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Nanotechnologia jest obecnie nowoczesnym, rozwijajacym si¢ dzialem nauki, pozwalajagcym na wytwa-
rzanie struktur, ktore maja, co najmniej jeden wymiar wyrazany w nanometrach. Wymiary takich nano-
struktur oscyluja zwykle w przedziale pomiedzy 1 a 100 nm. Wykorzystanie specyficznych wtasciwosci
nanomaterialow poprzez osiagnigcie kontroli na poziomie atomowym i molekularnym stanowi gtowny
cel nanotechnologii. Prowadzonych jest szereg badan majacych opracowa¢ wydajnos¢ metod syntezy na-
noczastek oraz ich szerokiego zastosowania. Nanoczastki majg specyficzne wlasciwosci fizyko-
chemiczne, charakterystyczne dla nano skali oraz rozne cechy dodatkowe: zmiana catkowitej energii
uktadu, stabilno$¢ termodynamiczna, przewodnictwo cieplne, magnetyczne i elektryczne oraz whasciwo-
Sci optyczne. Jedng z waznych zalet nanoczastek jest ich wysoki stosunek powierzchni do objetosci, jest
tym wigkszy im mniejsza jest Srednica czastek, dzigki czemu ich aktywno$¢ chemiczna wzrasta. Dobrze
rozwinieta powierzchnia wtasciwa nanoczastek ma duzy wpltyw na wiasciwosci adsorpcyjne, reaktyw-
no$¢ materialow oraz wiasciwosci biologiczne. Obecnie podejmuje si¢ szereg badan prowadzacych do
opracowania efektywnej syntezy nanoczastek metodami biologicznymi.

1. WSTEP

Od niedawna przedmiotem wielu badan staty si¢ nanoczastki metali (ang. metalic na-
noparticles, Me-NPs). Najczgsciej stosowanymi metodami syntezy nanoczastek metali sg
metody chemiczne oraz metody fizyczne, gdzie do otrzymania danego produktu uzywa si¢
m.in.: mikrofale, ultradzwigki, naswietlanie, mechaniczne rozdrabnianie, itp. Obydwie
z tych metod maja wiele cech negatywnych, np. wykorzystuje si¢ w nich toksyczne roz-
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puszczalniki, podczas procesow powstaja niebezpieczne produkty posrednie, procesy te sa
czgsto wysokoenergochtonne [17, 23]. Alternatywa dla powyzszych metod jest synteza
biologiczna (biosynteza), w ktorej wykorzystywana jest aktywno$¢ drobnoustrojow (bakte-
rii, mikroskopowych grzybéw strzgpkowych, drozdzy), ekstrakty roslinne, biopolimery
oraz produkty metabolizmu wtornego, np. biosurfaktanty [3- 6, 10, 11, 13, 14, 16, 25, 26,
28]. W przegladowych pracach, Thakkar i wsp. (2010) oraz Narayanan i Sakthivel (2010)
przedstawiajg informacje na temat syntezy mikrobiologicznej nanoczastek réznych metali:
srebra, ztota, selenu, platyny, uranu, oraz stopéow tych metali. Synteza nanoczastek metali
w sposdb mikrobiologiczny jest istotna czgscig badan nanobiotechnologii taczaca zakres
badan biotechnologii mikrobiologicznej z nanotechnologia. Wybrane mikroorganizmy sa
traktowane jako tzw. ,,nanofabryki” do syntezy nanoczastek metali.

Ostatnio pojawily si¢ prace dotyczace udziat biosurfaktantéw w procesach biosyntezy
nanoczgstek metali [8, 12, 20, 21, 24]. Biosurfaktanty pochodzenia biologicznego wykazu-
ja wiele whasciwosci pozytywnych, umozliwiajacych ich szerokie zastosowanie. W odroz-
nieniu od surfaktantéw syntetycznych, wiekszo$¢ z nich szybko ulega degradacji, nie jest
toksyczna oraz zachowuje aktywno$¢ w szerokim zakresie temperatury, kwasowosci
i zasolenia [1]. Biosurfaktanty s stosowane w wielu dziedzinach zycia: przemyst spozyw-
czy, kosmetyczny, farmaceutyczny, w technologiach remediacyjnych. Niektore prace opi-
suja badania dotyczace wykorzystania biosurfaktantow jako stabilizatoréw i modyfikato-
réw w biosyntezie nanomateriatow. Singh 1 wsp. (2011) uzyli surfaktyng produkowanag
przez szczep Bacillus amyloliquifaciens KSU-109 w syntezie nanoczastek kadmu. Wyniki
tych badan wykazaly, ze surfaktyna moze by¢ bardzo dobrym stabilizatorem nanoczastek.
Cd-NPs przez 6 miesiecy nie zmieniaty swojej struktury. Reddy i wsp. (2009 a, b) opisali
synteze nanoczastek srebra i ztota przy udziale komercyjnej surfaktyny jako stabilizatora.
Natomiast, Kumar i Mamidyala (2011) opisali synteze nanoczastek ztota przy udziale
szczepu Pseudomonas auruginosa BS- 161R, wytwarzajacego ramnolipid. Kiran i wsp.
(2010) uzyli glikolipidowy biosurfaktant wydzielany przez Brevibacterium casei MSA
19, jako stabilizator do syntezy nanoczastek srebra.

Dotychczas nie ma dostepnych informacji na temat wptywu biosurfaktantow produko-
wanych przez bakterie z rodzaju Bacillus (surfaktyna, fengicyna i iturin) na przebieg pro-
cesu biosyntezy, wtasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne nanoczastek srebra.

