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Nanotechnologia jest obecnie nowoczesnym, rozwijającym się działem nauki, pozwalającym na wytwa-

rzanie struktur, które mają, co najmniej jeden wymiar wyrażany w nanometrach. Wymiary takich nano-

struktur oscylują zwykle w przedziale pomiędzy 1 a 100 nm. Wykorzystanie specyficznych właściwości 

nanomateriałów poprzez osiągnięcie kontroli na poziomie atomowym i molekularnym stanowi główny 

cel nanotechnologii. Prowadzonych jest szereg badań mających opracować wydajność metod syntezy na-

nocząstek oraz ich szerokiego zastosowania. Nanocząstki mają specyficzne właściwości fizyko-

chemiczne, charakterystyczne dla nano skali oraz różne cechy dodatkowe: zmiana całkowitej energii 

układu, stabilność termodynamiczna, przewodnictwo cieplne, magnetyczne i elektryczne oraz właściwo-

ści optyczne. Jedną z ważnych zalet nanocząstek jest ich wysoki stosunek powierzchni do objętości, jest 

tym większy im mniejsza jest średnica cząstek, dzięki czemu ich aktywność chemiczna wzrasta. Dobrze 

rozwinięta powierzchnia właściwa nanocząstek ma duży wpływ na właściwości adsorpcyjne, reaktyw-

ność materiałów oraz właściwości biologiczne. Obecnie podejmuje się szereg badań prowadzących do 

opracowania efektywnej syntezy nanocząstek metodami biologicznymi.  

1. WSTĘP 

Od niedawna przedmiotem wielu badań stały się nanocząstki metali (ang. metalic na-

noparticles, Me-NPs). Najczęściej stosowanymi metodami syntezy nanocząstek metali są 

metody chemiczne oraz metody fizyczne, gdzie do otrzymania danego produktu używa się 

m.in.: mikrofale, ultradźwięki, naświetlanie, mechaniczne rozdrabnianie, itp. Obydwie  

z tych metod mają wiele cech negatywnych, np. wykorzystuje się w nich toksyczne roz-
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puszczalniki, podczas procesów powstają niebezpieczne produkty pośrednie, procesy te są 

często wysokoenergochłonne [17, 23]. Alternatywą dla powyższych metod jest synteza 

biologiczna (biosynteza), w której wykorzystywana jest aktywność drobnoustrojów (bakte-

rii, mikroskopowych grzybów strzępkowych, drożdży), ekstrakty roślinne, biopolimery 

oraz produkty metabolizmu wtórnego, np. biosurfaktanty [3- 6, 10, 11, 13, 14, 16, 25, 26, 

28]. W przeglądowych pracach, Thakkar i wsp. (2010) oraz Narayanan i Sakthivel (2010) 

przedstawiają informacje na temat syntezy mikrobiologicznej nanocząstek różnych metali: 

srebra, złota, selenu, platyny, uranu, oraz stopów tych metali. Synteza nanocząstek metali 

w sposób mikrobiologiczny jest istotną częścią badań nanobiotechnologii łączącą zakres 

badań biotechnologii mikrobiologicznej z nanotechnologią. Wybrane mikroorganizmy są 

traktowane jako tzw. „nanofabryki” do syntezy nanocząstek metali.  

Ostatnio pojawiły się prace dotyczące udział biosurfaktantów w procesach biosyntezy 

nanocząstek metali [8, 12, 20, 21, 24]. Biosurfaktanty pochodzenia biologicznego wykazu-

ją wiele właściwości pozytywnych, umożliwiających ich szerokie zastosowanie. W odróż-

nieniu od surfaktantów syntetycznych, większość z nich szybko ulega degradacji, nie jest 

toksyczna oraz zachowuje aktywność w szerokim zakresie temperatury, kwasowości  

i zasolenia [1]. Biosurfaktanty są stosowane w wielu dziedzinach życia: przemysł spożyw-

czy, kosmetyczny, farmaceutyczny, w technologiach remediacyjnych. Niektóre prace opi-

sują badania dotyczące wykorzystania biosurfaktantów jako stabilizatorów i modyfikato-

rów w biosyntezie nanomateriałów. Singh i wsp. (2011) użyli surfaktynę produkowaną 

przez szczep Bacillus amyloliquifaciens KSU-109 w syntezie nanoczastek kadmu. Wyniki 

tych badań wykazały, że surfaktyna może być bardzo dobrym stabilizatorem nanocząstek. 

