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EessOna

Antud magistritod eesmargiks oli optimeerida hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
slinteesitingimusi ja uurida nende tingimuste moju nanokomposiitide fllsikalis-
keemilistele omadustele ja antibakteriaalsusele. Siinteesi optimeerimise eesmargiks
oli suurendada nanokomposiitide stabiilsust. HObeda-kitosaani nanokomposiitide
slinteesil kasutati madala ja kdorge molekulmassiga kitosaani ning kahte erinevat
redutseerijat - trinaatriumtsitraati ja naatriumboorhidriidi. Trinaatriumtsitraadiga
slinteesiti esmalt hdbeda nanoosakesed, maarati ja muudeti suspensiooni pH
vahemikus 7.0-4.0 ning lisati kitosaan hobeda-kitosaani nanokomposiitide tekkeks.
Naatriumboorhldriidiga siinteesides uuriti hobeda ja naatriumboorhidriidi moolsuhte
ning reagentide lisamismeetodite md&ju hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
omadustele. Siinteesitud nanokomposiitides oli erinev hobeda ja kitosaani massisuhe:
1:0.3, 1:1 ja 1:3. Kokku kasutati 42 erinevat slinteesitingimust trinaatriumtsitraadiga
ja 15 naatriumboorhidriidiga slinteesides.
Maarati  slinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide fiilisikalis-keemilised
omadused: hidrodinaamiline suurus, pinnalaeng (Z-potentsiaal) ja ultravioletse-
nahtava valguse neeldumisespekter. Tulemuste pdhjal valiti valja Gks slinteesi meetod
redutseerija kohta, mida korrati nanokomposiitide antibakteriaalsete omaduste
maaramiseks.

Nanokomposiitide antibakteriaalsust testiti Gram-negatiivsele bakterile
Escherichia coli MG1655 deioniseeritud vees ja kunstlikus haavavedelikus ning maarati
minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon. Vordlevalt uuriti ka AgNO3z ning madala ja
korge molekulmassiga kitosaani toksilisust bakteritele.

Soovin valjendada oma siirast tdnu oma juhendajatele Kaja Kasemetsale ja Heiki
Vijale, kelle algatusel sOnastati kdesoleva 10putdéd teema ning kes abistasid mind
katsetega, konsultatsioonidega ja muul viisil. Antud magistritdd tehti Keemilise ja

Bioloogilise Fisika Instituudi Keskkonnatoksikoloogia laboratooriumis.

Marksonad: Hobeda-kitosaani nanokomposiidid, madala ja kdrge molekulmassiga
kitosaan, nanokomposiitide sintees, Gram-negatiivhe bakter Escherichia coli,

magistritdo



Lithendite ja tahiste loetelu

TSC - trinaatriumtsitraat
LMW - madal molekulmass (low molecular weight inglise keeles)
HMW - kdrge molekulmass (high molecular weight inglise keeles)

UV-Vis — ultravioletse-nahtava valguse neeldumisspekter

nm - nanomeeter (10°° meetrit)

kDa - kilo dalton vdi aatommassilihik, kg/mol

cP - sentipuaas, m2*s!

nAgCS - hobeda-kitosaani nanokomposiidid

MQ - deioniseeritud vesi

AWF - kunstlik haavavedelik (artificial wound fluid inglise keeles)
an - hudrodinaamiline suurus

MBK - minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon



SISSEJUHATUS

Tanapdeva meditsiinis on Uheks suurimaks probleemiks haiglainfektsioonide
esinemine ja antibiootikumiresistentsete tivede teke. Et ravida
antibiootikumiresistentsete bakterite poolt pdhjustatud infektsioone, on vaja jarjest
valja tootada uusi antibiootikume, kuid ajapikku tekib ka nendele antibiootikumidele
resistentsed bakteritlved.

Uheks lahenduseks haiglainfektsioonide sh antibiootikumiresistentsete tiivede
poolt pdhjustatud nakkuste drahoidmiseks ja raviks on antimikroobsete nanoosakeste
(Ag, CuO ja ZnO jt) kasutamine (naiteks haavaravis). Nanoosakesed on osakesed,
mille véahemalt (ks mddde on 1-100 nm. Nanosuuruses materjalidel on teistsugused
omadused vorreldes nende makro skaala osakestega, naiteks vaarismetallidel nagu
hobe ja kuld esineb tugevamad neeldumisspektrid tédnu plasmonresonantsile ning
nanoosakeste suspensioonid vdivad olla labipaistvad, kui nanoosakesed on vaiksemad
kui nahtava valguse lainepikkus (400-700 nm).

Uheks perspektiivseks uurimisvaldkonnaks biomeditsiinis on metallilised
nanoosakesed, eelkdige nanohObe, mille antimikroobsed omadused on tuntud juba
antiikajast peale. HObe on olnud kasutuses desinfitseeriva materjalina juba sajandeid
ning nanotehnoloogia (heks uurimisvaldkonnaks on, kuidas hdbeda nanoosakeste
antibakteriaalsed omadused soltuvad osakeste suurusest, kujust ja keskkonnast ning
kuidas nende siinteesi ja tootmist optimeerida. Hdbeda nanoosakesi toodetakse
tavaliselt keemilise slinteesiga, kuid on ka flUsikalisi ja bioloogilisi meetodeid.
Silinteesi kaigus on vdimalik vastavalt tingimustele muuta nanoosakeste omadusi,
nagu kuju, suurus ja pinnalaeng. Erinevate stabiliseerivate ainete kasutamisega on
voimalik muuta nanoosakesi stabiilsemaks ja mdjutada ka nende bioloogilisi omadusi.
Uheks uuritavaks biopoliimeeriks, mida saaks kasutada nanoosakeste siinteesil ja
stabiliseerimisel, on kitosaan (pollsahhariid), mis on biolagunev, mittetoksiline
inimesele ja bakteritsiidse toimega. Kitosaani toodetakse Kkitiinist, mida leidub
vahilaadsete ja seente kestades ja seega on kitosaan laialdaselt kattesaadav tooraine.

Magistritoé eesmargiks oli (i) optimeerida hobeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAgCS) slnteesi tingimusi, et saada erineva suurusega (~10 ja 50 nm) stabiilseid
nanokomposiite ning (ii) optimeeritud slnteesidest saadud hobeda-kitosaan
nanokomposiitide antibakteriaalse toime maddramine Gram-negatiivsele bakterile
Escherichia coli deioniseeritud vees ja kunstlikus haavavedelikus. nAgCS slinteesiti

redutseerides hobenitraati trinaatriumtsitraadiga voi naatriumboorhtdriidiga.



1. Kirjanduse iilevaade

Kirjanduse (levaade on koostatud erialase kirjanduse ja artiklite pohjal kasutades
ScienceDirect, Mendeley ja American Chemical Society andmebaase ning Google
Scholar otsingumootorit. Kirjanduse otsingul kasutati jargmisi marksdnu ja nende
kombinatsioone: silver nanoparticles, chitosan, silver-chitosan nanocomposites,

synthesis, sodium borohydride, trisodium citrate, E. coli, (material) properties jne.

|1.1 Nanoosakeste iildiseloomustus

Nanoosakesteks (NP) loetakse osakesi, millel vahemalt (ks dimensioon on 1-100
nm. Osakestel, mille suurus on vdiksem kui 100 nm esinevad selliseid keemilisi ja
flusikalisi omadusi, mis esinevad ainult nanosuuruses osakestel: (i) osakesed on
vabas olekus védga liikuvad ja seetottu on nende sadenemise kiirus vaga aeglane, (ii)
osakestel on vaga suur eripind ja umbes 20% aatomitest asuvad osakeste pinnal ning
(iii) osakestel esinevad erinevad kvantefektid.[1], [2] Nende omaduste tottu kaituvad
nanoosakesed erinevalt vorreldes nende mikro- ja makroskaalal olevate osakestega,
omades naiteks kdrgemat reaktiivsust tanu suurele eripinnale. Lisaks materjali enda
omadustele, sdltuvad nanoosakeste flilisikalis-keemilised omadused nende suurusest
ja kujust, nditeks nanoosakeste neeldumisspekter soltub osakeste suurusest [1], [3].

Nanoosakesi kasutatakse tanapaeval aina rohkem tarbekaupades ja todstuses,
kuna nanoosakesed vdimaldavad muuta tootmisprotsesse efektiivsemaks ning
parandavad toodete omadusi. Naiteks nanoosakesi sisalduvad klaasid on tugevamad
pragunemise vastu [4], patareides kasutatakse erinevaid slsinik nanomaterjale, et
parandada nende mahtuvust ja pikendada eluiga [5] ja toiduainetddstuses
kasutatakse nanomaterjale tootmismasinatest 10pp-produktideni vélja, et parandada
toidu maitset, tekstuuri ja sailivust.[6]

Erinevalt tarbekaupadest, kus nanoosakesed ainult parandavad toodete omadusi,
vOib nanoosakesi kasutada meditsiinis ka ravi eesmargil. Enim perspektiivne valdkond
on antimikroobsete nanoosakeste (Ag, CuO, ZnO jt) kasutamine biomeditsiinis
(antimikroobsed pinnad, haavaplaastrid, implantaadid jt). Nanoosakesed vdivad
seonduda rakkudega, kahjustada raku membraani, seonduda valkude ja DNA-ga,

muuta rakutstklit ning metabolismi.[7]

|1.2 H6beda nanoosakesed

Hobedat (Ag) on tdnu tema tugevale mikroobivastasele toimele juba kaua aega

kasutatud meditsiinis ja seda omadust pohjustab oligodiinaamiline efekt.

10



Oligodinaamiline efekt on metallide, eriti raskemetalli ioonide (Ag*, Cu*, Hg* jne)
keemiline omadus reageerida valkude tiool- ja aminoriihmadega, hairides seelabi
mikroobide elutegevust [8], [9]. HObe on stabiilne metall, mis tavatingimustel
reageerib vaheste ainetega, pohiliselt reageerides ainult hapniku ja vaavli thenditega.
Hobedaioonid on bakteritele toksilised alates kontsentratsioonist 0.01 mg/l, mis
tahendab, et isegi halvasti lahustuvatel hdbedalihenditel esinevad antibakteriaalsed
omadused (viide). Inimestele pole hdbe ega hobeda lihendid lihiajalisel kokkupuutel
ohtlikud, kuna organismi sattudes tekivad metabolismi kaigus raskesti lahustuvad
hobeda Ghendid, mis ei ole inimesele toksilised.[10] HObeda nanoosakesi kasutatakse
tdnapdeval ka meditsiinis, nditeks implantaatides, ndomaskides ja kateetrites ning
dermatiidi ja akne ravis.[11]

|1.3 Hobeda nanoosakeste siintees

Kuna hobeda nanoosakeste (AgNPs) optilised, antimikroobsed, keemilised ja
fllsikalised omadused sdltuvad nende suurusest, kujust ja pinna morfoloogiast,
kasutatakse erinevaid meetodeid erisuguste nanoosakeste silinteesiks. Hobeda
nanoosakeste siinteesimeetodid jagatakse Uldiselt kolmeks: fllsikalised, keemilised ja
bioloogilised meetodid.[11]

Fltsikalised meetodid kasutavad nanoosakeste siinteesimiseks kas kuumust,
valgust voi radiatsiooni. Siia kuuluvad jargmised meetodid nagu termiline lagunemine,
laserablatsioon ja ioonide implanteerimine. Nende meetodite eeliseks on kontroll
nanoosakeste suuruse ja kuju tle. [11]

Keemilised meetodid hdlmavad erinevate redutseerijate, stabilisaatorite ja
lahustite kasutamist hodbeda nanoosakeste slinteesiks. Moned enamlevinud
redutseerijad on naatriumboorhidriid, trinaatriumtsitraat, hidrasiin ja poltoolid.[11]
Nanoosakeste agregatsiooni takistamiseks kasutatakse erinevaid stabilisaatoreid nagu
poltvintdlptrrolidoon (PVP), polietlleenglikool (PEG) ja sidrunhape. Keemiliselt
slinteesitud nanoosakeste suurus ja morfoloogia sOltub Idhteainetest ja nende
kontsentratsioonist ning reaktsiooni keskkonna tingimustest, nagu naiteks
temperatuur ja segamiskiirus. [12]-[15] Kdrgem temperatuur tostab reaktsiooni
kiirust, kuid vahendab suspensiooni stabiilsust ja suurendab nanoosakeste
agregatsiooni. Suurem reaktsiooni kiirus soodustab suuremate nanoosakeste teket,
kuna slinteesi kaigus tekib rohkem nukleatsiooni punkte ning nanoosakesed kasvavad
kiiremini.[15]-[17] K&rgem segamiskiirus soodustab aga vaiksemate nanoosakeste
teket vorreldes madalama segamiskiirusega. [14],[18] Lahteainete
kontsentratsioonide mdju sOltub suuresti lahteainetest endist, kuid Uldiselt mida

rohkem hdbeda ioone ning aeglasemalt hdbeda ioonid reageerivad, seda suuremad
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nanoosakesed tekivad. [3], [11], [15], [19] Keemiline siinteesireaktsioon koosneb
kolmest osast: (i) ioonhObeda taandamine atomaarseks hdbedaks, (ii) atomaarne
hobe kaitub kui nukleatsiooni punkt ning kasvab edasi hobeda nanoosakesteks ja (iii)
hobeda nanoosakeste agregatsioon ja sadestumine. Selleks, et takistada
nanoosakeste agregatsiooni, lisatakse silnteesikeskkonda stabilisaatoreid, mis
seonduvad nanoosakeste pinnale.

