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Wykorzystanie metod biotechnologicznych

do otrzymywania nanoczastek metali**

Streszczenie — Zbadano mozliwo$¢ wykorzystania kosmopolitycznych plesni z rodzaju Penicil-
lium do zewnatrzkomodrkowej syntezy nanostruktur srebra. Ocenie poddano kilkanascie plesni
wyizolowanych z naturalnego srodowiska. Okreslono wplyw warunkow reakcji, tj. wieku hodow-
li i stezenia biomasy na ksztatt, wymiary i stabilnos¢ uzyskiwanych nanoczasteczek, a takze na
przebieg biosyntezy. Tworzenie nanostruktur monitorowano wizualnie oraz za pomoca spektro-
skopii UV-VIS.
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APPLICATION OF BIOTECHNOLOGICAL METHODS FOR THE BIOSYNTHESIS OF METAL
NANOPARTICLES

Summary — Studies on the possibilities of the application of cosmopolitan moulds of the Penicillin
group type for the extracellular synthesis of silver nanostructures have been presented. A number
of moulds were isolated from their natural habitat and studied. The influence of reaction condi-
tions such as the age of the cell culture and concentration of biomass on the structure, dimensions
and stability of the obtained nanoparticles as well as on this biosynthesis process as a whole was
evaluated. The formation of the nanoparticles was monitored visually (Fig. 1) and with UV-Vis

spectroscopy (Figs. 2—10).

Keywords: silver nanoparticles, biosynthesis, moulds, Penicillium.

Nanoczastkami przyjeto nazywac struktury o $redni-
cach nieprzekraczajacych 100 nm. Ze wzgledu na swoje
wymiary wykazuja one wyjatkowe cechy, rézne od tych,
ktorymi charakteryzujq si¢ wieksze czastki zbudowane
z takiego samego materiatu. Ogromne zainteresowanie
nanomateriatami wynika wlasnie z ich unikatowych op-
tycznych, magnetycznych, elektrycznych oraz chemicz-
nych wtasciwosci.

Jak dotad opisano juz szereg chemicznych i fizycz-
nych metod otrzymywania nanoczastek metali [1—3].

Szczegdlne miejsce wérdd nanostruktur zajmuje sreb-
ro, a jego antybakteryjne dzialanie znane bylo juz w sta-
rozytnosci. Ostatnio coraz czesciej srebro jest wykorzys-
tywane w aplikacjach innych niz bezposrednio medycz-
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ne. Najszerzej prowadzone sg prace dotyczace zastoso-
wania polimerowych materiatéw impregnowanych na-
nosrebrem do produkgji opatrunkéw (bandaze, plastry),
bielizny, maseczek itp.[4]. Wykazano réwniez niezwykla
skutecznos¢ np. poliuretanu, polisulfonu zawierajacego
nanoczastki srebra w procesie dezynfekcji wody [5],
wlgczajac w to usuwanie wirusow [6].

Stad tez, w ostatnich latach obserwuje si¢ intensyfika-
¢je prac badawczych zmierzajacych do opracowania no-
wych, efektywnych i tanich metod otrzymywania nano-
czastek srebra. Jednym z nowatorskich sposobéw jego
wytwarzania jest wykorzystanie metod biotechnologicz-
nych, tj. metabolizmu mikroorganizmoéw, glonéw lub
roslin wyzszych [7, 8].

Biologiczna synteza nanoczastek moze si¢ odbywac
zarowno zewnatrz- jak i wewnatrzkomorkowo, i o ile
w przypadku roslin oraz alg, wytwarzanie nanoczastek
ogranicza sie jedynie do syntezy zewnatrzkomorkowej,
to w odniesieniu do mikroorganizméw obie metody sa
mozliwe i stosowane w zaleznosci od przeznaczenia
uzyskiwanych struktur.

Do chwili obecnej opisano kilkanascie szczepoéw bak-
terii syntetyzujacych nanoczastki srebra. Pseudomonas
stutzeri AG259 jest przyktadem bakterii akumulujacej
wewnatrz komoérek nanosrebro o wymiarach 36—46 nm
[9]. Wewnatrzkomdrkowa synteza nanoczastek srebra
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jest prowadzona rowniez przez Bacillus licheniformis [10],
a takze Lactobacillus — bakterie powszechnie wystepu-
jaca w maslance [11].