Cd-NPs przez 6 miesięcy nie zmieniały swojej struktury. Reddy i wsp. (2009 a, b) opisali 

syntezę nanocząstek srebra i złota przy udziale komercyjnej surfaktyny jako stabilizatora. 

Natomiast, Kumar i Mamidyala (2011) opisali syntezę nanocząstek złota przy udziale 

szczepu Pseudomonas auruginosa BS- 161R, wytwarzającego ramnolipid. Kiran i wsp. 

(2010) użyli glikolipidowy biosurfaktant wydzielany przez Brevibacterium casei MSA  

19, jako stabilizator do syntezy nanocząstek srebra.  

Dotychczas nie ma dostępnych informacji na temat wpływu biosurfaktantów produko-

wanych przez bakterie z rodzaju Bacillus (surfaktyna, fengicyna i iturin) na przebieg pro-

cesu biosyntezy, właściwości fizyko-chemiczne i biologiczne nanocząstek srebra.  

Niniejsza praca jest wstępnym krokiem biologicznej metody syntezy nanocząstek sre-

bra, która jest bardziej przyjazna dla środowiska i tańsza. Nanoczastki srebra wykazują 

silne właściwości przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe, dlatego mogłyby być używane  

w środkach dezynfekcyjnych.  
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2. METODYKA BADAŃ 

2.1. PROWADZENIE HODOWLI BAKTERYJNEJ 

Do badań użyto 3 szczepów Bacillus (T-1, T’1, I’-1a) wyizolowanych z gleby za-

nieczyszczonej związkami ropopochodnymi [2]. Szczepy te były zidentyfikowane  

i scharakteryzowane we wcześniejszych badaniach [18]. Do hodowli tych szczepów 

użyto pożywek będących odpadami z przemysłu rolno-spożywczego, melasę i ścieki 

browarnicze (#4 i #6). Kontrolę stanowiły hodowle prowadzone na standardowej od-

żywczej pożywce mikrobiologicznej Luria-Bertani (LB). Bakterie hodowano przez  

96 godz, w 30 °C, w warunkach wytrząsania. Po okresie inkubacji, hodowle odwiro-

wano przez 10 minut przy 5000 rpm. Do syntezy nanocząstek srebra użyto płynu po-

hodowlanego (supernatantu). 

2.2. SYNTEZA NANOCZĄSTEK SREBRA 

Do płynu pohodowlanego dodano AgNO3 o stężeniu końcowym 1mM, a następnie 

mieszaniny inkubowano przez 48 godz w następujących temperaturach: 4°C, tempera-

turze pokojowej i 48 °C. Obecności powstawania nanocząstek srebra monitorowano 

spektrofotometrem UV-VIS w długości fali 300–700 nm, po 2, 24, i 48 godzinach 

inkubacji. Ogólny schemat syntezy nanocząstek srebra przedstawiono na rysunku 1.  

 

Rys. 1. Schemat syntezy nanocząstek srebra 
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3. WYNIKI  

W wyniku przeprowadzonych badań stwierdzono, iż we wszystkich płynach poho-

dowlanych szczepów Bacillus (T1, T’-1, I’-1a) stwierdzono obecność nanocząstek 

srebra. Podczas syntezy nanocząstek srebra obserwowano zmianę koloru mieszaniny 

reakcyjnej, co świadczyło o powstawaniu nanocząstek srebra.  