Bioloogilised meetodid hdlmavad mikroorganismide voi taimeekstraktide
kasutamist AgNPs-de slinteesimiseks, kus mikroorganismid, nagu bakterid, seened ja
vetikad, vOi taime-ekstraktid on nii hobeda ioonide redutseerijad kui ka stabilisaatorid.
Bioloogilised meetodid on keskkonna sdobralikumad vdrreldes teiste silinteesi
meetoditega. [11], [12]

1.3.1 Trinaatriumtsitraadiga

Hobeda nanoosakeste siinteesiks kasutatakse iihe variandina trinaatriumtsitraati
(NazCeHs07), mis toimib ndrga taandajana. Hobenitraat on tavaliselt hdbeda ioonide
allikas ja sinteesi kadigus tekkinud sidrunhape stabiliseerib hobeda nanoosakesi, kuid
suspensioonile vdib lisada ka teisi stabilisaatoreid nagu pollivintulptrrolidoon (PVP),
kitosaan (CS), askorbiinhape (mis on Uhtlasi ka taandaja) vO0i poluvinidllalkohol
(PVA). Kuna trinaatriumtsitraat on ndrk taandaja, siis reaktsioon toimub alles 100 °C
juures. Trinaatriumtsitraadiga sinteesile on iseloomulik, et reaktsiooni tulemusel
muutub lahuse varvus alguses kollakaks ning sealt edasi hallikas kollaseks, tapsed
ajastused sOltuvad temperatuurist ning reagentide kontsentratsioonidest ja

moolsuhetest.[11], [14]-[23] Redoksreaktsiooni valem on jargmine [24]:

4 AgNO; + NasCeHs0, + 2H,0 — 4 Ag® + C4Hs0,Hs + 3NaNOs + HNO; + 0, T Vdrrand 1.

Trinaatriumtsitraadiga redutseerimisel on probleemiks see, et tsitraadi molekulid
peavad taitma mitut rolli, kditudes samaaegselt redutseerijana ja slinteesi kadigus
tekkivate komplekside ja nanoosakeste stabilisaatorina, mis omakorda aeglustab
reaktsioonikiirust. Trinaatriumtsitraat moodustab suhteliselt stabiilsed
kompleksiihendid Ag* ja Ag?* ioonidega ning aeglustab Ag4?* (Uhendite teket, mis
kdituvad nanoosakeste nukleatsioonitsentritena. [25] Silinteesitud nanoosakeste
suurused jaavad vahemikku 10-90 nm ning on kujult peamiselt sfaarid. Suurem
hobenitraadi kontsentratsioon soodustab sfaariliste ja suuremate nanoosakeste teket,
vastupidiselt kOrgem trinaatriumtsitraadi kontsentratsioon soodustab vaiksemate
nanoosakeste teket, lisaks kaitub reaktsiooni kaigus vabanev sidrunhappe
stabilisaatorina.[14], [15], [18], [19]

12



1.3.2 Naatriumboorhiidriidiga

Veel the variandina hdbeda ioonide taandamiseks kasutatakse
naatriumboorhidriidi (NaBHa4), mis on tugev redutseerija. Sarnaselt
trinaatriumtsitraadiga kasutakse hdobeda allikana hobenitraati, kuid siintees toimub 1-
4°C juures, et vahendada korval reaktsioonide Kkiirusi. Slnteesitud hobeda
nanoosakeste  stabiliseerimiseks lisatakse  erinevaid stabilisaatoreid nagu
naatriumdodetsillsulfaati [27], kitosaani [15], polavintllpdrrolidooni [28],
trinaatriumtsitraati [29] vOi kasutatakse suures lilas reagenti naatriumboorhidriidi.
[28][30] Stabilisaatoriteta slinteesides lisatakse jahutatud naatriumboorhldriidi
lahusele hobenitraati, vastupidisel lisamisel tekib hdobeda sade. [15], [27], [30]-[32]

Redoksreaktsiooni valem on jargmine:
2AgNO; + 2NaBH, — 2Ag + H, + B,Hg + 2NaN O, Vdrrand 2.

Naatriumboorhidriidi lahust on vaja hoida madalal temperatuuril, et aeglustada

naatriumboorhldriidi lagunemist.
BH,” + H* + 2H,0 - HBO, + 2H, Vérrand 3.

Sarnaselt trinaatriumtsitraadiga on naatriumboorhidriidil kaks rolli slinteesi protsessis,
redutseerija ja stabilisaator. Slnteesikeskkonnas olev liigne naatriumboorhudriid
reageerib hdobeda nanoosakestega, tekitades osakeste pinnale BH4 kihi, mis kaitub
isoleeriva kaitsekihina, takistades nanoosakeste kasvu ja agregatsiooni. Seetdttu
soodustab kdrgem naatriumboorhidriidi kontsentratsioon ja vaiksem hdobenitraadi ja
naatriumboorhldriidi moolsuhe vaiksemate nanoosakeste teket ning suurusjaotust.
Sinteesitud hdobeda nanoosakeste suurused on vahemikus 10-50 nm ning on kujult
sfaarid. [27]-[30]

|1.4 Hobeda nanoosakeste toksilisus bakteritele

Hobeda nanoosakeste antibakteriaalne toime sdltub nanoosakeste flilsikalis-
keemilistest omadustest, keskkonnast ja bakterite ning osakeste interaktsioonidest.
Uheks oluliseks toksilisust m&jutavaks teguriks on testikeskkond, kuna keskkonnas
esinevad ained ja tingimused vdivad podhjustada nanoosakeste pinna keemilist
muutust, agregeerumist ja sadestumist lahusest, mis omakorda muudab nende

biosaadavust ja toksilisust mikroorganismidele.[33], [34]
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Hobeda nanoosakeste antibakteriaalsed omadused tulenevad peamiselt
vabanevatest hdobeda ioonidest. [33] Hobeda ioonid eralduvad, kuna metalne hdbe
hakkab aeglaselt hapniku toimel oksideeruma. Ioonide vabanemine sdltub
temperatuurist, nanoosakeste pindala ja massi suhtest (suurusest), kujust ja
Umbritsevast keskkonnast. Suurem temperatuur ning pindala ja massi suhe
kiirendavad hobeda ioonide eraldumist. Keskkonna tingimused vdivad hdbedaioonide
eraldumist kiirendada vO0i peatada, naiteks hapnikuvaeses keskkonnas aeglustub
hdbedaioonide eraldumine. Ioonide eraldumist takistab ka raskesti lahustuvate hdbeda
Uhendite kattekihi teke nanoosakeste pinnale, mis pdhjustab nanoosakeste toksilisuse
vahenemist. Toksilisus vaheneb ka siis kui keskkonnas on aineid (naiteks Cl ioonid,
sulfiidid), millega hobe seondub. [35].

Hobeda ioonid kaituvad kui Lewise happed, mis reageerivad Lewise alustega,
nditeks biomolekulid, mis sisaldavad amino-, tiool- ja fosfori funktsionaalrihmi.
Hobeda ioonid mojutavad erinevaid bakterite funktsioone ja ei ole nii kitsa
toimespektriga nagu on antibiootikumid. HObeda ioonide ja nanoosakeste laia
toimespektrit on (ks pdhjus, miks hobe on efektiivne mitmetele erinevatele bakteritele
ning ei tekita resistentsust. [34]

Hobeda nanoosakeste suurus mdjutab osakeste toksilisust kahel pdhjusel, esiteks
on suurema eripindala tottu vaiksemad nanoosakesed lahustuvamad ja teiseks vdivad
vaiksemad nanoosakesed kergemini seonduda ja lédbida bakterite membraane. Hobeda
nanoosakeste suuruse vahenemisega suureneb nende reaktiivsus ja toksilisus.[8],
[33]
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|1.5 Hobeda-kitosaani nanokomposiidid

1.5.1 Kitosaan, klassifikatsioon ja omadused

Kitosaanil on mitmeid tahtsaid bioloogilisi omadusi, nagu biosobivus ja
biolagunevus, madal toksilisus inimestele ning antimikroobsed, antiokslidantsed ja
vahivastased omadused. Nende omaduste tottu kasutatakse kitosaani laialdaselt
meditsiinis, toidu- ja podllumajandustdédstuses ning samuti kosmeetikas ja

jaatmekaitluses. [36]

B CHy | [ u
- o OH
NH NH,
AL T N ST T
NH e HO -0 0
L CHg 1n L OH _ n
A B

Joonis 1. N-atsetiill-D-glikoosamiini (A) ja D-glikoosamiini (B) keemiline struktuur.[37]

Kitosaan on lineaarne polisahhariid, mis koosneb D-gliikoosamiini ja N-atsettul-D-
glikoosamiini jaakidest (Joonis 1). Kitosaani toodetakse kitiini to6tlemisel aluselises
keskkonnas, naiteks naatriumhudroksiidiga. Kitiin on poliisahhariid, mis koosneb ainult
N-atsetlll-D-glikoosamiinist, millest aluselise tdé6tluse kadigus eemaldatakse osad
atsetlutlrihmad. Kui ~50% kitiinis  olevatest N-atsetlll-D-glikoosamiini
atsettulrihmadest on deatsillitud, muutub polimeer happelises vesikeskkonnas
lahustuvaks ning polimeeri nimetatakse kitosaaniks. Kitosaani vdib edasi
deatsetulleerida kuni 100% atsetuulrihmade eemaldamiseni. Kitosaan lahustub
happelises keskkonnas, kuna tema aminoriihmad protoneeruvad (-NH2 ->-NHs*).
Kitosaan pK vaartus on ~6.4, mistdottu kitosaan protoneerub pH 6.4 juures ning
madalamatel pH vaartustel. [36], [38], [39] Kuna kitosaan on polliimeer, siis tema
molekulid on erineva polimerisatsiooniastmega ning selle jargi jaotatakse kitosaan
kolme molekulmassi vahemikku: madala (10-190 kDa), keskmise (190-310 kDa) ja
suure molekulmassiga (lGle 310 kDa) kitosaan. Kuna need vahemikud ei ole rangelt
defineeritud, siis erinevad kirjanduse allikad vdivad erinevalt klassifitseerida sama
molekulmassiga kitosaani. Alla 10 kDa molekulmassiga kitosaani nimetatakse
oligokitosaanideks.

Kitosaanil on peamiselt kaks klassifikatsiooni, mille jargi tema omadusi hinnatakse,
deatsetiillimise aste ja molekulmass, millest sdltuvad kitosaani flilsikalis-keemilised
ja Dbioloogilised omadused. [36], [38], [39] Kitosaani lahustuvus soltub

deatsetillimise astmest, molekulmassist ja atsetliulrihmade paigutusest molekulis,
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lahuse pH-st ja kontsentratsioonist ning happe protoneerumise omadustest. Kdige
rohkem mojutab kitosaani lahustuvust aminoriihmade protoneerumise aste, sest
protoneerumata kitosaan on vahe lahustuv ja protoneerumise tase sdltub omakorda
lahuse pH-st, deatsetlllimise astmest ja polimeeri struktuurist.[36], [39], [40]

Kitosaani lahuse viskoossus soltub kitosaani kontsentratsioonist ja molekulmassist,
olles viimasega tugevas positiivses korrelatsioonis. Viskoossust kasutatakse ka
kitosaani molekulmassi maaramiseks, kuid selleks tuleb arvestada ka kitosaani
lahustuvust ning seda mdjutavaid faktoreid, mistdttu pole selline meetod kdige
tapsem. [39]

Kitosaani antibakteriaalsed omadused tulenevad eelkdige tema vOimest seonduda
mikroobidega, mis omakorda soltub kitosaani molekulmassist, deatsetillimise ja
aminorihmade protoneerumise astmest. [36], [39]