Do bakterii syntetyzujacych nanoczastki srebra na
zewnatrz komorek mozna zaliczy¢ pateczki Klebsiella
pneumoniae i Enterobacter cloaceae, w przypadku ktérych
juz po 5 minutach inkubacji jonéw srebra z ich przesacza-
mi pohodowlanymi rozpoczyna si¢ intensywna ich re-
dukgja [12].

Stosunkowo nowym rozwigzaniem jest wykorzysta-
nie do biosyntezy nanoczastek komorek grzybow strzep-
kowych. Ich konkurencyjnos¢ w stosunku do bakterii
wynika przede wszystkim z duzych ilosci enzymodw,
przypuszczalnie niezbednych do redukcji jonéw metali
do postaci metalicznej, wbudowanych w $ciane komor-
kowa grzyba, ale takze znajdujacych sie w jego wnetrzu,
a co chyba najwazniejsze, wydzielanych do srodowiska.
Ponadto, $ciana komdrkowa grzybow jest bogata w lipo-
i glikoproteiny strukturalne, ktore rowniez moga odgry-
wac role czynnikéw redukujacych [13]. Wymienione ce-
chy umozliwiaja, w przypadku grzybow, otrzymywanie
nanoczastek metali we wnetrzu komorek, na ich po-
wierzchni oraz w plynie pohodowlanym.

Ekspozycja biomasy plesni z rodzaju Verticillum [13]
z jonami srebra powoduje ich redukcje i wewnatrzko-
morkowq akumulacje nanoczastek srebra o srednicy
25 nm. Aspergillus flavus zas redukuje jony srebra, prowa-
dzac do powstania zaadsorbowanych na powierzchni
grzybni nanoczastek o wymiarze 8,92 nm [14].

Zewnatrzkomdrkowa synteza pozwala na unikniecie
kosztownego etapu oddzielania nanoczastek od biomasy.
Taki sposdb biosyntezy nanosrebra ma miejsce w przypad-
ku Fusarium oxysporum [15], Fusarium semitectum [16] Pcha-
enerochaete chrysosporium [17], Trichoderma asperellum [18],
oraz szczepow z rodzaju Penicillium [19, 20].

Biologiczna synteza jest mozliwa réwniez z wyko-
rzystaniem ekstraktow z lidci roslin wyzszych. Zaletg ich
zastosowania jest wyeliminowanie koniecznosci opraco-
wania metod utrzymywania kultur komérkowych [21,
22].

Istnieje kilka hipotez wyjasniajacych mechanizm re-
dukgji jonow srebra i powstawanie nanoczastek. Przy-
puszcza si¢, ze za proces ten odpowiadajg enzymy. W kilku
przypadkach potwierdzono rolg, obecnej w btonie komor-
kowej, reduktazy azotanowej zaleznej od NADH [15, 23].

W niniejszym artykule prezentujemy wyniki badan
dotyczacych mozliwosci wykorzystania kosmopolitycz-
nych plesni z rodzaju Penicillium do zewnatrzkomoérko-
wej syntezy nanostruktur srebra.

CZESC DOSWIADCZALNA
Selekcja i dobor plesni
Aby dokona¢ wyboru najlepszych ,, producentéw”

nanoczastek srebra badaniom poddano kilkanascie r6z-
nych pleéni wyizolowanych z naturalnego $rodowiska:

gleby, aerozolu powietrznego oraz jedwabnych weluréw
pochodzacych z Muzeum Patacu w Wilanowie. Hodowle
grzybéw prowadzono w ptynnym podtozu o nastepu-
jacym sktadzie: NH,NO; — 1 g, K,;HPO, — 2 g, KH,PO,
— 7 g, MgSO, - 7 H,0 — 0,1 g, ekstrakt drozdzowy —
0,6 g, glukoza — 10 g, woda redestylowana — 1000 ml. Po
7 dobach inkubacji w temp. 25 °C, metoda filtracji oddzie-
lano grzybnie i zawieszano je w 100 ml wody dejonizo-
wanej. Po kolejnych 72 h inkubacji w temp. 25 °C, grzyb-
nie odfiltrowywano od ptynu. Do tak uzyskanego eks-
traktu dodawano AgNO; tak, aby koricowe jego stezenie
wynosito 10° M. Mieszaning inkubowano przez 96 h
w temp. 23 °C. Redukgje jondw Ag” monitorowano obser-
wujac zmiany zabarwienia mieszanin reakcyjnych oraz
$ledzac widma UV-VIS w zakresie 200—800 nm, przy
uzyciu spektrofotometru Helios Delta.

Ocena wplywu wieku hodowli na biosynteze
nanoczastek srebra

Do badan wykorzystano 4-, 7- oraz 11-dniowe ho-
dowle wyselekcjonowanego mikroorganizmu w podto-
zu plynnym. Do uzyskanych wedtug procedury opisanej
powyzej ekstraktow komoérkowych dodawano AgNO,
w konicowym stezeniu 10° M. Tworzenie nanostruktur
monitorowano za pomoca spektroskopii UV-VIS.

Ocena wplywu stezenia czynnika redukujacego na
biosynteze srebra

W badaniach wykorzystano 4-dniowa hodowle wy-
branego szczepu plesni. Otrzymanga biomase przesaczo-
no, doktadnie przemyto woda dejonizowana, zwazono
i rozdzielono, odpowiednio, w stosunku 5g lub 20 g
grzybni na 100 ml wody dejonizowanej. W ten sposob
uzyskano ekstrakty komoérkowe, do ktérych dodano
AgNO; i inkubowano w temp. 23 °C. Tworzenie nano-
czastek srebra monitorowano rejestrujac widma UV-VIS.

Metody badan

— Za pomoca technik TEM (elektronowa mikrosko-
pia transmisyjna) oraz SEM (skaningowa mikroskopia
elektronowa) okreslano ksztatt, wielkos¢ i lokalizacje
nanoczastek.

— Do oceny wymiaréw nanoczastek wykorzystano
rowniez metode dynamicznego rozpraszania $wiatla
uzywajac aparatu Zeta Potential/Particle Sizer NI
COMP™ 380 ZLS, wyposazonego w plastikowe kuwety.
Pomiary przeprowadzono w dwoch cyklach 5 minuto-
wych, w statej temp. 25 °C i dtugosci fali lasera réwnej
532 nm.

— Stabilnos$¢ uzyskiwanych nanoczastek badano
wykreslajac ich widma w zakresie 200—800 nm, po 30
dobach przechowywania w temperaturze pokojowej.

— Mechanizm biosyntezy nanoczastek analizowano
przy uzyciu spektroskopii UV-VIS, wykorzystujac eks-
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trakt komérkowy otrzymany z 4-dniowej hodowli plesni.
Ekstrakt byl poddawany ogrzewaniu przez 30 min
w temp. 80 °C, a nastepnie uzyty do biosyntezy nano-
czastek srebra.

WYNIKI BADAN I ICH OMOWIENIE

Biosynteze nanoczastek srebra przez wyizolowane
plesnie monitorowano obserwujac zmieniajace si¢ zabar-
wienie mieszaniny reakcyjnej (rys. 1). Jezeli, podczas in-
kubacji ekstraktu komérkowego z jonami srebra, zacho-
dzi ich redukcja i tworzenie nanostruktur, wéwczas mie-

Rys. 1. Barwa mieszaniny reakcyjnej przed dodaniem (po le-
wej) i po uptywie 72 h od chwili dodania (po prawej) AGQNO; do
ekstraktu komérkowego uzyskanego z plesni Pen 2

Fig. 1. The color of cell-free filtrate (left) and 72 h after the addi-
tion of silver ions (right)

szanina reakcyjna zmienia swoja barwe ze stomkowo
z0ltej na brazowa.

