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1. Nanoczgstki, charakterystyka
i metody syntezy

1.1. Definicje nanomaterialow

Nanomaterialy (ang. nanomaterials, NMs), do ktorych zaliczamy nanoczast-
ki (ang. nanoparticles, NPs), to specyficzna grupa materiatldw, ktoérych dowolny
wymiar zewngetrzny lub ktorych struktura powierzchniowa badz wewngtrzna
miesci si¢ w nanoskali, w przedziale od 1-100 nanometréw (nm). Moga one (ale
nie musza) wykazywaé charakterystyczne wlasciwosci wynikajace z ich rozmia-
ru [Sawhney i in. 2008]. Bardziej precyzyjna definicja uwzglednia ich pocho-
dzenie oraz liczbowy rozklad wielkosci czastek w materiale. Wedhug aktow
normatywnych prawa Komisji Europejskiej sg to naturalne, powstale przypad-
kowo lub wytworzone, materiatly zawierajace czgstki w stanie swobodnym lub
w formie agregatu badz aglomeratu, w ktérym co najmniej 50% lub wigcej cza-
stek w liczbowym rozktadzie ich wielkosci ma jeden lub wigcej wymiaréw
w zakresie 1-100 nm [Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej, L 275/38,
20.10.2011]. Wedlug Migdzynarodowego Uktadu Jednostek (SI) 1 nm to wiel-
ko$¢ dtugosei rowna 10 m. Wprawdzie zakres nanometryczny obejmuje prze-
dziat od 1 do 1000 nm, ale przyjmuje si¢, ze umowna granica wielko$ci nano-
czastek wynosi 100 nm. Obecnie zainteresowanie nanomateriatami jest bardzo
duze, gtownie ze wzgledu na ich szczegdlne wlasciwosci, dzigki ktoérym znala-
zty one zastosowanie w roznych dziedzinach zycia czlowieka: biomedycynie,
weterynarii, naukach biologicznych, rolnictwie, przemysle spozywczym, kosme-
tycznym, elektronicznym, metalurgicznym i in. W przeciwienstwie do swoich
odpowiednikéw masowych, czyli substancji o identycznym sktadzie chemicz-
nym, ale wystepujacych formie wigkszych czastek materii (ktorych wielkosci
mieszczg si¢ w skali mikrometrycznej i makrometrycznej), czgsto wykazujg one
inne wlasciwosci optyczne, elektryczne, mechaniczne (tarcie, ciagliwo$¢, spre-
zystos¢), magnetyczne, katalityczne i biologiczne. Dodatkowo wlasciwosci te
mozna ,,przestrajac”’, manipulujac wielkoscig i ksztattem nanoczastek lub mody-
fikujac je chemicznie.

Przedrostek ,,nano” zaczerpnigty z jezyka greckiego oznacza ,.karla”, a po
raz pierwszy uzyl go japonski naukowiec Norio Taniguchi w roku 1974 w od-
niesieniu do mozliwo$ci projektowania materialdow na poziomie nanometrow
[Rathien i Read 2005]. Podwaliny dla rozwoju nanotechnonologii zostaty przy-
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gotowane znacznie wczesniej przez znakomitego fizyka, wizjonera Richarda
Feynmana. Jego wyktad wygloszony w 1959 r. na corocznym zjezdzie Amery-
kanskiego Towarzystwa Fizycznego pt. ,,There is a plenty of room at the bot-
tom” stal si¢ impulsem dla wielu naukowcow do intensywnych badan w tym
zakresie 1 symbolicznie zapoczatkowal ere nanotechnologii. Spopularyzowanie
idei nanotechnologii zawdzi¢gczamy natomiast Ericowi Drexlerowi, ktory opu-
blikowat ksiazki przeznaczone dla szerszego krggu odbiorcow: Engines of Crea-
tion: The Coming Era of the Nanotechnology (1986) oraz Nanosystems: Molecu-
lar, Machinery, Manufacturing and Computation (1994) oraz utworzy! instytu-
cj¢, ktora miata na celu propagowanie wiedzy o korzysciach i zagrozeniach
zwigzanych z nanotechnologia.

Intensywny rozwdj nanotechnologii w latach p6zniejszych stat si¢ mozliwy
dzigki udoskonaleniu i wdrozeniu nowych narzedzi badawczych takich jak: r6z-
nego typu mikroskopy elektronowe: skaningowy mikroskop elektronowy (ang.
scanning electron microscopy, SEM) i tunelowy mikroskop skaningowy (ang.
scanning tunneling microscope STM), technik laserowych i szeroko rozumiane;j
informatyki. Umozliwito to precyzyjne manipulowanie czgstkami na poziomie
atomowym oraz ich identyfikacje i charakterystyke. Odkrycie pierwszych na-
nomaterialow: fulerenéw oraz ich strukturalnych izomeréw — nanorurek weglo-
wych poszerzyto wiedzg z zakresu interakcji migdzy atomami wegla oraz wia-
$ciwosci tych nanostruktur [Dietl 2006].

Chociaz nanotechnologia i nanonauka sa dziedzinami stosunkowo mtodymi,
to czastki o wielko$ci nanometrycznej byly i sa obecne od poczatku istnienia
Ziemi. Powstaja one w wyniku naturalnych zjawisk i procesow takich jak: burze
piaskowe, sztormy, parowanie wody ze zbiornikéw stonowodnych, erupcje wul-
kanow, pozary laséw czy zbiorowisk trawiastych, reakcji fotochemicznych za-
chodzacych w atmosferze, a takze w wyniku proceséow biologicznych, np. mine-
ralizacji materii organicznej [Buzea i in. 2007].

Nanoczgstki sg takze obecnie w przestrzeni kosmicznej. Wchodza one
w sktad pytu wystepujacego na Ksigzycu i Marsie oraz pylow kosmicznych do-
cierajacych do Ziemi [Strambeanu i in. 2015, Zook 2001]. Ich obecnos¢ wykryto
takze w wielu meteorytach [Hochella i in. 2015, Taylor i in. 2005]. Nanoczastki
powstaja ponadto jako efekty niezamierzonej dziatalnosci ludzkiej, czyli pod-
czas gotowania, smazenia, grillowania, procesow spalania w silnikach Diesla,
spalania oleju napedowego, lutowania, spawania, wulkanizacji [Kagawa 2002].
Tego typu naturalne i antropogeniczne zrodta nanoczastek generujg trudne do
oszacowania ilo$ci tych nanomateriatow w §rodowisku zycia cztowieka, ktore sa
traktowane jako swoiste tlo. Poziom ich jest przewaznie staty i zalezny od wa-
runkow atmosferycznych panujacych w danej chwili, takich jak: pora roku, wil-
gotno$¢ powietrza, opady atmosferyczne, ruch powietrza itp.

W przeciwienstwie do nich projektowane, czyli inzynierskie, nanomateriaty
powstaja w toku celowej produkcji i sg przeznaczone do konkretnych zastoso-
wan. W odpowiedzi na rosngce zapotrzebowanie rynku globalnego na nanopro-
dukty inzynierskie, ich ilo$¢ i réznorodnos¢, z roku na rok rosnie. Konsekwencja
szerokiego wykorzystania jest rozproszenie tych produktow w srodowisku. Ma-
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jac na uwadze ich wysoka reaktywnos$¢, rozpuszczalno$¢é w rdznego typu me-
diach oraz zdolno$¢ do pokonywania barier biologicznych, moze to budzi¢ oba-
wy zwigzane z bezpieczenstwem stosowania. Potencjalnie szkodliwie oddziaty-
wanie nanoproduktow na organizmy roslin, zwierzat i ludzi jest obecnie szeroko
dyskutowane [Hegde i in. 2016, Swiecito i in. 2020, Miyazawa i in. 2021].

Tabela 1. Wykaz terminow i definicji zwigzanych z nanotechnologia

Pojecie Definicja
badanie zjawisk i manipulacja elementami materii na poziomie atomo-
Nanonauka wym, molekularnym i makromolekularnym (zakres od 1 do 100 nm),
(ang. nanoscience) gdzie wlasciwos$ci materii réznia si¢ w istotny sposob od wiasciwosci

w wigkszych skalach wymiarowych

projektowanie, wytwarzanie i badanie struktur, ktérych przynajmniej
jeden wymiar jest mniejszy niz 100 nm, i ktore posiadaja nowe wiasci-
wosci wynikajace z ich rozmiaru

Nanotechnologia
(ang. nanotechnology)

Nanoskala

zakres rozmiaréw od okoto 1 do 1000 nm
(ang. nanoscale)

Nanomateriat material o przynajmniej jednym wewngtrznym lub zewngtrznym wy-
(ang. nanomaterial) miarze struktury w nanoskali

Nanoobiekt material, ktory posiada jeden, dwa lub trzy zewngtrzne wymiary
(ang. nano-object) w nanoskali

Nanoczastka material (nanoobiekt), ktory posiada trzy zewngtrzne wymiary

(ang. nanoparticle, NP) | w nanoskali

nanoobiekt z jednym wymiarem zewng¢trznym w nanoskali i dwoma
pozostatymi wymiarami zewnetrznymi znacznie wigkszymi (co naj-
mniej trzykrotnie).

Nanoptytka
(ang. nanosheet)

nanoobiekt (elastyczny lub sztywny) z dwoma podobnymi
zewnetrznymi wymiarami w nanoskali i znacznie wigkszym trzecim
wymiarem

Nanowlokno
(ang. nanofibre)

Nanorurka

(ang. nonotube) puste nanowtokno

Nanopret (ang. norod) | pelne nanowtdkno

Nanodrut

. nanowlokno polprzewodnikowe lub przewodnikowe
(ang. nanowire)

Nanokompozyt struktura wielofazowa z co najmniej jedng faza w nanoskali

Nanostruktura komppzyqa pqlqczonych ze sopa{ czesci sktadowych posiadajacych
rozmiary wyrazane w nanoskali

Materialy materialy zawierajace nanostrukture wewnetrzna lub powierzchniow

nanostrukturalne Y 94 ¢ gizia b p kS
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Specjalng kategori¢ nanomaterialow stanowig naturalne nanoczastki i nano-
struktury wytwarzane w organizmach zywych. Nalezg do nich m.in.: biopolime-
ry: DNA, RNA, rybosomy, bialka enzymatyczne, przeciwciala, a takze twory
0 nanowymiarach, tj. wirusy [Jeevanandam i in. 2018]. Innymi strukturami o bu-
dowie nanomateriatdw pochodzenia organicznego sa: kosci, skora, rogi, dzioby,
pidra, pazury zwierzat [Hunt 1976]. Do naturalnych koloidéw o budowie nano-
strukturalnej nalezg: mleko, krew, widkna papieru lub bawelny (vanLoon i Duffy
2009]. Osiagnigcia z zakresu nanotechnologii umozliwily zupelie inne spojrzenie
na te struktury. Poznanie mechanizméw ich biosyntezy oraz specyficznych wia-
sciwosci zainspirowato badaczy do projektowania i wytwarzania ,,nowych” na-
nomaterialow, korzystajac z naturalnych rozwigzan i wzorcow. Tego typu biomi-
metyczne podejs$cie stato si¢ podstawg rozwoju nowej gal¢zi nanotechnologii
zwanej — nanobiotechnologig [Kurzydtowski i Lewandowska 2011].