Kitosaani antibakteriaalsus soOltub ka molekulmassist. Kdrge molekulmassiga
kitosaan seondub poOhiliselt bakterite pinnaga, takistades ainevahetust ning
kahjustades membraani. Madalama molekulmassiga kitosaan l|dbib aga paremini
bakterite membraane ning seonduvad rakkudes DNA-ga.[36] Kitosaan kinnitub
bakterite pinnale peamiselt 1abi elektrostaatilise jou, mis tekib negatiivselt laetud
bakteri pinna ja positiivselt laetud kitosaani molekuli vahel. Positiivne laeng tekib
kitosaani aminoriihmade (-NH2) protoneerudes (-NH3*) happelises keskkonnas, kui pH
vaartus on alla 6.4. Gram-positiivsete bakterite (Staphylococcus aureus jt) pinnal
asetsevad teihhoiinhapped ning lipopoliisahhariidid gram-negatiivsete bakterite pinnal
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa jt) annavad mdlemale bakteri tltbile
negatiivse pinnalaengu. Kitosaan on toksiline ka parmseentele (naiteks Candida sp) ja
viirustele. [36], [38] Kitosaan hairib bakterite kasvu peamiselt kahel viisil, 16hkudes
rakumembraani v0i moodustades membraanile kattekihi, mis takistab bakterite
ainevahetust ja pooldumist. [36], [39] Kitosaani hidrolllsil tekkivad vahelhendid
voivad seonduda ka DNA-ga, mdjutades seeldbi bakterite elutegevust ja hairides
proteiinide slinteesi. See mehhanism eeldab, et kitosaani molekulid suudavad labida
bakterite membraani ja positiivselt laetud aminoriihmad seonduvad nukleiinhapete
negatiivselt laetud fosfaatrihmadega, mistottu esineb see mehhanism tdendolisemalt

madalama molekulmassiga kitosaanil. [36]

1.5.2 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siintees

Soltuvalt hobeda nanoosakeste silinteesi meetodist, toimub hobeda-kitosaani
nanokomposiitide moodustumine, kas lisatuna stabilisaatorina hdbeda nanoosakeste
slinteesikeskkonda vdi lisades kitosaani slinteesitud nanoosakeste suspensioonile.[1],
[15], [22], [23], [36], [41]-[43] Levinum meetod on hdbeda nanoosakeste siintees ja
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hilisem stabiliseerimine kitosaaniga, kuna see vdimaldab suuremat kontrolli
nanokomposiitide omaduste (nditeks suurus) le. Eraldi slnteesitud hobeda
nanoosakeste ja kitosaani vahel toimub kelaatumine, kus hdbeda nanoosake reageerib
kitosaani amino- ja hudroskillrihmadega, moodustades Uksikud elektronpaarid
hapniku ja lammastiku vesiniksidemetega.

Kui kitosaan on hdbenitraadiga samas slinteesi keskkonnas, siis kitosaan vdib
kdituda ka kui redutseerija, kus kitosaani aminoriihmad reageerivad hobeda
ioonidega.[15], [41] Kitosaan takistab hGbeda nanoosakeste kasvu silinteesi kdigus ja
agregatsiooni ning aitab stabiliseerida nanokomposiitide suspensiooni. Uheks téhtsaks
slinteesi parameetriks on slinteesi keskkonna pH, mida peaks hoidma happelisena,

sest kitosaani lahustuvus langeb margatavalt, kui pH tase on kdrgem kui 6.5.

1.5.3 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisus bakteritele

Kitosaan stabiliseerib ja takistab hdbeda nanoosakeste agregeerumist ning annab
positiivse laengu nanoosakeste pinnale, mis omakorda soodustab nanokomposiitide ja
mikroorganismide interaktsioone.[1] Bakterite pinnale kinnitunud hobeda-kitosaani
nanokomposiidid voivad eraldada hdbeda ioone ja kitosaan vOib samaaegselt
mojutada bakterite membraane [1]

Eraldunud hobeda ioonid vdivad pohjustada reaktiivsete hapniku Uhendite teket,
mis hairivad bakteri elutegevust, takistades DNA kopeerimist, rakkude jagunemist ja
metabolismi. Sarnased omadused on ka kitosaanil, kuna sisenedes rakku voib ta

seonduda DNA-ga ja inhibeerida valkude siinteesi. [1]
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2. Magistritoo eesmark

Magistritd6 eesmargiks oli:

1. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide  slintees ning slnteesi tingimuste
optimeerimine.

2. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide flUsikalis-keemiline iseloomustamine
(hidrodinaamiline suurus, Z-potentsiaal, UV-Vis spekter, osakeste stabiilsus).

3. Nanokomposiitide toksilisuse testimine Gram-negatiivsele bakterile Escherichia
coli MG1655 erinevates testikeskkondades: deioniseeritud vesi ja slnteetiline

haavavedelik.
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3.Materjal ja metoodika

Koik toos kasutatud kemikaalid olid anallitilise puhtusastmega ja neid kasutati
edasise puhastuseta. Madala (LMW, 50-190 kDa) ja kdrge (HMW, 310-375 kDa)
molekulmassiga kitosaanid, trinaatriumtsitraat, sidrunhape, naatriumboorhidriid ja
hobenitraat olid ostetud firmast Sigma-Aldrich (Saksamaa). Koikide lahuste

tegemiseks kasutati deioniseeritud vett (Milli-Q, Millipore, Saksamaa).

3.1 Madala ja korge molekulmassiga kitosaani viskoossuse
moo6tmine

Nanokomposiitide slnteesil kitosaani lahused (1000 mg/L) filtreeriti, et eemaldada
mittelahustunud osakesed. Kuna filtreerimise tulemusena vGib vaheneda kitosaani
kontsentratsioon, siis mdddeti madala ja kdrge molekulmassiga kitosaani lahuste
viskoossust enne ja peale filtreerimist, kasutades Hoppleri viskosimeetrit BH 2 (MLW
Saksamaa, Joonis 2). Hoppleri viskosimeeter to6tab pohimottel, et kindla 1abimdddu ja
tihedusega kuul labib teatud ajavahemiku jooksul uuritavas vedelikus kindla vahemaa.
Teades kuuli koefitsienti, kuuli ja vedeliku tihedust ning vahemaa labimise aega on

voimalik arvutada vedeliku viskoossust.

Joonis 2. Langeva kuuli viskosimeeter e Hoeppleri viskosimeeter.

Mootmisel kasutati jargmisi kitosaani téélahused: 62.5, 125, 250, 500, 1000 mg/L.
Lahused valmistati vahemalt pool tundi enne mdodtmist, et lahused stabiliseeruksid
toatemperatuuril ja kitosaan oleks Uhtlaselt lahustunud. Lahuste tegemiseks kasutati
MQ vett ja 1%mass kitosaani 1%mant aédikhappe lahuses. Madala ja korge
molekulmassiga kitosaani lahused (1000 mg/L) filtreeriti vastavalt labi 0.45 pm ja

1.2 ym sistalfiltri (Sartorius). Igale té6lahusele tehti védhemalt 3 kordusmootmist.
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3.2 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siintees

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide slinteesil kasutati kahte meetodit: hobenitraadi

redutseerimist (i) trinaatriumtsitraadiga voi (ii) naatriumboorhidriidiga.

3.2.1 Trinaatriumtsitraadiga

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (nAgCS) slintees trinaatriumtsitraadiga koosnes

kahes etappist:

(i) HOobeda nanoosakeste (AgNPs) siintees keemilise redutseerimise meetodil
hobenitraadist (AgNOs3), kus redutseerijaks oli trinaatriumtsitraat (TSC)
(Nas3CeHs07) (vorrand 1).

(i) Siinteesitud AgNPs suspensioon segati kokku kitosaani lahusega (CS),

sonikeeriti ja dialtdsiti.

Lahuste valmistamine: ~30-60 min enne nAgCS slinteesi valmistati AgNOs (1 g Ag/L),
TSC (10 g/L), sidrunhappe (CeHsO7) (10 g/L) ja kitosaani lahus (1 g/L). Kdik
tédlahused filtreeriti 1abi 0.2 um sdstalfiltri (Sartorius) ja kitosaani lahused I&bi 0.45
Mm (LMW CS) vGi 1.2 ym (HMW CS) sistalfiltri (Sartorius).

Hobeda nanoosakeste siintees trinaatriumtsitraadiga viidi 1&bi jargmiselt (Joonis 3):

1. 200 mL keeduklaasi lisati 56 mL MQ vett ja 10 mL AgNOs (1 g Ag/L) lahust,
keeduklaas asetati termostateeritavale magnetsegajale (Heidolph, Saksamaa),
kuumutati keemiseni ja segamise kiiruseks maarati 400 rpm (p66ret/min).

2. Keevasse AgNOs lahusesse lisati kiiresti 4 ml 1%mass TSC lahust (Ag ja TSC
molaarne suhe oli ~1.0).

3. Reaktsiooni (vorrand 1) tulemusel muutus lahuse varvus umbes 3-4 minuti
jooksul kollaseks ning peale 10 minutit oli reaktsioon I6ppenud ja lahus oli
varvilt rohekas pruun.

4. Saadud suspensioon jahutati toa temperatuurile, modddeti maht ja lisati
keemisel aurunud vee hulk.

5. Modbdeti AgNPs suspensiooni pH (~7.0) ja reguleeriti sidrunhappega vaartuseni
7.0-4.0. (vt. 3.2.1.1).

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide valmistamiseks segati kokku magnetsegajal
(200 rpm) vastavalt Tabelis 1. toodud AgNPs suspensiooni, MQ vee ja kitosaani lahuse
kogused. Saadud hdbeda-kitosaan nanokomposiidid sonikeeriti parema dispersiooni
saamiseks 30 sek Branson 450 pulksonikaatoriga (Branson Ultrasonics, USA) 10%

vOimsuse juures.
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Joonis 3.

illustratiivhe skeem.

Hobeda-kitosaani

nanokomposiitide

UV-Vis
absorbtsiooni
spekter

Zeta potentsiaal

hidrodiinaamiline

suurus

trinaatriumtsitraadiga

slinteesi

Tabel 1. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (nAgCS) siinteesil trinaatriumtsitraadiga
kasutatud lahuste ja hobeda nanoosakeste (AgNPs) suspensiooni kogused ja hdobeda-
kitosaan massisuhe (Ag:CS).

nAgCS AgNPs, mL MQ vesi, mL CS, mL Ag:CS, mg/L
nAgCS_0.3 21 8.1 0.9 100/30
nAgCs_1 21 6.0 3.0 100/100
nAgCS_3 21 0 9.0 100/300
Siinteesikeskkonna pH modju nanokomposiitide fiilisikalis-keemilistele

omadustele

Selleks, et selgitada, kuidas mdjutab hobeda nanoosakeste suspensiooni pH nAgCS

fllusikalis-keemilisi omadusi ja stabiilsust, reguleeriti sidrunhappe lisamisega AgNPs
suspensiooni pH vaartusi vahemikus 7.0-4.0 (4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 ja 7.0). Peale

AgNPs suspensiooni pH reguleerimist valmistati nAgCS nagu on kirjeldatud peatiikis

3.2.1 ja moddeti veelkord suspensiooni pH. Silinteesitud nanokomposiitide stabiilsuse

uuringuteks madrati osakeste hldrodinaamiline suurus,

Z-potentsiaal ja UV-Vis

spekter koheselt peale (0t) nAgCS siinteesi ja Uks nadal parast toatemperatuuril

seismist.
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3.2.2 Naatriumboorhiidriidiga

Hobeda kitosaani nanokomposiitide slinteesil naatriumboorhidriidiga (NaBH4)
toimus hobeda ioonide (AgNOs3) redutseerimine kitosaani juuresolekul. Sintees viidi

[abi jaavannil ~4°C juures.

Lahuste valmistamine: ~30-60 min enne nAgCS sinteesi jahutati jdavannis ~4°C-ni
stinteesil kasutatav MQ vesi ja valmistati AgNOs lahus (1 g Ag/L). Kasutades jahutatud
MQ vett valmistati kolm erineva Ag ja kitosaani massisuhtega lahust (1:0.3, 1:1 ja
1:3), mis filtreeriti Iabi 0.45 ym (LMW CS) voi 1.2 ym (HMW CS) sustalfiltri
(Sartorius). NaBH4 lahus (1.45 mg/mL) tehti vahetult enne nanokomposiitide sliinteesi.

Kdiki lahuseid hoiti jaal.

Naatriumboorhiidriidi koguse, lisamise kiiruse ning jarjekorra moju uuringud

nanokomposiitide fiilisikalis-keemilistele omadustele

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide slinteesil uuriti, kuidas mdjutab
nanokomposiitide fllsikalis-keemilisi omadusi ja stabiilust (i) hdbeda ja
naatriumboorhldriidi molaarne suhe siinteesikeskkonnas, (ii) ainete lisamise jarjekord

ja (iii) lisamise kiirus reaktsioonisegusse (Joonis 4).

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siintees (Joonis 4, Tabel 2):

1. 50 mL keeduklaas asetati magnetsegajal jaavanni ja lisatati jahutatud MQ
vett ja magnetsegaja lllitati sisse kiirusel 200 rpm .

2. Keeduklaasi lisatati kas AgNOs-kitosaani voi NaBH4 lahust, millele lisati
(kiiresti voi aeglaselt) vastavalt kas NaBH4 vdi AgNOs-kitosaani lahust.

3. Reaktsioon toimus 10 minutit jaal ja edasi 20 min toatemperatuuril.

Slinteesitud nAgCS stabiilsuse uuringuteks maarati osakeste hidrodiinaamiline
suurus, Z-potentsiaal ja UV-Vis spekter koheselt peale nanokomposiitide siinteesi ja

Uks nadal parast toatemperatuuril seismist (Joonis 4).
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2 pdeva spekter

Joonis 4. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide naatriumboorhldriidiga slinteesi

illustratiivhe skeem:.