Obserwowane zjawisko jest zwigzane z powierzch-
niowym rezonansem plazmowym inicjowanym na dro-
dze interakgji fali elektromagnetycznej swiatta widzial-
nego z chmurg elektronowa czastki [24]. W widmie
UV-VIS jest widoczny charakterystyczny pik absorpcji
w zakresie 415—440 nm, ktérego ksztatt zalezy od wy-
miaréw czastek, ich ksztattu, stopnia agregaciji itp. Biorac
pod uwage barwe mieszaniny reakcyjnej i przebieg
widm UV-VIS, do dalszych badan wybrano mikroorga-
nizm oznaczajac go symbolem Pen 2. Na podstawie cha-
rakterystycznego wzrostu na podiozu Malt Extract Agar
oraz mikroskopowego obrazu konidioforéw, wybrana
plesni zaliczono do rodzaju Penicillium [25].

Wplyw wielu hodowli na biosynteze nanosrebra

Szereg przeprowadzonych dotychczas doswiadczen
wskazuje, ze synteza nanoczastek metali jest cecha cha-
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Rys. 2. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AGNO;
z ekstraktem komdrkowym uzyskanym z 4-dniowej hodowli
plesni
Fig. 2. UV-Vis spectra recorded during the reaction of silver
nitrate with cell-free filtrate obtained from 4-day old biomass

rakterystyczng dla danego mikroorganizmu i zalezy od
wielu czynnikéw, m.in. od wieku hodowli. Rysunki 2 —4
przedstawiaja widma UV-VIS mieszanin reakcyjnych za-
wierajacych nanoczastki srebra uzyskane z wykorzysta-
niem 4, 7 i 11-dniowych hodowli plesni. Jak wida¢, eks-
trakty komorkowe uzyskane z 4 i 7-dniowych hodowli
rozpoczynaja redukcje jonoéw srebra juz po dwdéch godzi-
nach inkubagji. Piki na odpowiadajacych im widmach sa
stosunkowo ostre, co $wiadczy o nieduzej dyspersyjnosci
otrzymywanych nanostruktur. Zwigkszajaca sie wartos¢
absorbancji w maksimum pikéw potwierdza postepu-
jacy w czasie intensywny proces bioredukcji. Obserwo-
wane jest rOwniez przesuniecie, w toku przebiegajacej re-
akcji, maksimum absorpcji w kierunku fal dtuzszych
z 430 nm do 441 nm w przypadku ekstraktu z 4-dniowej
hodowli i z 421 nm do 440 nm — ekstraktu z 7-dniowej
hodowli. Takie przesuniecia swiadcza o zwigkszeniu sig¢
$rednicy nanoczastek wynikajacym prawdopodobnie z
ich nieznacznej agregadji (por. rys. 2, 3).
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Rys. 3. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AGNO;
z ekstraktem komorkowym uzyskanym z 7-dniowej hodowli
plesni
Fig. 3. UV-Vis spectra obtained during the reaction of silver
nitrate with cell-free filtrate obtained from 7-day old biomass
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Tworzenie nanoczastek srebra przy uzyciu ekstraktu
pochodzacego z hodowli 11-dniowej rozpoczyna sig¢ do-
piero po uptywie 48 h inkubagji i zachodzi z mniejsza wy-
dajnoscia — wartosci absorbancji sa znacznie mniejsze
(por. rys. 4). We wszystkich przypadkach mozna zaob-
serwowac tzw. wolno opadajace ogony. Taki ksztatt
widm moze $wiadczy¢ o powstawaniu nanoczastek poli-
dyspersyjnych.
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Rys. 4. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AGQNO;
z ekstraktem komorkowym uzyskanym z 11-dniowej hodowli
plesni

Fig. 4. UV-Vis spectra obtained during the reaction of silver
nitrate with cell-free filtrate obtained from 11-day old biomass

Maksimum absorpcji przypada, w zaleznosci od cza-
su reakcji, na 372—403 nm, co sugeruje, ze obecne w mie-
szaninie nanoczastki to mate struktury sferyczne [26].