Nanotechnologia jest dziedzing stosunkowo nowa, chociaz jak wynika
z przedstawionych wyzej rozwazan dynamicznie rozwijajaca si¢. W tabeli 1
zebrano podstawowe pojecia z zakresu nanotechnologii [ISO/TS 27687:2008].

1.2. Klasyfikacja i wlasciwo$ci nanomaterialow

Nanomaterialy mozna sklasyfikowa¢, biorac pod uwage rozne kryteria. Ry-
sunek 1 przedstawia gtdéwne typy nanomaterialow wyodrgbnionych na podsta-
wie réznych parametrow [Valcarcel i Lopez-Lorente 2014].

W zaleznosci od zrodet pochodzenia dzielimy je na naturalne, przypadkowe
antropogeniczne oraz celowo wytworzone przez czlowieka, tzw. zaprojektowane
lub inzynierskie. Kolejnym kryterium podziatu stosowanym w odniesieniu do
nanomaterialow jest wzajemny stosunek ich wymiaréw [Tiwari i in. 2011]. Na-
nomaterialy zerowymiarowe (punktowe) (ang. zero dimension, 0D), s3 ograni-
czone w trzech wymiarach do rozmiar6w nanometrycznych. Przyktadami struk-
tur 0D sa nanoczgstki koloidalne, fulereny (ang. fullerenes), kropki kwantowe
(Qd, ang. quantum dots), nanoskopowe wydzielenia weglikowe w stalach o wy-
sokiej wytrzymatosci, klastery (ang. clusters, NCs) czy nanokrysztaty, np. nano-
czastki srebra (AgNPs) [Tvrdy i Kamat 2009]. Rysunek 2 przedstawia typowe
struktury nanoczastek z uwzglednieniem ich sktadu chemicznego. Nanomateria-
ly jednowymiarowe (1D), (przypominajace odcinek) sa ograniczone do rozmia-
row nanometrycznych w dwoch wymiarach. Przyktadami nanostruktur jedno-
wymiarowych sg np. nanodruty metali (ang. nanowires), nanorurki (ang. nono-
tubes) i nanoprety (ang. nanorods) [Yu i in. 2003], potprzewodniki [Lu i Lieber
2007], polimerowe nanowlokna (ang. nanofibres) [Boscovic 2007] czy napehnia-
cze ptytkowe znajdujace szerokie zastosowanie w rozmaitych sektorach przemy-
stu [Ramsden 2012]. Dwuwymiarowe (2D) nanostruktury s3a ograniczone
w jednym wymiarze, przy dwoch pozostatych wymiarach wiekszych. Obejmuja
one nastepujgce materialy: warstwy (arkusze) o grubosci nano typu jednofazo-
wego, wielofazowego lub tez kompozyty zawierajace nanoczastki, jak np. nano-
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rurki weglowe (CNTs) [Boscovic 2007, Haque 2006]. Struktury trojwymiarowe
(3D) to homo- i heterogeniczne materialty monokrystaliczne o wymiarze nano
sktadajace si¢ z krystalicznych obszarow zw. domenami i klasteréw faz lub tez
kompozyty zawierajace okreslone nanoczgstki. Przykladem nanomateriatow 3D
sg krysztaly fotoniczne [Romanov i in. 2010, Ramsden 2012, Kelsal i in. 2008,
Rao i in. 2007]. Kompozyty moga takze zawiera¢ puste przestrzenie o wymia-
rach nanometrycznych o morfologii opisanej wyzej.

Z kolei rozpatrujgc jako kryterium podziatu jednorodnos¢ chemiczng, wy-
roéznia si¢ nanomaterialy sktadajace si¢ z krysztatow i/lub krystalitow o iden-
tycznym sktadzie chemicznym (homogeniczne) oraz sktadajace si¢ z krystalitow
roznigcych si¢ sktadem chemicznym badz tez sktadajace si¢ z krystalitow i/lub
faz w granulach krystalitow o zr6znicowanym skladzie chemicznym lub zawie-
rajagce w swej matrycy krystality o wymiarze nanometrycznym roznigce si¢
sktadem (heterogeniczne) [Vollath 2008, Cademartiri i Ozin 2011, Elsner 2013,
Altavilla i Ciliberto 2010]. Szczegdlnym rodzajem heterogenicznych materialow
kompozytowych sg struktury typy ,,rdzen-powtoka” (ang. core-shell) oraz ,,pusty
rdzen-powtoka” (ang. yolk-shell), ktore powstaja poprzez pokrycie danego ma-
teriatu powloka ochronng o innym sktadzie chemicznym [Vollath 2008, Altavil-
la i Ciliberto 2010]. Wykazuja one cechy wynikajace z wlasciwosci obu faz:
rdzenia i powloki co sprawia, ze staja si¢ one wielofunkcyjnym materiatem
o szerokich mozliwosciach zastosowania.

Sktad chemiczny w szerszym znaczeniu mozna opisac, stosujgc podziat na-
nomaterialdw na nieorganiczne lub organiczne lub mieszane organiczno-
nieorganiczne. Do nieorganicznych nanomateriatow zaliczamy zbudowane ze
zwigzkéw wegla, metalu i tlenku metalu, polprzewodnikowe i ceramiczne, pod-
czas gdy czastki organiczne to polimery i biomolekuty.

Bardziej szczegétowy podziat obejmuje¢ cztery kategorie nanomateriatow
[Alagarasi 2013]:

— bazujace na zwiazkach wegla, tworzace takie struktury jak: puste rurki,
elipsoidy lub kule. Przyktadem tych nanomateriatéw sa fulereny (Ceo, 0 kuliste]
budowie — Scietego dwudziestoscianu foremnego), cebulki weglowe, czyli wie-
lowarstwowe fulereny (ang. carbon nanoonion, CNO), nanorurki weglowe, czyli
jednoscienne lub wielo$cienne cylindry ze zwinigtego grafenu (ang. carbon
nanotubes, CNT), nanowlokna weglowe, wegiel bezpostaciowy (C, sadza),
grafen (Gr);

— nanomateriaty (metaliczne) nicorganiczne na bazie metali i tlenkéw metali
(np. AuNPs lub AgNPs), tlenki metali, takie jak: TiO.NPs i ZnONPs oraz pot-
przewodniki bazujgce na krzemie oraz materialy ceramiczne i silikonowe;

— nanomaterialy organiczne wykonane gtownie ze zwigzkow organicznych,
z wylgczeniem klasy nanomaterialow bazujacych na weglu opisanej wyzej, m.in.
dendrymery, micele, liposomy i nanoczastki polimerowe;

— nanomaterialty kompozytowe, do ktérych naleza wiclofazowe nanoczastki
oraz nanostrukturalne materialy z jedng fazg w nanoskali, sktadajgce si¢ z nano-
czastek lub potaczen nanoczastek z wigkszymi lub masowymi materiatlami (np.
hybrydowe nanowtokna) lub bardziej skomplikowane konstrukcje, takie jak
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metalowo-organiczne; kompozyty mogg by¢ dowolnymi kombinacjami nanoma-
teriatdw na bazie wegla, metalu lub substancji organicznych z dowolng postacia
materiatdw masowych z metalu, ceramiki lub polimeru.

{ Homogeniczne } { Heterogeniczne J

Homogenicznosé

Naturalne

Przypadkowe,
Antropogeniczne

Klasyfikacja
nanomateriatéw

Pochodzenie

Sktad chemiczny

Inzynierskie

Stosunek wymiaréw.

Rys. 1. Podzial nanomateriatéw na podstawie réznych kryteriow [Valcarcel i Lopez-Lorente 2014]

NPs nieorganiczne

Fuleren Mezoporowate Fez0:NPs AuNPs Qd
nanoczgstki
krzemionki

6 O

Micelle Dendrymery Liposomy Polimery / Biomolekuly

NPs organiczne

Rys. 2. Przyktady nanoczastek z uwzglednieniem ich natury chemicznej [Richards i in. 2017]
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Wiasciwoscei, jakie wykazujg nanomateriaty, czesto réznig si¢ od tych, ktore
sg charakterystyczne dla ich masowych odpowiednikow, czyli materialéw obje-
tosciowych (ang. bulk materials). Do specyficznych cech nanomateriatow moz-
na zaliczy¢ np. ograniczenie kwantowe w potprzewodnikowych kropkach kwan-
towych (zmiany barwy emisji $wiatla) [Weller i in. 1986], superparamagnetyzm
w nanoczastkach magnetycznych [Skumryev i in. 2003], zanik luminescencji
nanomateriatdw luminescencyjnych [Runowski i in. 2014] oraz efekty plazmo-
niczne w nanoczastkach metali (zmiana barwy zolu nanoczgstek) [Barnes
iin. 2003].

Zjawiska te glownie wynikajg z dwoch przyczyn. Po pierwsze nanomateria-
ly/manoczastki z racji swoich matych wymiaréw maja znacznie wigksza po-
wierzchni¢ niz ten sam material wytwarzany w wigkszej postaci. Powierzchnia
wlasciwa (ang. specific surface area), wielkos¢ powierzchni substancji statej
przypadajaca na mas¢ tej substancji oraz stosunek powierzchni nanoczastek do
jej objetosci,sa odwrotnie proporcjonalne do ich $rednicy i zwigksza si¢ znacza-
co dla nanoczgstek o $rednicy mniejszej od 10 nm. Cecha ta wptywa na reak-
tywnos$¢ chemiczng oraz wlasciwosci mechaniczne i elektryczne takiego mate-
riatu [Kohler i in. 2008]. Ponadto dla czastek o $rednicy ponizej 50 nm prawa
fizyki klasycznej majg mniejsze znaczenie niz prawa fizyki kwantowej, co prze-
ktada si¢ na ich wlasciwosci optyczne, elektryczne i magnetyczne. Efekty te
mogg nada¢ nanomateriatom bardzo uzyteczne wilasciwosci fizyczne, takie jak
wyjatkowa przewodnos¢ elektryczng lub opornosé, oraz wysoka zdolnosé¢ prze-
chowywania lub przenoszenia ciepta, a nawet mozliwe jest modyfikowanie ich
wlasciwosci biologicznych, np. zwigkszenie toksycznosci wzglgdem mikroorga-
nizméw testowych [Tran i Chaudhary 2010, Zhang i in. 2014, Martinez-
-Castanon i in. 2008].