Tabel 2. NaBH4 slinteesil kasutatud lahuste kogused (mL).

Ag/NaBH4 molaarne suhe 1:1 1:2 1:3
MQ vesi 17.5 17.0 16.5
AgNOs-kitosaani lahus 2.0 2.0 2.0
NaBH4 0.5 1.0 1.5

Trinaatriumtsitraadi ja  naatriumboorhldriidi slnteesi uuringutulemuste alusel
valiti valja slnteesitingimused, mida kasutati madala ja kdrge molekulmassiga ning
erineva hdbeda-kitosaani massisuhtega (1:0.3, 1:1 ja 1:3) nanokomposiitide siinteesil
(kokku 12 erinevat proovi). Sinteesitud nanokomposiidid (30 mL) viidi dle
dialGUsituubidesse (Viskase, USA; poori suurus 12 kDa) ja dialtdsiti 48 tundi
toatemperatuuril MQ vees (2 L), vahetades 24 mdddudes MQ vett. Enne ja peale
diallitisi moddeti nAgCS hidrodinaamiline suurust, Z-potentsiaal ja UV-Vis spekter.

DialGiisitud nAgCS hoiti kilmikus ~4°C juures.
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3.3 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide fiilisikalis-keemiline

iseloomustamine

3.3.1 Ultravioletne-ndhtav spektroskoopia

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (10 mg Ag/L) neeldumisspekter maarati UV-
Vis spektrofotomeetriga Multiskan Spectrum (ThermoFisher Scientific, USA) (Joonis 5).

Referentsiks kasutatati kas deioniseeritud vett voi kunstlikku haavavedelikku.

Joonis 5. Ultraviolett ja nahtava valguse spektrofotomeeter Multiskan Spectrum
(ThermoFisher Scientific, USA).

UV-Vis spektrofotomeeter td6tab Beer-Lamberti seadusel, mis Utleb, et
monokromaatse valguse neeldumine 1dbi vedeliku soltub neelduva aine
kontsentratsioonist, aine needlumiskoefitsendist ja valguse poolt |abitud tee pikkusest.
Hobeda elektronid on metallis vabalt liikuvad ning kui valguse elektromagnetiline laine
langeb metalli pinnale, siis tekib metalli pealmiste elektronide ja valguse vahel
resonants. Resoneeruvad elektronid tekitavad metalli vélispinnale resonantsi
tulemusena elektromagnetilise laine, mis peegeldub valgusena hdbeda pinnalt. Pinna
plasmoniresonantsi neeldumisriba lainepikkus ja vdimsus soltub nanoosakeste
suurusest, kujust ja keskkonna dielektrilistest omadustest. [44]

Selles tédés mooddeti nAgCS neeldumisspektrit vahemikus 250-800 nm (2 nm
vahedega). Neeldumisspektri kuju ja haripunkti asukoht sdltub hdbeda nanoosakeste
primaarsuurusest ja suurusjaotusest ning spektri haripunkti korgus soltub

nanoosakeste kontsentratsioonist.
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3.2.2 Hiidrodiinaamiline suurus ja pinnalaeng

Nanokomposiitide hiidrodinaamiline suurus ja pinnalaeng (Z-potentsiaal) maarati
seadmega Malvern ZsiZer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK). (Joonis 6).
Mootmised viidi 1abi nAgCS kontsentratsioonil 10 mg Ag/L. Modtmiskilvetti (Malvern)
lisati 1 mL todlahust. Kokku tehti kolm modtmist.

Z-potentsiaali otseselt ei moddeta, vaid arvutatakse laetud osakeste liikumise
kiirusest elektrivaljas, olles proportsionaalselt seotud liikkumise maaraga. Z-potentsiaal
naitab vedelikus olevate nanokomposiitide piirpinna ja vedeliku vahelise potentsiaali
erinevust, mida maaratakse millivoltides (mV). Z-potentsiaali saab kasutada kolloidse
kahekihilise dispersiooni omaduste kirjeldamiseks. Uldiselt on suspensioon stabiilne,
kui Z-potentsiaal on suurem kui +30 mV voi vaiksem kui -30 mV. Madalamatel Z-
potentsiaalide vaartustel ei pruugi nanokomposiitide vaheline elektrostaatiline torjuv
joud olla piisavalt suur, et takistada nanokomposiitide agregatsiooni Van der Waalsi
jOu ja teiste interaktsioonide poolt. [13]

Nanokomposiitide hlUdrodinaamilist suurust madrati kasutades valguse
dinaamilise hajumise meetodit. Meetod pdhineb Browni liikumisel ja nanoosakeste
valguse hajutamisel. Browni liikumine on fluidiumis dispergeerunud osakeste pidev
ebakorraparane liikumine, mille kiirus sdltub temperatuurist ja osakeste suurusest
ning vaheneb osakeste suurse kasvamisel ehk eri suuruses osakesed hajutavad
erinevalt valgust ja liiguvad eri kiirusega. Nanoosakeste suuruse madramiseks,
lastakse uuritavast proovist labi laserkiir ning hajutamise tulemusena tekkib heledate
ja tumedate piirkondadega hajumispilt, mis fikseeritakse IllUhikese aja jooksul.
Nanoosakeste suurus arvutatakse hajuvuspildi muutuste alusel; mida suurem on

muutus, seda suuremad on osakesed.
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Joonis 6. Malvern ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd, UK) (A) ja
nanokomposiitide hidrodiinaamilise suuruse ja pinnalaengu modtmiseks kasutatav
klvett (B).

3.4. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisus bakterile

Escherichia coli

3.4.1 Testtiivi ja kultiveerimise tingimused

Hobeda-kitosaani antibakteriaalsete omaduste uurimisel kasutati Gram-negatiivset
bakterit Escherichia coli MG1655. E. coli MG1655 on laboritlivi, mis sarnaneb
metsiktlidpi tavele E. coli K-12. [45][46] Baktereid kasvatati Luria-Bertaini (LB)
s66tmes (1 L): 10 g triptooni (Neogen, USA), 5 g parmi ekstrakti (Neogen, USA), 5¢g
NaCl (Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja agarst6tme jaoks lisati 15 g agarit (Lab M, UK).
LB s66de autoklaaviti 120°C juures 15 minutit.

3.4.2. Elulemuse test (Spot test)

Nanokomposiitide toksilisust bakterile E. coli MG1655 hinnati elulemuse testiga
(Spot test) ([47]). Testiti ka hobenitraadi ning madala ja kdorge molekulmassiga
kitosaani toksilisust. Spot test viidi 1abi 96-auguga mikroplaadil (BD Falcon 351172,
USA). Testikeskkonnaks oli (i) deioniseeritud vesi (MQ) ja (ii) kunstlik haavavedelik
(AWF). Kunstlik haavavedelik sisaldas (1 L): 10 g veise seerumi albumiini (BSA)
(Acros Organics, USA), 0.37 g CaCl2x2H20, 8.27 g NaCl ja TRIS 3.03 g (kemikaalid
olid firmast Sigma-Aldrich, Saksamaa), pH 7.2. AWF filtreeriti (steriliseeriti) labi 0.2

pm sustlafiltri (Sartorius).
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Spot test viidi |abi jargnevalt (Joonis 7):

1. LB so6tmes lledd kasvanud (30°C, 200 rpm) bakterikultuuri lahjendati 50 korda
LB s66tmes (100 mL klaaskolb, 10-20 mL LB) ja kasvatati inkubaator-loksutil (200
rpm) 30°C juures kuni optilise tiheduseni (OD) 0.6 (moddeti 600 nm juures
spektrofotomeetriga Yenway 6300, UK).

2. Bakterikultuur viidi 50-mL tuubi (BD Falcon, USA) ja tsentrifuugiti 7 min, 7000 rpm
(Sigma 3-16PK, Saksamaa). Peale tsentrifuugimist valati bakteri-sademelt s6dde
ja lisati MQ vett. Bakterikultuuri pesti 2-korda MQ veega, tsentrifuugides kultuuri
vahepeal 7000 rpm juures 7 minutit.

3. Valmistati bakterikultuur OD-tihedusega 0.1 kas deioniseeritud vees voi AWF-s ja
pipeteeriti 100 uL 96-auguga mikroplaadile, kuhu oli eelnevalt lisatud 100 pL
uuritavat ainet DI vees. Testiti vahemalt 7 erinevat kontsentratsiooni, kus iga
jargnev kontsentratsioon oli poole vaiksem ning lisaks veel kontroll (ilma uuritava
aineta).

4. Mikroplaate inkubeeriti 30°C juures staatilises inkubaatoris.

Peale 2 ja 24 tunni ekspositsiooni viidi 3 pL nii eksponeeritud kui ka eksponeerimata
(kontroll) bakterikultuuri LB-agars6étmele. Agarplaate hoiti ~24 tundi 30°C
inkubaatoris ja maarati visuaalselt (kolooniate moodustumine agarsddtmel)
minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon (MBK, madalaim testitud kontsentratsioon,

mis tapab bakterid).
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Joonis 7. Elulemuse testi (Spot test) illustreeriv joonis.
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4. Tulemused ja diskussioon

4.1 Madala ja korge molekulmassiga kitosaani viskoossus

Jooniselt 8 on ndha, et madala (LMW) ja kdrge molekulmassiga (HMW) kitosaani
kontsentratsioon ja lahuse viskoossus on lineaarses suhtes ning viskoossus soltub
kitosaani molekulmassist, suurenedes molekulmassi suurenemisega. 1000 mg/L
kitosaani lahuse filtreerimisel lébi 0.45 pym (LMW) voi 1.2 ym (HMW) sustlafiltri
vahenes kitosaani viskoossus vastavalt 3.13 % (LMW) ja 11.7 % (HMW).

A LMW ja HMW kitosaani viskoosus B Viskoosuse muutus peale
filtreerimist

=
o

=

Viskoosus, cP
O FRLP NWPHPULIONOO OO

y =0.0079x + 1.2731

2 _
R*=0.997 * LMW

HMW

& y=0.0026x + 10515

** R2 = 0.9952

LMW

F LMW HMW FHMW

Viskoossus, Cp
O KR, N W b U1 O N 00 O

0 200 400 600 800 1000 1200
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Joonis 8. Madala (LMW) ja kdrge (HMW) molekulmassiga kitosaani viskoossus (A) ja
viskoossuse (1000 mg/L) muutus enne ja peale filtreerimist (F) (0.45 ja 1.2 pm-
sustlafilter LMW ja HMW kitosaani jaoks, vastavalt) (B).

4.2 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide slintees

trinaatriumtsitraadiga

Hobeda-kitosaani  nanokomposiitide  (nAgCS)  trinaatriumtsitraadiga  slinteesi
eesmargiks oli uurida, kuidas mdjutab slinteesikeskkonna pH nanokomposiitide
hidrodiinaamilist suurust, Z-potentsiaali ja stabiilsust. Selleks reguleeriti enne madala
ja kdrge molekulmassiga kitosaan lisamist hdbeda nanoosakeste suspensiooni pH
vahemikus 7.0-4.0. Kuna kitosaani (1 g/L 1% aadikhappe lahuses) lisamisel lahuse

pH muutus, siis moddeti ka moodustunud nanokomposiitide pH vaartused (Tabel 3).
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Tabel 3. Hobeda-kitosaani nanokomposiitide pH peale madala (LMW) ja kdrge (HMW)
molekulmassiga kitosaani lahuse lisamist erineva pH-vaartusega hobeda nanoosakeste
suspensioonile (AgNPs). Nanokomposiidid olid erineva hdbeda-kitosaani massisuhtega:
1:0.3 (nAgCS_0.3), 1:1 (nAgCS_1) ja 1:3 (nAgCS_3).

