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WYKAZ SKROTOW

AgNPs — nanoczastki srebra (ang. silver nanoparticles)

ATR - spektroskopia w podczerwieni z przystawka do catkowitego wewnetrznego odbicia
(ang. Attenuated Total Reflectance)

AuNPs — nanoczastki ztota (ang. gold nanoparticles)

CA — kwas cytrynowy (ang. citric acid)

Cryo-TEM — mikroskopia kriogeniczna transmisyjna (ang. Cryo-Transmission Electron
Microscopy)

DLS — metoda dynamicznego rozpraszania $wiatla (ang. Dynamic Light Scattering)

EA — kwas elagowy (ang. ellagic acid)

FC — metoda kolorymetryczna Folina—Ciocalteu (ang. Folin—Ciocdlteu method)

FT-IR — spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (ang. Fourier Transform
Infrared Spectroscopy)

GA — kwas galusowy (ang. gallic acid)

HSYV — wirus opryszczki (ang. herpes simplex virus)

HSV-1 — wirus opryszczki pospolitej typu 1 (ang. herpes simplex virus type 1)

HSV-2 — wirus opryszczki pospolitej typu 2 (ang. herpes simplex virus type 2)

LC-MS — chromatografia cieczowa sprz¢zona ze spektrometrig mas (ang. Liquid
Chromatography—Mass Spectrometry)

MCT — detektor z tellurku rteciowo—kadmowego (ang. Mercury Cadmium Telluride detector)
NPs — nanoczastki (ang. nanoparticles)

PGG - 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukoza (ang. pentagalloyl glucose)

PGG+CA — mieszanina PGG z kwasem cytrynowym (ang. PGG with citric acid)

PtNPs — nanoczastki platyny (ang. platinum nanoparticles)

PdANPs — nanoczastki palladu (ang. palladium nanoparticles)

SC — cytrynian sodu (ang. sodium citrate)

SEM - skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. Scanning Electron Microscopy)

TA — kwas taninowy (ang. tannic acid)

TA-AgNPs — nanoczastki srebra modyfikowane kwasem taninowym (ang. tannic acid—silver
nanoparticles)

TA-SC — kompleks kwasu taninowego i cytrynianu sodu (ang. tannic acid—sodium citrate
complex)

ATA-SC — mieszanina kwasu taninowego z cytrynianem sodu przygotowana w warunkach



syntezy (100°C)

TEM — transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. Transmission Electron Microscopy)
TLC — chromatografia cienkowarstwowa (ang. Thin-Layer Chromatography)

UV-Vis — spektroskopia w zakresie nadfioletu i §wiatta widzialnego (ang. Ultraviolet—Visible
Spectroscopy)

ZnSe — selenek cynku (ang. zinc selenide)



STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Nanoczastki funkcjonalne stanowig jedng z najwazniejszych grup nanomateriatow,
znajdujacych  szerokie zastosowanie w aplikacjach biomedycznych. Szczegolne
zainteresowanie budza nanoczastki srebra (AgNPs), ktore tacza unikalne wlasciwosci
fizykochemiczne z szerokim spektrum aktywnosci biologicznej, obejmujacym dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, wirusobdjcze 1 immunomodulujgce. Istotnym czynnikiem
ksztaltujagcym te wiasciwosci sg ligandy powierzchniowe, odpowiadajagce zaréwno za
stabilno§¢ uktadow koloidalnych, jak i za dodatkowe funkcje biologiczne. Ws$rod nich
szczegolng role odgrywaja polifenole, takie jak kwas taninowy (TA) — naturalny zwigzek
pochodzenia  roslinnego o  wiasciwosciach  antyoksydacyjnych,  redukujacych,
przeciwzapalnych i wirusobdjczych, wykazujacy takze zdolnosci do tworzenia kompleksow

z metalami.

Niniejsza rozprawa doktorska poswigcona jest badaniu przemian kwasu taninowego
w koloidach nanoczastek srebra (TA-AgNPs) oraz ich wplywu na wlasciwosci
fizykochemiczne i potencjalng aktywnos$¢ biologiczng. Przyjeto zatozenie, ze procesy
zachodzace podczas przechowywania TA-AgNPs moga prowadzi¢ do zmian w strukturze
kwasu taninowego, a tym samym modulowa¢ funkcjonalno$¢ catego uktadu koloidalnego.
W pracy zastosowano zestaw komplementarnych metod analitycznych obejmujacych
spektroskopi¢ w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR), spektroskopi¢ w zakresie
nadfioletu 1 $wiatla widzialnego (UV-Vis), dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DLS),
mikroskopi¢ elektronowa (SEM) oraz chromatografie cienkowarstwowg (TLC) 1 cieczowa
sprzezong ze spektrometrig mas (LC-MS). Umozliwito to zar6wno charakterystyke morfologii
1 stabilno$ci nanoczastek, jak i monitorowanie przemian polifenoli zachodzacych w czasie
kondycjonowania uktadéow. Uzyskane rezultaty pozwolity opisa¢ dynamike procesow
towarzyszacych kondycjonowaniu koloidow nanoczastek srebra oraz wskazaty, ze przemiany
kwasu taninowego odgrywaja kluczowa rolg w ksztattowaniu wlasciwosci fizykochemicznych

1 biologicznych badanych uktadow.



ABSTRACT

Functional nanoparticles constitute one of the most important groups of nanomaterials,
with wide-ranging applications in the biomedical field. Silver nanoparticles (AgNPs) are of
particular interest, as they combine unique physicochemical properties with a broad spectrum
of biological activities, including antimicrobial, virucidal, and immunomodulatory effects.
A crucial factor influencing these properties is the presence of surface ligands, which ensure
the stability of colloidal and provide biological functions. Among them, polyphenols such as
tannic acid (TA) — a natural plant compound with antioxidant, reducing, anti-inflammatory, and
virucidal properties, as well as the ability to form complexes with metals — are of particular

importance.

This dissertation is devoted to the investigation of tannic acid transformations in silver
nanoparticle colloids (TA-AgNPs) and their impact on physicochemical properties and
potential biological activity. It was assumed that the processes occurring during the storage
of TA-AgNPs may lead to transformations of tannic acid, and modulating the functionality of
the entire colloidal system. A set of analytical methods was used to investigate the
transformation of tannic acid in TA-AgNPs colloids, including Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR), ultraviolet—visible spectroscopy (UV-Vis), dynamic light scattering
(DLS), electron microscopy (SEM), thin-layer chromatography (TLC), and liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS). This approach enabled the
characterization of nanoparticle morphology and stability, as well as the monitoring

of polyphenol transformations occurring during system conditioning in time.

The obtained results allows the dipper understanding of the polyphenol transformation
in the colloidal systems containing silver nanoparticles and highlighted the key role of those
transformations and its influence on the the physicochemical and biological properties of the

final functional nanoparticles.
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1. Nanoczgstki funkcjonalne

1.1. Nanoczastki metaliczne

Nanoczastki metaliczne (NPs) to obiekty o wymiarach mieszczacych si¢ w skali
nanometrycznej, zazwyczaj w przedziale 1-100 nm, wykonane z metali lub tlenkéw metali
[1]. Nanomaterialty te stanowig jednag 2z najlepiej poznanych 1 najczesciej
wykorzystywanych klas nanomateriatow nieorganicznych. Ich cecha wyr6zniajaca jest
obecno$¢ metalicznego rdzenia wraz z ligandami na powierzchni, ktorych sktad chemiczny
oraz wlasciwosci fizykochemiczne determinuja potencjat aplikacyjny catego uktadu [2].
Zmiana rozmiaru materiatu z wymiar6w makroskopowych do nanometrycznych powoduje
istotne zmiany w jego wlasciwosciach. W nanoskali znaczaco wzrasta stosunek
powierzchni do objgtosci, co oznacza, ze duzy odsetek atomow znajduje si¢ na powierzchni
czastki. Zwicksza to liczbe dostepnych centréw aktywnych, a tym samym reaktywnos$¢
chemiczng materiatu. Dodatkowo, w nanoskali moga ujawnia¢ si¢ efekty kwantowe, ktore
wplywaja na przewodnictwo -elektryczne, absorpcje i emisj¢ promieniowania czy
wlasciwo$ci magnetyczne [1-2]. W rezultacie nanoczastki metaliczne wykazuja szereg cech
niedostgpnych dla ich makroskopowych odpowiednikow, takich jak: specyficzne pasma
absorpcji w zakresie UV-Vis, wlasciwosci katalityczne [3], optyczne [4], przewodzace [5],
magnetyczne [6] czy aktywno$¢ biologiczna [7]. Do najczesciej badanych i stosowanych
nanoczgstek metalicznych naleza nanoczastki srebra (AgNPs), zlota (AuNPs), miedzi
(CuNPs), platyny (PtNPs) oraz palladu (PdNPs) [3, 8] . Kazdy z tych materiatéw moze by¢
wytwarzany w szerokim zakresie form morfologicznych, rdzniacych si¢ zarowno ksztattem,
jak i rozmiarem [9]. W poczatkowych badaniach nad nanoczastkami metalicznymi gléwny
nacisk kladziono na analiz¢ rdzenia metalicznego — jego sklad chemiczny, rozmiar, ksztalt
1 struktura krystaliczna [10]. Celem tych prac bylo opracowanie metod syntezy
pozwalajacych uzyska¢ czastki monodyspersyjne o przewidywalnych parametrach
fizykochemicznych. W literaturze opisano wiele technik umozliwiajacych kontrole
morfologii poprzez modyfikacje warunkéw reakcji, takich jak pH, temperatura, czas
syntezy, rodzaj reduktora czy obecnos¢ stabilizatorow [9, 11]. Dobor tych parametrow
decyduje, czy otrzymane czgstki bedg miaty ksztalt kulisty, pryzmatow, piramid, drutow,
pretow czy szesciandOw. Rodznorodno$¢ form morfologicznych nanoczastek srebra,
uzyskanych w warunkach kontrolowanej syntezy, przedstawiono na Rysunku 1 [9]. Obrazy
wykonane metodami transmisyjnej (TEM) 1 skaningowej (SEM) mikroskopii elektronowe;j

ukazuja m.in. formy sferyczne, pryzmatyczne, kwiatowe, pretowe, szescienne oraz druty,
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ktore stanowig przyklad mozliwosci precyzyjnego ksztattowania parametrow

morfologicznych nanomateriatow.

50 nm_|

Rysunek 1. Obrazy TEM i SEM  nanoczastek srebra o  roznych  ksztaltach:
(A) wielo$ciany, (B) struktury trojkatne, (C) struktury kuliste, (D) struktury kwiatowe, (E) druty,
(F) prety, (G) piramidy, (H) szesciany [9].

Metody otrzymywania nanoczastek metalicznych mozna podzieli¢ na dwie glowne
kategorie: podejscia typu fop-down oraz bottom-up [12-13]. W metodach typu top-down
nanostruktury powstaja w wyniku mechanicznej lub fizycznej fragmentacji materiatu
masywnego do skali nanometrowej, natomiast metoda botfom-up opiera si¢ na procesach
samoorganizacji atomow, jonéw lub matych czasteczek prowadzacych do powstania
nanostruktur. Oba kierunki sg intensywnie rozwijane, jednak roznig si¢ stopniem kontroli

morfologii, kosztochtonno$cia oraz potencjalem aplikacyjnym [12].

Strategie typu fop-down obejmuja metody fizyczne i mechaniczne. Do najcze$ciej
stosowanych nalezy ablacja laserowa, polegajaca na oddzialywaniu wigzka lasera o wysokiej
energii na powierzchnig litego metalu zanurzonego w cieczy lub gazie. W wyniku tego procesu
fragmenty materiatu odrywane sa od powierzchni i ulegaja kondensacji, tworzac nanoczastki
o stosunkowo jednorodnych wymiarach. Ablacja laserowa pozwala uzyskac¢ stabilne koloidy
pozbawione zanieczyszczen chemicznych, co czyni t¢ technike atrakcyjng w konteks$cie
zastosowan biomedycznych [12]. Wadg jest jednak wysoki koszt aparatury i ograniczona
mozliwos¢ kontroli dyspersji wielkosci. Inne metody top-down to rozdrabnianie mechaniczne
[9] (np. w mlynach kulowych lub planetarnych), prowadzace do otrzymania nanoczastek
o duzej polidyspersyjnosci i tendencji do aglomeracji, oraz litografia czy wytrawianie
chemiczne [9]. Te ostatnie umozliwiajg precyzyjne ksztattowanie nanostruktur o okre§lonym

uktadzie przestrzennym, jednak wymagaja zaawansowanej infrastruktury technologiczne;,
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dlatego sg czgsciej wykorzystywane w nanofotonice 1 mikroelektronice niz w nanomedycynie
[9].

Strategie typu bottom-up zdominowaty obecnie badania nad nanoczastkami metalicznymi,
poniewaz umozliwiajg precyzyjne sterowanie procesem nukleacji 1 wzrostu, a tym samym
kontrolg rozmiaru, ksztattu i wtasciwosci powierzchniowych czgstek [14]. Do tej grupy zalicza
si¢ metody chemiczne, fizykochemiczne, elektrochemiczne, fotochemiczne oraz biologiczne.
Najczesciej stosowang metoda jest redukcja chemiczna. Proces polega na redukcji jondéw
metalu (np. Ag", Au*") do formy metalicznej w obecnosci reduktora, ktorym moze by¢
cytrynian sodu, borowodorek sodu, kwas askorbinowy czy hydrazyna [15]. Mechanizm syntezy
obejmuje dwa zasadnicze etapy: nukleacje — szybkie powstawanie zarodkéw metalicznych —
oraz ich dalszy wzrost, prowadzacy do powigkszania czastek i ksztalttowania ich morfologii.
Kluczowe znaczenie ma rownowaga pomiedzy szybkoscia redukcji a stabilizacja
powierzchniowa. Schematyczne ujgcie tego procesu przedstawiono na Rysunku 2, gdzie
zilustrowano kolejne etapy powstawania nanoczastek — od tworzenia jader, przez ich
koalescencj¢ 1 wzrost dyfuzyjny, az po koncowsa faze intensywnego przyrostu wynikajacego

z petnej redukcji prekursora [14].

A" S Al’

S

1. Nukleacja 2. Wzrost poprzez 3. Powolny wzrost 4, Szybki wzrosa ‘
s @ . agregacje B ® @ koncowy )
e, 2 ] P ° @ ‘ ‘
> ectel > > e e ™ 20
©° 9 e o E e
~2nm ~ 3nm 5.5 nm 7.7 nm

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie procesu wzrostu nanoczastek ztota metodg redukcji chemicznej [14].

Stabilizatory (np. cytrynian sodu, polimery, surfaktanty) zapobiegaja agregacji poprzez
oddziatywania elektrostatyczne, steryczne lub mieszane [9]. W zalezno$ci od doboru reduktora,
stabilizatora 1 parametrow reakcji (pH, temperatura, stosunek molowy, czas syntezy) [9],
mozna uzyskaé czastki o ré6znorodnych formach: kulistych, szesciennych, pretowych czy
dendrytycznych [16]. Klasyczne przyktady to metoda Turkevicha (cytrynian sodu jako reduktor
i stabilizator) oraz metoda Brust—Schiffrin (redukcja w dwufazowym uktadzie wodno-

organicznym z tiolami jako stabilizatorami) [13, 16].
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W ostatnich latach intensywnie rozwija si¢ rowniez metoda redukcji chemicznej
z wykorzystaniem zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Ekstrakty roslinne, metabolity
mikroorganizmow czy biatka mogg petni¢ podwdjng role: reduktorow i stabilizatorow [14].
Polifenole, alkaloidy, terpenoidy czy aminokwasy obecne w tych materiatach uczestnicza
w redukcji jonow metali, a jednoczes$nie stabilizujg otrzymane nanoczastki, nadajac im
dodatkowe wtasciwosci biologiczne — m.in. antyoksydacyjne czy przeciwdrobnoustrojowe

[12].

Uzupetieniem metod chemicznych wytwarzania nanoczastek sg techniki
fotochemiczne i elektrochemiczne [9]. W metodzie fotochemicznej redukcja jonoéw zachodzi
pod wpltywem promieniowania UV lub widzialnego, czgsto przy udziale fotoinicjatorow.
Pozwala to regulowaé szybko$¢ reakcji poprzez dobor dtugosci fali, intensywnosci i czasu
naswietlania [13]. Synteza elektrochemiczna polega na redukcji jonow metalu na katodzie
w ukladzie elektrolitycznym, co umozliwia precyzyjne ksztalttowanie rozmiaru i morfologii
czastek poprzez zmiang natezenia pradu, napigcia czy skladu elektrolitu [12]. Oba podejscia
umozliwiajg otrzymywanie czastek o wysokiej czystosci, jednak ich zastosowanie ogranicza

koniecznos$¢ uzycia specjalistycznej aparatury.

Podsumowujac, wachlarz metod otrzymywania nanoczastek metalicznych jest
niezwykle szeroki. Strategie typu top-down pozwalaja na fizyczne rozdrobnienie materiatu,
jednak wiaza si¢ z mniejszg kontrolg nad dyspersja 1 ksztaltem. Z kolei podejscia bottom-up,
a zwlaszcza metoda redukcji chemicznej zapewnia mozliwo$¢ precyzyjnego sterowania
procesem syntezy i1 uzyskiwania nanoczastek o $cisle okreslonych parametrach. To wlasnie te
techniki stanowia obecnie fundament badan w obszarze nanomaterialdw biomedycznych,
otwierajac droge do projektowania nanoczgstek o kontrolowanych wlasciwosciach

morfologicznych, powierzchniowych i biologicznych [17-18].
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1.2. Wplyw ligandéw na powierzchni nanoczastek metalicznych na wlasciwoS$ci
biomedyczne nanoczastek funkcjonalnych

Wspotczesne badania jednoznacznie wskazuja, ze wlasciwosci nanoczastek nie sg
determinowane wylacznie przez parametry ich metalicznego rdzenia, lecz w znacznym stopniu
zalezg rowniez od zwigzkéw obecnych na powierzchni [19-20]. Obecno$¢ ligandow na
powierzchni nanoczastek odgrywa kluczowa role, pelnigc jednoczesnie dwie zasadnicze
funkcje. Po pierwsze, stabilizuja one uktad koloidalny, ograniczajac niepozadane procesy
aglomeracji NPs i utrat¢ stabilnosci. Po drugie, umozliwiaja nadawanie nanoczastkom
okreslonych cech fizykochemicznych lub biologicznych, istotnych z punktu widzenia
konkretnych zastosowan [21]. W tym kontek$cie wyksztalcito si¢ pojecie nanoczastek
funkcjonalnych — nanoczastek, ktérych powierzchnia zostata celowo zmodyfikowana poprzez
przytaczenie odpowiednich zwigzkéw chemicznych lub biomolekul. Taka funkcjonalizacja

moze odbywac si¢ na dwa sposoby (Rysunek 3) [22]:

a) funkcjonalizacja bezposrednia
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b) post-funkcjonalizacja

Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie dwoch strategii funkcjonalizacji nanoczastek: a) funkcjonalizacji
bezposredniej (w trakcie syntezy) oraz b) post-funkcjonalizacji (modyfikacji powierzchni juz otrzymanych

nanoczastek) [22].
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Funkcjonalizacja w trakcie syntezy (ang. direct functionalization) — ligand czy czasteczka
dwufunkcyjna obecna jest juz w mieszaninie reakcyjnej podczas otrzymywania nanoczastek.
Jedna cze$¢ czasteczki wigze si¢ z nowo powstajagcym rdzeniem (np. Ag, Au), a druga pozostaje
»ha zewnatrz” 1 nadaje gotowe] nanoczgstce okreslone wlasciwosci (stabilizacja,
rozpuszczalnos¢, biokompatybilnos¢). Post-funkcjonalizacja (ang. post-functionalization) —
nanoczastki sa juz otrzymane i dopiero pdzniej ich powierzchnia jest modyfikowana
dodatkowymi ligandami. Moze to by¢ wymiana istniejacych ligandéw (ang. ligand exchange),
dotfaczanie kolejnych grup funkcyjnych (np. -COOH, —NHz, PEG), czy tez tworzenie warstw
zwigzkow posrednich, ktére nastepnie sprzega si¢ z docelowymi zwigzkami chemicznymi.
Funkcjonalizacja nanoczastki moze stuzy¢ m.in. poprawie biokompatybilnosci, zwigkszeniu
aktywnos$ci katalitycznej czy modulowaniu efektu farmakologicznego, co otwiera szerokie

mozliwosci aplikacyjne tych materiatow [22].

Nanoczastki metaliczne, podobnie jak inne nanomateriaty, charakteryzuja si¢ niezwykle
rozwini¢ta powierzchnia — w przypadku obiektow o rozmiarach rzedu pojedynczych
nanometrow wigkszo$¢ atomoéw znajduje si¢ na powierzchni i pozostaje dostepna do
modyfikacji. W praktyce oznacza to, ze wlasciwo$ci nanoczastek moga by¢ ksztattowane
poprzez odpowiedni dobér ligandow. Dzigki temu zakres ich potencjalnych zastosowan
znacznie wykracza poza te wynikajace z natury samego rdzenia. Wtasciwie dobrane ligandy
umozliwiajg nie tylko kontrole nad stabilnosciag koloidalng, ale rowniez precyzyjne
dostosowanie czastek do okreslonych §rodowisk reakcyjnych lub biologicznych. Najczesciej
wykorzystywane ligandy to mig¢dzy innymi: polimery, przeciwciata, weglowodany, kwasy
nukleinowe, biatka, czy peptydy. Przyktady czgsto wykorzystywanych ligandow
przedstawiono na Rysunku 4 [23].

polimery
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Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie najczgsciej wybieranych ligandow w aplikacjach biomedycznych

[23].
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Charakter chemiczny zastosowanych modyfikatoréw bezposrednio wplywa na funkcjonalnos$¢
uktadu — inne ligandy stosowane s3 w katalizie, inne w elektronice, a jeszcze inne
w zastosowaniach biomedycznych. Z tego wzgledu opis rodzajéw ligandow i ich wlasciwosci
stanowi fundament w rozumieniu nanoczastek funkcjonalnych [23]. Przyktadowo, polimery
hydrofilowe, takie jak poliwinylopirolidon (PVP) i glikol polietylenowy (PEG) przedstawione
na Rysunku 5, naleza do najczesciej stosowanych ligandow stabilizujacych w koloidach
nanoczastek metalicznych [24]. Ich obecnos¢ w uktadzie koloidalnym odgrywa kluczowa rolg
zarbwno podczas procesu syntezy, jak 1 w ksztaltowaniu wlasciwosci fizykochemicznych

otrzymanych nanomateriatow [25].

Rysunek 5. Wzor chemiczny: (I) poliwinylopirolidonu (PVP) oraz (II) glikolu polietyloenowego (PEG).

Hydrofilowe tancuchy polimerowe tworza wokdél nanoczastek warstwe ochronng, ktora
ogranicza niepozadang aglomeracje i zapewnia dtugotrwatg stabilno$¢ dyspersji. Dodatkowo,
polimery te moga wplywac na $redni rozmiar 1 ksztatt czastek powstajacych w trakcie syntezy
[10]. W obecnosci PVP lub PEG wzrost nanoczastek przebiega w sposob bardziej
kontrolowany, co pozwala otrzymywac materialty o wezszym rozktadzie wielkosci 1 bardziej
jednorodnej morfologii [24]. PEG moze rowniez pehni¢ funkcje¢ tagodnego reduktora jonow
metali [26]. Na poziomie wlasciwosci biologicznych polimery hydrofilowe zwigkszaja
rozpuszczalnos¢ 1 biokompatybilno§¢ nanoczastek, zmniejszajac jednocze$nie ich
cytotoksycznos¢. Modyfikacja powierzchni nanoczastek PEG-iem (PEGylacja) pozwala
wydtuzy¢ czas ich obecnosci w $rodowisku biologicznym, poniewaz utrudnia szybkie
rozpoznanie i usuwanie przez komorki uktadu odpornosciowego [25]. Z kolei PVP, dzieki
swoim wiasciwo$ciom amfifilowym, ulatwia funkcjonalizacj¢ nanoczastek dodatkowymi
czasteczkami biologicznie aktywnymi [10]. W efekcie polimery hydrofilowe nie tylko
stabilizujg uktad, ale takze tworzg warunki sprzyjajace dalszej modyfikacji chemicznej

1 adaptacji nanoczastek do wymagan srodowiska biologicznego [26].
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W grupie ligandow matoczasteczkowych szczeg6lng role odgrywaja zwiagzki tiolowe, takie
jak 2-merkaptanoetanosulfonian sodu (MESNa) oraz 11-merkaptoundekanosulfonian sodu

(MUSNa) zaprezentowane na Rysunku 6 [27]
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Rysunek 6. Wzor chemiczny: (I) 11-merkaptoundekanosulfonianu sodu (MUSNa)
oraz (II) 2-merkaptopetanosulfonianu sodu (MESNa).

Ich wspdlna cecha jest zdolnos$¢ do tworzenia wigzan kowalencyjnych pomigdzy atomem siarki
a powierzchnig nanoczastki metalicznej, co zapewnia jej trwate zwigzanie z powierzchnia
nanoczastki [28]. Obecno$¢ grupy sulfonowej nadaje tym zwigzkom dodatkowo silnie
hydrofilowy charakter, umozliwiajac stabilizacj¢ czastek w roztworze wodnym i chronigc je
przed aglomeracja. Istotnym elementem réznicujacym MES i MUS jest dlugos¢ tancucha
weglowodorowego — w przypadku MES s3 to jedynie dwa atomy wegla, podczas gdy MUS
posiada ich jedenascie. Ta roznica przektada si¢ na odmienny sposob organizacji ligandéw na
powierzchni nanoczastek: krotkie czasteczki MES tworza mniej zwarte, bardziej ,,rozproszone”
powloki, podczas gdy diugie czasteczki MUS utatwiaja formowanie uporzadkowanych
1 gestych monowarstw dzigki oddziatywaniom miedzytancuchowym [29]. Z tego wzgledu
dhugos¢ tancucha determinuje nie tylko stabilno$¢ i1 gestos¢ upakowania na powierzchni NPs,
ale takze to, w jaki sposob nanoczastki beda oddziatywa¢ ze $rodowiskiem biologicznym.
W kontek$cie zastosowan biomedycznych rdznice te moga warunkowac, czy nanoczastki
zachowujg si¢ gtownie jako inhibitory przylaczania wirusa do komoérki gospodarza, czy tez

prowadza do jego nieodwracalnej dezaktywacji [28, 29, 30, 31].

