawartos$¢ zwiazkow w ekstrakcie
Polifenole mg/cm? 49913
Kwas askorbinowy mg/cm? 0,0083
Antocyjany mg/lgs.m. 0,0738
DPPH % 0,5965

Otrzymane zawartosci zwiazkéw w ekstrakcie poréwnano z da-
nymi literaturowymi. Wyznaczona zawartos¢ polifenoli byta wigksza
0 30% w stosunku do danych literaturowych. W przypadku anto-
cyjanéw otrzymano 3-krotnie mniejsza zawarto$¢ niz podajg dane
literaturowe [16, 17].

Wiasciwosci fizykochemiczne nanosrebra otrzymanego
z udziatem ekstraktu roslinnego

Wyniki analizy spektrofotometrycznej UV-Vis

Na Rysunku | przedstawiono widma absorpcyjne otrzymanych
suspensiji. Analizowane uktady zréznicowane s3 przez parametry wej-
$ciowe procesu (temperatura, pH, stezenie AgNO,). Na Rysunku |
przedstawiono tez widmo dla ekstraktu z winogrona.
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Rys. |. Widma spektrofotometryczne dla uktadéw nanosrebra
otrzymanego z udziatem ekstraktu z biatego winogrona

Na widmach absorpcyjnych widoczny jest charakterystyczny pik
dla nanoczastek Ag, znajdujacy sie przy diugosci fali ok. 400 nm, odpo-
wiadajacy rezonansowi plazmonéw powierzchniowych. Potwierdzono
réwniez, ze widmo uzyskane dla ekstraktu nie przystania piku pocho-
dzacego od suspensji nanosrebra.

Wyniki analizy dynamicznego rozpraszania swiatta DLS

W Tablicy | zestawiono wyniki analizy DLS otrzymanych suspensji
nanosrebra, ktéra wskazuje rozkiad czastek charakteryzowany przez
modalno$¢. Modalnos¢ okreslana jest przez srednig wielkos¢ czastek
(d,, nm) oraz intensywnos¢ (1, %). Potencjat § charakteryzuje stabil-
nos¢ czastek.

Wysoka warto$¢ potencjatu ¢ wskazuje na wystepowanie stabil-
nej dyspersji. Wazne jest, aby parametry byty tak dobrane, by dazy¢
do ukfadu monomodalnego, tzn. aby intensywnos¢ (I,, %) byta jak
najwigksza, a rozkiad wielkosci nanoczastek (d,, nm) byt jak najmniej-
szy. Czas t, to czas reakcji, po ktérym nie nastepowaty zadne zmiany
w wygladzie widm UV-Vis, co moze sugerowac zakonczenie procesu
redukcji jonéw Ag*.

Na podstawie wynikéw okreslono wplyw parametréw pro-
cesu na parametry wyjsciowe (potencjat elektrokinetyczny i roz-
miar czastek). Wzrost stgzenia AgNO, prowadzi do wytworzenia
duzej ilosci zarodkéw. Wzrost temperatury intensyfikuje proces
redukgji jondw srebra, natomiast wzrost pH wptywa na poten-
cjat elektrokinetyczny, i tym samym na stabilizacje. Ostatecznie
wzrost wartosci parametréw procesu implikuje otrzymanie czastek
o mniejszych rozmiarach.

Skaningowa mikroskopia elektronowa

Dzieki analizie mikroskopowej przeprowadzonej z wykorzysta-
niem skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM) mozna okresli¢
ksztatt czastek nanostrukturalnego srebra (Rys. 2).

Otrzymane nanosrebro charakteryzuje sie nieregularnym ksztat-
tem i rozmiarem od 20 do 120 nm.
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Rys. 2. Zdjecia SEM srebra nanostrukturalnego otrzymanego
z udzialem ekstraktu z bialego winogrona: A - uktad 3; B- ukiad 9

Podsumowanie

Opracowano sposéb otrzymywania nanosrebra z udziatem eks-
traktu z winogrona, ktory jest naturalnym zrédtem substanciji petnia-
cych funkcje redukutora i stabilizatora.

Proces ten mozna zakwalifikowac jako proekologiczny. Uzyska-
nie nanosrebra przy uzyciu substancji pochodzenia naturalnego daje
nowe mozliwosci w zastosowaniu go w farmacji lub medycynie. Dzigki
wynikom analizy potencjatu elektrokinetycznego badanego srebra na-
nostrukturalnego, mozna stwierdzi¢, ze suspensje charakteryzuja sie
wysoka stabilnoscia.
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330 mIn PLN na innowacje w rolnictwie i le$nictwie oraz

w medycynie

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju (NCBR)rozstrzygneto kon-
kursy w dwdch programach strategicznych — StrategMed i BioStrateg.
Na B+R w obszarze profilaktyki i leczenia choréb cywilizacyjnych oraz
Srodowiska naturalnego, rolnictwa i lesnictwa, NCBR przeznaczy po-
nad 330 min PLN. W | konkursie programu BioStrateg dofinansowa-
nie w wysokosci ponad 130 min PLN otrzyma 9 najlepszych sposréd
66 ocenianych przez ekspertéow projektéw. Realizowane projekty
dotyczy¢ beda m.in. badan nad poprawa efektywnosci energetycznej
oraz zwigkszeniem udziatu odnawialnych zrédet energii w rolnictwie,
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opracowania innowacyjnych nawozéw na bazie alternatywnego zrédfa
surowca, stworzenia nowoczesnego systemu optymalizacji zagospo-
darowania dolin rzecznych i ich rewitalizacji oraz technologii poprawy
jakosci powietrza dzieki wykorzystaniu retencyjnej wody opadowe;j.
W Il konkursie programu StrategMed dofinansowanie w wysokosci po-
nad 200 min PLN otrzyma 12 najlepszych spos$rod 97 ocenianych przez
ekspertéw projektéw. Wsparciem objete zostang m.in. opracowanie
innowacyjnej technologii wytwarzania mikrosond laserowych stuza-
cych do diagnostyki nowotworowej oraz badania nad nowa terapia
zaburzen psychotycznych oraz w chorobie Huntigtona. (kk)
(http://www.ncbir.pl, 30.12.2014)
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