Niniejsza praca jest wstepnym krokiem biologicznej metody Syntezy nanoczastek sre-
bra, ktéra jest bardziej przyjazna dla srodowiska i tansza. Nanoczastki srebra wykazuja
silne wlasciwosci przeciwbakteryjne i przeciwgrzybowe, dlatego moglyby by¢ uzywane
w srodkach dezynfekcyjnych.
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2. METODYKA BADAN

2.1. PROWADZENIE HODOWLI BAKTERYJNEJ

Do badan uzyto 3 szczepow Bacillus (T-1, T°1, I’-1a) wyizolowanych z gleby za-
nieczyszczonej zwigzkami ropopochodnymi [2]. Szczepy te byly zidentyfikowane
i scharakteryzowane we wcze$niejszych badaniach [18]. Do hodowli tych szczepdéw
uzyto pozywek bedacych odpadami z przemystu rolno-spozywczego, melasg i $cieki
browarnicze (#4 i #6). Kontrolg stanowity hodowle prowadzone na standardowej 0d-
zywceze] pozywcee mikrobiologicznej Luria-Bertani (LB). Bakterie hodowano przez
96 godz, w 30 °C, w warunkach wytrzasania. Po okresie inkubacji, hodowle odwiro-
wano przez 10 minut przy 5000 rpm. Do syntezy nanoczastek srebra uzyto ptynu po-
hodowlanego (supernatantu).

2.2. SYNTEZA NANOCZASTEK SREBRA

Do ptynu pohodowlanego dodano AgNQO; 0 stgzeniu koncowym 1mM, a nastgpnie
mieszaniny inkubowano przez 48 godz w nast¢pujacych temperaturach: 4°C, tempera-
turze pokojowej i 48 °C. Obecnosci powstawania nanoczastek srebra monitorowano
spektrofotometrem UV-VIS w dlugosci fali 300-700 nm, po 2, 24, i 48 godzinach
inkubacji. Ogolny schemat syntezy nanoczastek srebra przedstawiono na rysunku 1.

spozywczego (melasa, Scieki
browarnicze)

l

[ Biosynteza Ag-NPs ]

Wzrost szczepow Bacillus i
produkcja biosurfaktantow na
odpadach z przemystu rolno-
oki

Plyn pohodowlany jako zradio
biosurfaktantéw + AgNO; (1mM)

[ Charakterystyka Ag-NPs w UV-vis

Rys. 1. Schemat syntezy nanoczastek srebra
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3. WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, iz we wszystkich ptynach poho-
dowlanych szczepow Bacillus (T1, T°-1, I’-1a) stwierdzono obecnos¢ nanoczgstek
srebra. Podczas syntezy nanoczastek srebra obserwowano zmiang koloru mieszaniny
reakcyjnej, co $wiadczylo o powstawaniu nanoczastek srebra.

Obecnos¢ nanoczastek srebra byla monitorowana za pomocg spektrofotometru
UV-VIS w przedziale dlugosci fal 300—700 nm. Na rysunku 2 przedstawiono widma
otrzymane w réznych warunkach inkubacji. W przypadku wigkszosci badanych pro-
bek, zaobserwowano charakterystyczny pik w przedziale pomig¢dzy 380 a 450 nm, co
swiadczy o powstawaniu nanoczastek srebra.

Melasa, 2 godz., 4°C
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Scieki browarnicze #4, 48 godz., 45°C
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Scieki browarnicze #6, 24 godz. 45°C
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Rys. 2. Absorbancja mierzona spektrofotometrycznie

Synteza nanoczastek srebra zachodzita w kazdej badanej temperaturze, jednakze
najlepsze wyniki uzyskano w temperaturze pokojowej i w 45 °C.
Uzyte w doswiadczeniu ptyny pohodowlane mialy pH zblizone do 8, co dawalo $ro-
dowisko zasadowe reakcji. Pomiary tworzenia nanoczastek srebra wykonano rowniez
w pH 4, obnizajac pH wyjsciowe do tej wartosci. W zakwaszonym ptynie pohodow-
lanym zaobserwowano réwniez powstawanie nanoczastek srebra, ale otrzymane wy-
niki absorbancji byty znacznie nizsze niz przy pH zasadowym. Przeprowadzone bada-
nia pozwolily ustali¢ optymalne warunki syntezy nanoczgstek srebra w plynach
pohodowlanych szczepdéw Bacillus. Stwierdzono, ze najkorzystniejsze warunki reak-
cji syntezy Ag-NPs to: temperatura pokojowa reakcji i czas reakcji 48 godz. Badania
rowniez wykazaty, ze pltyny pohodowlane pochodzace z hodowli szczepu Bacillus
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oznaczonego jako T’-1 (B. subtilis) sa najbardziej aktywne w biosyntezie nanoczastek
srebra. Badania sg dalej kontynuowane w kierunku identyfikacji i charakterystyki
biosurfaktantu produkowanego przez ww. szczep Bacillus.

W trakcie badan wykonano rowniez analiz¢ mikroskopowa nanoczastek srebra
przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Na rys. 3 przedsta-
wiono obrazy powstatych nanoczastek srebra o ré6znych wymiarach.

B Sl P . %200 m o, . . Ui

Rys. 3. Obraz nanoczastek srebra z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).
A. §cieki browarnicze (# 4); B. $cieki browarnicze (# 6).
Zdjecia wykonane przez prof. L. Kvitek i wspotpracownikéw

Badania sq 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 projektow dwustronnej wspolpracy pomiedzy Polskq i Republikg Czeskq
(nr projektow 9005/2014-2015 i TAMB14 PL025). Specjalne podzigkowania jest de-
dykowane prof. L. Kvitek i wspdlpracownikom z Regionalnego Centrum Zaawanso-
wanych Technologii i Materialow przy Uniwersytecie Palacky, Olomuniec, Czechy za
wykonanie i udostepnienie mikroskopowych zdjeé nanoczgstek 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.