Wielkos$¢ nanoczastek jest podstawowym parametrem, ktory decyduje o ich
wlasciwosciach optycznych i plazmonicznych. Wzrost $rednicy sferycznych
nanoczastek ztota (z 9 do 99 nm) powoduje przesunigcie maksimow ekstynkcji
(pasm plazmowych) ich roztworéw w kierunku fal dhugich [Link i El-Sayed
1999]. Oproécz wymiaréw nanoczastek takze inne cechy tych struktur moga
wplywaé na parametry fizyko-chemiczne nanomateriatdéw [Wozniak i in. 2017].
Zaliczmy do nich: ksztatt [Wozniak i in. 2017], strukture powierzchni [Kaasala-
inen i in. 2017], sktad chemiczny [Park i in. 2003], rozpuszczalno$¢ [Studer i in.
2010], zdolnos¢ do agregacji [Poirier i in. 2014], a takze warunki srodowiskowe,
w tym pH, zasolenie [Xu i in. 2007], czy obecno$¢ materii organicznej
[Nel 2007].

Nanoczastki o identycznym sktadzie chemicznym i podobnych wymiarach,
ale o roznych ksztattach (r6znej geometrii), zwykle wykazujg ré6zne widma eks-
tynkcji (z charakterystycznymi pasmami plazmonowymi) w zakresie promie-
niowania UV-VIS, co przejawia si¢ rozna trwatg barwa ich roztworéw. Ponadto
charakteryzuja si¢ one r6zng podatnoscig na modyfikacje powierzchni oraz wy-
chwyt i uwalnianie komorkowe [Banerjee i in. 2016, Forestiere i in. 2009, Oren-
dorffi in. 2006].
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Roztwory sferycznych nanoczastek srebra wykazujg pasmo plazmonowe dla
fali o dlugosci okoto 380 nm. W przypadku podobnej wielkosci nanoczastek
srebra, ale pustych w §rodku (z wneka) obserwuje si¢ przesunigcia pasma pla-
zmonowego w kierunku fal o wigkszej dlugosci (ang. red-shift). Roztwory dzie-
sigcioéciennych nanoczgstek srebra wykazujg intensywne pasmo plazmonowe
przy okoto 520 nm. Dla nanopryzmatow srebra charakterystyczne jest pasmo
w dlugofalowej czgsci widma. Jego doktadne potozenie zalezy od dlugosci kra-
wedzi otrzymanych nanopryzmatow. W przypadku nanopretéw srebra w widmie
ekstynkcji w zakresie UV-Vis obserwuje si¢ dwa pasma. Pierwsze potozone
przy okoto 400 nm pochodzi od wzbudzenia plazmonowego w o0si poprzecznej
nanopreta. Drugie pasmo jest przesunigte w strone dluzszych dlugosci fali. Pa-
smo to przesuwa si¢ w kierunku fal dtugich wraz ze zwigkszaniem si¢ dtugosci
preta [Krajezewski 1 Kudelski 2015].

Natura chemiczna nanoczastek (sktad pierwiastkowy) takze wplywa na wia-
sciwosci optyczne ich roztwordw. Inne widma ekstynkcji beda mialy nanoczgst-
ki o takim samym ksztalcie i srednicy wykonane z miedzi, srebra oraz ztota. Na
przyktad sferyczne nanoczastki srebra o $redniej wielkosci 40-50 nm wykazuja
pasmo plazmonowe dla promieniowania o dtugosci fali rownej okoto 400 nm,
za$ pasmo plazmonowe dla nanoczgstek zlota o takim samym rozmiarze jest
przesuniete w kierunku fal dtuzszych (550 nm). Bardzo duze znaczenie ma row-
niez udziat materialdw w nanoczastce. Inne widma ekstynkcji maja nanoczastki
jednoelementowe, inne nanoczastki stopowe, a jeszcze inne nanoczastki typu
core-shell (rdzen-otoczka) [Krajczewski 2018].

Podobnie jak w przypadku nanoczastek, zmiana parametréw morfologicz-
nych kropek kwantowych (ang. quantum dots, Qd) prowadzi do interesujacych
efektow fotoluminescencyjnych. Qd o $rednicy 2 nm charakteryzujg si¢ fluore-
scencja o dtugosci fali odpowiadajacej swiathu niebieskiemu. Wraz ze wzrostem
srednicy kropki kwantowej ros$nie dlugo$¢ fali emitowanego promieniowania
przez caty zakres $wiatla widzialnego az po promieniowanie podczerwone.
Przez zmiane sktadu i odpowiedni dobor wielkosci Qd mozliwe jest uzyskanie
fluorescencji w pelnym zakresie widma od ultrafioletu (UV) po bliska podczer-
wien (NIR) [Jamieson i in. 2007].

Cechg charakterystyczng ferro- i ferrimagnetykow jest modyfikacja ich wia-
$ciwosci magnetycznych przez odpowiednie rozmieszczanie czasteczek w prze-
strzeni lub tworzenie uktadow hybrydowych z substancjami o réznych wiasno-
sciach. Pokrycie magnetycznych nanoczastek dielektryczng krzemionkg wptywa
na fizyczne wlasciwosci otrzymanego materialu. Podobnie adsorpcja kwasu
oleinowego na powierzchni ferrytow pozwala na uzyskanie stabilnego koloidu
magnetycznego w osrodku o niskiej warto$ci przenikalno$ci elektrycznej [Lefe-
bure i Cabuil 1998]. Parametry magnetooptyczne tego typu materialow mozna
takze modyfikowac za pomocg odpowiednio silnych pdt magnetycznych, powo-
dujacych orientowanie si¢ dipoli czasteczek, a nawet ich taczenie si¢ w tancuchy
[Bacri i in. 1987].
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1.3. Metody syntezy nanomaterialéw

Istniejg dwie odmienne strategie otrzymywania nanomateriatow, a mianowi-
cie typu ,,top-down” i ,,bottom-up”. Metody ,,top-down”, czyli ,,odgérne” pole-
gaja na rozdrabnianiu materialow litych do nanomaterialéw/nanoczastek. Sa one
czesto wykorzystywane na skale przemystowa, jednak zwykle dostarczajg pro-
duktéw o zdefektowanych, niejednorodnych pod wzgledem wielkosci (polidys-
persyjnych) czastkach. Metody typu ,,bottom-up”, czyli ,,oddolne”, polegajg na
tworzeniu klasterow z pojedynczych atomow/jondw, ich nukleacji (wytworzeniu
jader, zwanych tez zarodkami o $rednicy 1-2 nm) i ich dalszym kontrolowanym
wzroscie do nanoczastek. NPs sg strukturami o matlej stabilnos$ci chemicznej
z tendencja do szybkiej agregacji, w wyniku czego przyjmuja rozmiary makro-
skopowe 1 tracg unikalne dla struktur nano cechy. Dodanie srodkow stabilizuja-
cych (opltaszczajgcych nanoczastki) zapobiega temu procesowi.

f 4 0000, suti
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feis]
g o° 2800  Lga3
iabli Rozdrobniony i
Materiat lity materiat Nanoczastki Klastery Atomy
> <
Metoda “bottom-up” Metoda “top-down”

Rys. 3. Schemat syntezy nanoczastek: ,,podejscie oddolne” i ,,podejscie odgorne” [Kurzydtowski
i Lewandowska, 2011].

Podstawa metod ,,oddolnych” sa reakcje syntezy chemicznej lub odpowied-
nie procesy fizyczne czy fizyko-chemiczne. Do metod tych mozna zaliczy¢:
wspoOlstragcanie nanoczgstek w roztworach, nanoszenie prekursorow/produktow
warstwa po warstwie (technika Langmuira-Blodgetta), powierzchniowa wymia-
na redox, synteza w warunkach hydrotermalnych, hydroliza reagentéw i ich
poézniejsza kondensacja itp. Za pomocg tych metod mozna uzyska¢ zaawanso-
wane, monodyspersyjne nanostruktury, np. typu rdzefi/powtoka, nanokompozyty
i materiaty hybrydowe o duzym stopniu krystalicznos$ci i odpowiednio zmodyfi-
kowanej powierzchni.

Podejscia ,,odgérne” sa z zasady prostsze i polegaja na rozdrabnianiu lub
podziale materiatu litego w celu utworzenia NPs. Przyktadami tych metod sa
mielenie, kruszenie, fizyczne osadzanie z fazy gazowej (PVD), rozktad termicz-
ny, ablacja laserowa, trawienie i rozpylanie i inne techniki rozktadu [Iravani
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2011]. Rozdrabnianie (mielenie) prowadzi zwykle do defektow struktury (sieci
krystalicznej) oraz uzyskuje si¢ zwykle wigkszy rozrzut (dystrybucje wielko$ci
nanoczgstek). Ponizej przedstawiono schemat syntezy nanoczastek metodami
»top-down” 1 ,bottom-up” (rysunek 3). Przyktady najcze¢sciej wykorzystywa-
nych technik w syntezie ,,oddolnej” i ”odgoérnej” oraz ich zalety i wady podano
w tabeli 2.

Tabela 2. Przyktady metod syntezy nanoczastek w ramach podejscia ,,oddolnego” i ,,odgérnego”

oraz ich glowne wady i zalety

Podejscie eksperymentalne

migdzyfazowe metody syntezy; dys-
persja solwatowanych atomoéw metali,
synteza wspomagana mikrofalami;
zatrzymane wytracanie; osadzanie
warstw atomowych;

wytwarzanie zelu zolowego, osadzanie
chemiczne w fazie pary

Cechy procesu
,,oddolne” ,,odgorne”
redukcja chemiczna, elektrochemiczna | konwencjonalne
lub utlenianie; synteza fotochemiczna; | i nieckonwencjonalne metody
sonochemiczna, hy- litograficzne;
dro/solwotermiczna; mikroobrobka; frezowanie kulowe
termoliza; (mielenie w mtynach kulowych);
metody biologiczne; wspolstracanie; eksplozja drutu; wytadowania
Metody syntezy mikroemulsje; w tuku;

ablacja laserowa; rozpylanie
jonowe;
kondensacja gazu oboj¢tnego

Wady, zalety

Zalety: wigksza szansa na wytwarza-
nie NPs z mniejsza liczba defektow
sieci krystalicznej, ulepszonym jedno-
rodnym sktadem chemicznym i ulep-
szonym porzadkowaniem atomow

w zakresie bliskiego i dalekiego zasie-
gu, korzysci pod wzglgdem kosztow,
skalowalnoéci i jednorodnosci.

Wady: wymdg kompatybilnych po-
wierzchni i czasteczek, mniej mozli-
wosci manipulowania atomami i cza-
steczkami

Zalety: wysoka skalowalno$¢
(mozliwo$¢ ksztattowania wielko-
$ci struktur), powtarzalno$é,
prosta technologia umozliwiajaca
produkcje NPs na masowa skale,
niski koszt produkcji

Wady: niedoskonato$¢ struktury
powierzchniowej

i krystalograficznej przetwarza-
nych materialow; wymog stoso-
wania duzych i drogich narzedzi

Majac na uwadze mechanizm reakcji, wyrdznia si¢ trzy glowne grupy metod
syntezy nanoczastek: chemiczne, fizyczne i biologiczne. Najbardziej rozpo-
wszechnione oraz najliczniejsze sg metody chemiczne. Nalezg one do metod
najstarszych, najlepiej poznanych i przystosowanych do produkcji nanoczastek
na duzg skale. Sa one stosunkowo tatwe, wydajne, powtarzalne i tanie, gdyz nie
wymagajg skomplikowanej aparatury. Otrzymane produkty mogg by¢ przecho-
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wywane przez dlugi czas bez znaczacych zmian ich stabilnosci. Natomiast ich
wadg jest zanieczyszczenie produktu, gdyz w roztworze oprocz nanoczastek
moga takze znajdowac si¢ pozostatosci reduktora, stabilizatora oraz produkty
uboczne tego procesu. W niektorych przypadkach usunigcie czasteczek stabiliza-
tora jest bardzo trudne i koliduje z utrzymaniem odpowiedniej struktury wytwo-
rzonych nanoczastek.