Kwasy organiczne stanowig kolejng istotng grupe zwiazkéw wykorzystywanych w syntezie
1 stabilizacji nanoczastek metalicznych [32]. W odréznieniu od polimeréw czy ligandow
tiolowych, petnig one cze¢sto role wielofunkcyjng — moga dziata¢ jednoczesnie jako reduktory
jonéw metali, stabilizatory koloidéw oraz ligandy wigzace si¢ z powierzchnig nanoczastki [30].
Ich naturalne pochodzenie, nietoksyczno$¢ oraz dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie sprawiaja,

ze znajduja szerokie zastosowanie w uktadach o potencjalnym znaczeniu biomedycznym [32],
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[33]. Do najczesciej stosowanych (przedstawione na Rysunku 7) nalezg kwas cytrynowy (i jego

s0l — cytrynian sodu), kwas galusowy oraz inne polifenole, takie jak na przyktad resweratrol.
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Rysunek 7. Wzor chemiczny kwasu cytrynowego (1), kwasu galusowego (1) oraz resweratrolu (III).

Kwas cytrynowy (jak réwniez jego sol - cytrynian sodu), oprécz roli reduktora
i stabilizatora elektrostatycznego, petni réwniez funkcje ligandu przygotowujacego uktad
koloidalny do dalszej funkcjonalizacji [33]. Nanoczastki otrzymane metoda cytrynianowg
stanowig czgsto punkt wyjscia do kolejnych modyfikacji powierzchni, poniewaz obecno$¢
cytrynianu zapewnia stabilno$¢, ale jednoczesnie nie blokuje catkowicie aktywnych miejsc na
powierzchni metalu [34-35]. Dzigki temu mozliwe jest zastepowanie lub uzupehianie go
innymi ligandami — zar6wno matoczasteczkowymi, jak 1 bardziej ztozonymi, np. biatkami czy
polimerami — co otwiera droge do tworzenia nanoczgstek funkcjonalnych o ukierunkowanych
wlasciwos$ciach biomedycznych. Warto rowniez podkresli¢, ze zaréwno kwas cytrynowy, jak
1 cytrynian sodu sg zwigzkami uznawanymi za bezpieczne i nietoksyczne, szeroko stosowanymi
rowniez w przemysle spozywczym i1 farmaceutycznym [36]. To sprawia, ze uktady koloidalne
stabilizowane cytrynianem s3a nie tylko tatwe do otrzymania i powtarzalne, ale takze
charakteryzuja si¢ wysoka biokompatybilnoscia, co czyni je atrakcyjnymi do dalszej
funkcjonalizacji w kierunku zastosowan biomedycznych [33, 34, 35, 36, 37].

Kolejnym przyktadem ligandu o istotnym znaczeniu jest kwas galusowy, nalezacy do grupy
naturalnych polifenoli [38]. Z punktu widzenia biomedycznego kluczowe znaczenie ma fakt,
ze sam w sobie wykazuje silne wtasciwosci antyoksydacyjne i przeciwzapalne [39]. Obecnos¢
kwasu galusowego na powierzchni nanoczastek nie tylko zapewnia im stabilno$¢ koloidalna,
ale rowniez nadaje im bioaktywno$¢ — ograniczajac stres oksydacyjny i mogac wspierac
mechanizmy ochronne wobec komorek [40]. Dzigki temu funkcjonalizacja nanoczastek
kwasem galusowym jest postrzegana jako strategia wzmacniajaca ich potencjat terapeutyczny

[40-41].
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Podobnie resweratrol, bedacy zwigzkiem polifenolowym o szeroko udokumentowanych
wiasciwosciach biologicznych, moze petni¢ role ligandu nadajacego nanoczastkom dodatkowe
funkcje ochronne i regulacyjne [42]. Jego zdolno$¢ do modulowania szlakow oksydacyjnych
1 zapalnych sprawia, ze w potagczeniu z nanoczastkami metalicznymi moze potegowac ich
bioaktywnos¢. Resweratrol stabilizuje uktad koloidalny, a jednoczes$nie wnosi wtasciwosci
farmakologiczne, ktore zwigkszaja szans¢ wykorzystania tak funkcjonalizowanych

nanoczastek w zastosowaniach biomedycznych [43-44].

Kolejng grupe zwigzkéw wykorzystywanych jako ligandy na powierzchni nanoczastek
stanowig biatka, ktore w przeciwienstwie do matych czasteczek organicznych czy polimerow
syntetycznych nie posiadaja prostych wzorow sumarycznych, lecz sktadajg si¢ z setek reszt
aminokwasowych ulozonych w zlozone struktury drugorzgdowe i trzeciorzedowe [45].
To wlasnie konformacja przestrzenna, obecno$¢ licznych grup funkcyjnych oraz czgsto takze
glikozylacja warunkujg ich unikatowa zdolno$¢ do oddzialywania z powierzchnig metalu [46].
Dzigki temu biatka nie tylko stabilizuja koloidy, ale takze nadaja nanoczastkom cechy
bioaktywne, zwigzane z ich wlasnymi funkcjami biologicznymi [45, 46, 47]. Szczegdlnym
przyktadem jest laktoferyna [45], biatko o silnych wlasciwosciach immunomodulacyjnych
1 przeciwdrobnoustrojowych. Jej zdolno$¢ do wigzania jondw metali oraz bogactwo reszt
aminokwasowych sprawiajg, ze skutecznie pokrywa powierzchni¢ nanoczastek, chronigc je
przed agregacja 1 zwiekszajac ich stabilnos¢ w srodowisku biologicznym [48]. Co wigce],
nanoczastki  funkcjonalizowane  laktoferyna  wykazuja nie tylko  zwigkszona
biokompatybilnos$¢, ale takze ukierunkowane dziatanie przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne
[45], wynikajace z synergii pomiedzy wlasciwosciami metalu a bioaktywnos$cig biatka. W tym
sensie laktoferyna pelni podwojng role — jest zarowno ligandem stabilizujagcym, jak
1 nos$nikiem specyficznych funkcji biologicznych do nanoczastki [49]. Podobne podejscie
wykorzystuje si¢ w przypadku albuminy surowicy ludzkiej (HSA), jednego
z najlepiej poznanych biatek w uktadach biologicznych, ktéra dzigki licznym resztom
aminokwasowym 1 naturalnej zdolnosci do transportu czasteczek, stabilizuje powierzchnig
nanoczastek, a jednocze$nie moze peic¢ funkcje no$nika dodatkowych lekéw lub ligandow
[50]. Funkcjonalizacja nanoczastek albuming poprawia ich cyrkulacje w organizmie, ogranicza

nieswoiste oddziatywania oraz ulatwia dostarczanie do okreslonych tkanek [S1].
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1.3.Wykorzystanie nanoczastek funkcjonalnych w aplikacjach biomedycznych

Dynamiczny rozwdj nanotechnologii w ostatnich dekadach sprawit, ze nanoczastki
funkcjonalne staty si¢ jedng =z najbardziej perspektywicznych klas materiatéw
wykorzystywanych w medycynie [52]. Ich potencjal wynika nie tylko z wtasciwosci samego
rdzenia, lecz przede wszystkim z mozliwosci precyzyjnej modyfikacji powierzchni
odpowiednio dobranymi ligandami o okre$lonych funkcjach biologicznych. Dzigki temu
nanoczastki moga by¢ projektowane jako wielofunkcyjne systemy terapeutyczno-
diagnostyczne, zdolne do selektywnej interakcji z komorkami i1 tkankami organizmu.
Szczegodlne znaczenie majg tutaj zastosowania ukierunkowane na zwigkszenie skutecznos$ci
leczenia przy jednoczesnym ograniczeniu dziatan niepozadanych, co stanowi istotng przewage

nad klasycznymi metodami farmakoterapii [53].

Jednym z najintensywniej badanych kierunkow wykorzystania nanoczastek funkcjonalnych
jest ich zastosowanie jako no$nikow lekow (ang. drug delivery systems). Koncepcja ta opiera
si¢ na zdolno$ci nanoczastek do selektywnego gromadzenia si¢ w tkankach zmienionych
chorobowo oraz na mozliwosci ich powierzchniowej modyfikacji w celu specyficznego
rozpoznawania komorek docelowych [53]. Wyrdznia si¢ dwa glowne mechanizmy
warunkujace ukierunkowane dostarczanie lekow. Pierwszy z nich to efekt zwigkszonej
przepuszczalno$ci 1 retencji (ang. Enhanced Permeability and Retention, EPR) — zjawisko
polegajace na akumulacji nanoczastek 1 makroczasteczek w tkankach nowotworowych wskutek
zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych oraz ograniczonego drenazu
limfatycznego. Zjawisko to jest charakterystyczne dla guzéw nowotworowych, ktorych
naczynia krwiono$ne s3 nieprawidlowo zbudowane 1 cechuja si¢ podwyzszong
przepuszczalnoscig. Nanoczastki, dzigki swoim niewielkim rozmiarom, tatwo przenikajg przez
takg nieszczelng sie¢ naczyn 1 gromadzg si¢ w obrebie guza. Dzigki temu lek moze kumulowaé
si¢ W guzie w wyzszym stezeniu, przy zminimalizowanym ryzyku uszkodzenia zdrowych
tkanek [54]. Drugim mechanizmem jest przekraczanie barier biologicznych, w tym bariery
krew-mozg (ang. Blood-Brain Barrier, BBB). Bariera krew—moézg jest jedng
z najtrudniejszych do pokonania struktur fizjologicznych, chronigca centralny uktad nerwowy
przed toksynami i patogenami. Funkcjonalizacja nanoczastek ligandami rozpoznajacymi
specyficzne receptory na komorkach srddbtonka (np. peptydami, kwasem foliowym czy
przeciwciatami) umozliwia ich transport przez BBB i tym samym otwiera nowe mozliwos$ci
w leczeniu choréb neurologicznych, w tym nowotwor6w mozgu, choroby Alzheimera czy

stwardnienia rozsianego [S55]. Oprdcz pasywnego nagromadzenia w tkankach zmienionych
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chorobowo (efekt EPR) oraz aktywnego celowania receptorowego, nanoczastki pozwalajg
takze na kontrolowane uwalnianie lekdw. Oznacza to, ze substancja terapeutyczna moze by¢
uwalniana w sposob zalezny od warunkow S$rodowiskowych (np. pH guza, obecnos¢
okreslonych enzymoéw) lub w odpowiedzi na bodzce zewngtrzne, takie jak Swiatto, pole
magnetyczne czy zmiana temperatury [55-56]. Dzigki tym wilasciwo$ciom nanoczastki
funkcjonalne znajduja zastosowanie miedzy innymi w nowoczesnych terapiach
onkologicznych, gdzie zwickszaja skuteczno$¢ chemioterapii przy ograniczeniu dziatan
ubocznych. Mozna je rowniez wykorzysta¢ w terapiach choréb neurodegeneracyjnych, dzieki
mozliwos$ci przenikania przez barier¢ krew—mozg, jak rowniez w systemach wielolekowych,
w ktorych mozliwe jest jednoczesne dostarczanie kilku substancji czynnych o synergistycznym

dziataniu [56].

Funkcja nanoczastek nie ogranicza si¢ wylacznie do roli nosnikéw substancji aktywnych.
Coraz wigcej badan wskazuje, ze moga one wykazywaé witasne dziatanie niszczace komorki
nowotworowe, wynikajace z ich unikalnych wlasciwosci fizykochemicznych [57]. Na
przyktad, w badaniach przedklinicznych udowodniono, ze AuNPs moga hamowac proces
angiogenezy, czyli powstawania nowych naczyn krwiono$nych niezbednych do wzrostu guza
[58]. Dodatkowo, dzigki wlasciwosciom plazmonicznym, AuNPs znajduja zastosowanie
w terapii fototermicznej, w ktdrej absorpcja promieniowania w zakresie bliskiej podczerwieni
prowadzi do lokalnego podgrzania i destrukcji komorek nowotworowych [49, 57]. Podobne
wlasciwosci wykazuja nanoczastki srebra, zdolne do indukcji stresu oksydacyjnego
w komorkach nowotworowych. Mechanizm ten prowadzi do powstawania reaktywnych form
tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), uszkodzen mitochondrialnych oraz aktywacji
szlakow apoptotycznych [S55]. Efekt ten zachodzi w wigkszym stopniu w komodrkach
nowotworowych niz w zdrowych, co stanowi podstaw¢ ich preferencyjnego dziatania
niszczacego komorki nowotworowe [S55, 57, 59]. Znaczacy potencjal wykazuja takze
nanoczgstki tlenku cynku (ZnO NPs), ktore indukuja apoptoze w rdznych liniach
komorkowych, m.in. biataczkowych (HL60), hepatoma (HepG2) czy nabtonka ptuc (A549).
Ich dzialanie wigze si¢ z uwalnianiem jonéw Zn?*' oraz generacja ROS, co prowadzi do

destabilizacji blon komérkowych i zaburzen funkcji organelli [60-61].

Nanoczgstki funkcjonalne znalazty szerokie zastosowanie w zwalczaniu drobnoustrojow,
zarowno bakterii, jak 1 grzybow, co czyni je atrakcyjng alternatywa wobec klasycznych
antybiotykow i lekow przeciwgrzybiczych [28]. Szczegbdlne zainteresowanie budza nanoczastki
srebra, ktore od dawna znane sg ze swoich wiasciwosci bakteriobdjczych. Mechanizm ich

dziatania jest wieloetapowy 1 obejmuje bezposrednie oddziatywanie z blong komorkowa
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mikroorganizmow, prowadzace do destabilizacji jej struktury, przenikanie jonéw srebra do
wnetrza komorki oraz indukcje stresu oksydacyjnego [62]. Powstawanie reaktywnych form
tlenu w obecnosci AgNPs skutkuje uszkodzeniem biatek enzymatycznych, kwasow
nukleinowych oraz lipidow, co w konsekwencji prowadzi do $mierci komorki bakteryjnej [49,
55, 62, 63]. Nanoczastki srebra potrafig takze skutecznie zatrzymac tworzenie si¢ biofilmu
bakteryjnego — czyli warstwy ochronnej, ktdrg bakterie buduja, aby przetrwac i broni¢ si¢ przed
lekami. AgNPs uniemozliwiaja bakteriom adhezj¢ do powierzchni i zaburzajg ich wzajemne
,porozumiewanie si¢” za pomocg sygnatow chemicznych, co jest niezbedne do tworzenia
trwatych skupisk [64]. Dzieki temu sg stosowane m.in. w opatrunkach, powtokach implantéw
i specjalistycznych materiatach medycznych, ktére majg zapobiega¢ infekcjom [65-66]. Dzi¢ki
funkcjonalizacji mozliwe jest réwniez rozszerzenie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej
nanoczgstek na szczepy wielolekooporne [67]. Na przyktad koniugacja AgNPs
z antybiotykami, takimi jak tetracyklina czy ampicylina, prowadzi do synergistycznego
dziatania, przetamujac mechanizmy opornosci bakterii. Uklady tego typu moga obnizaé
minimalne st¢zenia hamujace (ang. minimum inhibitory concentration, MIC), co pozwala na
stosowanie nizszych dawek leku i redukcje efektoéw ubocznych terapii [68]. Nanoczastki
wykazuja rowniez aktywnos$¢ przeciwgrzybicza, ktorych mechanizm opiera si¢ m.in. na
uszkadzaniu bton komorkowych grzybow, zaburzaniu pracy enzymow 1 hamowaniu procesow
niezbednych do rozmnazania, takich jak kielkowanie zarodnikow czy tworzenie biofilmu.
Nanoczastki te sg skuteczne wobec roznych patogenoéw, w tym Candida albicans, Aspergillus
1 Fusarium, a ich dzialanie moze by¢ dodatkowo wzmacniane przez synergiczne polaczenie

z lekami przeciwgrzybiczymi [69].

Nanoczastki funkcjonalne odgrywaja istotng role w nowoczesnych strategiach
wspomagania gojenia ran i regeneracji tkanek, szczegdlnie tam, gdzie tradycyjne metody
leczenia okazuja si¢ niewystarczajace[70-71]. Proces gojenia ran jest ztoZzony i obejmuje kilka
etapow: hemostaze, reakcje zapalng, proliferacje komorek i odbudowe tkanek. W kazdym
z tych etapow nanoczgstki mogg modulowac¢ odpowiedz biologiczna, skracajac czas regeneracji
oraz minimalizujac ryzyko powiklan [71-72]. Nanoczastki srebra, zwlaszcza modyfikowane
kwasem taninowym (TA-AgNPs), wykazuja zdolno$¢ przyspieszania procesu gojenia ran
dzieki potaczeniu dziatania przeciwbakteryjnego 1 immunomodulacyjnego. Badania wykazaty,
ze TA-AgNPs skuteczniej niz niemodyfikowane nanoczastki ograniczajg rozwoj bakterii takich
jak Staphylococcus aureus, Escherichia coli czy Pseudomonas aeruginosa, jednocze$nie
stymulujac migracje¢ keratynocytow i proliferacje fibroblastow. Efekt ten jest zalezny od

rozmiaru — czastki o $rednicy 33—46 nm sprzyjaja szybszemu zamykaniu ran, epitelializacji,
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angiogenezie oraz formowaniu tkanki ziarninowej, a takze wykazuja korzystny profil
przeciwzapalny. Obecno$¢ TA dodatkowo stabilizuje nanoczgstki i wzmacnia ich interakcje
z tkankami, co przektada si¢ na zwigkszong biokompatybilno$¢ i potencjal aplikacyjny
w opatrunkach wspomagajacych gojenie ran skornych [59]. Z kolei nanoczastki ztota
odgrywaja wazng role w regeneracji kosci i tkanek migkkich [73]. Moga poprawiaé
wiasciwosci materiatéw stosowanych jako rusztowania w inzynierii tkankowej, zwigkszajac
ich wytrzymato$¢ 1 sprzyjajac zasiedlaniu przez komorki. Badania pokazuja, ze nanoczastki
ztota pobudzaja komoérki macierzyste do roznicowania si¢ w osteoblasty, czyli komorki
tworzace ko$¢, a jednoczes$nie ograniczajg rozwdj komorek thuszczowych. Efekt ten zalezy od
wielkosci czastek — §rednie (20—50 nm) najlepiej wspierajg regeneracje tkanki kostnej, podczas
gdy bardzo male mogg by¢ mniej korzystne. Dodatkowo nanoczastki zlota zmniejszaja
nadmierng degradacj¢ kosci przez osteoklasty i dziatajg antyoksydacyjnie, co ogranicza stan
zapalny. Dzieki tym wlasciwosciom uznaje si¢ je za obiecujacy element terapii w leczeniu

ubytkéw kostnych i chordb takich jak osteoporoza [73].

Wirusy stanowia wyjatkowa grupe patogend6w — nie mozna ich jednoznacznie
zaklasyfikowaé jako organizmy zywe, poniewaz nie posiadaja wlasnych struktur
metabolicznych, a do namnazania wymagaja komorki gospodarza. Jednocze$nie charakteryzuja
si¢ niezwykle wysoka zdolnos$cig do replikacji 1 czgstymi mutacjami, co sprawia, ze klasyczne
terapie przeciwwirusowe szybko tracg skutecznos¢. Problem dodatkowo potgguje ogromna
réznorodno$¢ wirusow RNA 1 DNA oraz ich zdolno$¢ do rozwijania mechanizméw opornos$ci
wobec dostepnych lekéw [74]. Przyktadowo, leczenie zakazen HSV opiera si¢ na stosowaniu
lekéw przeciwwirusowych (acyklowir, denotiwir, dokozanol, tromantadyna), ktore
w lagodnych zmianach podawane s3 miejscowo, a w ciezszych przypadkach -
ogolnoustrojowo. Preparaty te hamuja replikacje wirusa, jednak tagodza jedynie objawy
zakazenia pierwotnego i nawrotowego, nie eliminujagc wirusa w formie utajonej ani nie
zmniejszajac ryzyka kolejnych infekcji [25]. Wszystko to powoduje, Zze potrzebne sag nowe
strategie walki z infekcjami wirusowymi — skuteczne zarowno w hamowaniu rozwoju wirusa,
jak 1 w jego trwalej inaktywacji. W tym kontekscie szczegoélne znaczenie zyskaly nanoczastki
metali szlachetnych, w tym ztota, ktoérych dziatanie zalezy od rodzaju ligandow
powierzchniowych [30]. Nanoczastki pokryte krotkimi sulfonianowymi ligandami (MES-
AuNPs) wykazuja dziatanie wirustatyczne (Rysunek 8b) — blokuja przylaczanie i wnikanie
wirusa do komorki, lecz efekt ten jest odwracalny po rozcienczeniu. Z kolei wydtuzone
1 bardziej elastyczne ligandy (MUS- i MUS:OT-AuNPs) umozliwiaja wielowalentne, silne

oddziatywania z glikoproteinami wirusa, prowadzac do nieodwracalnej deformacji kapsydu
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1 trwatej utraty zakaznosci (Rysunek 8c) [30].
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Rysunek 8. Schematyczny mechanizm dziatania nanoczastek zlota z krétkimi (MES) i dlugimi (MUS) ligandami
sulfonianowymi (I) w interakcji z HSV-2. Wykresy (a—c) przedstawiajg wyniki testdow wirusobdjczych dla HSV-
2: a) kontrola — heparyna (efekt wirustatyczny), b) MES-AuNPs (efekt wirustatyczny), c) MUS:OT-AuNPs (efekt

wirusobojczy, catkowita utrata zakazno$ci wirusa) [30].

Tego typu uktady wykazaly szerokie spektrum aktywnosci wobec roznych patogendw, nie
tylko wobec HSV, ale rowniez HPV, RSV czy wirusa denga, co potwierdza ich potencjal jako
materialdw o mechanizmie wirusobdjeczym [30, 55]. Na szczeg6lng uwage zasluguja
nanoczastki srebra funkcjonalizowane polifenolami, takimi jak kwas taninowy. Wykazuja one
podwdjny mechanizm dziatania: bezposrednio wigza si¢ z bialkami wirusa, utrudniajac
infekcje, a jednoczesnie moduluja odpowiedZz immunologiczng gospodarza. W badaniach
z udzialem HSV wykazano, ze TA-AgNPs nie tylko obnizaja procent zakazenia HSV, lecz
takze stymuluja wydzielanie cytokin i aktywuja komorki uktadu odporno$ciowego, co

wzmacnia naturalng obrong organizmu [20, 55, 75].

Podsumowujac, nanoczastki funkcjonalne otwieraja nowe mozliwosci w terapii
przeciwwirusowej, faczac mechanizmy wirusostatyczne, wirusobdjcze i immunomodulacyjne.
Kluczowe znaczenie ma tu odpowiednia funkcjonalizacja powierzchni nanoczastek, ktora
decyduje o ich skuteczno$ci i1 zakresie dziatania biologicznego. Wsrdd réznych strategii

szczegblnie obiecujace sg uktady oparte na polifenolach — naturalnych zwigzkach o szerokim
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spektrum aktywnosci, ktore nadajg nanomateriatom unikatowe wtasciwosci terapeutyczne.
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2. Polifenole jako ligandy funkcyjne nanoczastek metalicznych

2.1.Podzial polifenoli i ich wlasciwos$ci

Polifenole stanowig szeroka i zrdznicowang grupe¢ naturalnych zwigzkéw organicznych,
ktore wystepuja powszechnie w swiecie roslinnym [76]. Ich wspolng cecha strukturalng jest
obecno$¢ pierscieni aromatycznych zawierajacych liczne grupy hydroksylowe, co nadaje im
wysoka reaktywno$¢ chemiczng oraz zdolno$¢ do tworzenia trwatych interakcji z innymi
czasteczkami [77]. Z punktu widzenia biologii roslin petnig one szereg istotnych funkcji —
uczestniczag w  mechanizmach  obronnych przed szkodnikami, drobnoustrojami
i promieniowaniem UV, biorg udziat w regulacji wzrostu i dojrzewania, a takze odpowiadaja
za cechy sensoryczne, takie jak barwa, smak czy cierpko$¢ owocoéw [77-78]. Wielos¢ grup
hydroksylowych decyduje ponadto o ich wlasciwosciach antyoksydacyjnych, chelatujacych
1 przeciwzapalnych [79].

Ze wzgledu na duzg roznorodnos$¢ strukturalng polifenole nie posiadaja jednolitej
klasyfikacji, jednak najczesciej dzieli si¢ je na kilka gléwnych grup i podgrup, w zaleznos$ci od
budowy chemicznej [80]. Do najczgsciej wyrdznianych naleza flawonoidy (kwercetyna,
cyjanidyna), kwasy fenolowe (kwas galusowy, kwas kawowy), stilbeny (resweratrol,
piceatannol), lignany oraz taniny. Ze wzgledu na zakres tematyczny niniejszej pracy
doktorskiej szczegdlng uwage poswigcono taninom, ktére stanowig kluczowa grupe polifenoli

o istotnym znaczeniu w badaniach nad syntezg i funkcjonalizacja nanoczastek srebra.

Taniny, okreslane rowniez mianem garbnikoéw, to zwigzki o zroéznicowanej budowie
chemicznej, wykazujace zdolno$¢ do tworzenia silnych kompleksow z biatkami 1 jonami
metali. Klasyfikuje si¢ je na kilka gléwnych podgrup (Rysunek 9) [80-81]: taniny
hydrolizowalne — powstaja jako estry kwasu galusowego lub elagowego z cukrami (najczesciej
glukozg). Typowym przyktadem jest kwas taninowy (gallotanin), a do tej grupy naleza rowniez
elagitaniny, np. tellimagrandyna II; taniny skondensowane (procyjanidyny) — stanowig
oligomery 1 polimery flawanoli, takich jak katechina czy epikatechina. Wyréznia je brak
jednostki sacharydowej w strukturze; przyktadem jest proantocyjanidyna Al; florotaniny —
charakterystyczne dla brunatnic (Phacophyceae), w ktorych powstaja w wyniku polimeryzacji
floroglucyny. Przyktadem moze by¢ eckol, zbudowany z jednostek floroglucynowych; taniny
ztozone — zawierajg w swojej strukturze elementy charakterystyczne zaréwno dla tanin
hydrolizowalnych, jak i skondensowanych. Typowym przykladem jest acutissimin A, w ktorej

wystepuje potaczenie fragmentow kwasu elagowego i jednostek flawan-3-oli.
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Rysunek 9. Schematyczne przedstawienie podziatu tanin [81].