AgNPs, nAgCS 0.3 nAgCS 1 nAgCS 3
pH LMW HMW LMW HMW LMW HMW
7.0 6.27 6.48 5.28 5.18 4.69 4.52
6.5 6.13 6.09 5.19 4.97 4.63 4.48
6.0 5.72 5.63 4.93 4.88 4.62 4.39
5.5 5.28 5.14 4.80 4.73 4.52 4.34
5.0 5.00 4.86 4.80 4.62 4.43 4.30
4.5 4.58 4.42 4.50 4.41 4.30 4.19
4.0 4.15 4.06 4.16 4.05 4.12 4.12

4.2.1 Madala molekulmassiga kitosaan

Madala molekulmassiga (LMW) kitosaaniga tehti kolm erineva hdbeda-kitosaani
(Ag:CS) massisuhtega slinteesi ning vorreldi hdbeda-kitosaan nanokomposiitide
(nAgCSs) fllusikalis-keemiliste omaduste muutumist seitsme erineva
sinteesikeskkonna pH juures (7.0-4.5). Joonisel 9 on esitatud nAgCS
hidrodinaamilised suurused (dn) ja Z-potentsiaalid. UV-Vis absorbtsiooni spektritest
(Lisa 1) on naha et sunteesitud nAgCS maksimaalne neeldumine oli vahemikus 400-
420 nm, mis kinnitab, et slinteesil moodustusid nanosuuruses hdbeda-kitosaani
komposiidid, kuna hdbeda nanoosakeste neeldumise vahemik on 400-440 nm. [24],
[25], [48]

Peale slinteesi (0 t) olid nAgCS hlidrodiinaamilised suurused 69-104 nm (nAgCS_0.3),
95-122 nm (nAgCS_1) ja 98-101 nm (nAgCS_3) ning nAg-CS_0.3 ja nAgCS_1 korral
oli seos du ja suinteesikeskkonna pH vahel - madalamal pH-I vahenes ka du (Joonis 9).
Samas nAgCS_3 siinteesil keskkonna pH ei mdjutanud nanokomposiitide dn (Joonis 9
A, C), kuna kitosaani sellises hulgas lisamine langetas slinteesikeskkonna pH-d
vaartusteni alla 5.0 (Tabel 3). Sinteesitud nanokomposiitide seismisel nadal aega
toatemperatuuril olid nAgCS dn hidrodiinaamilised suurused 85-155 nm (nAgCS_0.3),
108-240 (nAgCS_1) ja 125-130 nm (nAgCS_3) ning Ag:CS massisuhtega 1:3
nanokomposiitide dn suurenes kdige vahem (Joonis 9). Tavaliselt pohjustab
nanoosakeste du suurenemist agregatsioon. [21]

Peale siinteesi olid nAgCS Z-potentsiaalid +12-27 mV (nAgCS_0.3), +16-28 mV
(nAgCS_1) ja +29-31 (nAgCS_3 mV) ning nAgCS Z-potentsiaalid suurenesid
madalamal pH-I, kuid nAgCS_3 korral siinteesikeskkonna pH ei mdjutanud osakeste Z-
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potentsiaali (Joonis 9 B, D ja F). Z-potentsiaali suurenemine on seletatav kitosaani
aminorihmade protoneerumisega pH vaartusel alla 6.5. Polinarski et al. (2021) [1] ja
Sanpui et al. (2008) [22] naditasid, et pH langedes suurenes nanokomposiitide Z-
potentsiaal -21.2 mV-It +21.8 mV-ni ja -12.5 mV-It +22.7 mV-ni. Peale Uhe nadalast
seismist toatemperatuuril olid nAgCS Z-potentsiaalid vastavalt +12-26 mV
(nAgCS_0.3), +17-28 mV (nAgCS_1) ja +29-31 (nAgCS_3 mV) ning (lldiselt ei olnud
muutused suuremad kui £2 mV. Muutused vdisid tuleneda osakeste ja laengute
vahelise  ekviliibriumi  saavutamisest, (hendite aeglasest lagunemisest voi
reageerimisest.

UV-Vis neeldumisspektritest peale slinteesi ja 1 nddala seismist toatemperatuuril
(Lisa 1) on naha, et nAgCS silinteesikeskkonna pH mdjutas minimaalselt nAgCS
maksimaalse neeldumise lainepikkust ja absorbtsiooni vaartusi, ainult nAgCS_0.3
korral toimus pH 7.0-5.0 juures absorbtsiooni langus neeldumisspektrite haripunktis,
kuid mitte madalamatel pH vaartusetel. Kdikidel teistel pH vaartustel nii nAgCS_0.3
kui ka nAgCS_3 neeldumisspektri haripunkt peaaegu ei muutunud voi suurenes nagu
nAgCS_3 korral. UV-Vis anallilis naitas, et siinteesikeskonna pH 7.0-4.5 ei mo&jutanud
trinaatriumtsitraadiga sinteesitud nanokomposiitide stabiilsust 1-nadala seismisel
toatemperatuuril, valja arvatud nagCS_0.3, mis oli kdige stabiilsem kui keskkonna pH
oli stinteesil 5.5-5.0. (Lisa 1).
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Joonis 9. Trinaatriumtsitraadiga ja madala molekulmassiga (LMW) kitosaaniga
slinteesitud hodbeda-kitosaani nanokomposiitide (nAg-LMW-CS) hidrodinaamiline
suurus (A, C ja E) ja Z-potentsiaal (B, D ja F). CS_0.3, CS_1 ja CS_3 tahistab
vastavalt Ag:CS massisuhet 1:0.3, 1:1 ja 1:3 ning 0 t ja 1 n mootmist peale slinteesi

ning Uhe nadalast seismist toatemperatuuril.
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4.2.2 Korge molekulmassiga kitosaan

Kdrge molekulmassiga (HMW) kitosaaniga korrati LMW kitosaaniga labiviidud
stinteese, kus nAgCS slinteesiti kolme erineva hdobeda-kitosaani massisuhtega (1:0.3,
1:1 ja 1:3) ning vorreldi nAgCS fllsikalis-keemiliste omaduste muutumist seitsme
erineva pH vaartuse juures. Uuringu eesmargiks oli valja selgitada, kas korge
molekulmassiga kitosaaniga silnteesitud nanokomposiitide omadused soltuvad
slinteesikeskkonna pH-st. Joonisel 10 on valja toodud slinteesitud nanokomposiitide
hidrodiinaamilised suurused ja Z-potentsiaalid. UV-Vis neeldumisspektrid on esitatud
Lisas 2.

Peale sunteesi olid nAgCS du vastavalt 71-134 nm (nAgCS_0.3), 85-115 nm
(nAgCS_1) ja 113-123 nm (nAgCS_3). Samamoodi nagu LMW kitosaaniga siinteesitud
nanokomposiitide korral, ka HMW kitosaaniga stinteesitud nAgCS_0.3 ja nAgCS_1
mojutab silinteesikeskkonna pH osakeste dh, olles vdiksem madala pH juures.
nAgCS_3 korral ei olnud seost ndha du ja pH vahel (Joonis 10 A, C ja E), ilmselt kuna
kitosaani lisamine langetas suspensiooni pH-d (Tabel 3). Peale Uhe nadalast seismist
toatemperatuuril olid du vartused vastavalt 98-140 nm (nAgCS_0.3), 103-151 nm
(nAgCS_1) ja 124-130 nm (nAgCS_3). Vorreldes HMW ja LMW kitosaani hobeda-
kitosaani nanokomposiite, on ndha, et tulemused olid dn osas Uldiselt sarnased, kuid
peale Uhe nadala seismist HMW nAgCS_1 pH-l 6.5-5.0 suurenes du margatavalt, mis
erines LMW nAgCS_1 tulemustest, kus du ei muutunud, erandiks olid ainult pH 5.0 ja
4.5, mille korral dn peaaegu kahekordistus.

Peale slinteesi olid nAgCS Z-potentsiaalid vastavalt +13-29 mV (nAgCS_0.3), +29-
34 mV (nAgCS_1) ja +38-41 mV (nAgCS_3) ning tulemused naitasid, et 1:0.3 ja 1:1
Ag:CS massisuhte korral Z-potentsiaal suureneb madalamatel pH vaartustel ning 1:3
Ag:CS massisuhte korral Z-potentsiaal ei muutunud. Peale n&dalast seismist
toatemperatuuril vdhenes nAgCS_1 Z-potentsiaal pH vaartustel 7.0-5.5 keskmiselt 8
mV ja nAgCS_3 koigis proovides keskmiselt 5 mV. See tulemus erines LMW
kitosaaniga slnteesitud nAgCS tulemustest, kus Z-potentsiaal oli stabiilne.
Toendaoliselt pdhjustab muutust du-s ja Z-potentsiaalis kitosaani suurem molekulmass,
mistottu kitosaan ei kinnitu nii efektiivselt ANPs ning seetdttu Z-potentisaal vdaheneb
ja du suureneb ajas (Joonis 10 B, D ja F).

UV-Vis neeldumisspektritest (Lisa 2) on naha, et slinteesikeskkonna pH mdjutas
minimaalselt nAgCS maksimaalset neeldumise lainepikkust ja absorbtsiooni vaartusi,
ainult 1:0.3 Ag:CS massisuhtega nanokomposiitidel esines pH 6.5 ja 6.0 juures langus
neeldumisspektrite haripunktis. Neeldumisspektrite stabiilsus ja absorptsiooni
vaartuste suurenemine pigem nditab, et suspensioonis olevad nAgCS on stabiilsed.
Kdikidel teistel pH vaartuste ja Ag:CS massisuhete korral neeldumisspektri haripunkt

oli sisuliselt sama vO0i suurenes nagu 1:3 Ag:CS massisuhte korral. Kuigi
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neeldumisspektri haripunkti suurenemine pole nahtavalt seotud pH vaartustega,
erineb see LMW kitosaaniga sinteesitud nAgCS tulemustest, kus seos pH ja UV-Vis
neeldumisspektri vahel oli olemas, lisaks on HMW kitosaaniga siinteesitud nAgCS
neeldumisspektrid umbes 20% suurema absorbtsiooni haripunktiga, neid kaoiki
erinevusi pdhjustab kdige tdendolisemalt erinevus kitosaani molekulmassis. Uheks
pdhjuseks voib olla, et HMW CS stabiliseerib halvemini AgNPs kui LMW CS.
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4.3 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide siintees

naatriumboorhiidriidiga

Naatriumboorhidriidiga (NaBH4) sinteeside eesmaérgiks oli maarata kitosaani
molekulmassi, hobeda-kitosaani massisuhte, reagentide lisamise jarjekorra ja hdobeda-
naatriumboorhidriidi moolsuhte mdju hdbeda-kitosaani nanokomposiitide fllsikalis-

keemilistele omadustele ja stabiilsusele.

4.3.1 Madala molekulmassiga kitosaan

Nanokomposiitide sinteesid madala molekulmassiga (LMW) kitosaaniga viidi labi
kahes etapis. Esimeses etapis uuriti hdbeda-naatriumboorhidriidi erinevate
moolsuhete (Ag:NaBH4), naatriumboorhtdriidi lisamise kiiruse ja reagentide (NaBH4
voi AgNOs3-CS segu) lisamise jarjekorra mdju hobeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAgCS) omadustele. Nendes katsetes oli Ag:CS massisuhe 1:1 (nAgCS_1). Esimese
etappi tulemusena valiti valja slinteesi tingimused ja uuriti, kas need tingimused on
rakendatav ka teiste Ag:CS massisuhtega nanokomposiitide (nAgCs_0.3 ja nagCS_1)
sinteesil. Nendes slinteesides  saadud nanokomposiitide  Z-potentsiaalid,
hidrodiinaamilised suurused ja UV-Vis absorbtsiooni spektrid on toodud Joonistel 11
ja12.

Slinteesides, kus lisati NaBH4 kiirelt (~ 1 sec) AgNOs3-CS lahusesse on Ag:NaBH4 1:1
moolsuhtega (MS) slinteesitud nAgCS du 260 nm, kuid peale Uhe nadalast seismist
vahenes 80 nm-le. Selline langus du-s vdib tuleneda nAgCS ebastabiilisusest voi
agregatsioonist ja sadenemisest. Teiste moolsuhetega slinteesitud nAgCS
hidrodiinaamilised suurused muutusid ajas vahe: 1:2 MS korral du vdhenes 32 nm-It
26 nm-le ja 1:3 MS korral suurenes du 113 nm-It 145 nm-le (Joonis 11). Slinteesides,
kus NaBHa4 lisati aeglaselt AgNOs-CS lahusesse, on ndha, et 1:1 ja 1:2 Ag:NaBH4
moolsuhte korral olid nAgCS dn vastavalt 85 ja 52 nm, kuid 1:3 Ag:NaBH4 moolsuhtel
rakendamisel du oli 230 nm. Peale nAgCS seismist Uks nadal toatemperatuuril
suurenes koikide nAgCS dn (Joonis 11). Sinteesides, kus AgNOs-kitosaani lahust lisati
aeglaselt NaBH4 lahusesse, esines seos Ag:NaBH4 moolisuhte ja sinteesitud nAgCS
hidrodinaamilise suuruse vahel: moolsuhte suurenedes nanokomposiitide dn vahenes.
Erinevate Ag:NaBH4 1:1 moolsuhte korral (1:1, 1:2 ja 1:3) olid nAgCS dx vastavalt
180, 132 ja 86 nm. Peale Uhe nddalast seismist nanokomposiitide di monevdrra
suurenes (vastavalt 187, 207 ja 136 nm).