Metoda dynamicznego rozpraszania swiatla potwier-
dzono, ze wielkos$¢ uzyskiwanych nanoczastek srebra za-
lezy od wieku hodowli. W przypadku uzycia 4-dniowej
hodowli pleéni, srednica nanoczastek wynosita 40—
59 nm, 7-dniowej — 30—45 nm, gdy zas wykorzystamy
hodowle 11-dniowa mozemy uzyskac nanostruktury po-
lidyspersyjne o wielko$ci 3—61 nm (najwiecej jest tych
o érednicy 4—>5 nm).

Wplyw stezenia czynnika redukujacego na biosynteze
nanosrebra

Wplyw stezenia czynnika redukujacego na biosynte-
ze¢ badano wykorzystujac hodowle 4-dniowe. Jako steze-
nie czynnika redukujacego przyjeto stosunek masy bio-
masy do objetosci wody dejonizowanej uzytej na etapie
otrzymywania ekstraktu komorkowego (rys. 5, 6).

Stezenie w ekstraktach komorkowych wytworzo-
nych z 5 g lub 20 g biomasy jest wystarczajace do prze-
biegu reakcji redukcji jondw Ag’, jednak reakcja prze-
biega z mata wydajnoscia. W mieszaninie dochodzi
prawdopodobnie do agregacji i sedymentacji nano-
struktur, czego efektem jest spadek wartosci absorban-
cji w punkcie maksimum po kilku godzinach reakcji.
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Rys. 5. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AGNO;
z ekstraktem komérkowym uzyskanym z 5 g biomasy plesni
Fig. 5. UV-Vis spectra obtained during the reaction of silver
nitrate with cell-free filtrate obtained from 5 g of biomass
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Rys. 6. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AGNO;
z ekstraktem komérkowym uzyskanym z 20 g biomasy plesni
Fig. 6. UV-Vis spectra obtained during the reaction of silver
nitrate with cell-free filtrate obtained from 20 g of biomass

Widma w tym przypadku charakteryzuja si¢ rowniez
wolno opadajacymi ogonami.

Charakterystyka nanoczastek srebra

Bardzo wazna cecha decydujaca o mozliwosciach
przemystowego zastosowania nanoczastek jest ich stabil-
nos¢.

Jak widaé na rys. 7, w ciagu 30 dob przechowywania
nanosrebra w temperaturze pokojowej, warto$¢ absor-
bancji w punkcie maksimum nie zmniejsza sig, ale nawet
nieznacznie wzrasta. Swiadczy to o zachodzacej w tym
czasie biosyntezie nanosrebra. Nie obserwujemy row-
niez znaczacego przesuniecia maksimum absorpcji
w kierunku fal dtuzszych, mogacego swiadczy¢ o poste-
pujacej agregacji nanoczastek.

Wyniki potwierdzajq nasze obserwacje, ze uzyskiwa-
ne struktury sa stabilne w warunkach pokojowych. Juz
od pierwszego zastosowania ukladéw biologicznych
wiadomo, ze nanoczastki wytwarzane przez materie
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Rys. 7. Widma UV-VIS rejestrowane po 96 h i 30 dobach prze-
chowywania w temperaturze pokojowej mieszaniny reakcyjnej
zawierajgcej nanoczqstki srebra
Fig. 7. UV-Vis spectra of the reaction mixture containing silver
nanoparticles after incubation for 96 h and 30 days
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organiczna nie tacza si¢ ze soba, a w konsekwencji nie
wykazujq tendencji do sedymentacji. Obecnie tlumaczy
sie to zjawisko powstajacymi kompleksami nanoczastek
z biatkami. Potwierdzeniem sg widma UV-VIS mieszanin
poreakcyjnych, gdzie mozna zaobserwowac na ogo6t dwa
gtowne maksima: jedno w poblizu fali o dtugosci
415—440 nm, pochodzace od nanoczastek srebra, drugie
w poblizu fali o dtugosci 280 nm, charakterystyczne dla
aromatycznych grup bocznych tyrozyny, tryptofanu oraz
fenyloalaniny (por. rys. 7).