Taniny charakteryzuja si¢ szerokim zakresem wlasciwosci chemicznych
1 biologicznych, ktore wynikaja z ich ztozonej budowy oraz obecnosci licznych grup
hydroksylowych [77]. Te strukturalne elementy nadajg im wysoka reaktywno$¢ chemiczna,
zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych 1 komplekséw koordynacyjnych, a takze decyduja
o ich zachowaniu w uktadach biologicznych [80]. Taniny hydrolizowalne, takie jak kwas
taninowy, sg bardzo dobrze rozpuszczalne w wodzie i wykazuja stabo kwasowy odczyn (pKa
~ 6) [82]. Ich liczne grupy hydroksylowe sprzyjaja tworzeniu wigzan wodorowych 1 utatwiajg
chelatowanie jonow metali przejsciowych, zwlaszcza Zelaza i1 miedzi. Podatno$¢ na
autooksydacje prowadzi do powstawania oligomeréw i polimerow o zmienionej masie
czasteczkowej. Zjawisko to wptywa na stabilno$¢ roztworéw zawierajacych taniny, a takze
modyfikuje ich wlasciwosci biologiczne [83]. Z kolei taniny skondensowane (procyjanidyny),
zbudowane z polimeréw flawan-3-oli, odznaczaja si¢ mniejszg rozpuszczalnoscig i wigksza
odpornoscia na hydrolize¢ w poréwnaniu z taninami hydrolizowalnymi [81]. Procesy
polimeryzacji oksydacyjnej katechin i1 epikatechin prowadza do powstawania zwiazkoéw o duzej
masie czasteczkowej, ktore wykazujag mniejszg toksyczno$¢ i1 bardziej stabilne wlasciwosci
fizykochemiczne [82]. Cecha charakterystyczng tanin jest zdolno$¢ do tworzenia stabilnych
kompleksow z biatkami, polisacharydami i kwasami nukleinowymi. Wiazanie z biatkami
opiera si¢ na oddziatywaniach hydrofobowych i wigzaniach wodorowych, co prowadzi do ich

koagulacji 1 zmiany konformacji [84]. Wtasciwos¢ ta lezy u podstaw efektu adstringencji, czyli
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uczucia cierpkosci 1 S$ciggania w jamie ustnej. Taniny mogg rowniez oddziatywac
z polisacharydami roslinnymi oraz btonami biologicznymi, zmieniajac ich przepuszczalnosé
i stabilno$¢ [83]. Taniny wykazuja silng aktywnos$¢ przeciwutleniajaca, polegajaca na zdolnosci
do neutralizacji reaktywnych form tlenu oraz chelatowania jondw metali katalizujgcych reakcje
oksydacyjne. W testach in vitro kwas taninowy przewyzszat skuteczno$cig witamine
E 1 syntetyczne przeciwutleniacze, takie jak BHA (butylowany hydroksyanizol) i BHT
(butylowany hydroksytoluen) [83, 84, 85]. Taniny wykazuja szerokie spektrum dziatania
przeciwdrobnoustrojowego obejmujgce bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne, grzyby oraz
niektdre wirusy. Mechanizm ich aktywno$ci jest ztozony 1 opiera si¢ na kilku uzupetniajacych
si¢ procesach. Po pierwsze, taniny moga destabilizowaé¢ btony komodrkowe drobnoustrojow
1 zaktocac synteze peptydoglikanu, prowadzac do wzrostu przepuszczalnosci i $mierci komorki.
Po drugie, dzigki zdolnosci do chelatowania jondw metali, w szczego6lnosci zelaza, ograniczaja
dostep mikroorganizméw do niezbednych sktadnikow odzywczych, co skutkuje
zahamowaniem ich metabolizmu. Dodatkowo taniny hamuja aktywno$¢ enzymow

bakteryjnych oraz zaktocaja procesy metaboliczne, takie jak fosforylacja oksydacyjna [86-87].

2.2. Wykorzystanie polifenoli w aplikacjach biomedycznych

Polifenole, powszechnie wystepujace zwiazki pochodzenia roslinnego, wykazuja szerokie
spektrum aktywnos$ci biologicznych, ktoére nadaja im szczegodlne znaczenie w kontek$cie
biomedycznym (Rysunek 10) [88]. Do najwazniejszych nalezy dziatanie przeciwutleniajace,
przeciwzapalne oraz przeciwdrobnoustrojowe, ktore moga wspiera¢ ochron¢ organizmu przed
stresem oksydacyjnym 1 infekcjami. Coraz wigcej badan wskazuje takze na ich potencjat
przeciwnowotworowy, jak rowniez na rol¢ w regulacji procesdw metabolicznych, takich jak
gospodarka lipidowa 1 glukozowa, co znajduje zastosowanie w profilaktyce chorob
cywilizacyjnych. Dodatkowo, polifenole wspomagajg zdrowie przewodu pokarmowego oraz
wykazuja dziatanie neuroprotekcyjne, przyczyniajagc si¢ do utrzymania réwnowagi
fizjologicznej organizmu. Polifenole moga dziala¢ zaréwno jako $rodki terapeutyczne, jak
1 elementy sktadowe zaawansowanych systemow dostarczania lekow, zwigkszajac stabilno$¢,

ukierunkowane dostarczanie i kontrolowane uwalnianie substancji aktywnych [89].

29



& ?\;enollc acigy

- _-" AN AGAL Vo A %

_-ns. Dalte _/(] - 1% %

— ™

o } ; |
= 2 " -3
% £
§ s Plant f..-;, g
g E polyphenol Y 2
E

*: 4 2
2.3 s
z <

"

Rysunek 10. Schematyczne przedstawienie biomedycznego wykorzystania polifenoli [88].

W jednej z prac wykazano, ze ekstrakty roslinne bogate w taniny moga stanowi¢ obiecujace
zrodlo zwigzkéw o dziataniu przeciwwirusowym [90]. Theisen 1 wsp. badali aktywnos¢
ekstraktow z kory Hamamelis virginiana, zawierajacych mieszaning tanin hydrolizowalnych
1 skondensowanych, wobec wiruséw grypy typu A (w tym pandemicznych szczepow HINI1
1 H7N9) oraz wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV-16). Analizy wykazaly, Zze szczegolnie
frakcje wzbogacone w taniny o wysokiej masie czasteczkowej skutecznie hamowaly infekcje,
dziatajac gldwnie na etapie wczesnym — poprzez blokowanie wigzania wirusa do komorki
gospodarza. Autorzy podkreslili, ze aktywno$¢ przeciwwirusowa byla wyraznie silniejsza
w przypadku frakcji wielosktadnikowych niz w przypadku pojedynczych zwigzkéw
fenolowych (takich jak kwas galusowy, czy galusan epigallokatechiny), co wskazuje na istotng
role synergii pomiedzy roznymi typami tanin. Wyniki te potwierdzaja, ze polifenole,
a w szczegoOlnodci taniny, moga stanowi¢ potencjalng baz¢ do opracowania naturalnych
srodkow wspomagajacych profilaktyke i terapi¢ infekcji wirusowych [90]. Z kolei w innej
pracy zwrocono uwage na potencjat polifenoli, w tym tanin, jako zwigzkow o szerokim
spektrum dziatania przeciwdrobnoustrojowego oraz na ich mozliwe zastosowanie w walce
z rosngcym problemem antybiotykoodpornosci [91]. Farha i wsp. [91] podkreslili, ze
mechanizm dziatania polifenoli jest wielokierunkowy 1 obejmuje destabilizacje bton
komorkowych, chelatowanie jondéw metali niezbednych do wzrostu drobnoustrojow, inhibicje

enzymoOw oraz zakldcanie proceséw metabolicznych, a takze hamowanie tworzenia biofilmow
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1 quorum sensing. Szczegodlnie istotnym aspektem omawianym przez autorow jest zdolnos¢
polifenoli do synergii z antybiotykami, ktora przejawia si¢ obnizeniem wartosci MIC,
zwigkszeniem skuteczno$ci terapii oraz ograniczeniem ryzyka rozwoju opornosci. Wskazuje
to, ze polifenole moga by¢ wykorzystane zaréwno jako naturalne Srodki
przeciwdrobnoustrojowe, jak i adiuwanty w konwencjonalnej terapii zakazen [91]. W pracy
przegladowej [92] przedstawiono hydrozele oparte na polifenolach — od prostych struktur
sieciowanych po zaawansowane systemy o ukierunkowanych wiasciwosciach terapeutycznych.
Autorzy podkreslili, ze obecno$¢ licznych grup hydroksylowych oraz zdolnos$¢ polifenoli do
tworzenia interakcji kowalencyjnych i niekowalencyjnych (m.in. wigzania wodorowe, n—n
stacking, koordynacja z jonami metali) umozliwia konstruowanie materiatow o unikalnych
cechach, takich jak adhezja, biozgodno$¢, zdolno$¢ samonaprawy czy aktywnosé
antyoksydacyjna i przeciwbakteryjna. Hydrozele tego typu znalazly zastosowanie m.in.
W przyspieszaniu gojenia ran, terapii przeciwnowotworowej (chemioterapia, terapia
fototermiczna, immunoterapia), regeneracji tkanek kostnych i chrzestnych, leczeniu choréb
przyzgbia czy choréb przewodu pokarmowego. Szczegdlng uwage zwrocono takze na
koncepcje tzw. ,,odwrotnego projektowania”, w ktérej punkt wyjécia stanowi oczekiwane

dziatanie biologiczne, a nastgpnie dobierana jest odpowiednia architektura hydrozelu [92].

Zestawione przyktady dowodza, ze polifenole moga petni¢ podwojna role — zardwno jako
aktywne zwigzki terapeutyczne o szerokim spektrum dziatania biologicznego, jak i jako
komponenty nowoczesnych systemow biomaterialowych, co czyni je wyjatkowo cennymi

w konteks$cie rozwoju innowacyjnych aplikacji biomedycznych.

2.3. Koniugaty nanoczgstek srebra i polifenoli

Potaczenie nanoczastek metali z naturalnymi zwiagzkami bioaktywnymi stanowi jeden
z najbardziej obiecujacych kierunkéw w projektowaniu nanomaterialdw o zastosowaniach
biomedycznych. Szczeg6lng uwage zwracaja koniugaty nanoczastek srebra (AgNPs)
z polifenolami, ktore tacza w sobie wlasciwosci fizykochemiczne 1 przeciwdrobnoustrojowe
srebra z aktywno$ciag biologiczng ligandéw fenolowych [93]. Jak wspomniano wcze$niej,
polifenole moga petli¢ podwdjng role: z jednej strony dziataja jako czynniki redukujace
1 stabilizujace podczas syntezy nanoczastek, z drugiej za$§ dzialaja jako funkcjonalne ligandy
nadajace im specyficzne cechy biologiczne, takie jak zwigkszona biokompatybilnos¢, kontrola

uwalniania jondéw srebra czy ukierunkowane oddziatywanie z komorkami [94].

31



Synergia wynikajaca z obecnosci obu komponentéw przektada si¢ na unikalny profil
aktywnos$ci koniugatow, obejmujacy m.in. dzialanie przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe,
wiasciwosci antyoksydacyjne, potencjal w terapii przeciwnowotworowej oraz zastosowanie
w inzynierii biomateriatow. W literaturze wskazuje si¢ ponadto, ze nanoczastki
funkcjonalizowane polifenolami wykazuja wigksza stabilno$¢ koloidalng 1 zmniejszong
cytotoksycznos¢ wobec komorek eukariotycznych w poréwnaniu z niemodyfikowanymi
AgNPs, co czyni je szczegolnie interesujagcym obszarem badan przedklinicznych [95]. Przyktad
praktycznego wykorzystania polifenoli w syntezie i stabilizacji nanoczastek srebra przedstawili
Oliver 1 wsp., ktorzy badali rol¢ katechiny oraz jej pochodnych jako czynnikow redukujacych
i stabilizujacych w procesie powstawania AgNPs [96]. Mechanizm redukcji opiera si¢ na
utlenianiu grup hydroksylowych pierscienia B katechiny, prowadzacym do powstania
semichinonu 1 nastgpnie chinonu, przy jednoczesnej redukcji jonéw srebra (I) do srebra

metalicznego (Ag°) (Rysunek 11).
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Rysunek 11. Redukcja azotanu (V) srebra do nanoczastek srebra przez katechine [96].

W ten sposob katechina petni podwoéjna funkcje — redukuje sol srebra orz stabilizuje powstajace
NPs dzigki obecnosci licznych grup hydroksylowych. Autorzy poréwnali trzy stabilizatory:
czysta kateching, kompleks katechiny z boraksem (cat-borax) oraz polimeryzowang forme

katechiny (polycat) (Rysunek 12).
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cat-borax

Rysunek 12. Reprezentatywne struktury trzech stabilizatorow (katechina, cat-borax 1 polycat) wykorzystanych

w syntezie nanoczastek srebra [96].

Analizy TEM wykazaly, ze rodzaj stabilizatora istotnie wplywa na rozmiar i morfologi¢
uzyskanych nanoczastek. W przypadku zastosowania katechiny (cat@AgNPs) srednice czastek
miescily si¢ w zakresie 20-90 nm, przy czym rozktad wielkosci byt szeroki (Rysunek 13a).
Zastosowanie kompleksu cat-borax (borax@AgNPs) pozwolitlo na uzyskanie mniejszych
i bardziej jednorodnych nanoczastek o $rednicach gtéwnie 10-30 nm (Rysunek 13b). Najlepsza
kontrole nad wielkoscig i dyspersyjnoscig uzyskano dla polimeryzowanej formy katechiny
(polycat@AgNPs), gdzie $§rednice nanoczastek wynosity ok. 10—15 nm, a histogram wskazywat

na wyjatkowo waski rozrzut wielkosci (Rysunek 13c).
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Rysunek 13. Obrazy TEM i histogramy rozktadu srednic dla cat@AgNPs (a), cat-borax@AgNPs
(b) oraz polycat@AgNPs (c) [96].

Badania te jasno pokazuja, ze chemiczna modyfikacja polifenoli moze znaczagco wptywac¢ na
wlasciwos$ci powstajacych koniugatow AgNPs—polifenole. Dzigki roznym formom katechiny

uzyskano czastki o odmiennym rozktadzie wielkosci i1 stabilnosci koloidalnej, co ma kluczowe
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znaczenie dla potencjalnych zastosowan biomedycznych. Szczegdlnie interesujace jest to,
ze polimeryzacja katechiny prowadzita do formowania nanoczastek o bardzo jednorodnych
rozmiarach, ktére uznaje si¢ za pozadane w kontekscie kontroli wtasciwosci biologicznych
1 toksykologicznych [96]. W pracy Rezazadeh i wsp. nanoczastki srebra otrzymano metoda
biosyntezy z wykorzystaniem ekstraktu z brunatnic, bogatego w polifenole, oraz chitozanu jako
naturalnego biopolimeru [97]. Potaczenie tych sktadnikow umozliwito jednoczesng redukcje
jondw srebra i stabilizacj¢ powstajacych nanoczastek. Autorzy zaproponowali mechanizm,
w ktérym grupy hydroksylowe polifenoli odpowiadajg za redukcje Ag™ do Ag®, natomiast grupy
aminowe chitozanu uczestniczag w stabilizacji powstatych czastek, zapobiegajac ich
aglomeracji 1 nadajac im wysoka stabilno$¢ koloidalng (Rysunek 14). Otrzymane AgNPs
charakteryzowaty si¢ kulista morfologia, $rednig $rednicg ok. 12 nm oraz wysoka stabilno$cia

koloidalng (zeta potencjat —27 mV).
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Rysunek 14. Proponowany mechanizm biosyntezy nanoczastek srebra (AgNPs) z udzialem polifenoli

i chitozanu [96].
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Testy biologiczne wykazaly, ze biofunkcjonalizowane AgNPs wykazywaty silniejsze dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe w pordwnaniu z klasycznie syntetyzowane nanoczgstkami,
co szczegoOlnie wyraznie zaznaczylo si¢ w przypadku bakterii Gram-ujemnych, takich jak

Escherichia coli czy Salmonella (Rysunek 15).
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Rysunek 15. Poré6wnanie dziatania przeciwbakteryjnego nanoczastek srebra biosyntetyzowanych oraz

syntetyzowanych chemicznie wobec réznych szczepoéw bakteryjnych [96].

Autorzy podkreslili, Ze to wlasnie synergiczne dziatanie chitozanu i polifenoli obecnych na
powierzchni nanoczastek odpowiadalo zarowno za zwigkszong stabilno$¢ uktadu, jak 1 za
podwyzszong aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa koniugatow. Wyniki te potwierdzaja,
ze ltaczenie polifenoli z biopolimerami moze by¢ skuteczng strategia w projektowaniu

nanoczastek o zoptymalizowanych wtasciwos$ciach biologicznych [97].

W jednej z prac [33] wykorzystano metode¢ redukcji chemicznej, w ktorej prekursorem
srebra byt azotan(V) srebra, a czynnikami redukujacymi i stabilizujagcymi — kwas taninowy oraz
cytrynian sodu. Syntez¢ prowadzono zar6wno w temperaturze pokojowej, jak 1 w 100 °C,
co pozwolito oceni¢ wptyw warunkéw na morfologie czastek. Zastosowanie pojedynczego
reduktora — cytrynianu sodu badz kwasu taninowego — prowadzito do powstawania czastek
o szerokim rozrzucie wielkosci 1 zréznicowanej geometrii. Dopiero jednoczesne uzycie obu
reagentOw umozliwito otrzymanie jednorodnych, sferycznych nanoczastek srebra o $redniej
wielkosci okoto 30 nm 1 waskim rozkladzie rozmiarow, co jednoznacznie wskazuje

na synergiczny charakter dziatania tych zwigzkow (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Histogramy DLS oraz obrazy STEM wraz z histogramami rozktadu wielko$ci nanoczastek srebra:
(A) TAm-13, (B) TAm-33, (C) TAm-46 nm AgNPs oraz (D) UN 10-65 nm AgNPs. Skroty: TAm — nanoczastki

srebra modyfikowane kwasem taninowym; UN — niemodyfikowane [33].

Znaczenie wspoldziatania cytrynianu sodu i kwasu taninowego w procesie redukcji
jonow srebra potwierdzity badania woltamperometryczne (Rysunek 17). Analiza wtasciwosci
redoks poszczegdlnych skladnikéw wykazata, ze cytrynian sodu charakteryzuje si¢ bardzo
ograniczonym potencjalem redukcyjnym, co przetozyto si¢ na niski sygnal na krzywe;j
woltamperometrycznej (Rysunek 17a, krzywa czarna). Kwas taninowy, dzigki obecnosci
licznych grup fenolowych, generowal wyrazny sygnal utleniania (Rysunek 17a, krzywa
czerwona). Dopiero potaczenie obu reagentow prowadzito do istotnej zmiany charakteru
krzywej (Rysunek 17a, krzywa zielona), co wskazuje na synergiczne dziatanie 1 powstanie
kompleksu TA—SC o korzystniejszych wlasciwos$ciach redukujacych niz kazdy ze sktadnikow

osobno.
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Rysunek 17. Krzywe woltamperometryczne przedstawiajace wilasciwosci redoks cytrynianu sodu i kwasu
taninowego. (a) Pordwnanie przebiegdw dla cytrynianu sodu (czarny), kwasu taninowego (czerwony) oraz ich
mieszaniny (zielony); (b) krzywe dla mieszaniny cytrynianu sodu i kwasu taninowego (czerwony) oraz uktadu

zawierajacego dodatkowo jony srebra (czarny) [33]

Jeszcze wyrazniej efekt ten widoczny byt w obecnosci jondw srebra (Rysunek 17b). W uktadzie
zawierajagcym jedynie mieszaning cytrynianu i kwasu taninowego zarejestrowano sygnat
utleniania przy potencjale ok. 0,195 V (krzywa czerwona). Po dodaniu jonow Ag* pojawit si¢
dodatkowy sygnat redukcji srebra przy potencjale ok. 0,252 V (krzywa czarna), a natgzenie
pradu byto wyraznie wyzsze niz w innych uktadach. Zestawienie tych wartosci jednoznacznie
potwierdza, ze kompleks TA—SC ulatwia proces redukcji srebra 1 umozliwia jego spontaniczne

zachodzenie juz w temperaturze pokojowe;.

W modelu gojenia ran u myszy porownano skutecznos¢ TA—AgNPs o roéznych
rozmiarach (13, 33 i 46 nm), niemodyfikowanych AgNPs (10-65 nm), wolnego kwasu
taninowego oraz grupy kontrolnej (Rysunek 18). Wyniki wykazatly, Zze rozmiar nanoczastek
mial kluczowe znaczenie dla ich aktywnosci biologicznej. W szdstym dniu po urazie proces
gojenia byt wyraznie przyspieszony w przypadku TA—AgNPs o $rednicach 33 146 nm, podczas
gdy najmniejsze nanoczastki (13 nm) nie wspieraly regeneracji, a wrgcz opozniaty zamykanie
rany wzgledem kontroli. Po czternastu dniach najbardziej efektywne okazaty si¢ czastki
sredniej wielkos$ci (33—46 nm), ktoére zmniejszaty powierzchni¢ ran do okoto 10-20% wartos$ci
poczatkowej, przewyzszajac skutecznoscig zarowno niemodyfikowane AgNPs, jak 1 wolny

kwas taninowy.
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Rysunek 18. Wplyw nanoczastek srebra modyfikowanych kwasem taninowym na proces gojenia ran w modelu
mysim. Zmniejszenie powierzchni rany (wyrazone jako % powierzchni poczatkowej) po 3, 6 i 14 dniach od

zranienia [33].

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze koniugacja nanoczastek srebra z polifenolami,
takimi jak kwas taninowy, nie tylko zwigksza stabilno$¢ 1 biozgodno$¢ uktadu, ale takze
pozwala modulowac¢ jego aktywnos$¢ biologiczng poprzez kontrolg rozmiaru czastek. Badania
te potwierdzaja duzy potencjat TA-AgNPs jako biomaterialbw w terapii regeneracyjnej,

zwlaszcza w leczeniu ran przewlektych.
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3. Metody charakterystyki nanoczastek funkcjonalnych

Charakterystyka nanoczastek funkcjonalnych wymaga zastosowania szerokiego wachlarza
technik analitycznych, umozliwiajagcych okreslenie ich wlasciwosci fizykochemicznych
i strukturalnych [98]. Dobér odpowiednich metod pozwala uzyskac informacje dotyczace m.in.
rozmiaru 1 morfologii czastek, struktury krystalicznej, stabilnosci koloidalnej oraz obecnosci
1 wilasciwosci ligandow powierzchniowych. W badaniach nanomaterialéw konieczne jest
wykorzystanie metod komplementarnych, obejmujacych zaréwno techniki mikroskopowe
wysokiej rozdzielczosci, jak 1 metody spektroskopowe, dyfrakcyjne, dynamiczne, czy
kolorymetryczne [99]. Ze wzgledu na wielo$¢ technik umozlwiajacych szczegdtowa
charakterystyke uktadow koloidalnych, w niniejszym rozdziale zostang omowione

najwazniejsze techniki pod katem owej pracy.

Metody mikroskopowe

Wsréd dostepnych metod charakterystyki nanoczastek funkcjonalnych szczegolne
miejsce zajmuja techniki mikroskopii elektronowej, ktore umozliwiaja bezposrednie
obrazowanie czastek z wysoka rozdzielczoscig. Najczescie] stosowane s3 transmisyjna
mikroskopia elektronowa (TEM), skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM) oraz
mikroskopia kriogeniczna TEM (cryo-TEM). TEM pozwala na precyzyjne okreslenie ksztattu
1 rozmiaru pojedynczych nanoczastek oraz na opracowanie histogramow rozkladu wielkosci w
populacji, co czyni jg podstawowym narzedziem w analizie morfologicznej nanomaterialow
metalicznych. SEM dostarcza informacji o topografii i rozmieszczeniu czastek na powierzchni
podtoza, a przy zastosowaniu detektoréw elektronow wstecznie rozproszonych umozliwia
réwniez uzyskanie kontrastu zaleznego od liczby atomowe;j pierwiastkow. Z kolei cryo-TEM,
stanowigca rozwinigcie klasycznej mikroskopii transmisyjnej, pozwala na obrazowanie
nanoczgstek w ich naturalnym, uwodnionym stanie, minimalizujac artefakty zwigzane
z preparatyka probek. Zastosowanie tych metod w sposob komplementarny umozliwia pelna
charakterystyke morfologii i struktury nanoczastek funkcjonalnych [100-101]. Przyktadowy
obraz HR-STEM (ang. High-Resolution STEM) nanoczastek srebra oraz histogram rozrzutu

wielkosci wokot warto$ci sredniej przedstawiono na Rysunku 19.
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Rysunek 19. Obraz HR-STEM nanoczastek srebra (a) oraz histogram rozrzutu wielkosci AgNPs wokot wartosci

sredniej (b) [102].

Metody spektroskopowe

Pomiar potencjalu zeta wraz z dynamicznym pomiarem rozproszenia Swiatla

Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering, DLS) oraz pomiar
potencjatu zeta nalezg do podstawowych technik stosowanych w charakterystyce ukladow
koloidalnych, w tym nanoczastek metalicznych funkcjonalizowanych zwigzkami
organicznymi. Obie metody sa komplementarne — DLS dostarcza informacji o wielkoS$ci
1 rozktadzie rozmiardw czastek, natomiast analiza potencjatu zeta pozwala oceni¢ stabilno$¢
elektrostatyczng zawiesiny. Zasada metody DLS opiera si¢ na analizie fluktuacji intensywnosci
Swiatla rozproszonego przez czastki podlegajace ruchom Browna w roztworze. Na tej
podstawie wyznacza si¢ wspotczynnik translacyjnej dyfuzji, a nastgpnie — z rownania Stokesa—
Einsteina — oblicza si¢ hydrodynamiczny promien czgstek. Otrzymany rozmiar obejmuje
zarOwno rdzen nieorganiczny, jak 1 otaczajacg go warstwe hydratacyjng oraz czasteczki
ligandow, co sprawia, ze warto$ci wyznaczone metoda DLS sg zwykle wigksze niz te uzyskane
technikami mikroskopowymi. Istotnym parametrem charakteryzujacym uktad jest takze
wskaznik polidyspersyjnosci (PDI), ktory umozliwia ocen¢ jednorodnosci koloidu. Z kolei
pomiar potencjatu zeta opiera si¢ z kolei na analizie ruchliwos$ci elektroforetycznej czastek
w polu elektrycznym. Na tej podstawie oblicza si¢ rdznicg potencjatu pomiedzy warstwg Scisle
zwigzang z powierzchnig nanoczastki a granicg warstwy dyfuzyjnej. Wartos¢ potencjatu zeta
odzwierciedla tadunek powierzchniowy czastek 1 stanowi posrednia miare stabilnosci
elektrostatycznej uktadu koloidalnego.[103, 104, 105]. Przyktadowy wykres DLS (Rysunek

20a) oraz potencjatu zeta (Rysunek 20b) przedstawiono ponize;.
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Rysunek 20. Przykladowy zestaw wynikbw DLS (a) oraz pomiaru potencjatu zeta (b)

w koloidzie nanoczastek srebra [97].