Metody fizyczne wykorzystuja do syntezy pozadanego produktu m.in. mi-
krofale, ultradzwigki, naswietlanie, wysoka temperature, mechaniczne rozdrab-
nianie oraz réznego rodzaju matryce. Metody te prowadza do uzyskania nano-
czastek jednolitych pod wzgledem wielkosci (monodyspersyjnych) i braku za-
nieczyszczen typowych dla metod chemicznych (rozpuszczalnikow i nadmiaru
reagentdOw). Sg one jednak kosztowne i wymagajg uzycia specjalistycznego
sprzgtu (np. pieca rurowego), ktory zajmuje duzo miejsca [Iravani i in. 2014].

Metody fizykochemiczne bazujace na procesach elektrochemicznych, mimo
ze umozliwiaja uzyskanie stabilnych nanoczastek o $cisle okreslonych rozmia-
rach i ksztalcie, sg stosowane rzadziej niz opisane wczesniej metody.

Do kolejnej grupy zalicza si¢ odkryte stosunkowo niedawno metody bio-
chemiczne, zwane takze biologicznymi, w ktérych do syntezy nanoczastek meta-
licznych stosuje si¢ naturalne ekstrakty roslinne oraz metabolity grzybéw mikro-
skopowych, bakterii (w tym promieniowcoéw) czy mikroalg. W pordéwnaniu
z konwencjonalnymi metodami stanowia one tanie i bezpieczne narzedzie do
wytwarzania nanoczastek. Wsréd wykorzystywanych czynnikéw biologicznych
najwyzsza efektywnos¢ wykazuja ekstrakty roslinne (redukuja jony metali szyb-
ciej niz mikroorganizmy, a uzyskany produkt charakteryzuje si¢ wysoka stabil-
noscig [Iravani 2011]. Nie bez znaczenia jest takze to, ze ekstrakty roslinne
mozna przygotowa¢ wedlug ujednoliconych procedur, co zapewnia powtarzal-
no$¢ ich parametrow. Glownie przygotowuje si¢ je z wysuszonego i sproszko-
wanego materialu poprzez zagotowanie w wodzie dejonizowanej. Przefiltrowa-
ny napar wykorzystuje si¢ jako zrodto czynnikoéw redukujacych i stabilizujgcych
w biosyntezie nanoczastek [Ahmed i in. 2016].

W przypadku mikroorganizmow w zaleznosci od tego, czy wykorzystuje si¢
metabolity zewnatrz czy wewnatrzkomorkowe, proces syntezy nanoczastek mo-
ze zachodzi¢ w ptynach pohodowlanych (wtedy usuwa si¢ np. przez wirowane
biomase mikroorganizméw) lub w obecnosci biomasy (wtedy usuwa si¢ ptyny
pohodowlane) [Singh i in. 2019]. Metoda zewnatrzkomoérkowa jest wygodniej-
sza i prostsza, gdyz eliminuje etap uwalniania powstatych nanoczastek z komo-
rek mikroorganizméw oraz ich oczyszczania.

Tabela 3 przedstawia przyklady procedur syntezy nanoczastek srebra
(AgNPs) metodami chemicznymi, fizycznymi, fizyko-chemicznymi i biologicz-
nymi wraz z charakterystyka otrzymanego produktu. Przedstawione przyktady
metod chemicznych, fizyko-chemicznych i biologicznych polegaja na redukcji
prekursora nanoczastek (jonow srebra Ag'!, ktore powstajg z dysocjacji soli
najczesciej azotanu srebra AgNO; do formy metalicznej Ag®). Kolejnym etapem
jest zarodkowanie (nukleacja), czyli powstanie klasterow nanoczastek (AgNCs),
w wyniku zderzania atoméw srebra. Majg one zdolno$¢ do rozrastania si¢ dzigki
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Tabela 3. Przyktady wybranych metod chemicznych, fizycznych i biologicznych syntezy AgNPs

lub alkoholowych

klastrow, nukleacja, stabilizacja
najczeseiej po dodaniu
stabilizatora

Kwas galusowy jako czynnik redukujacy i stabilizujacy

(7 129 nm) lub prawie
sferycznym (89 nm) i matej
dyspersji rozmiarow

Typ reakcji Mechanizm Warunki procesu Charakterystyka produktu Literatura
Metody chemiczne
Synteza w roztworach wodnych. Prekursorem nanoczastek jest najczg$ciej wodny roztwor AgNOg
Metoda cytrynianowa. Jony cytrynianowe petnig zaréwno AgNPs o $rednicy od 30— Lee i Meisel
funkcj¢ reduktora, jak i stabilizatora. Proces syntezy zachodzi |150 nm i réznej geometrii 1982
w temp. 100°C (kule, wielodciany, plyty)
Metoda borowodorkowa (Creighton’na). Borowodorek sodu AaNPs 0 dodé waskim
(NaBHj) jest reduktorem, stabilizatorem natomiast — jony £ ) COSC WSkl Creighton i in.
K . rozktadzie wielkosci,
cytrynianowe lub PVP. Proces zachodzi w temperaturze o &rednicy ok. 10 nm 1979
pokojowej lub obnizonej do okoto 0°C ¥y 0%
Metosiz'i gl}l tationowa I. Glutatlp n jako czynnik redll kl.lj acy AgNPs o ksztalcie kulistym Balavandy i in.
i stabilizujacy. Proces zachodzi w temperaturze 60°C i wymaga| 5 .
. . . s . .~"|o $rednicy od 3 do 8 nm 2016

mieszania. Kontrola rozmiaréw poprzez rézny czas mieszania
Metoda glutationowa II. Do wodnego roztworu azotanu srebra
dodaje si¢ niewielka ilos¢ zredukowanego glutationu, . Ben Moshe
a nastgpnie roztwor NaOH. Powstaja nanokrysztaty Ag,0, AugstI\IeP\i/Oérldeli?lk(:;etiifry;inl?r)l > |i Markovich,

Redukcja soli srebra przez ktore ulegaja redukcji pod wptywem silnego reduktora P WD) o011

Redukcja chemiczna czynnik redukujacy do (borowodorku sodu lub hydrazyny)
w roztworach wodnych atomow/jonow, tworzenie AgNPs o ksztalcie sferycznym Martinez-

Castanon i in.
2008

Synteza w rozpuszczalnikach organicznych

Glikol etylenowy jako rozpuszczalnik, w ktorym przebiega
reakcja, jest jednoczesnie reduktorem (reakcja zachodzi
w temperaturze wrzenia glikolu, ok. 197°C. PVP lub cytrynian

AgNPs o ksztalcie sferycznym,

sodu pelnig funkcje stabilizatorow. Kontrola rozmiaréw J7esCanow, OSMIOSCIANOW, Zeng iin. 2010
. .. . . - kostek i pretow
i geometrii nanoczastek odbywa si¢ za posrednictwem
temperatury Srodowiska reakcji
DMF jako rozpuszczalnik soli srebra oraz reduktor jonow
srebrowych. Reakcja syntezy nanoczastek przebiega Dziesigcioscienne AgNPs Tsuj i in. 2010
w temperaturze 156°C
o a0 ™ [MNTso ke sy
) o $redniej $rednicy 2-3 nm, Hah i in. 2003

metalicznego (Ag®) zachodzi podczas cigglego mieszania
mieszaniny. Konieczne jest dodanie stabilizatora np.

jedynie w obecnosci MTS




organoalkoksysilanéw. Dobor parametréw syntezy, takich jak
stezenie soli srebra i stabilizatora, stosunek molowy reduktora
do soli srebra oraz warunki reakcji (temperatura, pH,
mieszanie i czas syntezy) wplywaja na morfologi¢ i stabilno$¢
nanoczastek

powstaja wigksze nanoczastki

0 $rednicy 35 nm

Kolizje i fuzje (koalescencje)
odwrdconych miceli

Janai in. 2001

Redukcja o Srodki powierzehniowo czynne: SDS, Triton-X, biosurfaktant [AgNPs o ksztatcie nanopretow
- . zawierajacych prekursor b . L
w mikroemulsji Ki ik redukui ramnolipid, surfaktanty gemini czy AOT stabilizuja micele.
(system odwrotnej hanoczgstek 1 czynnik redukujacy. Kontrola geometrii nanoczastek poprzez poczatkowa pule
Tk Redukcja, nukleacja i wzrost , X S ie bipirami
) AgNPs o ksztalcie bipiramid .
miceli) zarodkéw, temperature i rodzaj stabilizatora Leeiin. 2015
nanoczastek zachodza wewnatrz (tréjkatow) : :
odwrdconych miceli
Metody fizyczne
Ogrzewane srebra w wysokiej
temperaturze prowadzi do jego Odparowanie w wysokiej temperaturze przeprowadza si¢
. odparowania i powstania jonow.  (w piecach muflowych przy cisnieniu atmosferycznym badz . .
Sdp;rzml?r;: W procesie nukleacji wytwarzane |przy uzyciu matych grzatek ceramicznych z miejscowym rSOfZC;ninangzP? V%I\zg)lir(gssifeegnzlfh Jung i in. 2006
sk?a I%a\niem sa zarodki, ktore dojrzewajac daja |obszarem grzewczym. Kinetyka zmian temperatury 215 nm. bez oznak a re’ acii grm.
P nanoczastki. Proces schtadzania  |ogrzewania i schtadzania prowadzi do zmian efektywnosci ! ' gregacy
prowadzi do kondensacji procesu, morfologii i stabilno$ci nanoczastek
nanoczastek metalu
Stosuje si¢ lasery impulsowe lub pracy ciaglej o duzej mocy. . .
Parametry pracy lasera mozna modyfikowaé. Impulsy $wiatta Sf.erycz,n_e AgNPs o srednle! .
. . .. e NSO A . . |wielkosci 14,9 £8,4 nm, duza |Mafunéi in.
Dzialanie wiazka laserowa o duzej |o dtugosci fali 532 nm z czgstotliwoscia 10 Hz, $rednig energia dainosé i Inosé 2000
moc tabke sreb Ktorei  limpulsu 90 mJ/impuls. éredni iazki | L3 wydajno$c¢ i powtarzalno§é
y na sztabke srebra, z ktorej  |impulsu 90 mJ/impuls, $rednica wiazki laserowej mm, rocesu
Ablacja laserowa odparowuja atomy metalu stabilizator — SDS w stezeniu 0,01 mol/dm?® P
i przechodzg do roztworu Impulsy $wiatla o dtugosci fali 532 nm, z czgstotliwoscia
zawierajacego stabilizator 10 Hz i $rednig energig impulsu 80 mJ/impuls, stabilizator Sferyczne AgNPs o $redniej Binh i in. 2008

cytrynian sodu. Kontrola wielkoséci nanoczastek poprzez
rodzaj, stezenie stabilizatora i parametry pracy lasera

wielkosci 8 £2 nm

Metody fizykochemiczne

Metoda
elektrochemiczna
(cykliczna
woltamperometria
lub metoda
galwanostatyczna)