Seos Z-potentsiaali (Joonis 11 B) ja Ag:NaBH4 moolsuhte vahel on negatiivhe, kus
NaBH4 koguse suurendamine véahendab nAgCS Z-potentsiaali. Kuna NaBH4 on tugevalt
aluseline ning tdstab lahuse pH taset, mis vdhendab kitosaani protoneerituse astet ja

laengut.
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Joonis 11. Naatriumboorhtdriidiga (NaBH4) ja madala molekulmassiga kitosaaniga
slinteesitud hdobeda-kitosaani nanokomposiitide (nAg-LMW-CS, Ag:CS massisuhe 1:1)
hidrodiinaamiline suurus (A) ja Z-potentsiaal (B) peale siinteesi (0 t) ja peale lhe
nadala (1 n) seismist toatemperatuuril. Silnteesil kasutati erinevaid Ag:NaBHa4
moolsuheteid (1:1, 1:2, 1:3) ja regentide/lahuste lisamise kiiruseid - kiire (K) ja
aeglane (A). Kiire lisamine - ~1 sek jooksul; aeglane lisamine - ~2 min jooksul.

UV-Vis absorbtsiooni spektritelt (Joonis 12) on naha, et erinev Ag:NaBH4 moolsuhe
mdjutab slinteesitud nAgCS stabiilsust. Ag:NaBH4 moolsuhte kasvades esines tous
neeldumisspektrite haripunktides ning peale Uhe nadalast seismist toatemperatuuril
esines vaiksem langus haripunkti vaartustes, viidates nanokomposiitide suuremale
stabiilsusele (Joonis 12 B, E ja H). NaBH4 stabiliseerivaid omadusi on varem uurinud
Solomon jt (2007) ja Song jt (2009)[27], [30], naidates, et Ag:NaBH4 moolisuhte
suurendamine suurendas hdbeda nanoosakeste stabiilsust. Lisaks leidsid Song jt
(2009) [27], et hdbeda-naatriumboorhidriidi moolsuhte muutmine vahemikus 1:2
kuni 1:10 ei mdjutanud oluliselt nanoosakeste suurust. Vorreldes reagentide lisamise
kiiruse ja jarjekorra mdju neeldumisspektritele on ndha, et nende mdju vdhenes
Ag:NaBH4 moolsuhte kasvades, kuna Ag:NaBH4 1:3 moolsuhte korral olid sinteesitud
nAgCS kdige stabiilsemad. Samas Ag:NaBH4 1:1 ja 1:2 moolsuhte korral tekkisid
homogeensemad nAgCS, kuna neeldumisspektri piik on kitsam ja kdrgem (Joonis 12
B, E). Sinteesides, kus AgNO3 ja CS lahust lisati aeglaselt (~2 min jooksul) NaBH4
lahusesse on neeldumisspektri piigid madalamad ja haripunktid laiemad 1:1 ja 1:2
Ag:NaBHs moolsuhtel vorreldes, slinteesidega, kus NaBHas lisati aeglaselt AgNOs-

kitosaani lahusesse.
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Joonis 12. Naatriumboorhidriidiga (NaBH4) ja madala molekulmassiga kitosaaniga
(LMW) sinteesitud hobeda-kitosaani nanokomposiidid (nAg-LMW-CS) UV-Vis
absorbtsiooni spektrid peale slinteesi (0 t) ja Uhe nadala (1 n) seismist
toatemperatuuril. Ag:NaBH4 1:1, 1:2 ja 1:3 on vastav moolsuhe. Hobeda-kitosaani
massisuhe silnteesil oli 1:1 (nAgCS_1). Kiire lisamine - ~1 sek jooksul; aeglane
lisamine = ~2 min jooksul.

Lahtuvalt saadud tulemustest, valiti nAgCS edasisteks slinteesideks jargmised
tingimused: Ag:NaBH4 1:3 moolsuhe ja NaBH4 aeglane lisamine AgNOs3-CS lahusesse,
kuna nende tingimuste kasutamisel olid slinteesitud nanokomposiitide UV-Vis spektrid
kdige kdrgemate haripunktidega ja langus 1 nadala jooksul kdige vaiksem (osakesed
olid stabiilsed).

Valja valitud slinteesitingimusi kasutati ka hobeda ja kitosaani massisuhtega 1:0.3
(nAgCS_0.3) ja 1:3 (nAgCS_3) nanokomposiitide siinteesil (Joonis 13 & 14), et valja

selgitada nende tingimuste rakendatavust teistsuguse Ag:CS massisuhtega
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nanokomposiitide sinteesil. Jooniselt 13 A on naha, et kdige vaiksema dun-ga
nanokomposiidid tekkisid 1:3 Ag:CS massisuhtel ning Jooniselt 13 B on naha, et
Z-potentsiaal suurenes Ag:CS massisuhte suurenedes, mis tulenes silinteesikeskkonna
madalamast pH-st ja kitosaani protoneerumisest. UV-Vis neeldumisspektritelt on
naha, et Ag:CS massisuhte suurenedes neeldumispiik kitseneb, viidates osakeste

vaiksemale suurusjaotusele (Joonis 14).

A Hidrodinaamiline suurus, nm B Z-potentsiaal
400 nAg-LMW-CS NaBH4 50 nAg-LMW-CS NaBH4
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S 100
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Joonis 13. Naatriumboorhldriidiga (Ag:NaBHs4 moolsuhe 1:3) ja madala
molekulmassiga kitosaaniga (LMW) silinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAg-LMW-CS) hlidrodinaamiline suurus (A) Z-potentsiaal (B) peale sinteesi (0 t) ja
seismist Uiks nadal (1 n) toatemperatuuril. nAgCS_0.3, nAgCS_1 ja nAgCS_3 tahistab
Ag:CS massisuhet 1:0.3, 1:1 ja 1:3.
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Joonis 14. Naatriumboorhldriidiga (Ag:NaBH4 moolsuhe 1:3) ja madala
molekulmassiga kitosaaniga (LMW) silinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAg-LMW-CS) UV-Vis absorbtsiooni spektrid peale siinteesi (0 t) ja peale lGhe nadala
(1 n) seismist toatemperatuuril. nAgCS_0.3, nAgCS_1 ja nAgCS_3 tahistavad
vastavalt 1:0.3, 1:1 ja 1:3 Ag:CS massisuhet.

4.3.2 Korge molekulmassiga kitosaan

Korge molekulmassiga kitosaaniga korrati LMW kitosaaniga tehtud nAgCS slinteese,
kasutades juba eelnevates etappides vaélja valitud sinteesitingimusi: 1:3 Ag:NaBH4
moolsuhe ja NaBHs aeglane lisamine AgNOs-kitosaani lahusesse. Silnteesitud
nanokomposiitide hidrodinaamiline suurus, Z-potentsiaal ja UV-Vis absorbtsiooni
spektrid on toodud Joonistel 15 ja 16.

Jooniselt 15 A on ndha et HMW siinteesitud nAgCS_0.3 ei olnud stabiilsed, kuna
peale Uhe nadalast seismist suurenes du nanoskaalalt (179 nm) mikroskaalale (1750
nm). Koheselt siinteesitud nAgCS_0.3 Z-potentsiaal oli ~0 mV ja peale Uhe nadalast
seismist oli -12 mV. UV-Vis neeldumisspekter (Joonis 16 A) naitab samuti, et
nAgCS_0.3 osakesed olid ebastabiilsed - peale ihe nadalast seismist esines ~3-kordne
langus OD haripunktis, mis viitab osakeste agregatsioonile ja sadenemisele. Seda vois
pdhjustada naatriumboorhUdriidi liig, mille tdttu suurenes lahuse pH vaartuse lle 6.5,
pohjustades kdrge molekulmassiga kitosaani deprotoneerumist.

Samas olid nagCS_1 ja nAgCS_3 stabiilsemad (Joonis 15 & 16): hiidrodinaamiline
suurus ja Z-potentsiaal muutusid ajas vahe ja UV-Vis neeldumisspektritelt on naha, et

neeldumispiigi aboluutvaartused olid suhteliselt stabiilsed.
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Joonis 15. Naatriumboorhtdriidiga (Ag:NaBHs moolsuhe 1:3) ja korge
molekulmassiga kitosaaniga (HMW) sinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAg-HMW-CS) hidrodinaamiline suurus (A) Z-potentsiaal ja (B) peale slinteesi (0 t)
ja seismist Uks nadal (1 n) toatemperatuuril. nAgCS_0.3, nAgCS_1 ja nAgCS_3
tahistab Ag:CS massisuhet 1:0.3, 1:1 ja 1:3.
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Joonis 16. Naatriumboorhidriidiga (NaBH4) ja kdrge molekulmassiga kitosaaniga
(HMW) slnteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide (nAg-HMW-CS) UV-Vis
absorbtsiooni spektrid peale sinteesi (0 t) ja peale Uhe nadala (1 n) seismist
toatemperatuuril. nAgCS_0.3, nAgCS_1 ja nAgCS_3 tahistavad vastavalt 1:0.3, 1:1 ja
1:3 Ag:CS massisuhet.

4.4 Dialiiisitud hobeda-kitosaani nanokomposiitide fiilisikalis-
keemilised omadused dieoniseeritud vees ja kunstlikus
haavavedelikus

Eelnevate katsete alusel valiti valja hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
slnteesitingimused, mille alusel korrati nAgCS siinteese nii TSC kui ka NaBHs-ga.
Nanokomposiitide slinteesiks TSC-ga reguleeriti siinteesikeskkonna pH 4.0-ni ja NaBH4

suinteesidest jatkati 1:3 Ag:NaBH4 moolsuhtega ja NaBH4 aeglase lisamisega AgNOs-

CS segusse. Sinteesitud nAgCS dialGlsiti MQ vees ja maarati siis uuesti nende
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fllsikalis-keemilised omadused nii MQ vees kui ka kunstlikus haavavedelikus (AWF)
(toksilisuse maaramise testikeskkonnad bakterile E. coli MG1655). Sinteesitud nAgCS
dialtlsiti MQ vees, et eemaldada madalmolekulaarsed slinteesiprotsessi ldhte- ja
jaakaineid. Dialuusitud nAgCS dn ja Z-potentsiaali vaartused on toodud Joonistel 17 ja
18 ning UV-Vis absorbtsiooni spektrid on esitatud Lisas 3. TSC-ga ja NaBHs4-ga
sinteesitud nAgCS primaarsuurused olid vastavalt 5010 nm ja 10£4 nm
(primaarsuurust maarati transmissioon elektronmikroskoobiga tellimustééna Tartu
Ulikoolis).

Jooniselt 17 A ja 18 A on naha, et MQ vees on diallisitud nAgCS Z-potentsiaal
vahemikus +20 - +40 mV, sdltumata kasutatud redutseerijast ja Ag:CS massisuhtest
ning AWF-s nAgCS Z-potentsiaalid olid £1 mV. Z-potentsiaali langust podhjustab
hobeda kelaatumine kunstlikus haavavedelikus oleva veise seerum albumiiniga. [49]

Hldrodlnaamiline suurus TSC-ga slinteesitud nAgCS oli MQ vees ja AWF-s 70-120
nm ning seost du ja Ag:CS massisuhte vahel ei esinenud. NaBH4-ga slinteesitud nAg-
LMW-CS du MQ vees vahenes Ag:CS massisuhte suurenedes (Joonis 18 A). HMW-CS
suinteesitud osakestel oli nAgCS_1 di 400 nm, kuid AWF-s oli nAg-LMW-CS du 30-40
nm ja nAg-HMW-CS vaiksem kui 15 nm. Hudrodliinaamilise suuruse langus tuleneb
toendoliselt nAgCS ja veise seerumi albumiini omavahelisest seosest, mis kas aitab
stabiliseerida nAgCS vOi agregeerib ja sadestab nAgCS lahusest valja, jattes ainult
kdige vaiksemad nAgCS suspensiooni.

UV-Vis neeldumisspektritelt on naha (Lisa 3), et TSC-ga slinteesides nAg-LMW-CS
neeldumisspektrid MQ vees on vaga sarnased, sdltumata Ag:CS massisuhtest, sama
tulemus oli ka HMW kitosaaniga stlinteesitud osakestel. Kuid Ag:CS massisuhte
suurenedes AWF-s nAgCS haripunktide langus vaheneb vorreldes haripunktidega MQ
vees. NaBH4 silinteesitud nAgCS neeldumisspektri piigid on kitsamad kui TSC-ga

slinteesitud nanokomposiitidel.
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Joonis 17. Trinaatriumtsitraadiga sinteesitud hobeda-kitosaani nanokomposiitide
hidrodiinaamiline suurus (A) ja Z-potentsiaal (B). LMW ja HMW tahistavad vastavalt
madala ja kdorge molekulmassiga kitosaani ning 1:0.3, 1:1 ja 1:3 Ag:CS massisuhet.
MQ - deioniseeritud vesi ja AWF - kunstlik haavavedelik.
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Joonis 18. Naatriumboorhidriidiga (NaBH4) slinteesitud hobeda-kitosaani
nanokomposiitide htdrodinaamiline suurus (A) ja Z-potentsiaal (B). LMW ja HMW
tahistavad vastavalt madala ja kdrge molekulmassiga kitosaani ning 1:0.3, 1:1 ja 1:3
Ag:CS massisuhet. MQ - deioniseeritud vesi ja AWF - kunstlik haavavedelik.