Spektroskopia IR z transformacja Fouriera

Spektroskopia w podczerwieni z transformacja Fouriera (FT-IR) jest jedna z najczgsciej
stosowanych metod analizy materialow organicznych i nieorganicznych, pozwalajaca na
identyfikacje charakterystycznych grup funkcyjnych w badanych prébkach. Podstawg tej
techniki jest rejestracja widma drgan czasteczkowych w zakresie sredniej podczerwieni (4000—
400 cm™), ktore odzwierciedlaja obecno$¢ i charakter wigzan chemicznych. Dzigki temu
mozliwe jest okreslenie, jakie grupy funkcyjne wystepuja w danym uktadzie koloidalnym oraz
w jaki sposob moga by¢ zaangazowane w oddziatywania powierzchniowe nanoczastek [106].
W badaniach nanomateriatéw FT-IR odgrywa szczegoélnie istotng role w analizie ligandow
stabilizujgcych nanoczastki, takich jak polifenole, biatka czy polisacharydy. Przyktadowe

widma przedstawiono na Rysunku 21.
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Rysunek 21. Widma FI-IR a) kwasu taninowego, b) nanoczastek srebra, ¢) wytraconych krysztatow
oraz d) cytrynianu sodu [33].

Widma dostarczaja informacji o obecnos$ci i zmianach pasm charakterystycznych, np.
w obszarze 3200-3400 cm™ (drgania rozciagajace O—H i N-H), 1600-1650 cm™ (wigzania
C=C w pierscieniach aromatycznych, drgania amidowe) czy 1000—-1100 cm™ (wigzania C-O
w alkoholu 1 estrach). Porownanie widm uzyskanych dla substancji wyjsciowych oraz dla
nanoczastek funkcjonalizowanych pozwala jednoznacznie potwierdzi¢ obecno$¢ okreslonych
grup chemicznych w strukturze powierzchniowej [107-108]. Na praktyczng warto§¢ FT-IR
istotnie wplywa wybor odpowiedniego trybu pracy. W niniejszej rozprawie zastosowano trzy
uzupetniajace si¢ akcesoria: przystawke ATR z krysztalem ZnSe, umozliwiajacg analize probek
w stanie rzeczywistym bez konieczno$ci modyfikacji st¢zenia czy postaci probki; przystawke
odbiciowg EasyDiff, wykorzystywana do badan proszkow i cienkich warstw; oraz klasyczng
metode transmisyjng z wykorzystaniem pastylek KBr, pozwalajacg uzyska¢ widma o wysokiej
rozdzielczo$ci. Takie podej$cie umozliwiato elastyczng analize¢ probek o réoznym charakterze

1 zapewniato wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow .

Wykorzystanie spektroskopii UV-vis

Spektroskopia w zakresie ultrafioletu i1 $wiatla widzialnego (UV-Vis) nalezy do
kluczowych metod stuzacych do charakterystyki nanoczastek metalicznych, w tym nanoczastek
srebra. Technika ta opiera si¢ na analizie ekstynkcji promieniowania (suma absorpcji
1 rozpraszania) w funkcji dtugosci fali, co pozwala uzyska¢ charakterystyczne widmo zwigzane
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z wlhasciwosciami optycznymi badanych uktadéw [103]. W przypadku nanoczgstek srebra
szczegOlnie istotnym parametrem jest zjawisko rezonansu plazmondéw powierzchniowych
(ang. Surface Plasmon Resonance, SPR), ktore objawia si¢ obecno$cig pasma absorpcyjnego
w zakresie 350-500 nm. Potozenie i ksztalt tego pasma zalezy od rozmiaru, ksztattu, stanu
agregacji oraz otoczenia dielektrycznego nanoczastek. Dla matych, kulistych nanoczastek
srebra maksimum SPR obserwuje si¢ zazwyczaj w okolicach 400 nm, natomiast wzrost
srednicy czastek czy ich aglomeracja prowadzi do przesunigcia piku w strone dhuzszych fal
(tzw. red shift) oraz jego poszerzenia [109]. Spektroskopia UV-Vis znajduje szerokie
zastosowanie w monitorowaniu procesOw powstawania i stabilno$ci nanoczastek. W literaturze
czesto opisuje si¢ obserwowang zmiang barwy roztworu w trakcie syntezy — od bladozottej do
ciemnobrazowej — ktdra jest bezposrednio zwigzana z pojawieniem si¢ i rozwojem pasma SPR.
Pomiar spektroskopowy pozwala potwierdzi¢ obecno$¢ nanoczastek w roztworze, a takze na
Sledzenie ich stabilno$ci 1 procesdOw agregacji w czasie [105-106]. Przyktadowe widmo UV-
Vis przedstawiono na Rysunku 22. Maksimum absorpcji dla nanoczastek srebra w tym

przypadku wynosi Amax =425 nm [97].
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Rysunek 22. Widmo UV-Vis nanoczgstek srebra przy maksimum absorpcji Amax =425 nm [97].

Metody chromatograficzne

Chromatografia cienkowarstwowa

Chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin-layer chromatography, TLC) jest powszechnie
stosowang technikg rozdzielania mieszanin zwigzkéw organicznych, szeroko wykorzystywang
w badaniach nad polifenolami. Umozliwia zarowno analiz¢ jako$ciowa, jak 1 potilosciowa,

a w zalezno$ci od konfiguracji (TLC klasyczna lub wysokosprawna HPTLC) zapewnia wysoka
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rozdzielczo$¢ 1 powtarzalno$¢ oznaczen [110-111]. Podstawowym materiatem no$nikowym sg
ptytki pokryte zelem krzemionkowym, cho¢ w przypadku bardziej specyficznych analiz stosuje
si¢ rOwniez inne adsorbenty, np. poliamidowe, szczegdlnie przydatne do rozdzielania katechin
1 teaflawin. Dobor fazy ruchome;j, opartej zwykle na uktadach zawierajacych octan etylu, kwasy
organiczne lub butanol, determinowany jest charakterem analizowanych metabolitow.
Rozdzielone zwigzki wizualizuje si¢ w $wietle UV lub po zastosowaniu odpowiednich
odczynnikow barwiacych, a w HPTLC mozliwe jest dodatkowo ilosciowe oznaczanie

markerow z uzyciem densytometrii [112-113].

Chromatografia cieczowa ze spektroskopia mas

Chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometria mas (LC-MS) stanowi jedna
z kluczowych technik w analizie ztozonych uktadéw polifenolowych, w tym tanin
hydrolizujacych i skondensowanych. Jej przewaga polega na polaczeniu wysokiej zdolnosci
rozdzielczej chromatografii cieczowej z mozliwoscia jednoznacznej identyfikacji zwigzkow na

podstawie stosunku masy do tadunku (m/z) uzyskiwanego w spektrometrii mas [98].

Badania Romani 1 wsp. [114] wykazaly, Ze normalnofazowa (klasyczna polarna
kolumna (np. krzemionkowa)) HPLC sprzgzona z detektorem DAD (detektor z matryca
diodowa) 1 MS (detektor oparty na pomiarze stosunku masy do tadunku (m/z)) jest szczego6lnie
przydatna w analizie zwigzkow o wysokim stopniu polimeryzacji, takich jak procyjanidyny
z kory sosny nadmorskiej (Pinus maritima L.). Pozwala ona nie tylko na rozdzial oligomerow
(od dimeréw do heptamerdéw), lecz takze na ich scharakteryzowanie na podstawie jondw
diagnostycznych [M-H]~ 1 [M-2H]*. W przypadku kwasu taninowego (TA) metoda
ta umozliwita identyfikacj¢ estrow glukozy zawierajacych od trzech do siedmiu reszt kwasu
galusowego. Dzigki temu mozna jednoznacznie roznicowac¢ taniny hydrolizujace

od skondensowanych i okre$la¢ ich udziat w badanych ekstraktach.

W badaniach nad garbnikami dgbowymi (Quercus alba, Quercus robur) zastosowanie
HPLC-ESI-MS w trybie jonizacji ujemnej pozwolito na identyfikacj¢ licznych estrow kwasu
galusowego 1 elagowego (np. monogalloyl-, di- i trigalloylglukozy), a takze bardziej ztozonych
struktur, takich jak kastalagina, wescalagina, grandinina czy roburina E. Uzupetieniem analizy
byty skany fragmentacyjne (MS/MS), ktére pozwolity okresli¢ charakterystyczne jony

potomne 1 potwierdzi¢ strukture poszczegdlnych zwigzkow [115].

44



Przygotowanie probek obejmuje zazwyczaj ekstrakcje wodno-etanolows, z dodatkiem
kwasu mréwkowego lub fosforowego w celu stabilizacji analitow. W zalezno$ci od charakteru
badanych zwiazkéw stosuje si¢ kolumny odwroconofazowe (C18) lub normalnofazowe
(krzemionka), a elucja prowadzona jest w gradientach mieszanin woda—acetonitryl-kwas
mrowkowy. W analizach tanin hydrolizujacych (np. glukozydow kwasu galusowego) lepsze
efekty uzyskuje si¢ w odwroconej fazie, natomiast dla oligomerdéw proantocyjanidyn — w fazie
normalnej. Spektrometria mas z jonizacja przez rozpylanie w polu elektrycznym (ESI) w trybie
yjemnym umozliwia detekcje szerokiego spektrum jonow fenolowych. Typowe jony
obserwowane dla tanin to m/z 169 (kwas galusowy), m/z 301 (kwas elagowy) czy m/z 483
(digalloylglukoza). Analiza jondéw fragmentacyjnych pozwala na okres§lenie stopnia

polimeryzacji i liczby reszt galusowych w czasteczce [114, 115, 116].

Metody kolorymetryczne - metoda Folina-Ciocélteu

Jedna z najczegsciej stosowanych metod oznaczania catkowitej zawartosci polifenoli
w probkach roslinnych, surowcach zielarskich, napojach i zywnos$ci jest metoda
kolorymetryczna wykorzystujaca odczynnik Folina-Ciocalteu (FC). Zostala ona po raz
pierwszy opisana w 1927 roku przez Otto Folina oraz Vintilg Ciocélteu jako procedura stuzaca
do oznaczania aminokwasow aromatycznych — tyrozyny i tryptofanu — w biatkach [117].
Odczynnik Folina— Ciocalteu stanowi mieszaning soli molibdenu i wolframu (molibdenianu
sodu, wolframianu sodu), siarczanu litu, wody bromowe;j oraz st¢zonych kwaséw mineralnych
— fosforowego 1 solnego. Przygotowanie roztworu polega na rozpuszczeniu odpowiednich
ilosci uwodnionych soli molibdenu 1 wolframu w wodzie destylowanej, a nast¢gpnie dodaniu
stezonych kwasow. Powstala mieszaning ogrzewa si¢ przez okoto 10 godzin pod chtodnica
zwrotng. Po czg$ciowym schlodzeniu roztworu wprowadza si¢ uwodniony siarczan litu.
Ostateczny produkt ma posta¢ klarownego, intensywnie zoéttego roztworu [118]. Zasada
metody opiera si¢ na reakcji redoks zachodzacej w Srodowisku zasadowym. Jony molibdenu
1 wolframu, poczatkowo obecne na stopniu utlenienia +6, ulegaja redukcji do formy +5 pod
wpltywem zwigzkow fenolowych, ktore petnig role czynnikéw redukujacych. Réwnoczesnie
dochodzi do utlenienia grup hydroksylowych przytaczonych do pier§cienia aromatycznego

(Rysunek 23).
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Rysunek 23. Schematyczne przedstawienie reakcji utlenienia kwasu galusowego odczynnikiem FC

[119].

W  wyniku tych przemian powstaje intensywnie niebieski kompleks typu
[(PMoW1:04)]*, ktorego maksimum absorpcji obserwuje si¢ w zakresie 620-760 nm
[120-121]. W jednej z prac badano ekstrakt z liSci brzozy, gdzie wykazano, ze intensywnos$¢
barwy kompleksu zalezy od catkowitego stezenia polifenoli w badanej probee (Rysunek 24) —

im wigksza zawartos¢, tym kompleks stanowi ciemniejszg barwe [122].

a) b) ©)

folin-Cioca® Folin-Ci Folin-Ce

Rysunek 24. Intensywno$¢ barwy kompleksu w zaleznosci od catkowitego stgzenia polifenoli w probce badanej
(ekstrakt z liSci biatej brzozy), gdzie a) najnizsze st¢zenie polifenoli, b) $rednie stezenie polifenoli,

¢) najwyzsze stezenie polifenoli [122].

Metoda Folina—Ciocalteu, pomimo swojej prostoty, pozostaje jedng z najbardziej
uniwersalnych technik pozwalajacych na iloSciowa ocen¢ catkowitej zawartosci fenoli. Jej
istotng zaletg jest mozliwo$¢ zastosowania do szerokiego spektrum zwigzkéw o zréznicowane;j
budowie chemicznej, co czyni jg przydatnym narz¢edziem =zaré6wno w badaniach

podstawowych, jak 1 w analizach aplikacyjnych [122].
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4. Uzasadnienie podjecia tematyki badawczej

W dobie narastajacej opornosci patogendéw na klasyczne terapie przeciwdrobnoustrojowe
poszukiwanie alternatywnych strategii staje si¢ jednym z priorytetow wspotczesnej nauki
i medycyny. Swiatowa Organizacja Zdrowia uznaje antybiotykoopornoé za jedno
z najpowazniejszych zagrozen zdrowia publicznego XXI wieku, a liczba infekeji trudnych
w leczeniu systematycznie ro$nie. W tym kontek$cie nanotechnologia otwiera nowe
mozliwosci, oferujgc  materiaty o unikalnych wilasciwosciach fizykochemicznych
1 biologicznych. Wsrdd nich szczegdlne miejsce zajmuja nanoczastki srebra, ktore wykazuja
szerokie spektrum aktywno$ci biologicznej — od dziatania bakteriobojczego, przez
przeciwgrzybicze, po wirusobojcze. Ich skutecznos$¢ jest wynikiem kilku naktadajacych sie
mechanizmow: zdolno$ci do penetracji 1 destabilizacji bton biologicznych, generowania
reaktywnych form tlenu, interakcji z biatkami i kwasami nukleinowymi oraz stopniowego
uwalniania jondw srebra. Co istotne, mechanizmy te dziataja rownoczes$nie i wielokierunkowo,
co ogranicza mozliwo$¢ wyksztatcenia klasycznej opornosci bakteryjnej czy wirusowej. Jednak
aktywno$¢ biologiczna AgNPs nie zalezy wytacznie od wlasciwosci samego srebra. Kluczowa
role odgrywa chemiczne i strukturalne otoczenie nanoczastek, obejmujace ligandy stabilizujace
powierzchni¢ nanoczastki oraz skladniki srodowiska koloidalnego. To wlasnie ligandy
decyduja o stabilnosci uktadu, tadunku powierzchniowym i, w konsekwencji, o skutecznosci
bioaktywnej w $rodowisku biologicznym. Szczegdlne zainteresowanie wzbudza w tym
konteks$cie kwas taninowy — naturalny polifenol o ztozonej strukturze, licznych grupach
hydroksylowych 1 udokumentowanej wiasnej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej. TA pelni
role zarowno reduktora jonow srebra, jak i liganda funkcyjnego powierzchni NPs, tworzac
hybrydowe uklady organiczno—nieorganiczne. Dotychczasowe badania wykazaty, ze uktady
AgNPs modyfikowane TA charakteryzuja si¢ wysoka aktywnoscig wirusobojcza, m.in. wobec
wirusa opryszczki pospolitej. Jednak wigkszos$¢ prac koncentruje si¢ na ocenie samego efektu
biologicznego, pomijajac szczegdlowa analize przemian chemicznych, jakim podlega TA
w Srodowisku koloidalnym. Tymczasem taniny s3 zwigzkami dynamicznymi i podatnymi na
transformacje. Moga ulega¢ utlenianiu, hydrolizie, tworzeniu oligomeréw czy polimerowych
powlok na powierzchni nanoczastek. Procesy te prowadzg do zmian w skladzie chemicznym
koloidu, w strukturze powtoki powierzchniowej oraz o dostepnosci wolnych grup funkcyjnych.
Zrozumienie tych przemian jest niezbedne do powigzania sktadu uktadu z jego aktywnos$cia

biologiczng i do $wiadomego projektowania nowych systemow terapeutycznych.
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Brak szczegotowych badan nad charakterystyka chemiczng i przemianami kwasu
taninowego w obecnosci nanoczastek srebra stanowi istotng luke badawcza. Jej wypetnienie
wymaga zastosowania zestawu wzajemnie uzupetniajacych si¢ technik, obejmujacych
mikroskopi¢ elektronowg (TEM, SEM), metody dyspersyjne i elektrokinetyczne (DLS, pomiar
potencjatu zeta) oraz techniki spektroskopowe i analityczne (UV-Vis, FT-IR, TLC, FC,
LC-MS). Pozwala to na jednoczesne monitorowanie zmian zachodzacych zaréwno
w czasie kondycjonowania catego uktadu koloidalnego. Podjecie tej problematyki ma
znaczenie zarOwno poznawcze, jak 1 aplikacyjne, gdyz umozliwia identyfikacje czynnikow
determinujacych stabilno$¢ koloidu, wtasciwosci fizykochemiczne i aktywno$¢ biologiczng
uktadow TA—AgNPs. Uzyskane wyniki mogg stanowi¢ podstawe do dalszego projektowania
nanomateriatbw o kontrolowanych parametrach 1 $wiadomym wykorzystaniu ich

w zastosowaniach biomedycznych.
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Cel, teza oraz zakres pracy badawczej

Cel pracy:

Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie przemian chemicznych kwasu taninowego
w srodowisku koloidalnym nanoczastek srebra oraz okreslenie ich wplywu na wilasciwosci

fizykochemiczne i biologiczne uktadu.

Teza pracy:

Kwas taninowy ulega przemianom w koloidach nanoczastek srebra wytwarzanych metoda
redukcji chemicznej z wykorzystaniem cytrynianu sodu wplywajac na aktywno$¢ biologiczng

nanoczastek funkcjonalnych.

Zakres niniejszej pracy obejmowal:

o Charakterystyke wyjsciowych zwigzkow organicznych — kwasu taninowego
1 cytrynianu sodu — pod katem ich wtasciwosci fizykochemicznych istotnych w syntezie

nanoczastek.

e Synteze nanoczastek srebra metoda redukcji chemicznej w obecnosci kwasu
taninowego 1 cytrynianu sodu, prowadzaca do uzyskania stabilnych koloidow o §rednim

rozmiarze rdzenia ok. 30 nm.

e Analiz¢ morfologii i rozmiaru rdzenia otrzymanych nanoczastek przy uzyciu technik
mikroskopowych 1 rozpraszania $wiatta oraz monitorowanie stabilno$ci koloidow

w czasie kondycjonowania (przechowywania)

e Doboér warunkéw chromatograficznych do analizy przemian kwasu taninowego oraz
optymalizacja metody Folina-Ciocalteu do oznaczania calkowitego st¢zenia wolnych
grup hydroksylowych TA w uktadach zawierajacych nanoczastki srebra oraz

w uktadach bez obecnosci srebra

o Badanie przemian kwasu taninowego w ukladzie koloidalnym oraz w uktadach
odpowiadajagcym warunkom syntezy bez obecno$ci srebra (probki odniesienia),

z wykorzystaniem technik komplementarnych (SEM, DLS, FC, TLC, UV-Vis, LC-MS).
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Poréwnanie uktadu (AgNPs) z uktadami kontrolnymi zawierajagcymi TA i/lub cytrynian
sodu w warunkach syntezy i przechowywania, w celu okres$lenia roli srebra w przebiegu

przemian chemicznych.

Korelacje¢ uzyskanych danych fizykochemicznych z aktywnoscig biologiczng wobec
wiruso6w HSV-1 1 HSV-2, celem okreslenia, ktore elementy skladu i przemian koloidu

warunkujg jego dziatanie wirusobojcze.
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5. Materialy i metody

5.1. Spis odczynnikow i materiatow

Ponizej zestawiono list¢ wykorzystanych odczynnikéw do realizacji niniejszej

rozprawy doktorskiej:

azotan (V) srebra — AgNO3, Sigma-Aldrich, 99,9999%, CAS: 7761-88-8,
kwas taninowy - C76Hs2046, Fluka, CAS: 1401-55-4,

cytrynian trisodu (dwuwodny) — CsHsO7Na3 - 2H>O, Sigma-Aldrich, > 99,0%,
CAS: 6132-04-3,

woda dejonizowana (korzystano z dejonizatora Millipore Simplicity UV),
aceton — C3HsO, Poch Basic, 99,5%, CAS: 67-64-1,

octan etylu — C4HgO., Sigma-Aldrich, > 99,9%, CAS: 141-78-6,

toluen — CsHsCHs, Poch Basic, 99,5%, CAS: 108-88-3

alkohol metylowy — CH3OH, Chempur, CAS: 67-56-1,

kwas mrowkowy — CH20», Chempur, 85%, CAS: 64-18-6,

odczynnik Folina-Ciocalteu, Sigma-Aldrich,

weglan sodu jednowodny - Na;COs - H20, Sigma-Aldrich, CAS: 5968-11-6,
jod krystaliczny, Chempur, CAS:7553-56-2

ptytki do chromatografii cienkowarstwowej (TLC), Supelco, 60778-25EA.
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5.2.Nanoczastki srebra otrzymane metodg redukcji chemicznej jako przedmiot badan

Metoda redukcji chemicznej nalezy do najczesciej stosowanych sposobow
otrzymywania nanoczastek srebra (AgNPs), ze wzgledu na swojg powtarzalno$¢ 1 mozliwos¢
kontrolowania parametrow fizykochemicznych produktu koncowego. W podejsciu tym
kluczowa role odgrywaja: prekursor jonow srebra, reduktor, ktory odpowiada za redukcje
jonow srebra (Ag') do formy metalicznej (Ag®) oraz stabilizator, zapobiegajacy aglomeracji
powstajacych nanoczastek. Przebieg reakcji, a tym samym wielkos¢, ksztatt
1 rozktad rozmiaréw nanoczastek, w duzej mierze zalezy od zastosowanego uktadu reagentow
oraz warunkéw prowadzenia syntezy: temperatury, czasu, pH i stezenia sktadnikow [123-124].
W niniejszej pracy wykorzystano metode redukcji chemicznej z udzialem kompleksu
tworzonego przez kwas taninowy i cytrynian sodu (TA-SC), ktérego rola zostala opisana
w Rozdziale 2.3. Kwas taninowy, dzigki obecno$ci licznych grup hydroksylowych, peni
funkcje reduktora jonéw Ag* do Ag’ ulegajac przy tym czesciowej oksydacji do struktur
chinonowych. Cytrynian sodu odpowiada natomiast za kompleksowanie jondw srebra oraz
stabilno$¢ powstajacych nanoczastek [33]. Schematyczne przedstawienie otrzymywania

nanoczastek srebra w obecnos$ci kompleksu TA-SC przedstawiono na Rysunku 25.
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Rysunek 25. Schematyczne przedstawienie reakcji otrzymywania nanoczastek srebra

w obecno$ci kompleksu kwasu taninowego z cytrynianem sodu (TA-SC) metoda redukcji chemicznej [33].
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Procedura syntezy nanoczgstek srebra

Nanoczastki srebra o rozmiarze 30 nm otrzymano metoda redukcji chemicznej w roztworze
wodnym. W Tabeli 1 przedstawiono ilosci odczynnikow uzytych do syntezy. Stosunek molowy

reagentoOw wynosit 1:7:2 (azotan (V) srebra: cytrynian sodu: kwas taninowy).

Tabela 1. Ilosci reagentéw uzytych do syntezy nanoczastek srebra.

Reagent Stezenie roztworu Masa uzyta [g]
[%0]
Azotan (V) srebra 1,0 1,574
AgNO3
Kwas taninowy 5 0,630
Cr6Hs2046
Cytrynian sodu 4 4,181
Na;CsHs0-

Woda dejonizowana

H,O

- 95,613

Przebieg procesu wytwarzania nanoczgstek: do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml dodano
1,574 g wczesdniej przygotowanego roztworu azotanu (V) srebra (AgNOs, 1%), a nastgpnie
95,613 g wody dejonizowanej. Otrzymang mieszaning ogrzewano do wrzenia na mieszadle
magnetycznym z funkcjg grzania, stosujgc chtodnice zwrotng. Rownolegle przygotowano
roztwor kwasu taninowego (TA, 5%) oraz cytrynianu sodu (NasCsHsO7, 4%), a nastepnie
odmierzono do jednej probowki 0,630 g roztworu TA i 4,181 g roztworu cytrynianu sodu
1 wstawiono do tazni wodnej na ok. 5 minut (80°C). Po doprowadzeniu roztworu azotanu (V)
srebra do wrzenia natychmiast dodano mieszaning kwasu taninowego 1 cytrynianu sodu do
mieszaniny reakcyjnej. Po kilku sekundach od wprowadzenia reagentow roztwor zmienit
barwe¢ herbaciang, co $wiadczyto o redukcji jonow Ag* i formowaniu si¢ nanoczastek srebra.
Reakcje¢ prowadzono przez 15 minut w temperaturze wrzenia, ciggle mieszajac, zapewniajac
jednorodne rozproszenie ciepta w mieszaninie reakcyjnej. Po zakonczeniu syntezy koloid miat
postac jednorodnej, herbacianej mieszaniny (Rysunek 26). Otrzymany uktad pozostawiono do

schlodzenia do temperatury pokojowej i przechowywano w miejscu bez dostepu $wiatla.
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Rysunek 26. Zdjecie koloidu nanoczgstek srebra po procesie syntezy.

Tak przygotowany koloid nanoczastek srebra poddano dalszej analizie pod katem stabilnosci,
wielko$ci czastek, potencjatu zeta oraz skladu chemicznego s$rodowiska koloidalnego
otaczajacego nanoczgstki z wykorzystaniem technik: SEM, DLS, FT-IR, FC, TLC, UV-Vis,
LC-MS. Wyniki tych badan przedstawiono w kolejnych rozdzialach.

5.3. Metody charakterystyki wykorzystane w pracy

W celu charakterystyki ukladéow koloidalnych zawierajacych nanoczastki srebra
wytwarzane z udzialem kwasu taninowego i1 cytrynianu sodu zastosowano zestaw metod
1 technik analitycznych, ktére opisujg zarowno rdzen metaliczny nanoczastek oraz zwigzki
obecne w fazie cieklej. Analizie poddano: (i) ksztalt i wielko§¢ rdzenia nanoczastek, a takze
wytracone krystality (mikroskopia elektronowa), (ii) §rednice hydrodynamiczng i rozktad
wielko$ci oraz tadunek powierzchniowy/potencjat zeta (DLS), (iii) wlasciwosci optyczne
zwigzane z pasmem plazmonowym (UV-Vis), (iv) grupy funkcyjne i oddzialywania ligand—
metal oraz zmiany w czasie (FT-IR), (v) jakosciowy profil zwigzkéw fenolowych oraz ich
przemiany (TLC) oraz (vi) catkowita zawarto§¢ wolnych grup hydroksylowych (metoda

Folina—Ciocalteu).