Elektrochemiczna redukcja jonéw
srebra obejmuje dwa procesy na
powierzchni katody, odpowiednio
tworzenie/zarodkowanie czastek
srebra na powierzchni katody

i 0sadzanie warstwy srebra

Stabilizatorami, jesli sa wymagane, sg najczesciej PVP, PEG lub sole tetraoctyloamonowe. Czasami sg takze
stosowane stabilizatory polimerowe, takie jak DNA. Morfologi¢ AgNPs mozna kontrolowaé¢ za pomoca
parametréw elektrosyntezy, takich jak potencjal elektrody pracujacej i gesto$¢ pradu

Synteza elektrochemiczna AgNPs metoda woltamperometrii
cyklicznej z zastosowaniem jonowych i niejonowych

Sferyczne AgNPs o rozmiarach

okoto 10-55 nm,

charakteryzujace si¢ duza

Dobre i in. 2014




surfaktantow: PVP i Na-LS w celu stabilizacji uktadu
koloidalnego

stabilnoscia, z niewielka
tendencja do aglomeracji

Synteza elektrochemiczna AgNPs w dwufazowym uktadzie
woda—izooktan przeprowadzana metoda elektrolizy

w obecnosci metylowiologenu uzytego jako mediatora.
Stabilizatorem byt anionowy $rodek powierzchniowo czynny
DOSS

Polidyspersjne AgNPs
o wielkosci od 5 do 71 nm

Fazleevai in.
2019

Synteza elektrochemiczna przeprowadzona metoda
woltamperometrii cyklicznej w roztworze NaPA, przy
wykorzystaniu srebrowej anody pomocniczej

AgNPs sferyczne o wielkosci
do 30 nm

Kuntyi i in. 2021

Metoda fotochemiczna

Mechanizm rodnikowy. Do
redukcji jondw srebra i syntezy
AgNPs wykorzystuje si¢
promieniowanie
elektromagnetyczne o roznej
dhugosci fali. W wyniku fotolizy
wody lub czasteczek fotouczulacza
powstaja wolne rodniki, ktore
redukuja jony srebra do srebra
metalicznego (fotoredukcja).
Czgsto sg takze konieczne
stabilizatory do zapobiegania
wytracania AgNPs z roztworu

Naswietlanie wiazka laserowa o dtugosci fali 500 nm roztworu
AgNO; i SDS (jako stabilizatora)

Sferyczne AgNPs o $redniej
$rednicy 13,3 £2,6 nm

Abid i in. 2002

Naswietlanie $wiatlem o dtugosci fali 320 nm roztworu
AgNO; zawierajgcego fotouczulacz 1-2959 oraz stabilizator
cytrynian sodu

AgNPs o ksztalcie sferycznym,
monodyspersyjne, o $redniej
wielko$ci ok. 10 nm

Stamplecoskie
i Scaiano 2012

Naswietlanie $wiattem UV o dlugosci fali 286 nm roztworu
AgNO; w obecnosci cytrynianu sodu, wodorotlenku sodu oraz
fotouczulacza BSPP

Sferyczne AgNPs o $redniej
srednicy ok. 8 nm

Zhang i in. 2011

Naswietlanie roztworu matych, sferycznych czastek AgNPs

Dwa rodzaje nanopryzmatow

w obecnosci cytrynianu sodu $wiattem o dtugosci fali AgNPs: o $redniej dlugosei Jiniin. 2001
550 nm krawedzi 70 nm oraz 150 nm

Naswietlanie sferycznych AgNPs, sfunkcjonalizowanych AgNPs o ksztalcie Pietrobon
L-argining $§wiatlem o dlugosci fali 500 nm przez 15 godzin |dziesigcio§ciandw i Kitaev 2008

Naswietlanie sferycznych nozarodkow srebra oraz ztota przez
kilka godzin $wiatlem niebieskim

Nanoprety AgNPs o r6znej
dtugosci i szerokos$ci

Zhang i in. 2011

Kontrola geometrii nanoczastek gtéwnie poprzez wybor

OD i 1D (nanoprety,

odpowiedniej dtugosci fali stuzacej do napromieniowania nanopryzmaty) typu ,rdzen- | Xue i in. 2007
roztworoéw nanoczgstek -powloka” Au@Ag
Dziatanie impulsow ultradzwigkowych na wodny roztwor .
. |AgNO; w obecno$ci NTA. Ksztatt nanoczastek zalezy od AgNPsp ksztalcie sferycznym, Zhu i in. 2000
Do syntezy AgNPs wykorzystuje Lo .. pretow i dendrymerow
. T stezenia i proporcji AgNO; do NTA
si¢ ultradzwigki w atmosferze gazu Monodyspersyjne AgNPs
obojetnego (argon lub azot). o ksztalcie sferycznym
Metoda Ultradzwigki o czestotliwoci Dzialanie impulsow ultradzwigkowych na nasycony roztwor — |o $redniej wielkosci od 20 do
sonoelektrochemiczna |20-50 kH'e powoduja rozpad . cytrynianu srebra w obecnosci PVP jako stabilizatora 25 nm. Brak PVD prowadzi do Jiang iin. 2004
czasteczki wody z wytworzeniem syntezy nanoczastek w formic
wolnych rodnikéw. Rodniki .
wodorowe redukuja jony srebra — - dendrymerdw
Dziatanie impulsow ultradzwigkowych na nanokrysztaty AgBr Amorficzne AgNPs Liuiin. 2001

(prekursor nanoczastek) w roztworze zelatyny




Metody biologiczne

Ekstrakty roslinne

AgNO; jest najczesciej
prekursorem formy jonowej
srebra, ktore ulega redukcji za
pomoca sktadnikow ekstraktow
o wihasciwosciach redukujacych.
Powstate nanoczastki sg
stabilizowane przez fitozwiazki

Etanolowo-wodne ekstrakty z nst. roslin: oregano (Origanum
dictamnus), szatwia (Salvia officinalis), rokitnik (Elaeagnus
rhamnoides) i nagietek (Calendula officinalis) jako zrodta

Uzyskano AgNPs o roznej
geometrii: sferyczne, trojkatne,
wielokatne a takze w formie
pretow (dla ekstraktow z orega-

o . . .. . |no i szatwii). Sferyczne i prety |Siakavella i in.
czynnikow redukujacych jonowa forme srebra oraz czynnikow (dla rokitnika). Sferyczne (dla |2020
stabilizujacych wytworzone AgNPs. Proces biosyntezy nagietka) Sre(inia vg/ielkoéc'
zachodzi w obecnosci $wiatta, w temperaturze pokojowej & ) X lesnodei od
w ciagu 24 godzin nanoczstek w zaleznosci o

ekstraktu miescita si¢ w zakre-
sie od 79-369 nm
AgNPs o krystalicznej
Ekstrakt z lisci zurawiny (Carissa carandas L.) jako czynnik  |strukturze i $redniej wielkosci
redukujacy i stabilizujacy. Proces biosyntezy nanoczastek 35 +2 nm (dla temperatury Singh i in. 2021
prowadzono w temperaturze pokojowej (25°C) i 60°C 25°C)130+3 nm (dla
temperatury 60°C)
Ekstrakt z nadziemnych czeséci oregano (Origanum vulgare L.) |Krystaliczne, polidyspersyjne
stuzyt jako czynnik redukujacy i stabilizujacy. Proces AgNPs o ksztalcie szescianow Shaik i in. 2018

biosyntezy prowadzono przez 2 godziny w temperaturze
85-90°C

o wielkosci od 2 do 25 nm
(Srednia wielko$¢ ok. 12 nm)

Ekstrakt z lisci arbuza (Citrullus lanatus sp.) stuzyt jako
czynnik redukujacy i stabilizujacy. Proces biosyntezy
prowadzono w temperaturze pokojowej

AgNPs o strukturze
krystalicznej (szesciany)
o $redniej wielkosci 21, 27 nm

Aktepe i Baran
2021

Wodne ekstrakty z dwoch dostepnych w Argentynie
produktow yerba mate oraz ich odpadow (probki PYM

AgNPs o ksztalcie sferycznym,

i TYM), ktorych skladniki petnity role reduktoréw heksagonalnym i tréjkatéw | Arreche i in.
i stabilizatorow w biosyntezie AgNPs. Proces przeprowadzano 0 Srednicj Wlelkosm czastek 2018
temperaturze pokojowej wynoszacej 50 nm
Plyny pohodowlane Sacchgromyces cerevisiae, Rhodotp_rula AgNPs sferyezne o wielkosci | Mohamed i in.
glutinis i Geotrichum candidum. Optymalny czas reakcji .
~ 72 godzin w zakresie od 1.5-20 nm 2013
. Jony srebra moga by¢ redukowane |, . . AgNPs sferyczne o wielkosci  |Ninganagouda
gz;ll})/ér;(z) 1};1(; iO?CILI za pomocg zaleznej od NADPH Biomasa Aspergillus sp. od 20-55 nm iin. 2014
biomasa redul_<tazy azotanowej, hydrogenaz ' ' _ AgNPs sferyczne o wielkosci
lub fitochelatyn Ptyny pohodowlane Kluyveromyces marxianus i Candida w zakresie 3~12 nm, bez cech
utilis 22 z dodatkiem cytrynianu sodu jako czynnika aglomeracji (dla K. marxianus) |Ashour 2014

redukujacego, temperatura 140°C w obecnosci $wiatla

i 6~20 nm o duzym stopniu
aglomeracji (dla C. utlis)




AgNPs sferyczne o $redniej
wielkosci okoto 5,1 nm.
Ptyn po hodowli halotolerancyjnej bakterii Bacillus Stabilne podczas przecho-
endophyticus SCU-L jako zrodto zwiazkow redukujacych wywania przez 3 miesigce Gan i in. 2018
i stabilizujacych w roztworze wodnym
w temperaturze pokojowe,
w ciemnosci.
Ptyn po hodowli bakterii ryzosferowej Massilia sp. jako AgNPs o ksztalcie sferycznym Hua i Akter
zrodto zwiagzkow redukujacych i stabilizujacych. Czas reakcji |i zakresie wielkosci od 15— 202ql
i — 48 godzin 55 nm
. Jony srebra moga by¢ redukowane - -
Ptyny po hodowli i Polidyspersyjne, sferyczne
bakterii i/lub biomasa |2 POMo¢a zaleznej od NADPH Biomasa bakterii Pseudomonas sp. efl w temperaturze 22°C  |AgNPs o wielkosci od 10 do .
bakterii redu'.(tazy azotanowej, hydrogenaz W czasie 24 godzin w obecnosci $wiatla 70 nm (ze $rednim iarem John iin. 2020
lub fitochelatyn g wym
ok. 50 nm)
Ptyn po hodowli Bacillus methylotrophicus DC3 jako zrodto . -
zwigzkow redukujacych i stabilizujacych. Proces ?(%ngngi%cme 0 wielkosci Wang i in. 2016
przeprowadzano w temperaturze 28°C w ciagu 48 godzin
AgNPs zdyspergowane
Ptyny pohodowlane (po autolizie) Streptomyces sp. o $rednicach od 15 do 45 nm
i Aspergillus fumigatus jako zrodlo reduktordw i stabilizatorow |(dla ptynu pohodowlanego Alani i in. 2012
nanoczastek. Proces przeprowadzano w temperaturze 28°C A. fumigatus) i 15-25 nm '
w czasie dluzszym niz 48 godzin (dla ptynu pohodowlanego
Streptomyces sp.)