Obecność nanocząstek srebra była monitorowana za pomocą spektrofotometru 

UV-VIS w przedziale długości fal 300–700 nm. Na rysunku 2 przedstawiono widma 

otrzymane w różnych warunkach inkubacji. W przypadku większości badanych pró-

bek, zaobserwowano charakterystyczny pik w przedziale pomiędzy 380 a 450 nm, co 

świadczy o powstawaniu nanocząstek srebra.  
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Rys. 2. Absorbancja mierzona spektrofotometrycznie  

Synteza nanocząstek srebra zachodziła w każdej badanej temperaturze, jednakże 

najlepsze wyniki uzyskano w temperaturze pokojowej i w 45 °C.  

Użyte w doświadczeniu płyny pohodowlane miały pH zbliżone do 8, co dawało śro-

dowisko zasadowe reakcji. Pomiary tworzenia nanocząstek srebra wykonano również 

w pH 4, obniżając pH wyjściowe do tej wartości. W zakwaszonym płynie pohodow-

lanym zaobserwowano również powstawanie nanocząstek srebra, ale otrzymane wy-

niki absorbancji były znacznie niższe niż przy pH zasadowym. Przeprowadzone bada-

nia pozwoliły ustalić optymalne warunki syntezy nanocząstek srebra w płynach 

pohodowlanych szczepów Bacillus. Stwierdzono, że najkorzystniejsze warunki reak-

cji syntezy Ag-NPs to: temperatura pokojowa reakcji i czas reakcji 48 godz. Badania 

również wykazały, że płyny pohodowlane pochodzące z hodowli szczepu Bacillus 
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oznaczonego jako T’-1 (B. subtilis) są najbardziej aktywne w biosyntezie nanocząstek 

srebra. Badania są dalej kontynuowane w kierunku identyfikacji i charakterystyki 

biosurfaktantu produkowanego przez ww. szczep Bacillus.  

W trakcie badań wykonano również analizę mikroskopową nanocząstek srebra 

przy użyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Na rys. 3 przedsta-

wiono obrazy powstałych nanocząstek srebra o różnych wymiarach.  

 

A. 

 
B. 

 

Rys. 3. Obraz nanocząstek srebra z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).  

A. ścieki browarnicze (# 4); B. ścieki browarnicze (# 6).  

Zdjęcia wykonane przez prof. L. Kvitek i współpracowników 

Badania są realizowane w ramach projektu nr 2013/09/B/NZ9/01759 przyznane-

go na podstawie decyzji nr 2013/09/B/NZ9/0175 przez Narodowe Centrum Nauki oraz 

w ramach projektów dwustronnej współpracy pomiędzy Polską i Republiką Czeską 

(nr projektów 9005/2014-2015 i 7AMB14 PL025). Specjalne podziękowania jest de-

dykowane prof. L. Kvitek i współpracownikom z Regionalnego Centrum Zaawanso-

wanych Technologii i Materiałów przy Uniwersytecie Palacký, Ołomuniec, Czechy za 

wykonanie i udostępnienie mikroskopowych zdjęć nanocząstek srebra. 
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SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES WITH BACILLUS IN POST-CULTURE LIQUIDS 

STRAINS PRODUCING BIOSURFACTANTS 

The application of nanoscale materials and structures, ranging from 1 to 100 nm is an emerging area 

of nanoscience and nanotechnology. Nanomaterials provide solutions to technological and environmental 

challenges in diverse fields such as energy, medicine, electronics, cosmetics, coatings, packaging, and 

biotechnology. The research and development of nanotechnology is incomparable with other fields of 

science. Nanoparticles have been synthesized using various physical and chemical processes. These pro-

cesses have often required expensive and complex steps, and toxic reagents. Biological methods of nano-

particles synthesis belong to new green generation processes, which are ecofriendly and alternative to 

chemical and physical methods. Nanobiotechnology has emerged as a result of integration between mi-

crobial biotechnology and nanotechnology. It is well known that microorganisms are used in remediation 

of toxic metals through reduction of metal ions, but the interest in nanoparticle synthesis using microbes 

has emerged quite recently. It has been reported that nanoparticles can be synthesized by biological 

sources such as plants, extract plants, fungi, algae, cyanobacteria, bacteria and biomolecules. 