Ksztalt oraz rozmiar otrzymanych nanoczastek srebra analizowano za pomoca
skaningowego mikroskopu elektronowego Nova NanoSEM 450 (FEI), wyposazonego
w detektor STEM I, pracujacego w trybie elektronow przechodzacych przy napigciu
przyspieszajacym 30 kV. Prébki NPs przygotowywano poprzez naniesienie kropli koloidu na

podtoze weglowe umieszczone na miedzianych siatkach (Rysunek 27a), a nastepnie
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pozostawiano je do odparowania rozpuszczalnika. Na podstawie uzyskanych obrazow
okreslono ksztalt nanoczastek, ich jednorodno$¢ oraz $redni rozmiar (Rysunek 27b).
Histogramy rozktadu wielkos$ci czastek sporzadzono na podstawie pomiaréw co najmniej 300
nanoczastek, co pozwolilo na ocen¢ rozrzutu wielkosci wokot wartosci $redniej. Analiza
danych byta przeprowadzana przy uzyciu programu Motic Images Plus. Do charakterystyki
wytraconych krystalitow stosowano te samg technike mikroskopii elektronowej poprzez
depozycje wytraconych struktur na tasmie weglowej (wykorzystano detekcje elektronow

wtornych (detektor ETD)).

Rysunek 27. Zdjecie siatki miedzianej z podtozem weglowym (a) oraz obraz nanoczastek srebra

uzyskany w trybie STEM, z zaznaczonymi pomiarami $rednicy czastek (b).

W celu potwierdzenia obecno$ci nanoczastek srebra w badanych uktadach koloidalnych
na podstawie charakterystycznego pasma SPR wykorzystano spektrofotometr UV-Vis 5600
Biosens (METASH). Widma absorbancji rejestrowano w zakresie 300—600 nm. Do pomiaréw
koloidéw stosowano kuwety kwarcowe o dtugosci drogi optycznej 1 cm, zapewniajace wysoka
przepuszczalno$¢ w zakresie nadfioletu. Spektroskopia UV-Vis byla rowniez wykorzystana
jako technika detekcyjna w analizie kolorymetrycznej prowadzonej metodg Folina— Ciocélteu,
stuzacej do monitorowania zawartosci grup hydroksylowych w badanych uktadach. W tym
przypadku stosowano jednorazowe kuwety plastikowe, odpowiednie do rejestracji w zakresie
swiatta widzialnego. Jako probke odniesienia (tlo) we wszystkich analizach stosowano wode
dejonizowang. Przyktadowe widmo UV-Vis z charakterystycznym pasmem maksimum

absorpcji dla nanoczastek srebra przedstawiono na Rysunku 28.
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Rysunek 28. Widmo UV-Vis nanoczastek srebra.

Srednice hydrodynamiczng oraz rozktad wielkosci czastek wyznaczano metoda
dynamicznego rozpraszania §wiatta z uzyciem Litesizer™ 500 firmy Anton Paar. Pomiar
prowadzono w temperaturze 25 °C, w kuwetach kwarcowych (1 cm). Parametry optyczno-
reologiczne uzyte w obliczeniach: materiat (czastki): srebro, rozpuszczalnik: woda, $redni
wspolczynnik zatamania §wiatta rozpuszczalnika wynosit 1,330267, lepkos¢ = 0,00089 Pa-s.
Dla kazdej probki wykonywano seri¢ niezaleznych oznaczen. Opracowanie danych
prowadzono w oprogramowaniu Kalliope Anton Paar; raportowano $rednice hydrodynamiczng
oraz rozrzut wielko$ci. Potencjat elektrokinetyczny okreslano metoda elektroforetycznego
rozpraszania $wiatta na Litesizer™ 500 (Anton Paar), w kuwecie typu Omega, w temperaturze
25 °C. Urzadzenie rejestrowalo liczbg przebiegéw przetworzonych dla kazdego pomiaru
(np. 300) oraz parametry wspomagajace. Wyniki przedstawiano jako $redni potencjal zeta wraz

z odchyleniem standardowym.

Pomiary uzyskanych widm FT-IR koloidow NPs oraz probek odniesienia prowadzono
w zakresie 4000400 cm™! za pomocg spektrofotometru Nicolet iS50 firmy Thermo Scientific,
wyposazonego w detektor MCT (ang. Mercury Cadmium Telluride), umozliwiajacego
rejestracje pasm absorpcyjnych w zakresie Sredniej podczerwieni. W badaniach zastosowano
dwie techniki pomiarowe. Pierwsza z nich - spektroskopia w trybie odbiciowym z uzyciem
pastylek KBr (Easydiff KBr) — probki odno$nikéw (np. kwasu elagowego, galusowego,
taninowego) oraz wytragconych krystalitow przygotowano poprzez utarcie proszku/osadu
w mozdzierzu agatowym wraz z bromkiem potasu (KBr), a nast¢pnie umieszczano w formach

(kubkach) pomiarowych. Rejestracj¢ prowadzono w trybie odbiciowym wzgledem tta KBr.
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Natomiast druga metoda - spektroskopia ostabionego catkowitego odbicia (ang. Attenuated
Total Reflectance, ATR) — zastosowano przystawke ATR z krysztalem z selenku cynku (ZnSe),
przy kacie padania promieniowania rownym 40°. Metoda ta umozliwilta bezposrednia analize
koloidow nanoczastek srebra oraz mieszanin kwasu taninowego z cytrynianem sodu (TA—CA)
w stanie ciektym, bez koniecznosci ich suszenia. Pozwolito to na zachowanie rzeczywistych

warunkow fizykochemicznych probek, takich jak pH, stezenie i temperatura.

Chromatografia cienkowarstwowa zostala zastosowana w celu jako$ciowej analizy
przemian zwigzkoéw fenolowych obecnych w ukladach zawierajagcych kwas taninowy,
cytrynian sodu oraz nanoczastki srebra. Technika ta umozliwia szybkie rozdzielanie mieszanin
wielosktadnikowych oraz porownanie profili badanych probek wzgledem probek odniesienia.
Do analiz zastosowano ptytki chromatograficzne pokryte zelem krzemionkowym
z fluorescencyjnym wskaznikiem przy 254 nm (Silica Gel 60 F254, Supelco). Na linie startu
nanoszono 3 pL probki przy uzyciu skalibrowanej pipety automatycznej o zmiennej objetosci.
Po aplikacji krople pozostawiano do catkowitego wyschni¢cia w temperaturze pokojowe;j,
a nastgpnie ptytki dodatkowo suszono w prézni w celu usunigcia pozostatosci
rozpuszczalnikéw przed rozwijaniem chromatogramow. Komore chromatograficzng nasycano
parami fazy ruchomej przez okoto 15 minut w celu zapewnienia stabilnych 1 powtarzalnych
warunkow rozdziatu. Do rozwijania zastosowano dwa uktady rozpuszczalnikow:
toluen : aceton : kwas mrowkowy (3:3:1, v/v/v) — faza F1 oraz toluen : octan etylu : kwas

mrowkowy (5:5:1, v/v/v) — faza F2.

Badania z wykorzystaniem chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometriag mas
(LC-MS) przeprowadzono we wspotpracy z Polska Akademia Nauk w Lodzi, z zastosowaniem
aparatu Waters Synapt G2-Si. Rozdzial prowadzono na kolumnie odwroconofazowe;j typu C8,
stosujac gradient oparty na mieszaninie wody 1 metanolu. Zastosowane warunki umozliwity
efektywne rozdzielenie zwigzkdéw o zréznicowanej polarnosci oraz $ledzenie jakosciowych

zmian w badanych uktadach.

Badania aktywnos$ci wirusobdjczej przeprowadzono we wspotpracy z Wojskowym
Instytutem Higieny i Epidemiologii im. gen. Karola Kaczkowskiego w Warszawie w ramach
projektu  badawczego = NCN-OPUS  (2018/31B/NZ6/02606).  Testy = prowadzono
z wykorzystaniem laboratoryjnych szczepow herpes simplex virus typu 1 (HSV-1, szczep
McKTrae) oraz typu 2 (HSV-2, szczep 333), namnazanych w hodowlach komoérkowych linii
Vero. W badaniach in vitro oceniano zdolno$¢ nanoczastek srebra do ograniczania zakaznosci

wirusa w klasycznym te$cie tworzenia plakéw (plaque assay). W tym celu wirusy inkubowano
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z zawiesing nanoczastek przez okreslony czas, a nast¢pnie nanoszono na monowarstwy
komorek Vero. Po okresie adsorpcji usuwano nadmiar wirusa, a hodowle przykrywano
pozywka zawierajaca warstwe polstaty. Po inkubacji prowadzono barwienie i zliczanie
powstalych ognisk cytopatycznych (plakéw), co umozliwiato okreslenie stopnia zahamowania

infekcji w obecnosci badanych uktadéw koloidalnych.
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6. Dobor warunkow chromatograficznych do analizy przemian kwasu
taninowego

W  niniejszych badaniach konieczno$¢ optymalizacji metody chromatografii
cienkowarstwowej wynikata z kilku czynnikow: stosowania niskich stezen probek (rzedu ppm),
wysokiego podobienstwa strukturalnego pomigdzy analizowanymi zwigzkami fenolowymi
oraz mozliwosci zachodzenia przemian prowadzacych do powstawania produktow
o zblizonych strukturach. W tych warunkach standardowe procedury TLC okazaly sie¢
niewystarczajace, dlatego podjeto probe opracowania zestawu warunkoéw umozliwiajacych
uzyskanie powtarzalnych i jednoznacznych chromatograméow. Proces optymalizacji obejmowat
zarowno dobor odpowiedniego rodzaju ptytek chromatograficznych i faz ruchomych, jak
1 okreslenie zestawu probek odniesienia, ktore stanowity punkt poréwnawczy dla dalszych
analiz. Chociaz metoda TLC jest powszechnie znana do separacji zwigzkow organicznych,
w literaturze brak jest ugruntowanych procedur prowadzenia analiz TLC dla uktadéw
koloidalnych zawierajacych nanoczastki srebra, stad konieczno$¢ dostosowania warunkow

eksperymentalnych do specyfiki badanego materiatu.

Do testow wybrano trzy rézne rodzaje plytek (Rysunek 29): RP-18 (ang. reversed
phase), celulozowe oraz pokryte zelem krzemionkowym (Silica Gel 60). Kazdy z tych
sorbentéw reprezentuje odmienne wlasciwosci powierzchniowe — RP-18 charakteryzuje si¢
hydrofobowa faza odwrdcona, celuloza stanowi przyklad sorbentu polarnego o charakterze
weglowodanowym, natomiast zel krzemionkowy to klasyczny sorbent polarny oparty na
grupach —Si—OH. Poréwnanie tych plytek pozwolito oceni¢ wptyw charakteru fazy stacjonarne;j
na rozdziat zwigzkow fenolowych w badanych uktadach. Na trzech plytkach rozwijano ta sama
probke, w celu porownania efektow wizualnych i rozdzialu mieszaniny. Probka testowa byt
koloid nanoczastek srebra otrzymany w obecnosci kwasu taninowego i1 cytrynianu sodu.
Najlepsze rezultaty uzyskano dla plytek pokrytych zelem krzemionkowym (Rysunek 29c)
z fluorescencyjnym wskaznikiem (Silica Gel 60 F254), ktore wykazywaty wysoka czutos¢
w detekeji UV (254 nm), dobrg powtarzalno$¢ rozdziatu oraz rownomierne rozwijanie fazy
stacjonarnej (w porownaniu do ptytek a i ¢ na Rysunku 29), co istotnie utatwialo interpretacje

chromatogramow.
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Rysunek 29. Ptytki TLC: a) hydrofobowe ptytki RP-18 z faza odwrdcona, b) ptytki pokryte celuloza oraz c) ptytki
pokryte zelem krzemionkowym.

Na podstawie analizy literatury [111, 112, 113] oraz wstepnych badan wilasnych,
wyselekcjonowano uktady trojsktadnikowe z udziatem: toluenu, acetonu lub octanu etylu oraz
kwasu mrowkowego. Dodatek skladnika o odczynie kwasnym byt konieczny, poniewaz
poprawiatl ostro$¢ sygnatow (Rysunek 30b) i ograniczat oddziatywania grup hydroksylowych
z sorbentem krzemionkowym, co zwigkszato efektywnosc¢ rozdziatu w stosunku do plytki bez
sktadnika o odczynie kwasnym (Rysunek 30a). Na Rysunku 30 przedstawiono wybrang ptytke

TLC bez sktadnika o odczynie kwasnym (a) oraz ze sktadnikiem o odczynie kwasnym (b).

Rysunek 30. Ptytka TLC z przyktadowsg fazg ruchoma bez sktadnika o odczynie kwasnym (a) oraz ze sktadnikiem

0 odczynie kwasnym (b).
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Zastosowanie fazy ruchomej F1 toluen : aceton : kwas mrowkowy (3:3:1, v/v/v) powodowato
migracj¢ kwasu taninowego z linii startu (Rysunek 31a). Natomiast przy uzyciu fazy F2 toluen
: octan etylu : kwas mrowkowy (5:5:1, v/v/v) zaobserwowano, ze kwas taninowy pozostawat

na linii startu (Rysunek 31b).

Rysunek 31. Ptytki TLC z wykorzystaniem: a) fazy ruchomej F1 oraz b) fazy ruchome;j F2.

Kolejnym etapem bylo wyselekcjonowanie zwigzkéw o budowie zblizonej do kwasu
taninowego, a jednoczes$nie dostgpnych komercyjnie, poniewaz nie wszystkie zwigzki
pochodzenia naturalnego posiadaja wzorce analityczne. Zgodnie z doniesieniami
literaturowymi [125] kwas taninowy moze ulega¢ przemianom prowadzacym do powstania
kwasu galusowego 1 kwasu elagowego. W zwigzku z tym, oprocz kwasu taninowego, do badan
wlaczono réwniez te zwigzki jako probki odniesienia, aby mozliwe bylo $ledzenie
potencjalnych przemian w analizowanych uktadach. W tych warunkach mozliwe bylo
uzyskanie wyraznej separacji pomiedzy kwasem galusowym (GA), kwasem elagowym (EA)
oraz kwasem taninowym (TA) — przedstawione na Rysunku 32, co mialo kluczowe znaczenie
dla dalszych analiz. W analizach wykorzystano zestaw probek odniesienia przygotowanych
w stezeniu 150 ppm. Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalnos¢ kwasu elagowego, ktory nie
tworzyt klarownych roztworéw wodnych nawet przy stezeniu 1 ppm, prébki tego zwigzku
przygotowywano w metanolu. Na Rysunku 26 przedstawiono przyktad chromatogramu dla GA,

EA i TA oraz ich mieszaniny, uzyskany w optymalnych warunkach rozdziatu.
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Rysunek 32. Chromatogram probek odniesienia: 1) kwas taninowy (TA), II) kwas galusowy (GA),
IIT) kwas elagowy (EA) oraz (IV) ich mieszanina (3 sktadniki, 150 ppm), rozwini¢ty w uktadzie fazy

ruchome;j toluen : octan etylu : kwas mrowkowy (5:5:1, v/v/v).

W ramach optymalizacji warunkéw chromatografii cienkowarstwowej przygotowano matryce
probek odniesienia (Rysunek 33) w czasie to obejmujaca zwigzki fenolowe istotne
z punktu widzenia dalszych badan. Do zestawu wlaczono: 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-
glukoza (PGG), mieszaning PGG z cytrynianem sodu (PGG+CA), kwas taninowy (TA), kwas
galusowy (GA) oraz kwas elagowy (EA). Roztwory probek przygotowywano w stezeniu 150
ppm, co stanowito kompromis pomig¢dzy czulo$cig detekcji a stabilno$cia roztworow.
Dodatkowo, w wybranych przypadkach nanoszono na lini¢ startu podwojng objetos¢ (2 x 3
uL), co odpowiadato efektywnemu st¢zeniu okoto 300 ppm i pozwalato oceni¢ wptyw ilosci

naniesionej substancji na intensywnos$¢ sygnatow.
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Rysunek 33. Matryca  probek  odniesienia: PGG+CA  (1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukoza
z cytrynianem sodu), PGG (1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukoza), TA (kwas taninowy), GA (kwas galusowy)
oraz EA (kwas elagowy) w stezeniu 150 ppm; po prawej stronie powtdrzone proby PGG, TA, GA i EA
w podwdjnym nakropleniu (=300 ppm). Chromatogram rozwinig¢ty w uktadzie fazy ruchomej F1 (toluen : aceton

: kwas mrowkowy, 3:3:1, v/v/v).

Analiza chromatogramow wykazata, ze GA 1 EA w fazie Flmigruja w bardzo zblizonym
zakresie wysoko$ci, co utrudnia ich jednoznaczne rozrdznienie. Ponadto sygnaty
odpowiadajagce EA mialy tendencje do smuzenia, co wskazuje na jego ograniczong
kompatybilnos$¢ z wybrang faza ruchoma. W przypadku TA, jako zwigzku o najwigkszej masie
czasteczkowej w zestawie, obserwowano czg¢sciowe pozostawanie sygnatu na linii startu
w okreslonych warunkach rozwijania. W niniejszych badaniach nie obliczano warto$ci
wspotczynnikoéw retencji (Rf), gdyz analiza miata charakter jako$ciowy. Gtownym celem byto
uchwycenie obecno$ci i wzglednych réznic w migracji poszczegdlnych zwigzkoéw, a nie
iloSciowa ocena ich mobilnosci. Interpretacja chromatogramdéw opierala si¢ zatem na
poréwnaniu potozenia oraz intensywnos$ci sygnatow wzgledem matrycy probek odniesienia, co

bylo wystarczajace dla oceny przemian zachodzacych w badanych uktadach.

W celu pelnej oceny wszystkich sktadnikow ukladu konieczne bylo zastosowanie
réznych metod wizualizacji chromatogramow. Podstawowa technikg detekcji byta obserwacja
w $wietle UV przy dlugosci fali 254 nm, umozliwiajaca szybka identyfikacje zwiazkow
fenolowych. W niektorych przypadkach stosowano dodatkowo ekspozycje plytek na opary
jodu, co pozwalalo potwierdzi¢/wykluczy¢é obecnos¢ zwigzkéw  organicznych

niewykazujacych wyraznej fluorescencji. Nie wszystkie sktadniki byty jednak widoczne przy
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uzyciu tych standardowych procedur. Cytrynian sodu nie dawat sygnatu ani w §wietle UV, ani
po wywolaniu jodem, dlatego jego detekcja wymagala zastosowania roztworu nadmanganianu
potasu (NaMnOas). W celu poprawy kontrastu i jako$ci obrazu sygnatow wykorzystano
dodatkowo program Image Lab, umozliwiajacy analiz¢ w roznych trybach wizualizacji.
Do badan przygotowano dwie probki cytrynianu sodu w réznych st¢zeniach: 4% oraz 0,1672%.
Roztwor 4% odpowiadat st¢zeniu cytrynianu stosowanemu w procesie syntezy nanoczastek
srebra, natomiast stezenie 0,1672% zostalo dobrane tak, aby odzwierciedlalo warunki
wystepujace w badanych uktadach koloidalnych. Dzigki temu mozliwe byto zaréwno
potwierdzenie obecnosci cytrynianu w probce o wysokim stezeniu, jak 1 ocena czuto$ci detekcji
w zakresie odpowiadajacym rzeczywistym uktadom. Na Rysunku 34 przedstawiono przyktad
chromatogramu cytrynianu sodu uzyskanego przy obu st¢zeniach. Sygnaly réznily sig
intensywnos$cig, przy czym ich polozenie pozostawato niezmienione, co potwierdza

specyficznos¢ zastosowanej metody wywolywania.

a)

SC 4% SC 0,1672%

8

Rysunek 34. Zdjecie ptytki TLC cytrynianu sodu (SC) o st¢zeniu 4% oraz 0,1672% po wywotaniu
nadmanganianem potasu (NaMnOs) i analizie obrazu w programie Image Lab (a) — odwzorowanie

kolorystyczne intensywnosci, b) — obraz w skali odwrdconej).
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W odréznieniu od zwigzkow odniesienia, nanoczastki srebra pozostawaty na linii startu
niezaleznie od zastosowanej fazy ruchomej (Rysunek 35). Brak migracji wskazuje na istotne
ograniczenia ich mobilnosci w zelu krzemionkowym, wynikajace najprawdopodobniej
z duzego rozmiaru i charakteru koloidalnego czastek, ktore nie mogg przemieszczaé si¢

w porowatej strukturze sorbentu.

— nanoczgstki srebra
Faza ruchoma: toluen: aceton: kwas mrowkowy (3:3:1)

Rysunek 35. Zdj¢cie ptytki TLC nanoczastek srebra w czasie przechowywania (to oraz ti4). Sygnaty pochodzace

od nanoczastek pozostaja na linii startu niezaleznie od warunkéw rozwijania i czasu kondycjonowania.

Takie zachowanie nanoczastek na plytkach TLC okazato si¢ jednak korzystne z punktu
widzenia analizy porownawczej. Umozliwialo bowiem jednoznaczne rozrdznienie sygnatow
pochodzacych od samych nanoczastek (pozycja startowa) oraz od produktéw przemian
zachodzacych w ich otoczce organicznej, ktore w czasie inkubacji uktadow migrowaty z r6zna
szybkoscig w zaleznosci od zastosowanej fazy ruchome;j. Dzigki temu TLC stata si¢ narzedziem
nie tylko do identyfikacji podstawowych sktadnikéw matrycy, lecz takze do monitorowania
dynamiki przemian jako$ciowych w badanych uktadach koloidalnych. Nalezy jednak
podkresli¢, ze w przypadku zlozonych uktadow polifenolowych wspdiczynnik retencji /
migracji (ang. retardation factor, Rf) nie zawsze pozwala na jednoznaczng identyfikacje
poszczegodlnych zwigzkow, dlatego TLC pelni gldwnie role metody wstepnej, ktorg nalezy
uzupetiac bardziej precyzyjnymi technikami, takimi jak UV-Vis, metoda Folina-Ciocalteu czy

LC-MS.
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7. Optymalizacja metody Folina-Ciocalteu do oznaczania calkowitego
stezenia wolnych grup hydroksylowych w koloidzie nanoczgstek
srebra

W celu monitorowania przemian kwasu taninowego w badanych uktadach konieczne
byto dostosowanie warunkéw metody Folina—Ciocalteu do koloidu nanoczastek srebra.
Technika ta jest powszechnie stosowana do oznaczania catkowitej zawartosci polifenoli
(jak opisano w Rozdziale 3). Podstawowym standardem odniesienia w tej metodzie jest kwas
galusowy, stanowigcy jednostke strukturalng kwasu taninowego, a zarazem jedng z jego
dziesigciu czasteczek. Zwigzek ten charakteryzuje si¢ wysoka reaktywnoscig dzigki obecnosci
trzech grup hydroksylowych w pier$cieniu aromatycznym, co czyni go odpowiednim punktem

odniesienia do wyrazania wynikow w przeliczeniu na kwas galusowy.

Procedura oznaczen metoda Folina—Ciocalteu

We wszystkich oznaczeniach, niezaleznie od rodzaju badanej probki, stosowano
identyczng procedure postepowania. Do jednorazowych kuwet dodawano kolejno: 1,0 ml wody
dejonizowanej, 0,125 ml badane; probki oraz 0,125 ml odczynnika Folina—Ciocalteu
rozcienczonego trzykrotnie woda dejonizowang. Po 5 minutach inkubacji w warunkach
pokojowych do mieszaniny dodawano 0,125 ml roztworu weglanu sodu, po czym cato$¢
doktadnie wymieszano 1 przechowywano w zaciemnieniu przez 1 godzing. Czas ten zostat
dobrany tak, aby zapewni¢ stabilnos¢ barwy powstajacego kompleksu molibdenowo-
wolframowego, stanowigcego podstawe metody Folina—Ciocalteu (opisanej w Rozdziale 3).
Po uptywie 1 godziny probki charakteryzowano technika spektroskopii UV-Vis, rejestrujac
widmo w zakresie 600—800 nm 1 odczytujagc maksimum absorpcji przy dlugosci fali 765 nm.
Wszystkie czynno$ci wykonywano przy uzyciu pipet automatycznych, uprzednio
sprawdzonych i skalibrowanych. Obj¢tosci odmierzano wagowo, co zapewnialo wysoka
precyzj¢ 1 powtarzalnos¢ przygotowania probek do oznaczen. Poniewaz oznaczenia dotyczyty
okreslania catkowitego stezenia wolnych grup hydroksylowych, w pierwszej kolejnosci
sprawdzono, czy sam cytrynian sodu (o stezeniu 0,1672% - jak w syntezie TA-AgNPs) wchodzi
w reakcje z odczynnikiem FC (Rysunek 36).
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Widma rejestrowano bezposrednio po zmieszaniu wszystkich odczynnikow (to) oraz po uptywie
60 minut (teo) — zgodnie z procedurg metody oznaczen FC (Rysunek 36). Pomiar w chwili
poczatkowej (to) mial na celu oceng, czy reakcja redukcji moglaby zachodzi¢ natychmiast po
kontakcie cytrynianu z odczynnikiem FC. Natomiast analiza po 60 minutach pozwolita
sprawdzi¢, czy ewentualne efekty mogtyby ujawnia¢ si¢ dopiero w czasie inkubacji, zgodnie

ze standardowym przebiegiem metody.
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Rysunek 36. Widmo UV-Vis probki roztworu cytrynianu sodu oznaczanej metodg FC (w stgzeniu
odpowiadajacym warunkom syntezy nanoczastek srebra (0,1672%), zarejestrowane bezposrednio po

przygotowaniu probki (to) oraz po 60 minutach inkubacji (tso) wraz ze wzorem strukturalnym czasteczki cytrynianu

sodu.

W obu przypadkach nie zaobserwowano powstania charakterystycznego pasma absorpcji
w zakresie 765 nm, a przebieg widm odpowiadal wartosciom réwnym zero. Wynik ten

jednoznacznie potwierdza, ze cytrynian sodu nie redukuje odczynnika FC i nie generuje

sygnatu analitycznego.
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Krzywe kalibracyjne

Na podstawie opisanej procedury przygotowano krzywe kalibracyjne w zakresie stezen
10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 200 ppm. Pierwsza z nich opracowano dla kwasu
galusowego (GA). Druga krzywa przygotowano dla mieszaniny GA z cytrynianem sodu
(GA-CA), poniewaz cytrynian sodu stanowi skladnik badanych uktadéw koloidalnych —
pehiac role stabilizatora nanoczastek srebra — dlatego konieczne byto sprawdzenie, czy jego
obecnos$¢ moze wptywac na przebieg reakcji barwnej 1 doktadnos$¢ oznaczen w obecnosci GA.
Na Rysunku 37 przedstawiono krzywe kalibracyjne dla: a) kwasu galusowego (GA)

oraz b) kwasu galusowego z cytrynianem sodu (GA-CA).
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Rysunek 37. Krzywe kalibracyjne: a) kwasu galusowego (GA) oraz b) kwasu galusowego

z cytrynianem sodu (GA-CA) w zakresie stezen 10-200ppm.