Rysunek 8 ilustruje lokalizacj¢ nanoczastek srebra
wytworzonych przy udziale biomasy wybranej plesni.
Wyraznie widac (jasne plamki), ze nanoczastki zawieszo-
ne sa w galaretowatej substancji organicznej na zewnatrz

Rys. 8. Obraz SEM, umiejscowienie nanoczqstek srebra na po-
wierzchni strzepek grzybni Penicillium sp. po 72 h inkubacji
w wodnym roztworze AGNO;

Fig. 8. SEM image of the localization of silver nanoparticles on
the surface of Penicillium sp. cells after 72 hours of immersion
in silver nitrate aqueous solution

Rys. 9. Mikrogram TEM nanoczqstek srebra otrzymanych
z wykorzystaniem ekstraktu komdrkowego pochodzgcego z
4-dniowej hodowli szczepu Pen 2 (powigkszenie 220 000x)
Fig. 9. TEM image of silver nanoparticles obtained using a
cell-free filtrate from a 4-day old biomass of Pen 2 (220 000x
magnification)

grzybni. To ta substancja prawdopodobnie znajduje sie
w ekstrakcie komdérkowym i stabilizuje powstajace nano-
struktury. Uzyskane wyniki potwierdzaja wczesniejsza
hipoteze mdwiaca, ze jony srebra akumuluja sie na po-
wierzchni Sciany komdrkowej grzybni przypuszczalnie
na skutek oddziatywania elektrostatycznego, a nastepnie
sgq redukowane przez enzymy obecne w $cianie komor-
kowej [13].

Przyktadowy obraz TEM wytworzonych nanostruk-
tur srebra przedstawia rys. 9. Jak widaé, w przewazajacej
czesci sa to otoczone galaretowata substancja struktury
sferyczne, o wymiarach 4—45 nm (Srednia wielkos¢ to
16 nm). Mozna sadzié, ze otaczajaca substancja zapobie-
ga ich agregacji. Dane dotyczace wymiaréw nanoczastek
srebra uzyskane za pomoca techniki TEM pokazuja, ze s
one mniejsze niz wynikatoby to z pomiaréw metoda dy-
namicznego rozpraszania swiatla — prawdopodobnie
oznaczana tg metoda srednica nanoczastki jest powiek-
szona o otaczajaca ja galaretowata substancje.

W celu wyjasnienia podstaw mechanizmu syntezy
nanoczastek srebra przez badang plesn Pen 2 prowadzo-
no reakgje przy uzyciu ekstraktu komoérkowego, podda-
nego uprzednio ogrzewaniu w ciggu 30 min w temp.
80 °C (rys. 10).

Ogrzewanie ekstraktu komoérkowego prowadzi
prawdopodobnie do termicznej denaturacji obecnego
tam enzymu odpowiedzialnego za proces bioredukdji jo-
now srebra. Na przedstawionych widmach nie zaobser-
wowano charakterystycznego dla nonoczastek srebra
maksimum absorpcji. Uzyskane wyniki potwierdzaja
wczesniejsze doniesienia, ze synteza nanoczastek srebra
prowadzona przez mikroorganizmy jest procesem enzy-
matycznym [15, 23]. Zrozumienie tego mechanizmu wy-
maga jednak dodatkowych badan.
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Rys. 10. Widma UV-VIS rejestrowane w czasie reakcji AQNO;
z ogrzanym ekstraktem komdrkowym Pen 2
Fig. 10. UV-Vis spectra obtained during the reaction of silver
nitrate with heat-denaturated protein in the cell filtrate of
Pen 2

PODSUMOWANIE

Wykazano mozliwo$¢ wykorzystania kosmopolitycz-
nych plesni z rodzaju Penicillium do zewnatrzkomoérko-
wej redukgji jondw srebra, w wyniku ktérej wytwarzaja
si¢ nanoczastki tego metalu. Przebieg biosyntezy tatwo
mozna monitorowaé metoda spektroskopii UV-VIS.
Wielkos¢ powstajacych nanostruktur zalezy od wieku
hodowli i stezenia biomasy. Uzyskiwane nanoczastki
srebra sa naturalnie stabilizowane za pomoca biatek
obecnych w ekstraktach komdrkowych.
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