Objasnienia do tabeli: SDS — dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecy! sulfate); AOT — bis(2-etyloheksylo) bursztynianosulfonian sodowy (ang. dioctyl sulfosuccinate sodium
salt); DMF — N,N-dimetyloformamid (ang. N,N-dimethylformamide); P\VVP — poli(N-winylopirolidon) (ang. polyvinylpyrrolidone); PEG — poliglikol etylenowy (ang. polyethylene
glycol); Na-LS — laurylosiarczan sodu (ang. sodium lauryl sulfate); NaPA — poliakrylan sodu (ang. sodium polyacrylate), BSPP — bis(p-sulfonatofenylo)fenylofosfina
(ang. bis(p-sulfonatophenyl)phenylphosphine dihydrate dipotassium salt); 1-2959 — 1-[4-(2-hydroksyetoksy)-fenylo]-2-hydroksy-2-metylo-1-propan-1-on; NTA — nitrylooctan
(ang. nitriloacetate); DOSS - ang. sodium dioctyl sulfosuccinate



adsorpcji lub nieodwracalnym procesom wbudowana atoméw Ag°® do swojej
struktury. Obecno$¢ czynnika stabilizujacego o powinowactwie do powierzchni
nanoczastek chroni je przed agregacja (rysunek 4). Pomimo tego samego me-
chanizmu syntezy nanoczastek srebra, metody te r6zng si¢ rodzajem i pochodze-
niem czynnikow redukujacych i stabilizujacych. W metodach chemicznych
czynnikiem redukujgcym jest zwigzek chemiczny (np. borowodorek sodu, hy-
drazyna, kwas galusowy czy hydrochinon) lub odpowiedni czynnik fizyczny
(np. promieniowanie lasera, ultradzwigki), a w metodzie biologicznej sg to
sktadniki ekstraktow roslinnych, biomasy mikroorganizmow lub ptynéw po ich
hodowli. W przypadku bakterii i grzybow sa to najprawdopodobniej: reduktaza
azotanowa zalezna od NADPH. W procesie tym moga takze uczestniczy¢ biatka
i cukry $ciany komérkowej mikroorganizmow, aminokwasy takie jak: arginina,
kwas asparaginowy, cysteina, kwas glutaminowy, lizyna, metionina, czy pepty-
dy zawierajace mostki siarczkowe [Mikhailova 2020]. Natomiast w przypadku
ekstraktow roslinnych role czynnikow redukujgcych jony Ag*!' petnig: kwasy
fenolowe, kwasy organiczne, flawonoidy, alkaloidy i terpenoidy [Aromal i Phi-
lip 2012].

Do zatrzymania reakcji w odpowiednim punkcie w metodach chemicznych
i fizyko-chemicznych stosuje si¢ stabilizatory takie jak np.: niejonowe synte-
tyczne surfaktanty (poliwinylopirolidon (PVP), poliakrylany, polialkohol winy-
lowy (PVA), poliakrylonitryl, poliakrylamid czy glikol polietylenowy (PEQG))
lub zwigzki organiczne (chitozan, pochodne amin, tiole, kwas glukonowy, cy-
trynowy), natomiast w metodach biologicznych sg to substancje wchodzace
w sktad komorek lub ich zewnatrzkomérkowe metabolity [Dakal i in. 2016].
W przypadku ekstraktow ro§linnych moga nimi by¢ witaminy, biatka, enzymy,
polisacharydy, fenole, saponiny, garbniki, alkaloidy oraz terpenoidy [Altemimi
iin. 2017]. W przypadku bakterii role ich moga petic: peptydy, enzymy, kwasy
karboksylowe, aldehydy, ketony, cukier ramnoza i ramnolipidy. Zaktada sig, ze
enzymy moga wigza¢ si¢ z nanoczastkami srebra za pomocg wolnych grup ami-
nowych i cysteinowych biatek [Mikhailova 2020]. Ze wzgledu na r6znorodnos¢
metabolitow roslinnych i mikroorganizméw zdolnych do redukcji jondéw srebra
oraz do wigzania z powierzchnia AgNPs dokladny mechanizm biosyntezy
AgNPs pozostaje wcigz kwestig otwartg. Chociaz w niektorych przypadkach
udato si¢ zidentyfikowac czynniki redukujace i stabilizujace AgNPs, nie jest
wykluczone, ze inne zwiazki komorkowe mogg takze w tym procesie uczestni-
czy¢, modulujgc przebieg procesu biosyntezy poprzez oddziatywania synergi-
styczne. Pomimo to metody biologiczne maja szereg zalet takich jak: optacal-
no$¢, wysoka wydajno$¢ procesu i jakos¢ produktu (brak szkodliwych zanie-
czyszczen 1 substancji odpadowych, dobrze zdefiniowany rozmiar i morfologia
AgNPs). Jesli chodzi o morfologig, to wytwarzanie nanoczastek za posrednic-
twem ekstraktow roslinnych skutkuje bardziej korzystnym energetycznie ksztat-
tem nanoczastek — kulistym, co zapewnia im niezbedng reaktywno$¢ warunkuja-
cg ich zastosowanie, w tym w dziatalnosci rolniczej. Metody biologiczne to pro-
ste, bardziej ekologiczne i przyjazne dla srodowiska techniki syntezy AgNPs.
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Rys. 4. Mechanizm syntezy AgNPs

Istotnym aspektem syntezy nanoczastek jest mozliwos¢ kontroli ich wielko-
$ci 1 morfologii, gdyz parametry te warunkujg ich specyficzne wlasciwosci fizy-
ko-chemiczne i biologiczne (magnetyczne, Kkatalityczne, optoelektroniczne
i mechaniczne). Glownymi czynnikami, ktore decydujg o geometrii nanoczastek
s: rodzaj 1 stezenie reagentow (prekursora nanoczastek, stabilizatora, obecno$¢
i stezenie zwigzkéw powierzchniowo czynnych (biosurfaktantow), a takze wa-
runki przebiegu procesu ($rodowisko reakcji, temperatura, pH, mieszanie, czas
syntezy). Sposoby kontroli wielkosci i ksztaltu nanoczastek srebra dla wybra-
nych metod ich syntezy przedstawiono w tabeli 3.

1.4. Metody badania wlasciwos$ci nanomaterialow

Do charakterystyki nanomateriatdw/nanoczastek (badania ksztattu, wymiaru,
morfologii powierzchni, tadunku powierzchniowego), a takze oddzialywania
z rozpuszczalnikami badZ polimerami stosuje si¢ glownie metody spektrosko-
powe (emisyjne, absorpcyjne, rozpraszania), mikroskopowe (optyczne, elektro-
nowe) oraz dyfrakcyjne (rentgenowskie, elektronowe, neutronowe). Kazda
z tych metod dostarcza innych informacji o analizowanej probce. Obecnie
w analizie nanomateriatow wykorzystywanych jest ponad 400 r6znych procedur
badawczych. Dlatego niezbedne jest dostosowanie rodzaju badan do charakteru
chemicznego i1 fizycznego probek zawierajacych nanomaterialy. Generalnie
stosuje si¢ inne podejscie metodyczne w przypadku probek stanowiacych roz-
twory nanomateriatldw oraz probek w stanie suchym [Modena i in. 2019]. Rysu-
nek 5 przedstawia metody analityczne stosowane w badaniach struktury nano-
materialow z uwzglednieniem stanu skupienia probki.

Metody spektroskopowe, ze wzgledu na ich powszechng dostepnos¢, daja
najwicksze mozliwosci analizy czastek rozpuszczonych w cieczach. Spektro-
skopia absorpcyjna w zakresie widzialnym i ultrafiolecie (ang. ultrafiolet-
visible, UV-VIS) moze by¢ uzyteczna przy sporzadzaniu charakterystyki op-
tycznej nanoczastek metali szlachetnych. Analiza widm ekstynkcji UV-VIS
dostarcza informacji o ksztatcie, budowie chemicznej i rozmiarach nanoczastek.
Spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni (ang. fourier transform infrared
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spectroscopy, FT-IR) stuzy do analizy struktury i sktadu probek oraz umozliwia
detekcje zwigzkoéw organicznych przylaczonych do powierzchni nanoczastek.
Spektroskopia luminescencyjna moze by¢ wykorzystywana do wykrywania
w probcee okreslonych grup funkcyjnych, zwigzkéw kompleksowych 1 jonéw na
zasadzie emisji $wiatta w wyniku wzbudzenia promieniowaniem o charaktery-
stycznej dla danej substancji dtugosci fali. Spektroskopia korelacji fluorescencji
(ang. fluorescence correlation spectroscopy, FCS) oraz spektroskopia krzyzowej
korelacji fluorescencji (ang. fluorescence cross correlation spectroscopy, FCCS)
to techniki polegajgce na detekcji i analizie §wiatlta emitowanego przez wzbu-
dzone sktadniki probki. Jesli nie wykazuja one autofluorescencji konieczne jest
stosowanie znacznikéw fluorescencyjnych. Metoda ta umozliwia oznaczenie
wielkosci nanoczastek w zakresie od 1 nm do okoto 1 pum, czyli do 1000 nm
oraz rozktadu ich wielkos$ci [Bacia i in. 2006].