Uzyskane zaleznosci absorbancji od stezenia cechowaty si¢ bardzo wysoka liniowoscia, o czym
swiadcza warto$ci wspdtezynnikow determinacji (R? = 0,9973 dla GA oraz R? = 0,9977 dla
GA-CA). Nachylenia prostych regresji byty zblizone (0,0075 oraz 0,0077), co wskazuje,
ze obecnos¢ cytrynianu sodu w polaczeniu z kwasem galusowym nie powoduje istotnych rdznic
w intensywnosci reakcji ani w czulo$ci metody. Wynik ten jest szczegélnie istotny, gdyz
jednoznacznie potwierdza, ze cytrynian sodu nie wchodzi w reakcje z odczynnikiem FC i nie
zakléca oznaczen prowadzonych dla zwigzkéw fenolowych. W konsekwencji wszystkie dalsze
oznaczenia wykonywano w przeliczeniu na kwas galusowy, zgodnie z powszechnie przyjeta

praktyka w literaturze [120].
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Wplyw nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem sodu na oznaczenia metodg FC

W kolejnym etapie oceniono mozliwos¢ wykorzystania metody Folina—Ciocalteu do
oznaczen w obecno$ci nanoczastek srebra. W tym celu wykorzystano nanoczastki srebra
stabilizowane cytrynianem sodu (SC-AgNPs), otrzymane zgodnie z procedurg opisang w pracy
[25], o srednim rozmiarze czastek ~30 nm, zblizonym do morfologii nanoczastek srebra
bedacych przedmiotem badan. Doswiadczenia przeprowadzono przy stezeniu srebra 100 ppm,
odpowiadajagcym warunkom zastosowanym w badanych koloidach. Widmo UV-Vis SC-AgNPs
(Rysunek 38) charakteryzowalo si¢ obecnosciag wyraznego pasma plazmonowego przy ok. 400
nm, typowego dla nanoczastek srebra, ktore nie wptywato na odczyty w zakresie 765 nm
stosowanym w metodzie FC. Po zmieszaniu z odczynnikami Folina—Ciocalteu juz w chwili
poczatkowej (to) zaobserwowano podniesienie linii bazowej, a po 60 minutach (teo) efekt ten
byt wyraznie nasilony. Otrzymane wyniki wskazuja, ze obecno$¢ nanoczastek srebra moze
zawyzaé absorbancj¢ rejestrowang w warunkach reakcji FC, co nalezy uwzgledni¢ przy

interpretacji wynikow.
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Rysunek 38. Widma UV-Vis nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem sodu (SC-AgNPs, 100 ppm Ag,
linia cigglta niebieska), bezposrednio po zmieszaniu reagentow (to, linia przerywana zielona) oraz po 60 minutach

inkubacji (teo, linia przerywana fioletowa).
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Krzywa kalibracyjna SC-AgNPs

W celu ilo$ciowej oceny wptywu obecnosci nanoczastek srebra na wynik oznaczen
przygotowano krzywa kalibracyjng dla AgNPs stabilizowanych cytrynianem sodu
(SC-AgNPs). Procedura przygotowania probek byla analogiczna jak w przypadku krzywych
kalibracyjnych GA oraz GA-CA, przy czym zakres stezen nanoczastek obejmowat wartosci od
20 do 200 ppm (wyrazone jako stezenie srebra). Uzyskana zalezno$¢ (Rysunek 39)
charakteryzowala si¢ bardzo wysoka liniowoscig (R? = 0,9995), a nachylenie prostej regresji

(0,003) wskazuje na systematyczny wzrost absorbancji wraz ze ste¢zeniem nanoczastek.
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Rysunek 39. Krzywa kalibracyjna nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem sodu (AgNPs-CA) w zakresie

stezen 20-200 ppm (wyrazonych jako stezenie srebra), uzyskana metoda Folina—Ciocalteu.

Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze obecnos¢ AgNPs prowadzi do zawyzania
sygnatu rejestrowanego w metodzie Folina—Ciocalteu. Efekt ten jest proporcjonalny do steZenia
srebra 1 powinien by¢ uwzgledniany przy interpretacji wynikoéw uzyskanych dla wtasciwych

uktadéw koloidalnych zawierajacych kwas taninowy (lub jego pochodne).
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Wplyw obecnosci nanoczastek srebra na oznaczenia kwasu taninowego metoda FC

W celu ilosciowej oceny wptywu obecnosci nanoczastek srebra na wyniki oznaczen
przygotowano seri¢ prob, w ktorych stezenie kwasu taninowego (TA) utrzymywano stale na
poziomie 100 ppm, natomiast zmieniano st¢zenie nanoczastek srebra stabilizowanych
cytrynianem sodu (SC-AgNPs) w zakresie 20200 ppm. Stezenie TA (100 ppm) zostalo
uprzednio zweryfikowane metodg Folina—Ciocalteu i przyjete jako warto$¢ odniesienia. Kazda
z probek analizowano zgodnie z opisanym wczesniej schematem procedury FC, a uzyskane

warto$ci absorbancji przeliczano na jednostki kwasu galusowego.

Tabela 2. Wplyw ilosci nanoczastek srebra o zmiennym stezeniu na dodatek stalego stezenia kwasu taninowego

(stezenie kwasu taninowego: 100 ppm).

AgNPs @ Stezenie ob}lczo.ne na - Wartose stezenia s.rebra Stezenie finalne TA po uwzglednieniu
podstawie pomiaru i krzywej przy danym stezeniu Ag K @
[ppm] kalibracyjnej [ppm] ® [ppm] © nanoczastek [ppm]
200 169 79 90
150 153 62 91
100 132 41 91
75 122 31 91
50 117 20 97
20 105 6 99

Analiza wynikow zestawionych w Tabeli 2 wykazala, ze wraz ze wzrostem stgzenia AgNPs
obserwuje si¢ systematyczne zawyzanie warto$ci ilosci tanin oznaczonych metoda FC (Tabela
2®), Przyktadowo, przy stezeniu nanoczgstek 200 ppm wynik oznaczenia wynosit 169 ppm,
natomiast przy 20 ppm — 105 ppm (Tabela 2®). W celu korekcji uzyskanych danych
wykorzystano krzywa kalibracyjng SC-AgNPs i1 od warto$ci catkowitych odejmowano udziat
odpowiadajacy stezeniu srebra (udzial — warto$c¢ stezenia srebra przy danym stezeniu Ag Tabela
2). Po uwzglednieniu tego efektu uzyskano warto$ci oscylujace wokot 90-99 ppm, a wiec
bardzo bliskie rzeczywistej zawartosci TA (Tabela 2@). Przeprowadzone prace badawcze
jednoznacznie potwierdzaja, ze obecno$¢ nanoczastek srebra prowadzi do zawyzania sygnatu
w metodzie Folina—Ciocalteu. Zjawisko to ma charakter proporcjonalny do stezenia AgNPs
1 moze by¢ efektywnie skorygowane poprzez odjecie udziatu nanoczgstek wyliczonego na
podstawie odpowiedniej krzywej kalibracyjnej. Wynik ten ma istotne znaczenie metodyczne,
poniewaz wskazuje, ze metoda FC — po przeprowadzeniu optymalizacji i zastosowaniu
odpowiednich poprawek — moze by¢ z powodzeniem stosowana do monitorowania zawartosci

TA w ztozonych uktadach koloidalnych zawierajacych nanoczastki metali.
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Przeprowadzona optymalizacja warunkéw metody Folina—Ciocalteu wykazata, ze:

krzywe kalibracyjne przygotowane dla GA oraz GA-CA byly ze soba zgodne, co

potwierdzito brak wptywu cytrynianu sodu na oznaczenia polifenoli;
sam cytrynian sodu nie wykazywal reaktywno$ci wobec odczynnika FC;

obecnos¢ nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem (SC-AgNPs) prowadzita do

zawyzania wynikow, proporcjonalnego do st¢zenia srebra;

zastosowanie dodatkowej krzywej kalibracyjnej dla SC-AgNPs umozliwito
oszacowanie 1 odjgcie udzialu nanoczastek, co pozwolito uzyskaé wartosci
odpowiadajace rzeczywistej zawarto$ci kwasu taninowego w uktadzie koloidalnym

AgNPs.

Otrzymane rezultaty jednoznacznie wskazuja, ze metoda Folina—Ciocalteu — cho¢ nie jest

rutynowo stosowana w badaniach uktadéw koloidalnych zawierajacych nanoczastki metali —

moze by¢ w nich z powodzeniem wykorzystana, pod warunkiem uwzglednienia i odpowiedniej

korekeji sygnatu pochodzacego od nanoczastek.
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8. Badanie przemian kwasu taninowego w koloidzie nanoczastek srebra

8.1. Charakterystyka kwasu taninowego

Kwas taninowy (C76Hs2046), jak wspomniano wcze$niej, to zwigzek chemiczny
pochodzenia naturalnego, zaliczany do tanin hydrolizowalnych, tradycyjnie pozyskiwany ze
zrodet roslinnych, takich jak galaséwki, czy kora debu [126]. Pomimo tego, ze jest dostgpny
komercyjnie pod jedng nazwa, kwas taninowy nie jest pojedynczym, dobrze zdefiniowanym
zwigzkiem chemicznym. Najczgséciej sktada si¢ z centralnego rdzenia glukozy (Rysunek 40),
do ktorego przytaczonych jest pie¢ czasteczek kwasu galusowego, a do nich — kolejnych pigé¢
czasteczek kwasu galusowego, wraz z charakterystycznymi grupami hydroksylowymi. Grupy
te nadajg silne wtasciwosci przeciwutleniajgce 1 wysokie powinowactwo do jonéw metali —
zardwno poprzez chelatowanie, jak i chemig redoks [127]. Kwas taninowy oddziatuje z r6znymi
materiatami nieorganicznymi, organicznymi, hydrofobowymi i hydrofilowymi, takimi jak
biatka i polisacharydy, poprzez wiagzania wodorowe, wigzania elektrostatyczne, koordynacyjne
1 oddziatywania hydrofobowe [128]. Co wigcej, TA wykazuje szerokie spektrum dziatan
farmakologicznych, W tym dziatanie przeciwzapalne, neuroprotekcyjne,
przeciwnowotworowe, wigec jest on szeroko stosowany w farmakologii, biomedycynie
1 inzynierii materiatlowe] ze wzgledu na swoje wilasciwosci sieciujgce, przeciwutleniajace

1 bioaktywne [126, 127, 129].
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Rysunek 40. Wzo6r strukturalny kwasu taninowego.



Pomimo szerokiego wykorzystania kwasu taninowego w badaniach i publikacjach naukowych,
jest on czesto stosowany bez wczesniejszej charakterystyki lub weryfikacji jego sktadu
chemicznego. Naukowcy traktuja go zazwyczaj jako zdefiniowany odczynnik, podczas gdy
jego rzeczywista struktura molekularna nie jest S$cisle okreslona ani kontrolowana
w wigkszos$ci eksperymentow [130]. Takie podejscie utrudnia rzetelng interpretacje wynikow
i porownywanie danych literaturowych, poniewaz zachowanie kwasu taninowego moze ulegaé
zmianom w czasie i zalezy od warunkéw prowadzenia badan. Dlatego szczegdtowa
charakterystyka TA jest kluczowa dla prawidtowego opisu jego wtasciwosci i dla projektowania

nanomateriatow przeznaczonych do zastosowan biomedycznych.

Widmo FT-IR przygotowanego kwasu taninowego o stezeniu 315 ppm (Rysunek 41),
zarejestrowane technika KBr, wujawnia obecno$¢ charakterystycznych sygnatow
potwierdzajacych obecno$¢ licznych grup funkcyjnych typowych dla polifenoli. Szerokie
i intensywne pasmo przy 3302 cm™' odpowiada drganiom rozciggajacym grup hydroksylowych
—OH, silnie poszerzonym na skutek tworzenia licznych wigzan wodorowych. W zakresie 1713
cm' widoczne jest wyrazne maksimum zwigzane z drganiami rozciggajacymi wigzan
karbonylowych C=0O w grupach estrowych. Dodatkowe pasma przy 1614 cm™ oraz 1534 cm™
mozna przypisa¢ drganiom rozciggajacym C=C w pierscieniach aromatycznych. Kolejne
sygnaty przy 1446 cm™, 1319 cm™* oraz 1205 cm™ odpowiadaja gtownie drganiom
rozciggajacym wigzan C—O w fenolach oraz w ugrupowaniach estrowych. Pasmo przy 1087
cm ' oraz 1031 cm™ $wiadczy o obecno$ci wigzan C—O—C w strukturze polifenolowej. Nizsze
rejony widma (995-750 cm™) zwigzane s z drganiami deformacyjnymi C—H w uktadach
aromatycznych oraz z kolejnymi sygnatami charakterystycznymi dla wigzan eterowych.
Uzyskane widmo jest zgodne z literaturowym profilem kwasu taninowego i1 potwierdza
obecno$¢ kluczowych ugrupowan funkcyjnych: hydroksylowych, estrowych oraz
aromatycznych [33].
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Rysunek 41. Widmo FT-IR-ATR kwasu taninowego.
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Kwas taninowy, jako substancja chemicznie aktywna i podatna na przemiany redoks
oraz hydrolizg, wykazuje tendencj¢ do stopniowych zmian strukturalnych nawet w warunkach
przechowywania w wodzie lub wilgotnym $rodowisku (ze wzgledu na obecno$¢ tlenu
rozpuszczonego w wodzie) [131]. W zwigzku z tym, w niniejszej pracy przeprowadzono
analiz¢ widm FT-IR (z przystawka ATR) probki kwasu taninowego po roznych czasach
kondycjonowania (Rysunek 42) w wodnym $rodowisku. Celem tych badan byto uchwycenie
ewentualnych zmian strukturalnych, takich jak: utlenianie grup hydroksylowych do grup
karbonylowych lub chinonowych (co mogloby si¢ objawia¢ wzrostem intensywnosci pasma
C=0 oraz zmniejszeniem pasma —OH), hydroliza wigzan estrowych, prowadzaca do
powstawania wolnych grup karboksylowych i kwasu galusowego (zmiany w zakresie 1700—
1750 cm™ oraz 1300-1400 cm™), wewnatrzczasteczkowe 1 miedzyczasteczkowe interakcje
wodorowe, prowadzace do reorganizacji strukturalnej czasteczki (modyfikacja ksztaltu

1 szeroko$ci pasma —OH).

AgNPs__ATR_40deg_10min
AgNPs__1dzien_ATR_40deg_10min
AgNPs__2dzien_ATR_40deg_10min
AgNPs__3dni_ATR_40deg_10min
AgNPs__6dni_ATR_40deg_10min
AgNPs__1tydz_ATR_40deg_10min
AgNPs__2tyg_ATR_40deg_10min_NwW

Rysunek 42. Widma FT-IR kwasu taninowego zarejestrowane w czasie to — od momentu przygotowania probki

w czasie kondycjonowania t3o (30 dni).

Sledzenie zmian w widmach FT-IR w czasie pozwolilo na wstepna ocene stabilnosci
chemicznej badanego kwasu taninowego oraz wskazanie potencjalnych przemian, ktére moga
mie¢ wplyw na jego p6zniejsze zachowanie w uktadach reakcyjnych i koloidalnych. Wyniki te
stanowig wazny punkt odniesienia do dalszych badan, w ktorych kwas taninowy bedzie pehit
aktywna rolg¢ jako czynnik redukujacy 1 stabilizujagcy w obecnosci jonow srebra 1 nanoczastek.
Z analizy widm kwasu taninowego (Rysunek 42) od momentu przygotowania probki (to)
w czasie jego kondycjonowania (t30) wynika, ze kwas taninowy nie zmienia si¢ w czasie,

poniewaz nie sg obserwowane zadne zmiany w widmie §wiadczace o pojawieniu si¢ lub zaniku
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charakterystycznych pasm. Jednak spadek intensywnos$ci wszystkich pasm w widmie FT-IR
w czasie kondycjonowania probki moze wynika¢ z fizycznych zmian w uktadzie, takich jak
agregacja czasteczek kwasu taninowego, reorganizacja struktury przestrzennej ograniczajaca
swobode drgan grup funkcyjnych, osadzanie si¢ probki na Sciankach naczynia lub zmiany
wlasciwosci optycznych uktadu, np. indeksu zatamania. Aby uzupetni¢ analize FT-IR
1 zapewni¢ szersze zrozumienie zachowania chemicznego kwasu taninowego w czasie,
zastosowano techniki: metod¢ kolorymetryczng Folina—Ciocalteu i chromatografie
cienkowarstwowa (TLC). Wybrano te metody, aby wykry¢ wszelkie subtelne produkty
degradacji lub transformacji TA, ktore moglyby nie by¢ widoczne za pomocg samej
spektroskopii FT-IR. Metoda Folina—Ciocalteu zostala uzyta do monitorowania stezenia
wolnych fenolowych grup hydroksylowych (Rysunek 43) w wodnych roztworach kwasu
taninowego w czasie. Zastosowano dodatkowy parametr — temperature, aby sprawdzi¢, czy
przygotowanie probki kwasu taninowego w warunkach syntezy (w temperaturze wrzenia przez

15 minut) wptynie na jego przemiany.
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Rysunek 43. Wykres stg¢zenia wolnych grup hydroksylowych kwasu taninowego — przygotowanego
w temperaturze pokojowej (TA) oraz w warunkach syntezy (ATA) od momentu przygotowania probek to— w czasie

kondycjonowania tps.

Z analizy wykresu stezenia wolnych grup hydroksylowych TA okreslonych metoda FC
(Rysunek 43) zarowno w ukladzie przygotowanym w temperaturze pokojowej (TA), jak
réwniez po zastosowaniu warunkow syntezy (ATA), nie zaobserwowano spadku catkowitego
stezenia wolnych grup hydroksylowych przez caty okres kondycjonowania prébki (28 dni) -

stezenie utrzymywato si¢ na podobnym poziomie (byto bliskie stezeniu wyjsciowemu =315
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ppm, niewielkie réznice moga wynikac z etapoOw przygotowania probek — rozcienczenia ich do
analizy). Wynik ten sugeruje, ze kwas taninowy zachowuje swoje aktywne grupy funkcyjne
podczas przechowywania w $rodowisku wodnym i, ze w badanych warunkach nie wystapito

zadne istotne utlenianie grup hydroksylowych.

Jednoczes$nie analiza ptytek TLC (Rysunek 44) dostarczyta informacji na temat sktadu probki
kwasu taninowego 1 jego zachowania w roznych warunkach temperaturowych. Probki TA
inkubowano w temperaturze pokojowej, w fazni wodnej (80 °C) oraz w warunkach syntezy
(100 °C). Na plytce TLC (Rysunek 44) zaobserwowano trzy gtéwne pasma: szeroki sygnat
odpowiadajacy kwasowi taninowemu oraz dodatkowe, bardziej ruchliwe sygnaty, ktérych
mobilnos¢ 1 pozycja na plytce odpowiadaja kwasowi galusowemu i1 digalusowemu. Ich
obecno$¢ jest zgodna z doniesieniami literaturowymi, wedtlug ktérych w komercyjnych
probkach TA, ze wzgledu na ztozong budowe, moga wystepowac fragmenty galoilowe oraz

niewielkie ilosci wolnych jednostek GA i jego pochodnych [132].

TA ATA
to  tiu to ha

la &3

Po 15 min syntezy (100°C)

Temperatura pokojowa
taznia wodna 10 min (80°C)

Faza ruchoma: toluen: aceton: kwas mréwkowy (3:3:1)

Rysunek 44. Ptytka TLC kwasu taninowego (TA) analizowanego w czasie — od momentu przygotowania probki
(to) w czasie kondycjonowania (ti4). Probki: TA — I) roztwor kwasu taninowego przygotowany w temperaturze

pokojowej (25 °C), 1) inkubacja TA w tazni wodnej (80 °C) oraz I1I) w warunkach syntezy (100 °C).

W s$wietle przeprowadzonych badan nie ma jednak podstaw do stwierdzenia, ze w warunkach
inkubacji dochodzi do hydrolizy TA — wyniki odzwierciedlajg heterogeniczno$¢ odczynnika niz

postepujace przemiany chemiczne. Stabilnos¢ uzyskanych profili TLC w czasie dodatkowo
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potwierdza brak zachodzacych procesow degradacji, co jest w petni zgodne z obserwacjami

spektroskopii FT-IR oraz oznaczeniami metoda Folina—Ciocalteu.

Przeprowadzone badania poszerzono o technike spektroskopii mas, aby zbada¢ sktad
czasteczkowy kwasu taninowego i1 uzupehi¢ spostrzezenia strukturalne uzyskane za pomoca
wykorzystanych technik opisanych w niniejszym rozdziale. Spektrometria mas z jonizacja
elektrorozpytowa (ESI-MS) wykonana w trybie jonow ujemnych, ujawnita zréznicowany
zestaw  pikow (Rysunek 45) odpowiadajacych pochodnym kwasu taninowego

i jego struktur izomerycznych.
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Rysunek 45. Widmo MS kwasu taninowego, gdzie: G — kwas galusowy; GGl — galusan glukozy; nGGl —
oligomeryczne formy galusanu glukozy (np. 2GGl — digaloilowa glukoza, 3GGl - trigaloilowa glukoza , 5GGI -
pentagaloilowa glukoza, 7GGl - heptagaloilowa glukoza); pGG-2 — digalusowy ester glukozy; mGG-1 —
monogalusowy ester glukozy; EA — kwas elagowy; X, X2, X3, X4 — sygnaly dodatkowe, nieuwzglednione

w szczegOlowej interpretacji.

Analiza widma masowego (Rysunek 45) wykazata, ze badana probka kwasu taninowego nie
stanowi pojedynczej, jednorodnej czasteczki. Obecnos¢ licznych jonow fragmentacyjnych
swiadczy o oligomerycznej budowie uktadu oraz o wystgpowaniu wielu wigzan estrowych
taczacych reszty kwasu galusowego z glukoza. W warunkach jonizacji wigzania te ulegaja
rozpadowi, co skutkuje powstaniem fragmentéw odpowiadajagcych m.in. wolnym jednostkom
kwasu galusowego (G), galusanowi glukozy (GGl) oraz ich dalszym wariantom (np. 2GGl,
3GGl). Dominujacymi sygnatami w widmie sg jony odpowiadajace kwasowi galusowemu (G)

oraz 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukozie (5GGI), natomiast stabsze sygnaty wskazuja na
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obecnos¢ kolejnych wariantow glukozy podstawionej rozng liczbg reszt galusowych. Wybrane

przyktady zidentyfikowanych czasteczek zestawiono na Rysunku 46.
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Rysunek 46. Wybrane czgsteczki odpowiadajace jonom fragmentacyjnym widma MS.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze badany material nie jest zwigzkiem o jednoznacznie
zdefiniowanej strukturze lecz mieszaning oligomerdéw galoilowych glukozy o zmiennym
stopniu podstawienia. Na tej podstawie wyrozniono kilka potencjalnych wariantow budowy
czasteczek, okreslanych zbiorczo jako ,kwas taninowy” (Rysunek 47). Przyktady te dobrze
ilustruja niejednorodng natur¢ badanego odczynnika, co nalezy bra¢ pod uwage przy

interpretacji jego wtasciwosci i roli w procesie syntezy nanoczastek srebra.
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Rysunek 47. Przykltadowe izomery (a, b, ¢) strukturalne kwasu taninowego (poligalloyloglukozy) rézniace sig¢
liczba i pozycja podstawienia reszt kwasu galusowego na rdzeniu glukozy, wygenerowane na podstawie wynikow

analizy MS.
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8.2. Charakterystyka kompleksu kwasu taninowego z cytrynianem sodu

Opierajac si¢ na kompleksowej charakterystyce kwasu taninowego w jego
niezmodyfikowanej formie, rozdziat ten koncentruje si¢ na jego interakcji z cytrynianem sodu,
zwigzkiem powszechnie stosowanym w syntezie nanoczastek jako $rodek redukujacy
i stabilizujacy [33]. W wielu badaniach naukowych [23, 33] kwas taninowy i cytrynian sg
stosowane razem, celowo lub jako cze§¢ ukladéw buforowanych, jednak ich laczone
zachowanie w roztworze wodnym — 1 potencjalne tworzenie kompleksow
miedzyczasteczkowych — nie zostalo systematycznie zbadane. Charakterystyka takich
interakcji jest niezbedna do zrozumienia srodowiska chemicznego, do ktérego jony srebra sg
wprowadzane w kolejnych etapach syntezy nanoczastek. Kwas taninowy i cytrynian sodu maja
kilka wspolnych cech chemicznych: oba sg rozpuszczalne w wodzie, polianionowe i bogate
w grupy funkcyjne donordw tlenu, co sprawia, ze s zdolne do angazowania si¢ w wigzania
wodorowe, oddziatywania jonowe i potencjalnie koordynacje z jonami metali [128]. Tworzenie
kompleksu kwas taninowy—cytrynian w roztworze wodnym wystepuje, szczegélnie
w warunkach, w ktorych asocjacja miedzyczasteczkowa moze by¢ napedzana przez sity
elektrostatyczne lub wigzania wodorowe. Zrozumienie natury i stabilnosci tego kompleksu jest
kluczowe, poniewaz moze on znaczaco wptyna¢ na potencjat redoks, zachowanie agregacji

1 dynamike nukleacji nanoczgstek na po6zniejszych etapach procesu [33, 133].

W tym rozdziale §wiezo przygotowany roztwor kwasu taninowego i cytrynianu sodu
poddano kondycjonowaniu — od momentu wytworzenia to — w czasie przechowywania t3o dni.
Celem byto zbadanie, czy wspodtistnienie tych dwoch czagsteczek powoduje strukturalne lub
chemiczne przeksztalcenia rdznigce si¢ od ich indywidualnego zachowania. Podobnie jak
poprzednio, w badaniu zastosowano kilka technik stuzacych do charakterystyki: spektroskopig
w podczerwieni z transformacjg Fouriera, metod¢ kolorymetryczng Folina—Ciocalteu,
chromatografi¢ cienkowarstwowa, oraz spektroskopi¢ mas, ktore razem zapewniaja
uzupetniajace si¢ informacje na temat oddzialywan molekularnych, stabilno$ci grup

funkcyjnych 1 sktadu uktadu.