4.5 Hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisus bakterile

Escherichia coli

Slnteesitud nanokomposiitide muargisust testiti meditsiiniliselt olulisele Gram-
negatiivsele bakterile E. coli MG1566 nii MQ vees kui ka kunstlikus haavavedelikus
peale 2 ja 24 tunni ekspositsiooni. Maarati minimaalne bakteritsiidne kontsentratsiooni

(MBK, madalaim testitud kontsentratsioon, mis tapab bakterid).
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4.5.1 Deioniseeritud vees

Tulemused naitasid, et hobeda-kitosaani nanokomposiitide toksilisus MQ vees soltus
eelkdige kokkupuute ajast ja Ag:CS massisuhtest (Tabel 4). Kokkupuute aja
pikenemisel suurenes nAgCS toksilisus ~35%.

TSC-ga slnteesitud nAgCS (~50 nm) elulemuse testi tulemused nditasid, et Ag:CS
massisuhte suurenedes, suurenes ka nAgCSs toksilisus nii LMW kui ka HMW kitosaaniga
stinteesitud nanokomposiitide korral. nAg-LMW-CS_0.3, nAg-LMW-CS_1 ja nAg-LMW-
CS_3 2-tunni MBK vaartused olid vastavalt 0.67, 0.31 ja 0.16 mg Ag/L ja peale 24
tunni ekspositsiooni 0.43, 0.11 ja 0.11 mg Ag/L. nAg-HMW-CS 2-t MBK vaartused olid
vastavalt 0.38, 0.44 ja 0.19 mg Ag/L ja peale 24 tunni kokkupuudet 0.16, 0.17 ja
0.19 mg Ag/L. nAg-HMW-CS osakesed olid ~10% toksilisemad kui nAg-LMW-CS, kuid
suurt erinevust nende bakteritsiidses toimes bakterile E. coli MG1655 ei olnud

NaBHs4-ga slnteesitud (~10 nm) nAg-HMW-CS olid ~30% toksilisemad kui nAg-
LMW-CS nanokomposiidid. nAg-LMW-CS muutusid kull ajaga mirgisemaks, kuid ei
olnud seost Ag:CS massisuhte ja antibakteriaalsuse vahel nagu oli 50 nm
nanokomposiitide korral.

NaBHs-ga (~10 nm) ja TSC-ga (~50 nm) slinteesitud nAgCS mirgisus bakterile
E. coli MG1655 sodltus kitosaani molekulmassist: 10 nm nAg-HMW-CS olid peale 2
tunni ekspositsiooni 6-10 korda miurgisemad kui 50 nm nAg-HMW-CS, kuid LMW
kitosaaniga silnteesitud 10 ja 50 nm nanokomposiitide mirgisused olid vordlemisi
sarnased. Erandiks olid 10 nm nAg-HMW-CS_0.3, mis olid peale 2 ja 24 tunni
kokkupuudet vastavalt ~7 ja ~4 korda toksilisemad kui nAgCS-LMW-0.3 (Tabel 4).
Vorreldes NaBHs-ga ja TSC-ga slinteesitud nAg-LMW-CS oli ndha, et 2 tunnise
kokkupuute ajaga muutub Ag:CS massisuhte suurenedes TSC-nAgCS toksilisemaks,
kuid NaBH4-nAgCS toksilisus vahenes, samas 24 tunnisel kokkupuutel ei olnud NaBH4-
nAgCS MBK 1:0.3, 1:1 ja 1:3 Ag:CS massisuhetel erinevad, olles vastavalt 0.11 , 0.14
ja 0.13 mg Ag/L.

Vordluse jaoks maarati ka AgNOs ning LMW ja HMW kitosaani MBK (Joonis 19).
Hobenitraadi MBK oli peale 2 ja 24 tunni ekspositsiooni 0.01 mg Ag/L, mis oli saranane
kirjanduses valjatoodud E. coli MBK vaartustega - 0.01-0.02 mg Ag/L. [47], [50], [51]
Kitosaani elulemuse testide tulemused naitasid, et Uldiselt on LMW kitosaan toksilisem
kui HMW kitosaan ning ekpositsiooni aja pikenemisel LMW kitosaani toksilisus vahenes
ja MBK suurenes 0.78 mg/L-t 1.09 mg/L-le, kuid HMW Kkitosaani toksilisus pusis
stabiilselt MBK 1.88 mg/L juures.
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Joonis 19. Trinaatriumtsitraadiga (TSC) sinteesitud madala (LMW; A, B) ja korge
(HMW; E, F) molekulmassiga kitosaaniga kitosaani-hdbeda nanokomposiitide (nAgCS)
toksilisus bakterile Escherichia coli MG1655 deioniseeritud vees (MQ) peale 2 ja 24
tunnist kokkupuudet 30°C juures (Spot test). nAgCS olid erineva Ag:CS
massisuhtega: nAgCS_0.3 (1:0.3), nAgCS_1 (1:1) ja nAgCS_3 (1:3).
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NaBH4 LMW CS c 2t D 24t

MaQ ] 0.002 | 0.004 | 0.008 | 0.016 | 0.031 | 0.063 | 0.125

nAg:CS 1

nAg:CS 3

NaBH4HMW CS G 2E H 24t
ma

nAg:CS_ 1

nAg:CS_3

Joonis 20. Naatriumboorhidriidiga (NaBH4) ning madala (LMW; A, B) ja kdrge (HMW;
C, D) molekulmassiga slinteesitud kitosaani-hdbeda nanokomposiitide (nAgCS)
toksilisus bakterile Escherichia coli MG1655 deioniseeritud vees (MQ) peale 2 ja 24
tunnist kokkupuudet 30°C juures (Spot test). nAgCS olid erineva Ag:CS
massisuhtega: nAgCS_0.3 (1:0.3), nAgCS_1 (1:1) ja nAgCS_3 (1:3).

A 2t B 24t
MQ 3E-04 | 6E-04 | 0.001 | 0.003 | 0.005 | 001 | -
AgNO3
24t
MaQ 0 |0.04|0.08|016|0313| 063 |1.25| 2.5 0 |0.04|0.08|0.16|031| 063|125 25
LMW CS
24t
MQ 0 |0.04|0.08|016|0313|0.63|1.25| 25 0 |004|008|0.16|031]063|1.25| 2.5
HMW CS

Joonis 21. Hobenitraadi (AgNOs), madala (LMW CS) ja kdrge molekulmassiga
kitosaani (HMW CS) toksilisus bakterile Escherichia coli MG1655 deioniseeritud vees
(MQ) peale 2 (A) ja 24 (B) tunnist kokkupuudet 30°C juures (Spot test).
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Tabel 4. HObeda-kitosaani nhanokomposiitide (nAgCS, ~10 ja ~50 nm), hdbenitraadi
(AgNOs3), madala (LMW) ja kdrge molekulmassiga (HMW) kitosaani minimaalne
bakteritsiidne kontsentratsioon (MBK) bakterile Escherichia coli MG1655 peale 2 ja 24
tunni  kokkupuudet 30°C juures deioniseeritud vees (MQ) vOi kunstlikus
haavavedelikus (AFW). nAgCS sinteesiti kas trinaatriumtsitraadiga (TSC) voi
naatriumboorhidriidiga (NaBH4) hobeda-kitosaani massisuhetel, kus nAgCS_0.3,
nAgCS_1 ja nAgCS_3 tahistavad vastavalt 1:0.3, 1:1 ja 1:3 Ag:CS massisuhet. Koik
katsed viidi 1&bi kahes vdi kolmes korduses.

2t 24t

Keskkond Stinteesi meetod MBK, mg (Ag)/L
LMW HMW LMW HMW

TSC (~50 nm) nAgCS_1:0.3
nAgCS_1:1
nAgCS_1:3
NaBH, (~10 nm) nAgCS_1:0.3
nAgCS_1:1
nAgCS_1:3
Kitosaan
AgNO,
TSC (~50 nm) nAgCS_1:0.3
nAgCS_1:1
nAgCS_1:3

MQ

NaBH, (~10 nm) nAgCS_1:0.3
nAgCS_1:1
nAgCS_1:3
Kitosaan
AgNO, 9.77 2.08

AWF

4.5.2 Kunstlikus haavavedelikus

Kunstlikus haavavedelikus (AWF) 1abi viidud elulemuse testid naitasid, et
testikeskkond mdjutab nAgCS bakteritsiidsus (Tabel 4). AWF-s vahenes
markimisvaarselt nAgCS toksilisust kuni 100 korda vdrreldes MQ veega. Sellist
muutust pdhjustas tdendoliselt AWF koostises olev veise seerum albumiin (BSA), mis
on vOimeline siduma vabanevaid hdbeda ioone, kuna omab negatiivset laengut tanu
oma mitmetele karboksill riihmadele. Lisaks vdib esineda positiivselt laetud nAgCS ja
negatiivselt laetud BSA vahel vastastikune tdmbumine, mille tulemusel nAgCS Z-
potentsiaal langeb ligi 0 mV-ni, mis omakorda vahendab nAgCS interaktsiooni
toendosust bakteritega.[49], [52]

TSC-ga slinteesitud (~50 nm) nAg-LMW-CS_0.3, nAg-LMW-CS_1 ja nAg-LMW-CS_3
MBK vaartused olid peale 2 tunni kokkupuudet vastavalt >50, 45 ja 25 mg Ag/L ja
NaBH4-ga sintesitud nanokomposiitide vastavad 2 tunni MBK-d olid 35, 11 ja 8 mg
Ag/L. Peale 24 tundi nii LMW kui ka HMW nAgCS toksilisus suurenes.
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NaBHs4-ga slinteesitud nAgCS (~10 nm) toksilisuse bakteritele peale 2 tunnist
kokupuudet sdltus samuti Ag:CS massisuhtest (1:0.3, 1:1 ja 1:3): nAg-LMW-CS ja
nAg-HMW-CS 2-tunni MBK vaartused olid vastavalt 35, 11 ja 7.8 mg Ag/L ning 40, 33
ja 25 mg Ag/L. Ka peale 24 tunni kokkupuudet olid kdige toksilisemad nAgCS-3 (nii
LMW kui ka HMW kitosaaniga slinteestitud). Vorreldes LMW ja HMW tulemusi, on
naha, et peale 2-tunnist kokkupuudet olid 10 nm nAg-LMW-CS vahemalt 2 korda
toksilisemad kui 50 nm nanokomposiidid (Tabel 4).

Vordluse jaoks maédrati ka AgNOs ning LMW ja HMW kitosaani MBK kunstlikus
haavavedelikus. LMW ja HMW kitosaani 2 ja 24-tunni MBK oli >400 mg/L ja AgNOs
MBK oli peale 2 ja 24 tunnist kokkupuute aega 9.77 ja 2.08 mg Ag/L, mis on vastavalt
ligi 1000 ja 200 suurem vdrreldes tosilisusega MQ vees.

Vorreldes MQ ja AWF nAgCS tulemusi on ndha, et TSC nAgCS MBK suurenes 2 ja 24
tunnise kokkupuute ajaga vahemalt 100 ja 30 korda ning MBK suurenemise ja
kitosaani molekulmassi vahel seos puudus. Kuid NaBH4 LMW nAgCS MBK suurenes 2
tunnise kokkupuute ajaga 1:0.3, 1:1 ja 1:3 Ag:CS massisuhtel vastavalt 400, 29 ja 31
korda, mis erineb HMW nAgCS tulemusest, kus MBK suurenes vastavalt 640, 840 ja
900 korda.
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5. Jareldused

Hobeda-kitosaani nanokomposiitide (nAgCS) trinaatriumtsitraadiga (TSC) ja
naatriumboorhldriidiga (NaBH4) slinteesi tingimuste optimeerimise katsete tulemused
naitasid, et kitosaani ja nAgCS fllsikalis-keemilised omadused sOltuvad keskkonna
pH-st ning Uldistatult vdib jareldada, et madalama pH vaartuse juures slinteesitud
nAgCS du suurus oli vaiksem ning Z-potentsiaal suurem. TSC-ga slnteeside
nanokomposiitide katsed naitasid, et Ag:CS massisuhtega 1:0.3 hdbeda-kitosaani
nanokomposiitide (nNAgCS_0.3) siinteesil on vaja reguleerida sinteesikeskkonna pH 4-
4.5-ni, kuid suuremate Ag:CS massisuhete korral (1:1 ja 1:3) otsene pH reguleerimise
vajadus puudub, kuna lisatav kitosaani 0.1% &adika lahus alandab juba piisavalt
sinteesikeskkonna pH-d. (Joonis 9 ja 10, Tabel 3.) Sarnaselt TSC-ga slnteesidega,
vOib pH alandamine paranda NaBHs-ga silinteesitud nAgCS suspensiooni stabiilsust:
1:3 Ag:NaBHs4 moolsuhtega sinteesitud nAg-HMW-CS_0.3 sadenesid peale Uhe
nadalast seismist toatemperatuuril, kuna Z-potentsiaal oli nulli |dhedane, kuid
dialttsitud nAg-HMW_CS_0.3 olid stabiilsed kuna Z-potentsiaal suurenes lile +30 mV
(Joonised 15 B ja 18 B) ja seda ilmselt keskkonna pH muutuse téttu dialtdsil.