Spektrometria masowa (ang. mass spectrometry, MS) obok wymienionych
wyzej technik spektroskopowych jest podstawowa metoda identyfikacji substan-
cji biologicznie aktywnych. Jej zaletg jest bardzo wysoka czutos¢, ktora w pota-
czeniu z innymi technikami analitycznymi, takimi jak: chromatografia cieczowa
(ang. liquid chromatography — mass spectrometry, LC-MS) Iub elektroforeza
kapilarng (np. metoda strefowej elektroforezy kapilarnej (ang. capillary zone
electrophoresis-mass spectrometry, CZE-MS) i dwuwymiarowa elektroforeza
zelowg (ang. two-dimensional gel electrophoresis-mass spectrometry, 2D-GE)
daje mozliwosci przeprowadzenia analizy ztozonych mieszanin. Potaczenie
technik separacji mieszanin nanoczastek i detektorow MS umozliwito oznacze-
nie stgzenia i rozktadu wielko$ci nanoczgstek w zakresie od kilku do okoto
50 nm z mozliwoscig wykrywania pojedynczych czastek [Robinson 2013]. MS
jest jedng z nielicznych metod dostarczajacych informacji o warstwie funkcjo-
nalnej na powierzchni nanoczastek oraz o charakterze interakcji makromolekut
z powierzchniowa warstwa nanoczastek [Bustos i in. 2013, Fernandez-Iglesias
i Bettmer 2015, Chen i in. 2017].

Dynamiczne i elektroforetyczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light
scattering, DLS i electrophoretic light scattering, ELS), umozliwiajace okresle-
nie promienia hydrodynamicznego nanoczastek, dostarczaja danych odnos$nie
rozktadu wielkosci czgstek koloidalnych, ich stabilnosci oraz usrednionego ta-
dunku powierzchniowego czastek, tj. potencjatu-zeta [Doktorovova i Souto
2009]. Metoda DLS jest przydatna do badania struktury materiatow w szerokim
zakresie wymiaré6w od 2 nm do okoto 6 pm [Gaumet i in. 2008]. Umozliwia ona
precyzyjny pomiar wielkosci czastek monodyspersyjnych o ksztalcie sferycz-
nym. Uzupehieniem metody DLS jest metoda $ledzenia nanoczastek (ang. na-
noparticle tracking analysis, NTA). Podobnie jak w przypadku DLS, analiza
sledzenia nanoczastek umozliwia charakterystyke wielko$ci na podstawie anali-
zy swobodnej dyfuzji czastek w roztworze. Dzigki temu mozliwie jest oznacze-
nie wielkosci czastek w zakresie od 30 nm do 1000 nm, liczbowego rozktadu ich
wielkosci oraz stgzenia. Zaletg tej metody jest doktadno$¢ pomiaru zarowno dla
probek monodyspersyjnych, jak i polidyspersyjnych. Nadaje si¢ ona do analizy
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zardwno probek rzeczywistych, majacych zdolno$¢ do agregacji, jak i probek,
w ktorych obecne sg zanieczyszczenia [Filipe 1 in. 2010].

Do analizy probek zawierajacych agregaty nanoczastek przydatna jest meto-
da zwana statycznym rozpraszaniem $wiatta (ang. static light scattering, SLS)
wykorzystywana takze do pomiaru bezwzglednej masy czasteczkowej biatek
i polimerow [Satinder i Verma 2011; McClements 2007].

Do oznaczania wielkos$ci nanoczastek wykorzystuje si¢ takze techniki sepa-
racji (rozdzialu) mieszanin zawierajacych sktadniki o réznej wielkosci (w przy-
padku nanoczastek o réznym promieniu hydrodynamicznym). Ultrawirowanie
analityczne (ang. analytical ultracentrifugation, AUC) umozliwia ponadto ozna-
czenie rozktadu ich wielkosci, gestosci oraz masy poprzez analize ich wtasciwo-
sci sedymentacyjnych w roztworach po przylozeniu sity odsrodkowej podczas
wirowania [Schuck i in. 2015]. Metode¢ t¢ mozna takze zastosowa¢ do analizy
stabilno$ci nanomaterialow w roztworach. Do tego celu stuzy np. analizator
dyspersji. Jest to wielofunkcyjna wirdwka analityczna, nazywana takze przy-
spieszong analizg stabilno$ci (ang. accelerated stability analysis), pozwalajacg na
obliczenie rozkladu predkosci w polu wirowania, a takze rozkladu wielko$ci
czgstek [Adukwu i in. 2016 ].

Inne metody nalezace do tej kategorii to chromatografia wykluczenia (ang.
size exclusion chromatography, SEC) oraz frakcjonowanie polowe (ang. field-
flow fractionation, FFF) [Krueger i in. 2005, Aspanut i in. 2008, Moreno-Martin
i in. 2017]. Obie metody stuzg do oczyszczania probek oraz ich frakcjonowania,
dzieki czemu uzyskuje si¢ materialy wysoce monodyspersyjne.

Przestrajalne rezystancyjne wykrywanie impulséw (ang. tunable resistive
pulse sensing, TRPS) to technika eksperymentalna wykorzystywana do badania
i charakteryzowania czgstek koloidalnych o srednicy od okoto 50 nm do wielko-
sci komoérek. Umozliwia ona oznaczenie ich wielko$ci, liczbowego rozktadu
wielkos$ci, ksztaltow, a takze stezenia w roztworach i potencjatu zeta [Willmott
2018].

Substancje state, krystaliczne, mozna analizowa¢ z wykorzystaniem metod
mikroskopowych takich jak: skaningowy mikroskop elektronowy (ang. scanning
electron microscopy, SEM), transmisyjny mikroskop elektronowy (ang.
transmission electron microscopy, TEM) i mikroskop sit atomowych (atomic
force microscopy, AFM), zjawiska dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego
(ang. X-ray diffraction, XRD) oraz metod adsorpcyjno-desorpcyjnych. Te ostat-
nie stuzg do badania wlasciwosci nanomaterialow porowatych (polidyspersyj-
nych lub zagregowanych). Za pomocg metody BET (Brunauer Emmet Teller)
mozna okresli¢ ich powierzchnie wtasciwa, objetos¢ oraz rozktad wielkos$ci
porow [Sing 1989, Cychosz i Thommes 2018].

Dyfrakcja rentgenowska (XRD) jest jednym z najpotezniejszych narzedzi do
pomiaru przestrzennego rozmieszczenia czasteczek w materiale, wyznaczenia
parametrow komorki elementarnej oraz oszacowania wielkosci krystalitow. Do-
starcza zatem waznych informacji o ich stanie fizycznym (ciektym, krystalicz-
nym lub amorficznym) i postaci polimorficznej [Hartel 2013]. Metoda ta jest
szczegolnie skuteczna, gdy pomiary przeprowadzane sag w funkcji temperatury
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lub czasu, poniewaz wtedy mozna uzyska¢ informacje o naturze i kinetyce
przej$¢ fazowych [Bunjes 2011, Relkin i in. 2011, Gupta i Rousseau 2012]. Do
oznaczania stopnia krystaliczno$ci probek mozna takze wykorzysta¢ spektro-
skopi¢ Ramana [Celedon i Aguilera 2002, Bresson i in. 2011].

Komplementarnym do XRD narzedziem badawczym, ale o znacznie szer-
szym zastosowaniu (analiza ciat statych, proszkow, kompozytow lub roztwordéw
nanoczastek w cieklym o$rodku) jest dyfraktografia malokatowa (ang. small-
angle X-ray scattering, SAXS), czyli elastyczne rozpraszanie promieni rentge-
nowskich pod niskimi katami. Typowe katy rozpraszania w granicach 0,1 +10°
daja obraz dyfrakcyjny, w ktorym zawarte sg informacje dotyczace ksztattu (po
modelowaniu), wielkosci i odleglo$ci makromolekut o uporzadkowaniu blisko
zasiggowym (charakterystycznym dla cieczy i cial amorficznych). Po odpowied-
nim skalibrowaniu urzadzenia mozna uzyska¢ informacje o stezeniu czastek lub
porowato$ci materialu. Technika ta jest czgsto wykorzystywana w przypadku
uktadéw, dla ktorych nie mozna uzyskaé krysztatow, np. bialek o strukturze
dynamicznej, ztozonych komplekséw multimetrycznych czy niektorych pepty-
dow [Liiin. 2016].

Wielkosé czgsteczek
Rozktad wielkosci

AFM
Ksztatt, stan agregacji,

aglomeracji @
Pole powierzchni,
porowatosc )
Sktad chemiczny T
Czystoéé A =0/ stare U
roztwor
Chemia powierzchni

BET v

tadunek RP
i i Ciato state
XRD powierzchniowy

Struktura wewnetrzna,
MS Krystalicznos¢
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Struktura
powierzchniowa

Rys. 5. Podstawowe metody analityczne stosowane w badaniach struktury nanomateriatdéw
z uwzglednieniem stanu skupienia probki [Modena i in. 2019]

Techniki mikroskopowe, takie jak SEM, TEM i AFM, umozliwiajg obrazo-
wanie struktury, dzigki czemu mozna uzyska¢ informacje o ksztalcie, rozmia-
rach czastek, rozktadzie wielkoSci czastek wraz z okreSleniem stopnia ich jedno-
rodnosci, agregacji i aglomeracji oraz struktury krystalicznej [Stowik 2012, Kel-
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sall i in. 2008, Datye 2003, Yao i Wang, 2005, Zhou i in. 2012]. Sprz¢zenie
metody DLS z badaniami mikroskopowymi TEM umozliwia uzyskanie kom-
pleksowej wiedzy o badanym nanoobiekcie. Mikroskopy elektronowe mozna
takze potaczy¢ z metodami spektroskopowymi, np. SEM z EDX (spektroskopia
dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego ang. X-ray energy dispersive
spectroscopy), dzigki czemu oprocz danych o geometrii nanoczastek (rozmiar,
ksztatt, rozktad wielkosci) mozna uzyska¢ informacj¢ o ich sktadzie chemicz-
nym [Patri i in. 2009, Cie$lak i in. 2014].

Po scharakteryzowaniu struktury nanomateriatu pod kontem wlasciwosci fi-
zycznych (rozmiar, ksztalt, pole powierzchni, porowatos¢) i chemicznych (bu-
dowa chemiczna, struktura krystaliczna, zanieczyszczenia, obecnos¢ dodatko-
wych grup funkcyjnych na powierzchni czastek, tadunek powierzchniowy) ko-
lejnym wyzwaniem jest okreslenie ich parametrow fizyko-chemicznych, istot-
nych w kontekscie ich potencjalnych zastosowan. Z uwagi na duza skale pro-
dukcji nanomaterialdow oraz ich szerokie wykorzystanie niezmiernie waznym
zagadnieniem jest takze ocena ich bezpieczenstwa w stosunku do ludzi, zwierzat
i $rodowiska. Pod tym wzgledem waznymi parametrami sa behawior czastek
i ich reaktywnosci [Zapor 2016].