W celu zrozumienia roli cytrynianu sodu w badanym uktadzie, dokonano
spektroskopowej analizy tej substancji w postaci czystej, wykorzystujac technike FT-IR
(z zastosowaniem akcesorium Easydiff i pastylki KBr). Uzyskane widmo (Rysunek 48)
wykazuje liczne charakterystyczne pasma, odpowiadajace obecnosci grup funkcyjnych

typowych dla soli kwaséw karboksylowych oraz grup hydroksylowych [33].
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Rysunek 48. Widmo FT-IR cytrynianu sodu.

Ponizej przedstawiono szczegblowa interpretacje zarejestrowanych pasm w oparciu
o doniesienia literaturowe [33]:~3440-3200 cm™ — szerokie pasmo odpowiadajace
rozciggajacym drganiom grup —OH. Obecno$¢ tej szerokiej strefy absorpcji $wiadczy
o licznych wigzaniach wodorowych, zarowno pomiedzy grupami hydroksylowymi cytrynianu,
jak 1 z czasteczkami wody zaadsorbowanej lub krystalicznej. Higroskopijny charakter
cytrynianu sodu sprzyja tworzeniu uktadow silnie uwodnionych [134]; ~2950-2850 cm ™' —dwa
wyrazne, symetryczne pasma drgan rozciggajacych wigzania C-H (v_as, v_s C—H) w grupach
alifatycznych. Tzw. ,,uszy” w tym zakresie sg charakterystyczne dla grup metylenowych (—
CH2-) obecnych w szkielecie weglowym cytrynianu; ~2250 cm™ — szerokie 1 stosunkowo
intensywne pasmo, nietypowe dla prostych soli organicznych, moze by¢ przypisane drganiom
kombinacyjnym lub nadtonom ztoZzonych drgan grup karboksylanowych i hydroksylowych.
Alternatywnie moze pochodzi¢ od zanieczyszczen atmosferycznych (np. CO:) lub obecnosci
przejsciowych jonéw zwigzanych z wilgocig i solwatacjg; ~1667 cm™ — $rednio intensywne
pasmo, ktore mozna interpretowac jako: drgania deformacyjne wody zwiazanej (6(H-O—H)),
co potwierdza uwodniony charakter probki. Czesto w widmach soli sodowych notuje si¢ to
pasmo jako wynik obecno$ci czasteczek wody krystalicznej lub higroskopijnej [134] oraz
drgania rozciggajace C=0O slabo zdysocjowanych grup karboksylowych (cze$ciowo
zprotonowanych);~1580-1600 cm™ — intensywne pasmo odpowiadajace asymetrycznym
drganiom rozciggajacym grup karboksylanowych (v_as COO"). Jest to jedno z dominujacych
pasm w widmie cytrynianu sodu 1 potwierdza obecno$¢ trzech zjonizowanych grup
karboksylowych; ~1395-1410 cm™ — wyrazne pasmo przypisane symetrycznym drganiom
rozciggajacym COO~ (v_s COO"). Réznica warto$ci pomiedzy v_as i v_s pozwala oszacowaé

charakter wigzania jonowego — w tym przypadku sugeruje obecno$¢ w pelni zjonizowanych
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grup karboksylanowych; ~1260—1200 cm™ — pasma odpowiadajgce rozciggajacym drganiom
wigzan C—O z grup hydroksylowych oraz C—O-C w szkielecie czasteczki. Obszar ten moze
takze zawiera¢ wktad drgan skrecajacych grup —OH; ~1140-1000 cm™ — ztozony region drgan
szkieletowych, gldéwnie C—C oraz C—O-H, obejmujacy rowniez wkiad z mostkow eterowych
lub wigzan pomigdzy fragmentami alifatycznymi i1 karboksylanowymi. Typowy dla
hydroksykwasow;<900 cm™ — stabsze pasma deformacyjne, przypisywane drganiom grup CHa.
Brak pasma w rejonie ~1700 cm™, ktore bytoby charakterystyczne dla niezjonizowanych grup
C=0 w czystych kwasach karboksylowych, dodatkowo potwierdza obecnos$¢ cytrynianu
wylacznie w formie soli sodowej, tj. z grupami karboksylowymi w pelni zjonizowanymi do

COO.

Po szczegbétowej analizie kwasu taninowego oraz cytrynianu sodu, probki mieszaniny
TA-CA analizowano w kolejnych punktach czasowych (od momentu przygotowania — to —
przez 30 dni — ts0), koncentrujac si¢ na ewentualnych zmianach w widmach FT-IR, ktoére
moglyby §wiadczy¢ o tworzeniu si¢ nowych zwigzkow, oddziatywaniach miedzy sktadnikami,
badZz degradacji poszczegdlnych komponentow. W  szczegdlnosci monitorowano
charakterystyczne pasma: grup hydroksylowych (v(O-H) ~3200-3500 cm™), grup
karboksylanowych i estrowych (v_as COO~ ~1580-1600 cm™*, v.s COO™ ~1400 cm™!, C=0

~1700 cm™), oraz pasma C-O, C—C 1 aromatyczne w zakresie 1000—-1300 cm™.

W catym zakresie pomiarowym nie zaobserwowano pojawienia si¢ nowych sygnaldéw, ani tez
zaniku pasm charakterystycznych dla TA lub SC (Rysunek 49), co sugeruje, ze nie zachodzity
gwaltowne reakcje chemiczne prowadzace do utworzenia nowych grup funkcyjnych.
Natomiast bardzo wyraZznym i1 powtarzalnym zjawiskiem byt stopniowy spadek intensywnosci

wszystkich pasm w widmie, obserwowany w miar¢ uplywu czasu.
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Rysunek 49. Widmo FT-IR kwasu taninowego z cytrynianem sodu od momentu wytworzenia to - w czasie

kondycjonowania tos.

Takie jednoczesne zmniejszenie intensywnos$ci sygnatow we wszystkich zakresach moze by¢
interpretowane jako: spadek st¢zenia analitbw w roztworze, najprawdopodobniej zwigzany
Z postgpujacg agregacja 1 wytrgcaniem si¢ czasteczek kwasu taninowego lub jego pochodnych
z roztworu lub zmiana fizycznego stanu uktadu (np. tworzenie fazy koloidalnej), prowadzaca
do ograniczenia kontaktu substancji z powierzchnig krysztalu ATR, co przektada si¢ na stabszy
sygnatl. Po okoto 14 dniach kondycjonowania w prébce zaobserwowano wyrazne wytracenie
si¢ struktur krystalicznych. Zalozono, ze te krystality moga by¢ produktem ubocznym przemian
kwasu taninowego zachodzacych w czasie przechowywania mieszaniny TA—CA, takich jak:
utlenianie grup fenolowych do chinonéw (produktéw przejsciowych), sprzeganie reszt

galusowych, kondensacja czasteczek taniny z udziatem cytrynianu.

W celu identyfikacji sktadu wytraconych krystalitow, przeprowadzono ich analize technika
FT-IR, TLC oraz LC-MS, poréwnujac wyniki do kwasu elagowego. Widmo FT-IR wytraconych
krystalitow (Rysunek 50) wykazywalo wyrazne podobienstwo do probki odniesienia kwasu
elagowego (Rysunek 51), znanego produktu kondensacji dwoéch jednostek galusowych [134].
Jednakze, niektore pasma nie pokrywaty si¢ calkowicie, co sugerowalo mozliwo$¢ obecnosci

dodatkowych sktadnikoéw lub form polimorficznych.
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Rysunek 50. Widmo FT-IR wytraconych krystalitow z mieszaniny TA-SC (a), z probka odniesienia kwasu

elagowego (b).
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Rysunek 51. Wz6r chemiczny kwasu elagowego.

Analiza wytragconych krystalitoéw technikg TLC wskazata obecnos¢ struktur nalezacych do

kwasu elagowego (Rysunek 52).

i kwas galusowy v
kwas elagowy
~osad TA+CYT w metanolu

Rysunek 52. Zdjecie ptytki TLC rozpuszczonych krystalitbw w metanolu z probkami odniesienia kwasu

galusowego oraz kwasu elagowego w fazie rozwijajacej toluen: aceton: kwas mrowkowy (3: 3: 1 v/v/v).
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Poréwnano dynamike zmian zawartosci wolnych grup hydroksylowych (FC) w mieszaninie
kwasu taninowego z cytrynianem sodu (TA-SC) przygotowanej w dwoch wariantach: bez
podgrzewania (w temperaturze pokojowej) oraz po ogrzaniu do 100 °C — zgodnie z warunkami
stosowanymi w syntezie nanoczastek (Rysunek 53). Analizy przeprowadzono w rownoleglych
punktach czasowych, aby oceni¢ wplyw temperatury na tempo przemian zachodzacych
w ukladzie oraz dostepnos¢ funkcjonalnych grup —-OH w czasie wydluzonego

kondycjonowania (0—72 dni).
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Rysunek 53. Wykres zmiany stezenia wolnych grup hydroksylowych w mieszaninach TA-SC
(kwas taninowy + cytrynian sodu, probka przygotowana w temperaturze pokojowej) oraz ATA-SC (kwas taninowy
+ cytrynian sodu, probka przygotowana w warunkach syntezy, tj. w temperaturze wrzenia) podczas

kondycjonowania w czasie 072 dni.

W obu analizowanych wariantach zaobserwowano wyrazny spadkowy trend stezenia wolnych
grup hydroksylowych. Charakter przebiegu zmian ro6znit si¢ jednak w zaleznosci od sposobu
przygotowania probki. Dla uktadu TA-SC (Rysunek 53) poczatkowe wartosci fenoli
utrzymywaty si¢ na wzglednie stabilnym poziomie przez kilka pierwszych dni, po czym
nastepowat wyrazny spadek stezenia, szczegolnie po dwoch tygodniach. Moment ten koreluje
z pojawieniem si¢ pierwszych widocznych wytrgcen krystalitow w roztworze, co zostalo
odnotowane w obserwacjach wizualnych oraz potwierdzone w badaniach spektroskopowych.
Wyniki wskazuja, ze procesy odpowiedzialne za utrate ilosci aktywnych grup —OH

w warunkach pokojowych przebiegajag w poczatkowym etapie powoli, a ich dynamika wzrasta
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dopiero po kilkunastu dniach kondycjonowania. Odmienny przebieg obserwowano w probce
ATA-SC (stupki ciemnoszare na Rysunku 53), tj. w wariancie przygotowanym w warunkach
syntezy. W tym przypadku spadek zawarto$ci wolnych grup hydroksylowych byt zauwazalny
juz w pierwszych dniach, a tempo zmian pozostawato wysokie takze w kolejnych etapach.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze wysoka temperatura znaczaco przyspiesza przemiany
prowadzace do utraty aktywnosci redoks kwasu taninowego w uktadzie TA-SC. Dane ilo$ciowe
potwierdzaja, ze uktad TA-SC jest nietrwaly w czasie, a jego zdolno$¢ do udziatu w reakcjach
redoks systematycznie maleje zarowno w warunkach pokojowych, jak 1 po wczesniejszym
podgrzaniu. Ubytek wolnych grup hydroksylowych mozna przypisa¢ procesom utleniania,
hydrolizy wigzan estrowych oraz powstawaniu produktéw kondensacji, ktore charakteryzuja
si¢ niskg reaktywno$cig wobec odczynnika Folina—Ciocalteu i czgsto wytracaja si¢ w formie
trudno rozpuszczalnych agregatow. Wydtuzone kondycjonowanie do 72 dni pozwolito
zaobserwowaé, ze po okoto czterech tygodniach oba uklady osiggaly stan wzglednej
rownowagi. Dalszy spadek stezenia fenoli byl woéwczas niewielki i stabilizowatl sie
w przedziale 80-100 ppm, co sugeruje ustalenie nowego stanu dynamicznego. Wynik ten
wskazuje, ze pomimo znacznej utraty aktywnosci redoks w pierwszej fazie przechowywania,
mieszanina TA—CYT stabilizuje si¢ chemicznie i w dtuzszej perspektywie utrzymuje staly, cho¢

obnizony poziom reaktywnosci.

8.3. Charakterystyka ukladu koloidalnego nanoczastek srebra

W niniejszym podrozdziale przedstawiono wyniki kompleksowej analizy ukladu
koloidalnego zawierajacego nanoczastki srebra otrzymane metoda redukcji chemicznej
w obecnos$ci kwasu taninowego 1 cytrynianu sodu (procedurg syntezy opisano w Rozdziale 5.2).
Charakterystyka zostala przeprowadzona etapowo, z rozdzieleniem danych dotyczacych
wlasciwosci samej nanoczastki oraz pozostatych skladnikéw uktadu, co pozwolitlo na
szczegdtowe uchwycenie zaréwno morfologii rdzenia metalicznego, jak 1 roli otoczki

organiczne;.

Celem badan byto okreslenie parametréow fizykochemicznych oraz $ledzenie dynamiki
zmian zachodzacych podczas przechowywania koloidu, co ma kluczowe znaczenie dla oceny
jego stabilnos$ci, funkcjonalnosci 1 potencjalnych zastosowan biologicznych. Analize
przeprowadzono z wykorzystaniem komplementarnych technik obejmujacych pomiary

spektroskopowe, mikroskopowe, jak rowniez metody iloSciowego oznaczania zawarto$ci grup
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funkcyjnych. Do badan wybrano probki reprezentujace rozne etapy przechowywania:
bezposrednio po syntezie (to), po dwdch tygodniach (ti4) oraz po szesciu miesigcach (tiso). Taki
uklad czasowy pozwolit na ocen¢ zardwno poczatkowych wihasciwosci uktadu, jak i jego

ewentualnej przemiany w czasie kondycjonowania.

8.3.1. Charakterystyka nanoczastek srebra w czasie (to)

W pierwszym etapie przeprowadzono charakterystyke wytworzonych nanoczastek
srebra (to), obejmujaca analize widmowa UV-Vis, ocen¢ Srednicy hydrodynamicznej technikg
DLS, pomiary potencjatu zeta oraz bezposrednig obserwacje morfologii za pomocg mikroskopii
STEM (Rysunek 54). Widmo UV-Vis (Rysunek 54a) wykazato obecno$¢ charakterystycznego
pasma plazmonowego z maksimum absorpcji przy 406 nm, co jest zgodne z literaturowymi
warto$ciami dla stabilnych, sferycznych nanoczastek srebra o niewielkich rozmiarach [33].
Potozenie maksimum nie wskazywalo na obecno$¢ aglomeratéow ani czastek o znacznie
wiekszych wymiarach, co sugeruje jednorodno$¢ badanego koloidu. Wyniki pomiaréw DLS
(Rysunek 54b) potwierdzity, ze $redni rozmiar hydrodynamiczny populacji nanoczastek
wynosit 36 + 12 nm. Rozktad byt stosunkowo waski, co wskazuje na brak dominacji wigkszych
agregatow 1 obecno$¢ dobrze zdyspergowanych czastek. Analiza obrazow STEM (Rysunek
54¢) ujawnita, ze AgNPs maja gtownie kulisty ksztatt. Srednia $rednica nanoczastek okre$lona
na podstawie pomiarow z obrazow STEM wyniosta 21 + 7 nm. Histogram rozktadu wielkos$ci
(Rysunek 44d) potwierdzit, Ze rozktad jest symetryczny i1 skoncentrowany w zakresie 20-30

nm, bez obecnosci frakcji o rozmiarach odstajacych.

87



a) Avmac= 406 nm b) .o
37 g &
5 06 2 6
) 2 5 {=-44+2mV
S 04 2 4
©
3 g 3
g 02 =2
2 1
0 0
300 400 500 600 5 50 500
Dtugosc fali [nm] Srednica hydrodynamiczna [nm]
d)

dSTEM=21 *7 nm

40
30
20
10 I
5
5 u i
3 12 21 30 39 48

przedziaty

zliczenia
8

57 66

Rysunek 54. Charakterystyka nanoczastek srebra w czasie to: a) widmo UV-Vis z maksimum absorpcji przy 406
nm, b) rozmiar hydrodynamiczny NPs oznaczony metoda DLS (36 = 12 nm) i potencjat zeta (-44 + 2 mV),
c) obraz STEM przedstawiajacy TA-AgNPs przy powigkszeniu 500 000x, d) histogram rozktadu wielkosci

czastek uzyskany na podstawie analizy obrazéow STEM - nanoczastki o §rednicy 21 + 7 nm.

Tabela 3. Warto$ci: maksimum absorpcji Amax, Srednicy hydrodynamicznej djmj oraz rozmiaru rdzenia

metalicznego dstem nanoczastek srebra.

)\.max 406 nm
din 36£12 nm
dsteEM 21+7 nm

Otrzymane nanoczastki charakteryzowaly si¢ takze wysoka stabilno$cig elektrokinetyczng.
Otrzymano warto$¢ potencjatu zeta wynoszaca —44 + 2 mV, mieszczacyg si¢ w zakresie
uznawanym za gwarantujacy stabilno$¢ koloidow w wyniku silnych odpychan

elektrostatycznych pomig¢dzy powierzchniami czgstek
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8.3.2. Stabilnos¢ nanoczgstek srebra w czasie kondycjonowania (to-tiso)

Ocena stabilnosci morfologicznej nanoczastek srebra zostala przeprowadzona nie tylko
w momencie syntezy (to), ale rowniez po 14 dniach (ti4) oraz po 180 dniach przechowywania
(tiz0). Wyniki zestawiono na Rysunku 55, obejmujacej obserwacje morfologiczne wykonane
metoda mikroskopii STEM wraz z okres$leniem rozrzutu wielko$ci wokot wartosci $redniej
(dstem), analize widmowg metoda UV-Vis oraz oznaczenia Srednicy hydrodynamicznej przy

uzyciu techniki DLS wraz z potencjatem zeta (().
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Rysunek 55. Charakterystyka nanoczastek srebra (TA-AgNPs) w czasie kondycjonowania: obrazy STEM wraz
z rozktadem $rednich rozmiarow czastek, potozenie maksimum pasma plazmonowego w widmie UV-Vis, §rednica

hydrodynamiczna okreslona metoda DLS wraz z potencjatem zeta - w punktach czasowych to, tia i tiso.

W zakresie spektroskopii UV-Vis (Rysunek 45) we wszystkich punktach czasowych
obserwowano charakterystyczne pasmo plazmonowe z maksimum absorpcji w obszarze 405—
406 nm. Dla probek to i tia maksimum znajdowato si¢ przy 406 nm, natomiast w punkcie tiso
przy 405 nm. Brak wyraznych zmian w polozeniu oraz ksztalcie pasma plazmonowego
wskazuje, ze nanoczastki nie ulegaly procesom agregacji ani rozrostu, a ich dyspersja

pozostawata stabilna przez caty okres badan. Srednica hydrodynamiczna nanoczastek wynosita
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36 + 12 nm w punkcie to, 37 + 10 nm w punkcie ti4 oraz 36 = 13 nm w punkcie tiso. ROZnice
w wartosciach miescily si¢ w granicach bledu pomiarowego i nie wskazujg na obecnos¢ czastek
o istotnie wigkszych rozmiarach, ktére moglyby §wiadczy¢ o procesach aglomeracyjnych.
Nalezy przy tym zaznaczyC, ze technika DLS obejmuje zaréwno rdzen metaliczny, jak
1 otaczajacg go warstwe hydratacyjno-organiczng, co skutkuje warto§ciami wyzszymi niz
uzyskiwane metodag STEM. Stabilnos$¢ elektrokinetyczna nanoczastek potwierdzaja wyniki
pomiaréw potencjalu zeta. We wszystkich punktach czasowych wartosci miescity sie
w zakresie —44 do —46 mV (to: —44 £ 2 mV; tia: 46 = 2 mV; tiso: —44 £ 3 mV). Tak wysokie
warto$ci ujemne jednoznacznie wskazuja na skuteczng stabilizacj¢ uktadu w wyniku odpychan
elektrostatycznych pomigdzy czastkami. Analiza obrazow STEM pozwolita na bezposrednig
ocen¢ ksztattu i rozmiaru rdzenia nanoczastek. W kazdym z badanych punktéw czasowych
obserwowano populacje czastek o kulistych ksztaltach, bez oznak aglomeracji czy tworzenia
struktur o wigkszych rozmiarach. Srednia §rednica nanoczastek wynosita odpowiednio 21 + 7
nm (to), 23 = 8 nm (t14) oraz 22 + 7 nm (tis0), co Swiadczy o zachowaniu stabilno$ci wymiarow
rdzenia metalicznego w diugim okresie przechowywania. Rozklad wielkosci pozostawat
symetryczny i skoncentrowany w zakresie 20-30 nm. Laczna analiza wszystkich parametrow
wskazuje jednoznacznie, ze nanoczastki srebra otrzymane metoda redukcji chemicznej
w obecnos$ci kwasu taninowego 1 cytrynianu sodu zachowuja wysoka stabilnos¢
fizykochemiczng co najmniej przez szes¢ miesiecy od momentu syntezy. Stalos¢ polozenia
pasma plazmonowego, niezmienny rozmiar hydrodynamiczny, utrzymujace si¢ wysokie
warto$ci potencjalu zeta oraz jednorodna morfologia obserwowana w obrazach STEM
dowodza, ze rdzen metaliczny AgNPs nie ulega istotnym przemianom w czasie

kondycjonowania.

8.3.3. Monitorowanie przemian kwasu taninowego technika FT-IR oraz oznaczenie
calkowitej zawartosci polifenoli metoda Folina—Ciocalteu w ukladzie
koloidalnym

Do monitorowania zmian zachodzacych w uktadzie koloidalnym zawierajacym
nanoczgstki srebra stabilizowane kwasem taninowym 1 cytrynianem sodu wykorzystano
metod¢ Folina—Ciocélteu. W badaniach uwzgledniono wczesniej przygotowang kalibracje
nanoczastek srebra stabilizowanych cytrynianem sodu (procedur¢ opisano w Rozdziale 7),
co umozliwito wiarygodne rozdzielenie sygnatu pochodzacego od AgNPs od sygnalu

generowanego przez wolne grupy hydroksylowe kwasu taninowego (i jego pochodnych).
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Dzigki temu mozliwe byto prowadzenie pomiarow bez koniecznosci separacji fazy koloidalnej
od roztworu, a uzyskane dane odzwierciedlajg rzeczywisty przebieg przemian w catym

ukladzie.

Warto$¢ poczatkowa stezenia fenoli w probce wynosita 315 ppm. Analiza przebiegu
zmian (Rysunek 56) wykazata wyrazny spadkowy trend w czasie kondycjonowania. Juz po 3
dniach zawarto$¢ wolnych grup hydroksylowych obnizyta si¢ do ok. 230 ppm, a po tygodniu
do ok. 200 ppm. Po dwdch tygodniach stezenie spadto do poziomu ~160 ppm, natomiast
najnizsze warto$ci (ok. 90 ppm) zarejestrowano w koncowej fazie eksperymentu, pomigdzy 49.
a 72. dniem. Uzyskane wyniki wskazuja, ze najwicksza dynamika przemian miala miejsce
w pierwszych dwdch tygodniach, po czym proces ulegat stopniowemu spowolnieniu, az do
osiagnigcia stanu rownowagi. Obserwowany spadek stezenia wolnych grup hydroksylowych
potwierdza, ze kwas taninowy w ukladzie koloidalnym ulega zlozonym przemianom
strukturalnym prowadzacym do dezaktywacji wolnych grup —OH. Mechanizmy tych procesow
moga obejmowac utlenianie reszt galoilowych do form chinonowych, tworzenie wigzan
estrowych 1 eterowych pomiedzy fragmentami polifenolowymi, a takze polimeryzacje
produktéw posrednich. Istotng role¢ odgrywa réwniez powstawanie struktur trudno
rozpuszczalnych, ktore w kolejnych etapach wytracaja si¢ z roztworu, redukujac ilosc

zwigzkéw dostepnych do reakcji z odczynnikiem FC.
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Rysunek 56. Wykres zaleznoSci stgzenia wolnych grup hydroksylowych w ukladzie AgNPs

od momentu wytworzenia to — w czasie kondycjonowania ty,.
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Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzaja, ze w badanym uktadzie TA—AgNPs zachodzg
przemiany prowadzace do redukcji liczby wolnych grup hydroksylowych. Kwas taninowy
w obecnosci nanoczastek srebra i1 cytrynianu sodu podlega transformacjom strukturalnym

wplywajacym na jego zdolnos¢ do udziatu w reakcjach redoks.

8.3.4. Analiza skladu ukladu koloidalnego metoda TLC i LC-MS

Do badan wybrano preparaty, ktore wczesniej wykazaty réznice w dynamice zmian
w analizach spektroskopowych (UV-Vis, FC), co pozwolilo na powigzanie obserwowanych
sygnatéw z procesami zachodzacymi w czasie kondycjonowania. Zastosowano dwa warianty
przygotowania mieszaniny TA-SC: w temperaturze pokojowej oraz w warunkach syntezy
(100 °C), a takze uktad koloidalny zawierajacy AgNPs, dla ktorego obecnos¢ srebra mogla
wptywaé na przebieg reakcji. Dodatkowo wykonano analizy kontrolne dla samego kwasu
taninowego przygotowanego w obu wariantach. Wyniki zestawiono na Rysunku 57. Dla uktadu
zawierajacego nanoczastki srebra (TA-AgNPs) od samego poczatku (to) obserwowano
intensywng strefe sygnatu pozostajaca na linii startu, co wskazuje na obecnos¢ struktur
niemigrujacych — nanoczastek srebra pokrytych warstwg organiczng. Rownocze$nie widoczne
byly sygnaty przypisane do 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-p-D-glukozy oraz kwasu galusowego,
zgodnie z poréwnaniem do probek odniesienia. Wraz z uptywem czasu (t7, ti4) intensywnos$¢
tych sygnatow ulegata stopniowemu ostabieniu, a pojawiat si¢ sygnat odpowiadajacy kwasowi
elagowemu. Zmiana ta pozostaje w zgodzie z wynikami metody Folina—Ciocalteu,
wskazujacymi na sukcesywny ubytek wolnych grup hydroksylowych i potwierdzajac, ze uktad
nie pozostaje chemicznie niezmienny, lecz ulega transformacjom w czasie przechowywania.
W mieszaninie kwasu taninowego z cytrynianem sodu przygotowanej w warunkach syntezy
(TA-SC, 100 °C) poczatkowy profil sygnatow byt zblizony, cho¢ nie obserwowano sygnatu na
linii startu w to. Dopiero w kolejnych punktach czasowych pojawita si¢ nieruchoma strefa,
ktorej intensywnos$¢ narastala, co sugeruje spontaniczne tworzenie si¢ struktur o wysokiej
masie czasteczkowej. Zjawisko to zachodzitlo nawet w przypadki braku srebra, jednak
przebiegalo wyraznie wolniej, co moze §wiadczy¢ o katalitycznym wptywie AgNPs na przebieg
przemian. W przypadku probek zawierajacych jedynie kwas taninowy (TA, przygotowany
zardbwno w temperaturze pokojowej, jak i w warunkach syntezy) profil sygnatéw pozostawat
stabilny w catym okresie analizy (to—tis), co wskazuje, ze sam kwas taninowy nie ulegat
istotnym transformacjom pod wpltywem warunkow termicznych w badanym przedziale

czasowym. Natomiast mieszanina TA-SC przygotowana w temperaturze pokojowe]
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poczatkowo wykazywata profil zblizony do TA, jednak juz po 7 dniach (t7) pojawity sie¢
pierwsze dodatkowe strefy migracyjne oraz sygnat na linii startu. Zmiany te sugeruja, ze nawet
bez udzialu srebra oddzialywania pomiedzy taning a cytrynianem sodu prowadza do
powstawania produktéw o zmodyfikowanej polarnosci 1 ograniczonej ruchliwosci

chromatograficzne;j.