NaBH4-ga siinteesides uuriti Ag:NaBH4 moolsuhte, reagentide lisamise jarjekorra ja
Ag:CS massisuhte moju silinteesitud nAgCS omadustele ja stabiilisusele. Tulemused
(Joonis 11 ja 12) naditasid, et reagentide aeglane lisamine (~2 minutit)
sinteesikeskkonda soodustab stabiilsemate ja vadiksema hldrodinaamilise suuruse
ning Uhtlasema suurusjaotusega nAgCS teket. Kirjanduses on kasutatud nii NaBHa4
lisamist AgNOs3 ja CS lahusesse [19], [53] kui ka vastupidist lisamist [27], [30]-[32].
Magistritd6s saadud tulemused naitasid, et eelistada tuleks NaBH4 lisamist AgNOs ja
kitosaani lahusesse, kuna 1:1 ja 1:3 Ag:NaBH4 moolsuhtel siinteesitud nAgCS-de du
olid vaiksemad ja UV-Vis neeldumisspektrid olid kitsamad ja kdrgemate
haripunktidega vorreldes slinteesidega, kui lisati AgNOs ja kitosaani lahust NaBH4
lahusesse. Erineva Ag:NaBHs moolsuhtega slinteesi tulemused naitasid, et
stabiilsemad nAgCS saadi siis, kui kasutati 1:3 Ag:NaBH4 moolsuhet, kuna suurem
NaBH4 kontsentratsioon soodustab vaiksemate ja Uhtlasema suurusjaotusega nAgCS
teket. Samas tostab liilas olev NaBH4 suspensiooni pH-d, mis vdhendab nAgCS Z-
potentsiaali ja stabiilsust, mistdttu on soovitatav slinteesikeskkonna pH-d vahendada
(Joonised 11-16 ja 18 ja Lisa 3). NaBH4 lila mdju on ndha kdige paremini HMW CS
nAgCS katsetes, kus Ag:CS massisuhte suurenemisel Z-potentsiaal suurenes ning UV-
Vis neeldumisspektrid olid kitsamad ja nende haripunkt kasvas ja di vdhenes.

Slinteesitud nanokomposiitide mirgisuse tulemused bakterile E. coli MG 1655 (Tabel
4.) deioniseeritud vees ja kunstlikus haavavedelikus (AWF) naitasid, et nAgCS

antibakteriaalne efektiivsus sOltus kokkupuute ajast, nanokomposiitide hdobeda-
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kitosaani massisuhtes, osakeste primaarsuurusest (~10 ja ~50 nm), Kkitosaani
molekulmassist ja testi keskkonnast. Kdige suuremat moju nAgCS toksilisusele omas
testi keskkond - MBK vaartused olid AWF-s kuni 100 korda suuremad (seega siis
vahem mirgisemad) ning kokkupuute aeg, mille pikenedes suurenes ka nAgCS
toksilisust bakteritele. Elulemuse testi tulemused naitasid, et nAgCS toksilisus
suurenes koos nanokomposiitide Ag:CS massisuhte suurenemisega: kdige
bakteritsiidsemad olid nAgCS_3 nii MQ vees kui kunstlikus haavavedelikus. Oluline oli
ka osakeste primaarnesuurus: NaBH4 siinteesitud 10 nm primaarsuurusega nAgCS olid
toksilisemad vorreldes TSC sinteesitud 50 nm primaarsuurusega nAgCS ja seda just
AFW-s.
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6. Kokkuvote

Kaesoleva magistritdd eesmark oli optimeerida hdbeda-kitosaani nanokomposiitide
(nAgCS) sinteesi tingimusi. Sinteesil kasutati madala (LMW, 50-190 kDa) ja korge
molekulmassiga (HMW, 310-375 kDa) kitosaani ja kahte erinevat slinteesi meetodit,
kasutades hdobeda ioonide (AgNO3) redutseerijana kas (i) trinaatriumtsitraati (TSC) voi
(ii) naatriumboorhldriidi (NaBH4). Maarati slnteesitud nAgCS toksilisust Gram-
negatiivsele bakterile Escherichia coli MG1655 vordlevalt deioniseeritud vees ja
kunstlikus haavavedelikus.

TSC-ga sinteesides uuriti slinteesikeskkonna pH (7.0-4.0) ja Ag:CS massisuhte
(1:0.3, 1:1 ja 1:3) ning NaBH4-ga slinteesides Ag:NaBH4 moolsuhte (MS) (1:1, 1:2 ja
1:3), reagentide lisamise kiiruse, jarjekorra ja Ag:CS massisuhte (1:0.3, 1:1 ja 1:3)
moju nAgCS flilsikalis-keemilistele omadustele ja stabiilsusele. Kokku tehti 42
suinteesi TSC-ga ja 15 NaBHs-ga. Maarati sUnteesitud nAgCS fuusikalis-keemilised
omadused - hidrodinaamiline suurus, Z-potentsiaal, neeldumist UV ja nahtava

valguse vahemikus.

Andmete analiils naitas et:

e TSC-ga slnteesides madalamal pH-I nAgCS hudrodinaamiline suurus (du)
vahenes ja Z-potentisaal suurenes. Optimaalne pH oli vahemikus 4.0-4.5,
eelkdige kui Ag-kitosaani massisuhe oli 1:0.3, kuid Ag:CS massisuhte
suurenedes pH muutmine ei omanud enam sellist efekti, kuna kitosaani
suuremas hulgas lisamine vahendas ise slinteesikeskkonna pH-d (kitosaan oli
0.1% aadika lahuses).

e NaBHs4-ga slinteesides saadi kdige stabiilsemad hobeda-kitosaani
nanokomposiidid, lisades NaBH4 lahust aeglaselt (~2 minutit) AgNOs ja CS
lahusesse ning Ag:NaBH4 moolsuhe oli 1:3.

e TSC-ga ja NaBHs4-ga siUnteesides Ag:CS massisuhte  suurenedes
nanokomposiitide du vahenes ja Z-potentisaal suurenes. Samas ei olnud suurt
erinevust LMW ja HMW kitosaaniga slinteesitud nanokomposiitide flUsikalis-
keemilistes omadustes.

e Elulemuse testi tulemused bakteriga E. coli MG1655 naitasid, et NaBH4-ga
sinteesitud nAgCS (primaarsuurus ~10 nm) olid toksilisemad kui TSC-ga
stinteesitud nAgCS (~50 nm) ning LMW nAgCS olid mirgisemad kui HMW
nAgCS.

e Elulemuse testi keskkond mojutas suuresti nAgCS antibakteriaalsust: nAgCS

olid 10-100 korda mirgisemad MQ vees vorreldes kunstliku haavavedelikuga.
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e Nii MQ vees kui ka AWF-s suurenes nAgCS toksilisus Ag:CS massisuhte

suurenedes - kdige mirgisemad olid nAgCS_3.

Kdesoleva magistrit6d tulemused naitasid, et NaBHs4-ga (~10 nm) olid mirgisemad
kui TSC-ga slinteesitud (~50 nm) hobeda-kitosaani nanokomposiidid bakterile E. coli
MG1655. Lisaks suurenes nAgCS toksilisus hdbeda-kitosaani massisuhte suurenedes
ning kui siinteesides kasutati madalama molekulmassiga kitosaani.

Kaesoleva magistritéé pohjal oleks soovitatav hobeda-kitosaani nanokomposiitide
sunteesides kasutada AgNOs redutseerijana NaBH4, vaikese molekulmassiga kitosaani
ja suuremat hobeda-kitosaani massisuhet, et saada voOimalikult vaikse du, suure
pinnalaenguga (Z-potentsiaaliga) stabiilsed ja bakteritsiidsed hobeda-kitosaani

nanokomposiidid.
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7. Summary

The aim of this master's thesis was to optimize the conditions for silver-chitosan
nanocomposite (nNAgCS) synthesis. This involved using two molecular weight variants
of chitosan: (i) low (LMW, 50-190 kDa) and (ii) high molecular weight (HMW, 310-375
kDa) and employing two distinct synthesis methods: (i) trisodium citrate (TSC) and
(ii) sodium borohydride (NaBH4). The toxicity evaluation of the synthesized nAgCS
against the gram-negative bacteria Escherichia coli MG1655 was conducted in
deionized water and artificial wound fluid.

In the TSC synthesis, the experiments focused on the synthesis medium's pH
(ranging from 7.0 to 4.0) and the mass ratio of Ag:CS (at 1:0.3, 1:1, and 1:3), while
the NaBH4 synthesis focused on the molar ratio of Ag:NaBH4 (at 1:1, 1:2, and 1:3),
along with the effect Ag:CS mass ratio (1:0.3, 1:1, and 1:3), the addition order
reagents and speed of the reactant addition to the physico-chemical properties and
stability of nAgCS. A total of 42 syntheses were conducted using TSC and 15
syntheses with NaBH4. Subsequently, the physicochemical properties of the
synthesized nAgCS were determined: hydrodynamic size, Z-potential, and absorption

in the UV and visible light spectrum.

The analysis of the data revealed several key findings:

¢ When synthesizing with TSC, the properties of nAgCS improve as the pH
decreases: dw decreases, and Z-potential increases, but the UV-Vis spectrum
was not directly affected by pH. The optimal pH was between 4.0-4.5 for
Ag:CS 1:0.3 mass ratio, but the need to change the pH decreased as the mass
ratio of Ag:CS increased since chitosan was in a 0.1% vinegar solution.

e When synthesizing with NaBH4, the best results of nAgCS were obtained by
adding NaBH4 slowly ~2 minutes to a solution of AgNOs and CS. As the molar
ratio of Ag:NaBH4 increased, the properties of nAgCS improved.

¢ When synthesizing with TSC and NaBH4, as the mass ratio of Ag:CS increased,
the properties of nAgCS improved: du decreased, Z-potential increased, and
UV-Vis graphs became narrower and peaks became higher. However, there was
no significant difference in the properties of nAgCS synthesized by LMW and
HMW CS.

e In spot tests with E. coli MG1655 the nAgCS synthesized by NaBH4 (primary
size ~10 nm) were more toxic than nAgCS synthesized by TSC (primary size
~50 nm), and LMW nAgCS was more toxic than HMW nAgCS.
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e The Spot test environment significantly affects nAgCS toxicity, where
differences in nAgCS toxicity in MQ and AWF environments were ten- to one-
hundred-fold, but the differences decreased with increasing exposure time.

e In both MQ water and AWF nAgCS toxicity increased with increasing Ag:CS

mass ratio - the most toxic were the nAgCS_3.

The results of the present work showed that nAgCS synthesized with NaBH4 (primary
size ~10 nm) were more toxic to E. coli MG1655 than nAgCS synthesized with TSC
(~50 nm). In addition, increasing the Ag:CS mass ratio and using lower molecular
weight chitosan resulted in higher bactericidal properties.

Based on the present master’s thesis it would be recommended to use sodium
borohydride (NaBH4) as the reducing agent for silver nitrate (AgNO3) silver and low
molecular weight chitosan (LMW CS) as the stabilizing agent in nAgCs synthesis. Also,
it is recommended to use higher silver-chitosan mass ratio and Ag:NaBH4 molar ratio
during synthesis yields nAgCS with minimized du, enhanced stability, and increased

toxicity to bacteria E. coli.
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Lisa 1. Trinaatriumtsitraadi ja madala molekulmassiga kitosaaniga (LMW)
slinteesitud hdbeda-kitosaani nanokomposiitide (nAgCS) UV-Vis spektrid peale
sinteesi (0 h) ja Ghe nadala (1 n) seismist toatempmeratuuril. Sinteesikeskkonna pH
oli 7.0-4.0. Nanokomposiidid olid erineva hobeda-kitosaani massisuhtega: 1:0.3
(nAgCS_0.3), 1:1 (nAgCS_1) ja 1:3 (nAgCS_3).
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Lisa 2. Trinaatriumtsitraadi
sinteesitud hobeda-kitosaani

ja

kdrge molekulmassiga

kitosaaniga

(HMW)

nanokomposiitide (nAgCS) UV-Vis spektrid peale
sinteesi (0 h) ja tGhe nadala (1 n) seismist toatemperatuuril. Sinteesikeskkonna pH

oli 7.0-4.0. Nanokomposiidid olid erineva hobeda-kitosaani massisuhtega: 1:0.3
(nAgCS_0.3), 1:1 (nAgCS_1) ja 1:3 (nAgCS_3).
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Lisa 3. Trinaatriumtsitraadiga (TSC) ja naatriumboorhidriidiga (NaBH4), madala
(LMW) ja korge molekulmassiga (HMW) kitosaaniga ning erinevatel hobeda-kitosaani
massisuhtel (Ag:CS) slinteesitud hdobeda-kitosaani nanokomposiitide (nAgCS, 10 mg
Ag/L) UV-Vis spektrid deioniseeritud vees (MQ) ja kunstlikus haavavedelikus (AWF).
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