Faza ruchoma 1: toluen: aceton: kwas mréwkowy (3: 3: 1 v/v/v)

Rysunek 57. Ptytki chromatograficzne uktadow: 1. koloid nanoczastek srebra AgNPs; 2. mieszanina kwasu
taninowego z cytrynianem sodu otrzymana w warunkach syntezy; 3. kwas taninowy przygotowany w warunkach
syntezy; 4. mieszanina kwasu taninowego z cytrynianem sodu przygotowang w temperaturze pokojowe;j;

5. kwas taninowy przygotowany w temperaturze pokojowe;j.

W uktadzie TA-AgNPs zanik sygnatow odpowiadajacych wolnym formom taniny koreluje
z pojawieniem si¢ sygnaléw kwasu elagowego i struktur niemigrujacych, co wskazuje na
postepujace procesy kondensacji 1 transformacji polifenoli. W mieszaninach TA-SC
przygotowanych bez srebra podobne zjawiska rowniez zachodza, lecz z mniejsza
intensywnoscig i opoéznieniem czasowym. Wyniki te potwierdzaja, ze srebro moze petni¢ rolg
katalizatora przemian, przyspieszajac tworzenie nowych produktéw i struktur w uktadzie

koloidalnym.

Analiza widm LC-MS (Rysunek 58) dla probki AgNPs to dominowaly sygnaty
odpowiadajace obecnos$ci niskoczasteczkowych fenoli, przede wszystkim kwasu galusowego
(GA), kwasu elagowego (EA) oraz wigkszego zwigzku — 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-
glukozy (PGG). Zwigzki zostaly zidentyfikowane na podstawie charakterystycznych jonow
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molekularnych oraz poro6wnania z widmami referencyjnymi. Obecno$¢ tych produktow
we wczesne] fazie przechowywania wskazuje, ze juz na etapie syntezy moze dochodzié¢

do cze$ciowych przemian kwasu taninowego, obejmujacych hydrolize lub degradacjg.
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Rysunek 58. Widma LC-MS koloidu nanoczastek srebra w czasie to i tia.

Po 14 dniach kondycjonowania (AgNPs tis+) zaobserwowano istotne zmiany w profilu
chromatograficznym — sygnaly odpowiadajace kwasowi galusowemu oraz pentagaloilowe]
glukozie zanikly, a dominujagcym zwigzkiem pozostat kwas elagowy. Wynik ten, w zestawieniu
z analizami TLC, potwierdza, ze w uktadzie koloidalnym zachodza przemiany prowadzace do
stopniowego zaniku prostszych form galoilowych 1 powstawania bardziej stabilnych
produktow, takich jak kwas elagowy. Uzyskane dane wskazuja wigc na postepujaca
transformacje komponentoéw organicznych w czasie przechowywania koloidu, co znajduje

odzwierciedlenie takze w obserwacjach dotyczacych wytracania si¢ osadu.
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8.3.5. Analiza wytraconych krysztaléw w ukladzie koloidalnym TA-AgNPs

W trakcie przechowywania ukladu koloidalnego AgNPs zaobserwowano wyrazng zmiang
barwy roztworu (Rysunek 59) — od jasnobrazowej w momencie syntezy (to) do ciemnobrazowej
po 30 dniach (ts0). Zmiana ta wskazuje na zachodzace w czasie przemiany w strukturze i/lub

otoczeniu nanoczastek.

Rysunek 59. Koloid nanoczgstek srebra w czasie; a) od momentu wytworzenia to, b) w czasie kondycjonowania
t30.

Poniewaz pomiary UV-Vis oraz STEM potwierdzity brak zmian morfologii rdzenia
nanoczastek, obserwowana zmiana barwy wskazuje na modyfikacje zachodzace w medium
koloidalnym otaczajacym nanoczastki. Proces ten moze obejmowacé utlenianie grup
fenolowych, powstawanie sprzezonych ukladow wigzan podwojnych Ilub generowanie
wtornych produktéw polifenolowych, takich jak chinony, znanych z silnych wtasciwosci
chromoforowych. Zmiana barwy koreluje z wynikami metody Folina—Ciocalteu oraz analiz
TLC, co jednoznacznie potwierdza, ze uklad TA-AgNPs ulega istotnym przemianom
chemicznym w czasie przechowywania, mimo zachowania morfologii rdzenia nanoczastek
srebra. Analogicznie do obserwacji prowadzonych dla mieszaniny kwasu taninowego
z cytrynianem sodu, w ukladzie koloidalnym AgNPs po okoto 14 dniach przechowywania
zaobserwowano wytracanie si¢ osadu w postaci dobrze wyksztalconych krystalitow. W celu ich
identyfikacji wykonano analiz¢ FT-IR, a uzyskane widmo poréwnano z widmem probki
odniesienia — czystego kwasu elagowego. Jak przedstawiono na Rysunku 60, profile obu widm
wykazuja zgodno§¢ w zakresie charakterystycznych pasm absorpcyjnych, m.in. w obszarze
drgan grup hydroksylowych (ok. 3400 cm™) oraz pasm odpowiadajacych wigzaniom C=0
1 C=C w strukturze aromatycznej (1700—1600 cm™). Obecnos¢ tych sygnaléw w osadzie
potwierdza, ze jednym z gléwnych produktow przemian zachodzacych w czasie

kondycjonowania koloidu jest kwas elagowy. Wynik ten jest spojny z wczes$niejszymi
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obserwacjami metoda TLC 1 LC-MS, wskazujacymi na stopniowg degradacje taniny

1 powstawanie wtornych produktéw fenolowych, w tym wtasnie kwasu elagowego.
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Rysunek 60. Widmo FT-IR wytragconych krystalitow z koloidu AgNPs z probka odniesienia kwasu elagowego.

Pomimo obecnosci srebra w uktadzie, podjeto dodatkowe badania w celu okreslenia, czy
ilo§¢ dodanego srebra wptywa na morfologi¢ oraz charakter powstajacych krystalitow. W tym
celu przygotowano seri¢ ukladéw o statym stezeniu kwasu taninowego i cytrynianu sodu, lecz
o zmiennej zawartosci azotanu srebra: 0, 5, 10, 25, 50, 75 oraz 100 ppm (Rysunek 61). Probki
o skrajnych stezeniach (0 1 100 ppm) odpowiadajg wczesniej scharakteryzowanym uktadom
TA-SC (0 ppm - warunki syntezy) oraz TA-AgNPs (100 ppm srebra), natomiast pozostale

uklady pozwolity na prze$ledzenie zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem srebra a strukturg

powstajacych osadow.

100 75 50 25 10 0 [ppm Ag]

Rysunek 61. Mieszaniny kwasu taninowego i cytrynianu sodu (o stalym stezeniu TA-SC 315:1672ppm),
ale o zmiennej ilo$ci azotanu srebra 0, 5, 10, 25, 50, 75 oraz 100.
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Rysunek 62. Zdjecia SEM wytraconych krystalitbw przy zmiennym st¢zeniu srebra: srebra 0, 5, 10, 25, 50, 75
oraz 100 ppm.

Analiza morfologii wytraconych krystalitow z ukladéw zawierajacych kwas taninowy
1 cytrynian sodu przy zmiennej zawartosci azotanu srebra (0—100 ppm) pozwolita uchwycié¢
wplyw obecno$ci srebra na morfologie powstajacych osadoéw (Rysunek 62). W uktadzie
TA-SC (0 ppm, bez srebra) krystality przyjmowaty posta¢ duzych, nieregularnych i li§ciastych
struktur o stosunkowo znacznych rozmiarach (Rysunek 62a). Tworzyly one zwarte agregaty
o stabo zrdéznicowanej geometrii, co wskazuje, ze w warunkach braku jonéw Ag' procesy
krystalizacji zachodza w sposdb niekontrolowany, prowadzac do powstawania masywnych
form. Dodatek srebra zmienial istotnie morfologi¢ krystalitow. Juz przy 25 ppm Ag’
obserwowano bardziej podzielone i niejednorodne struktury, o powierzchni mniej regularnej
niz w przypadku TA-SC (Rysunek 62b). Wzrost zawartosci srebra do 50 ppm skutkowat
wyraznym przeorganizowaniem — pojawialy si¢ drobniejsze formy, czesto o charakterze
igietkowatym 1 bardziej uporzadkowanej orientacji (Rysunek 62c). Jeszcze silniejszy efekt
uzyskano przy 75 ppm Ag" (Rysunek 62d), gdzie krystality byly wyraznie mniejsze, gesciej
upakowane i o zarysowanej geometrii, co wskazuje na udziat srebra w procesie nukleacji
wiekszej liczby osrodkow krystalizacji. Najbardziej jednorodng i drobnoziarnistg strukture
zaobserwowano w uktadzie AgNPs (100 ppm Ag") (Rysunek 62e—f). Krystality mialy tam
posta¢ réwnomiernie uformowanych, igietkowatych struktur o wyraznie mniejszych
rozmiarach niz w prébkach o nizszym stezeniu srebra. Co istotne, w osadach uzyskanych przy

50-100 ppm (szczegdlnie w Rysunek 62d—f) widoczne byly roéwniez nanoczastki srebra
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wbudowane w krystality, co sugeruje ich aktywny udziat w procesie tworzenia fazy statej.
Zaobserwowana zalezno$¢ wskazuje jednoznacznie, ze obecno$¢ srebra sprzyja powstawaniu
drobnoziarnistych i bardziej jednorodnych krystalitow. Mozna to interpretowa¢ jako efekt
katalitycznej roli srebra, ktore przyspiesza przemiany fenoli (zgodnie z obserwacjami TLC
1 spadkiem zawarto$ci wolnych grup hydroksylowych oznaczanych metoda FC) oraz petni
funkcje dodatkowych centréw nukleacji. W rezultacie zwigkszona liczba o$rodkéw
krystalizacji prowadzi do zmniejszenia rozmiaru pojedynczych krystalitéw oraz do powstania
bardziej uporzadkowanych struktur. Podsumowujgc, wraz ze wzrostem stezenia Ag* od 0
do 100 ppm dochodzi do przej$cia od masywnych, lisciastych struktur o duzych rozmiarach
(TA-SC) do drobnoziarnistych, igietkowatych i uporzadkowanych krystalitow zawierajacych
AgNPs. wplywa zatem na dalsze losy chemiczne skladnikéw organicznych uktadu,
determinujac zar6wno morfologi¢ powstajacych krysztatéw, jak 1 ich zdolno$¢

do wbudowywania nanoczastek srebra w strukture fazy state;.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, ze kwas taninowy
po procesie syntezy ulega przemianom do kwasu galusowego, kwasu elagowego 1 1,2,3,4,6-
penta-O-galloilo-B-D-glukozy, a w czasie kondycjonowania nastgpuja dalsze przemiany
prowadzace do kwasu elagowego 1 jego pochodnych. Na Rysunku 63 przedstawiono

schematyczne przedstawienie procesu przemian kwasu taninowego w koloidzie AgNPs.
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Rysunek 63. Schematyczne przedstawienie procesu przemian polifenoli w koloidzie nanoczastek srebra.
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9. Aktywnos¢ biologiczna nanoczastek funkcjonalnych w postaci
nanoczgstek srebra

Badania aktywnosci biologicznej otrzymanych uktadow koloidalnych nanoczastek srebra
przeprowadzono we wspotpracy z Wojskowym Instytutem Higieny i Epidemiologii im.
Generata Karola Kaczkowskiego w Warszawie. Prace naukowe byly realizowane w ramach
projektu badawczego ,,Sfunkcjonalizowane nanoczgstki metali szlachetnych jako stymulatory
odpowiedzi immunologicznej w zakazeniu herpeswirusem typu 1 i 27 (NCN-OPUS,
2018/31B/NZ6/02606). Celem tych badan byla ocena aktywnosci wirusobdjczej
nanoczgstek srebra wytworzonych w obecno$ci kwasu taninowego i cytrynianu sodu oraz
ustalenie zaleznosci pomig¢dzy wilasciwosciami fizykochemicznymi badanych ukladoéw a ich

potencjatem biologicznym.

Rozdzial ten stanowi powigzanie uzyskanych wynikow charakterystyki fizykochemicznej
nanoczgstek z obserwowanymi efektami biologicznymi. Przeprowadzona korelacja pozwala na
okreslenie, w jaki sposob procesy przemian kwasu taninowego w obecno$ci nanoczastek srebra

oraz proces kondycjonowania koloidéw wptywaja na ich aktywno$¢ wirusobojcza.

Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze w badanych uktadach TA-SC oraz
TA-AgNPs (Rysunek 64) zachodza przemiany w czasie kondycjonowania, co potwierdzaja
analizy metodg Folina—Ciocélteu oraz chromatografii cienkowarstwowej (Rysunek 64). W obu
przypadkach obserwuje si¢ systematyczny spadek stezenia wolnych grup hydroksylowych
w czasie kondycjonowania, a takze pojawianie si¢ nowych sygnatéw w chromatografii po
procesie syntezy. W przypadku koloidu TA-AgNPs zmiany te sg wyrazniej widoczne, a po 14
dniach kondycjonowania obserwuje si¢ pasma odpowiadajace strukturom niemigrujagcym
(TLC), co sugeruje powstawanie produktow o wigkszej masie czasteczkowej i odmiennych

wlasciwos$ciach fizykochemicznych.
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Rysunek 64. Zmiany st¢zenia wolnych grup hydroksylowych oznaczonych metoda Folina— Ciocélteu (po lewej)
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oraz wyniki analizy TLC (po prawej) dla uktadow: a) TA-AgNPs i b) ATA-SC od momentu przygotowania

probki (to) oraz w czasie kondycjonowania (t14+).

Badania aktywnosci wirusobojczej prowadzono na liniach komérkowych Vero, zakazonych
wirusem opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1). Komérki inkubowano w obecnosci badanych
uktadow (TA-SC oraz TA-AgNPs) pobranych po procesie syntezy (to) oraz po okresie
kondycjonowania (ti++). Nastgpnie oceniano stopien infekcji wirusowej w stosunku do kontroli
dodatniej (komorki zakazone bez dodatku probki). Korelacja wczesniej przeprowadzonej
charakterystyki fizykochemicznej koloidow TA-AgNPs z wynikami testéw wirusobodjczych
(Rysunek 65) pozwala jednoznacznie wskaza¢, ze obecno$¢ nanoczastek srebra istotnie wpltywa

na aktywnos¢ biologiczng uktadu.
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Rysunek 65. Aktywno$¢ wirusobodjcza wobec HSV-1 dla probek TA-SC oraz TA-AgNPs pobranych po

procesie syntezy (to) oraz w czasie kondycjonowania (ti4+).

W préobkach zawierajacych jedynie mieszaning kwasu taninowego i cytrynianu sodu (TA-SC)
efekt wirusobdjczy wobec HSV-1 byl umiarkowany zaré6wno w to, jak i po 14 dniach
kondycjonowania, ograniczajac zakazenie do okoto 45-55% w stosunku do kontroli. Podobny
efekt obserwowano dla koloidu TA-AgNPs po procesie syntezy (to). Natomiast po okresie
kondycjonowania (tis) koloid TA-AgNPs wykazywat zdecydowanie silniejsze dziatanie
wirusobojcze, redukujac infekcje HSV-1 do poziomu kilku procent w stosunku do préby
kontrolnej. Zestawienie wynikéw fizykochemicznych i biologicznych wskazuje, ze obecnosé¢
nanoczastek srebra moduluje przemiany catego ukladu w czasie, prowadzac do powstawania
produktow o wysokiej aktywno$ci wirusobojczej. Moment pojawienia si¢ sygnalow
niemigrujacych w TLC i spadek zawarto$ci wolnych grup hydroksylowych w FC (Rysunek
64a) jest zbiezny z obserwacjag maksymalnego efektu wirusobojczego, co jednoznacznie
sugeruje, ze powstajagce w obecnosci AgNPs produkty kondycjonowania sg odpowiedzialne za

zahamowanie replikacji HSV-1.

W przypadku HSV-2 wyniki jednoznacznie pokazuja, ze o skutecznosci decyduje konkretny
sktad uktadu koloidalnego, a nie samo wspotwystepowanie ,,polifenol + srebro” (Rysunek 66-
I). Po 14 dniach kondycjonowania mieszaniny TA-SC przygotowane] w temperaturze

pokojowej oraz w warunkach syntezy (ATA-SC) poziom zakazenia pozostaje zblizony do
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kontroli dodatniej, co potwierdza, ze same przemiany polifenoli bez obecnosci srebra nie sg
wystarczajace do inaktywacji wirusa. Czgsciowe obnizenie zakazno$ci obserwujemy dla
supernatantu z syntezy TA-AgNPs — obecne w nim rozpuszczalne produkty przemian TA
wplywaja na replikacje wirusa, lecz brak obecnosci metalu ogranicza ten efekt. Dodanie
czystego kwasu elagowego do nanoczastek otrzymanych metoda cytrynianowa
(SC-AgNPs + EA) nie odtwarza wysokiej aktywnosci. W tym uktadzie EA wystepuje
W pierwotnej postaci, a nie jako produkt przemian jak w koloidzie TA-AgNPs ti4+. Skutkiem
jest stabsza interakcja z wirusem 1 nizsza aktywnos$¢ niz w TA-AgNPs ti14+. Podsumowujac,
samo dodanie EA do cytrynianowo-stabilizowanych AgNPs nie tworzy takiego samego uktadu,
ktéra powstaje w obecnosci TA 1 podczas kondycjonowania koloidu TA-AgNPs. Najsilniejszy

efekt wirusobdjczy wykazuje TA-AgNPs 14+ — niemal catkowite zahamowanie infekcji HSV-2.

100
I) HSV-2
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kontrola(+)  TA-SCt,,,  ATA-SCt,, >SuPernatant SC.AgNPs+EA TA-AgNPst,,,
z TA-AgNPs
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TA-SCt,,. ATA-SCt,,, TA-AgNPs t,,,

Rysunek 66. Aktywno$¢ wirusobojcza wobec HSV-2 dla badanych uktadéw TA-SC, SC-AgNPs+EA,
supernatantu z TA-AgNPs oraz TA-AgNPs pobranych po 14 dniach kondycjonowania (I) oraz obrazy SEM
krystalitow (I): (a) TA-SC, (b) ATA-SC, (c) TA-AgNPs.

Dodatkowo, morfologia krystalitow powstatych w badanych uktadach (Rysunek 66-I1 a—c)
pozwala wskaza¢ réznice, ktére moga dodatkowo ttumaczy¢ obserwowany efekt. W probkach
TA-SC tiss 1 ATA-SC tis- dominowatly duze, ptytkowe krystality, tatwo wytracajace si¢

z roztworu, co ograniczato ich biodostepnos¢ i tym samym mozliwos$¢ interakcji z wirusem.
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W przeciwienstwie do nich, w uktadzie TA-AgNPs tis+- powstawaly drobnoziarniste, iglowe
formy utrzymujace si¢ w zawiesinie, o znacznie wigkszej powierzchni witasciwej. Taka
morfologia sprzyjala bezposredniemu kontaktowi z wirionami, co znajduje potwierdzenie
w obserwacjach mikroskopowych cryo-TEM (Rysunek 67), wskazujacych na destrukcje
otoczek wirusowych w obecnos$ci kondycjonowanego koloidu TA-AgNPs (Rysunek 67E).

zniszczony wirus HSV-1

Rysunek 67. Obrazy Cryo-TEM wirusa HSV-1: (A) nienaruszony wirion z widoczng otoczka; (E) zdegradowany
wirion HSV-1 po inkubacji z TA-AgNPs 14", z widoczna utrata integralnosci strukturalnej i uwolnieniem materiatu

genetycznego [28].

Korelacja danych morfologicznych i biologicznych jednoznacznie wskazuje, ze o aktywnosci
wirusobojczej badanych uktadéw decyduje nie sama ilo$¢ wytraconych pochodnych kwasu
taninowego, lecz rowniez charakter powstajacych w czasie kondycjonowania struktur. Cho¢
podobne przemiany obserwowane sg zar6wno w koloidzie zawierajacym nanoczastki srebra,
jak 1 w mieszaninach kwasu taninowego z cytrynianem sodu, to jednak obecno$¢ AgNPs
wyraznie ukierunkowuje proces przemian w stron¢ drobnokrystalicznych form, ktére pozostaja
stabilne w zawiesinie 1 charakteryzujg si¢ znacznie wiekszg powierzchnig czynng dostepna do
interakcji z wirusem. W probkach pozbawionych srebra dominuja natomiast duze, ptytkowe
krystality, tatwo opadajace z roztworu i pozostajace w ograniczonym kontakcie z wirusami. Co
istotne, analizy mikroskopowe wykazaty obecno$¢ nanoczastek srebra na powierzchni form
krystalicznych, co moze dodatkowo wzmacnia¢ efekt synergiczny — nanoczastki dziatajg nie
tylko jako katalizatory przemian chemicznych kwasu taninowego, ale takze jako aktywne
centra oddzialywania z wirionami. Dzigki temu struktury powstajace w obecnos$ci srebra moga
skutecznie destabilizowa¢ strukture wiruséw, prowadzac do uszkodzenia ich otoczki 1 utraty

zakazno$ci.

103



10. Podsumowanie i wnioski

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej dotyczyly
charakterystyki przemian chemicznych i fizykochemicznych zachodzacych w uktadach
koloidalnych nanoczastek srebra stabilizowanych kwasem taninowym i cytrynianem sodu.
Realizacja celu pracy umozliwita zar6wno uchwycenie dynamiki przemian kwasu taninowego
w Srodowisku koloidalnym, jak rowniez okreslenie ich wplywu na stabilno§¢ w czasie

kondycjonowania i wlasciwosci biologiczne badanych uktadow.

W toku badan wykazano, ze koloidy TA-AgNPs ulegaja zlozonym, wieloetapowym
procesom przemian w trakcie kondycjonowania, w ktérych kluczowa role odgrywaja zaré6wno
reakcje utleniania i transformacji polifenoli, jak 1 procesy nukleacji i krystalizacji prowadzace
do wytracania krysztatéw. Zmiany te prowadza do powstawania nowych produktéw — od
niskoczasteczkowych pochodnych (m.in. kwasu galusowego i elagowego), az po struktury
polimeryczne 1 krystaliczne o odmiennych morfologiach. Nanoczastki srebra, obecne
w uktadzie, katalizowaly przemiany fenoli, jak rowniez determinowaty morfologi¢
powstajacych krystalitow, w tym obecno$¢ drobnokrystalicznych, stabilnych form
zawierajacych AgNPs.

Uzyskane wyniki potwierdzily stluszno$¢ postawionej tezy — wykazano, ze przemiany
kwasu taninowego w koloidach nanoczgstek srebra majga bezposredni wplyw na ich
wlasciwos$ci bioaktywne. Szczeg6lnie istotna okazata si¢ korelacja pomi¢dzy TA-AgNPsti4+
1 morfologia wytracajacych si¢ struktur a aktywnoscig wirusobdjcza wobec HSV-1 1 HSV-2.
Wzrost aktywnosci biologicznej wraz z czasem kondycjonowania nanoczastek srebra dowodzi,
ze to nie jedynie obecno$¢ srebra, lecz efekt synergistyczny miedzy nanoczgstkami
a produktami przemian kwasu taninowego odpowiada za unikalne wlasciwosci badanych
uktadow. Uzyskane wyniki wskazuja, iz naturalne polifenole, w odpowiednio
zaprojektowanych warunkach syntezy 1 przechowywania, moga peni¢ role ligandow
funkcjonalnych, ktore poprzez kontrolowane przemiany nadajag nanoczastkom metali
szlachetnych nowe, pozadane wlasciwosci. Tym samym przedstawione wyniki stanowig
podstawe do dalszych badan nad projektowaniem biomateriatow o wysokim potencjale

przeciwwirusowym i immunomodulacyjnym.
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Whioski koncowe z pracy:

uktad koloidalny zawierajgcy nanoczastki srebra stabilizowane kwasem taninowym
1 cytrynianem sodu podlega dynamicznym  przemianom  chemicznym
1 fizykochemicznym w czasie kondycjonowania,

kwas taninowy ulega stopniowej transformacji prowadzacej do powstawania kwasu
galusowego, kwasu elagowego oraz 1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukozy,
a nastgpnie produktéw o wysokiej masie czasteczkowej,

zastosowanie metody Folina—Ciocalteu wykazato sukcesywny spadek zawartosci
wolnych grup hydroksylowych w badanych koloidach z 315 ppm do okoto 90 ppm
po dwoch miesigcach,

chromatografia cienkowarstwowa oraz analizy LC-MS potwierdzily obecno$¢
1,2,3,4,6-penta-O-galloilo-B-D-glukozy, kwasu galusowego oraz kwasu elagowego
przy czym w pozniejszych etapach dominujgcym sktadnikiem stat si¢ kwas elagowy,
w uktadach zawierajacych srebro powstaja drobnokrystaliczne, igietkowate formy
stabilne w zawiesinie, cze¢sto z wbudowanymi nanoczastkami srebra, podczas gdy
w probach bez srebra dominujg duze krystality o morfologii lisciastej,

nanoczastki srebra pelnia podwdjng role: katalityczng — poprzez przyspieszanie
przemian polifenoli, oraz strukturotworcza — poprzez udzial w nukleacji 1 wzroscie
krystalitow,

aktywnos$¢ wirusobodjcza uktadu TA-AgNPs wobec HSV-1 1 HSV-2 wzrasta wraz
z czasem kondycjonowania 1 jest istotnie wyzsza niz w uktadach pozbawionych srebra,
najwyzsza aktywno$¢ biologiczna korelowata z pojawieniem si¢ drobnokrystalicznych

form zawierajacych srebro oraz ze spadkiem zawarto$ci wolnych grup hydroksylowych,

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze synergiczne oddziatywanie nanoczastek srebra

1 polifenoli moze by¢ wykorzystane do projektowania biomaterialdéw o wysokim potencjale

przeciwwirusowym.
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