Termin behawior oznacza rozpuszczalno$¢, hydrofobowos¢/lipofilowosc,
dyspersyjno$¢ (stopien agregacji lub aglomeracji), pylistos¢, stabilno$¢ w roz-
tworach lub matrycach. Natomiast reaktywno$¢ mozna rozpatrywa¢ w kontek-
scie zjawisk fizycznych takich jak: wybuchowos¢, palno$¢, zdolnos¢ do samo-
zaptonu, fotoreaktywno$¢ lub biologicznych takich jak: produkcja wolnych rod-
nikéw, aktywno$¢ katalityczna, uwalnianie jonow. Reaktywnos¢ biologiczna
okresla mozliwos¢ oddziatywania bezposredniego lub posredniego nanostruktur
na komorki wszystkich organizmow zywych. Obecnie stosuje si¢ rozne strategie
badan zagrozen zwigzanych z obecnoscig nanomaterialow w $rodowisku zycia
cztowieka. Badania toksykologiczne i ekotoksykologiczne polegaja na badaniu
oddziatywania NMs na organizmy dos$wiadczalne (modelowe mikroorganizmy,
zwierzeta 1 rosliny). Ze wzgledu na czasochtonnos¢ tego typu badan, ich wyso-
kie koszty, a takze w niektorych przypadkach wzgledy etyczne, poszukuje sie
alternatywnych rozwigzan w tym zakresie. Jednym z nich moga by¢ badania in
vitro, ktore polegaja na ocenie toksycznego dziatania NMs w stosunku do komo-
rek wyizolowanych z réznych narzadow (gldwnie ssakow). Szczegdlnie duza
warto$¢ poznawcza majg wyniki badan dotyczace reakcji komorek narzadu do-
celowego dziatania badanej substancji. Drugim nurtem badan alternatywnych sa
metody in silico, polegajace na wykorzystaniu technik modelowania kompute-
rowego umozliwiajagcych wnioskowanie o réznych aspektach toksyczno$ci na
podstawie opracowywanych modeli, np. modelowanie zaleznos$ci struktura-
aktywno$¢ (Q)SAR — (Q)uantitative structure-activity relationships, ktory po-
zwala na ustalenie zwigzku miedzy budowa i wlasciwos$ciami fizykochemicz-
nymi a dziataniem toksycznym substancji chemicznych.
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2. Wybrane metody stosowane
do oceny reakcji drobnoustrojow
na nanoczgstki metali

2.1. MIC i MBC jako podstawowe parametry badania
oddzialywan nanoczastek na mikroorganizmy

Dane literaturowe potwierdzajg, ze nanoczastki sg skutecznymi $rodkami
przeciwbakteryjnymi. Jednak istniejgce rozbiezne wyniki badan nad ich tok-
sycznoscig dla bakterii wskazujg na koniecznos¢ kontroli wszystkich warunkow
przeprowadzania eksperymentu. Aktywnos$¢ nanoczgstek wobec mikroorgani-
zmow, podobnie jak innych substancji o potencjalnie toksycznym charakterze,
okresla si¢ czgsto poprzez podanie wartosci MIC (ang. minimum inhibitory con-
centration) lub/i MBC (ang. minimum bactericidal concentration). MIC definio-
wane jest jako najmniejsze stg¢zenie czynnika przeciwdrobnoustrojowego
w pg/ml lub mg/l, ktére hamuje wzrost mikroorganizmow. Zwykle zahamowa-
nie wzrostu bakterii mierzy si¢ po 24 h hodowli. Do okre$lenia MIC nanoczastek
stosuje si¢ metode rozcienczen w pozywkach statych lub ptynnych. MBC — to
najmniejsze st¢zenie substancji wyrazane w mg/l lub pg/ml, przy ktorym ginie
99,9% bakterii w warunkach in vitro. W do$wiadczeniach na grzybach stosuje
si¢ skrot MFC (ang. minimum fungicidal concentration) zamiast MBC. Wartos$ci
tych wskaznikow nawet dla tych samych mikroorganizméw i nanoczastek uzy-
skiwane przez réznych autorow mogg si¢ znacznie rozni¢ (tabela 4, 5), dlatego
tez nalezy $cisle kontrolowa¢ i w publikacjach dokladnie opisywaé warunki
doswiadczen.

Specyficzny mechanizm dzialania nanoczagstek na mikroorganizmy,
a zwlaszcza wielokierunkowo$¢ ich reakcji w komorce bakteryjnej powoduje, ze
oceng skuteczno$ci biobojczej nalezy przeprowadza¢ w $cile kontrolowanych
warunkach. Projektujac doswiadczenie z uzyciem nanoczastek metali (MeNPs),
nalezy zwréci¢ uwage na kilka czynnikéw, ktore w badaniach standardowych
zwigzkéw chemicznych nie sg uwzgledniane. Takim parametrem jest rozmiar
i ksztalt nanoczastek. Skuteczno$¢ przeciwbakteryjng antybiotykéw mierzy si¢
takze za pomoca MIC. W przypadku antybiotykow, ktore maja czasteczki
o doktadnie okreslonych rozmiarach, istnieje $cista zalezno$¢ miedzy masa
a liczbg aktywnych czasteczek. W przypadku nanoczastek taka zaleznosc¢ nie jest
jednoznaczna. Masa nanoczastek moze nie stanowi¢ dobrego wskaznika oceny
narazenia na nanoczastki. Stezenie liczbowe nanoczastek, w przeciwienstwie do
stezenia masowego, jest w wigkszosci przypadkow dos¢ wysokie. Jak podaje
Bujak-Pietrek, jedna czasteczka o $rednicy 10 pm ma taka samg mase¢ jak mi-
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liard czastek o $rednicy 10 nm. Ponadto nie masa czgsteczek, ale ich liczba
1 rozmiar sg parametrami, ktore majg duzo istotniejsze znaczenie dla oddzialy-
wan z zywymi komorkami [Bujak-Pietrek 2010]. Przy tym samym ste¢zeniu
zmniejszenie wielkosci czastek zwigksza ich site dziatania przeciwbakteryjnego.

Tabela 4. Toksyczno$¢ nanoczastek srebra dla wybranych mikroorganizméw wyrazona jako war-
tos¢ MIC

Mikroorganizm AgNPs MIC [mg/ml] Zrédto
40 Ruparelia i in. 2008
7,8 Looiin. 2018
0,5 Radzig i in. 2013
10 Liiin. 2010
E. coli 10 Sondi i Salopek-Sondi 2004
0,07 Wypij i in. 2017
0,00125 Hossain i in. 2019
0,23 Tanase i in. 2019
0,004 Gondil i in. 2019
0,04 Wypij i in. 2017
0,004 Gondil i in. 2019
§. aureus 120 Ruparelia i in. 2008
0,05 Tanase i in. 2019
0,16 Tanase i in. 2019
P.aeruginosa 8 Radzigiin. 2013
0,002 Gondil i in. 2019
0,63 Tanase i in. 2019
K. pneumoniae 0,008 Gondil i in. 2019
3,9 Looiin. 2018
. 0,040 Wypij iin. 2017
B subiilis 0,010 Oves i in. 2019
S. Typhimurium 3,9 .
S Enteriids 3.9 koo tin. 2018
C. albicans 40 Radhakrishnan i in. 2018

Cechg charakterystyczng nanoczgstek jest wysoki wspotczynnik aktywnej
powierzchni do ich wielkosci, a zatem zmniejszanie wielko$ci NPs prowadzi do
zwigkszenia efektywnej powierzchni. Efektywna powierzchnia nanoczastek jest
parametrem fizykochemicznym. Mechanizm dziatania nanoczgstek przeciwko
bakteriom opiera si¢ na chemicznych procesach zachodzacych na ich po-
wierzchni. Zmiana ksztaltu czastek wptywa na ich wtasciwosci biologiczne,
w tym na toksycznos$¢ dla bakterii — co przedstawiono w tabeli 7. Dlatego tez
badanie biologicznego dzialania nanoczgstek powinno by¢ powigzane ze znajo-
moscig ich parametréw morfologicznych.
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Tabela 5. Toksyczno$¢ wybranych nanoczastek metali dla wybranych bakterii wyrazona jako
warto$¢ MBC

Nanoczastki Mikroorganizm MBC [pg/ml] Zrodlo

S. aureus 625 Parvekar i in. 2020
P. aeruginosa 2,813-5,625 Liao iin. 2019
L. monocytogenes 6,25
E. coli 6,25 ...

AgNPs S. Typhimurium 6,25 Zarei1in. 2014
V. parahaemolyticus 6,25
E. coli 60-220
S. aureus 160 Ruparelia i in. 2008
B. subtilis 60
B. subtilis 40-70 ..
P. fluorescens 40-60 Sharma i in. 2021
S. aureus 25 Fernandez i in. 2008

CuNPs E. coli 30
P. acruginosa 3 Azam i in. 2012b
S. aureus 32
B. subtilis 45
E. coli 160-300

CuONPs S. aureus 40 Ruparelia i in. 2008
B. subtilis 160
E. coli 65
P. aeruginosa 120 Azami in. 2012a
S. aureus 80

Fe20:NPs B. subtilis 78
K. pneumoniae 40 .
B, subtilis 40 Ansari iin. 2017
E. coli 18
P. aeruginosa 14 Azam i in. 2012a
S. aureus 16

ZnONPs B. subtilis 12
E. coli 62,5 .
S aureus 7.81 Alekish i in. 2018

Badania nad dziataniem przeciwbakteryjnym nanoczgstek prowadzone sa
przy uzyciu réznych metod, takich jak obserwacje komodrek za pomocg rdéznych
technik mikroskopowych czy technik hodowlanych (oznaczanie strefy zahamo-
wania wzrostu, oznaczanie liczby jednostek tworzacych kolonie (jtk), oznacza-
nie intensywnosci wzrostu (gesto$¢ optyczna). Wszystkie te techniki sg dobrze
opisane w literaturze, jednak poréwnanie wynikow badan wymaga szczegotowej
analizy konkretnego protokotu eksperymentalnego, a zwlaszcza uwzglednienia
poczatkowego stezenia bakterii, gatunku i szczepoéw bakterii, dawki nanoczgstek
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i czasu ekspozycji. Chcge doktadnie oceni¢ skuteczno$é przeciwdrobnoustrojo-
wa nanoczastek, nalezy kontrolowac poczatkowa gesto$¢ komorek. Warto zau-
wazy¢, ze w wielu testach stosowana jest zawiesina komorek o gestosci od 10*
do 10® jtk/ml. Wyjsciowa gesto$¢ zawiesiny komorek bakterii ma duzy wpltyw
na biobdjcze efekty nanoczgstek. Leung i in., badajac toksycznos¢ ZnONPs,
zastosowali przy tym samym stezeniu nanoczgstek rozng gestos¢ zawiesiny bak-
terii: 10° jtk/ml, 107 jtk/ml i 108 jtk/ml i zgodnie z oczekiwaniami odnotowali, ze
zwigkszenie gestosci zawiesiny bakterii spowodowato zmniejszenie aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej nanoczastek [Leung i in. 2016]. Skuteczno$¢ przeciwbakte-
ryjna nanoczastek zalezy zarowno od ich dawki, jak i czasu ekspozycji. Dobiera-
jac czas inkubacji z nanoczastkami, warto pamigtac, ze wiele gatunkow bakterii
ma czas generacji trwajacy 20—40 minut w optymalnych warunkach wzrostu.

Innym czynnikiem, ktory moze wptyna¢ na wyniki testow toksycznos$ci na-
noczastek, jest zastosowana pozywka. Wigkszo$¢ badan nad toksycznoscia NPs
prowadzona jest na pozywkach bogatych w sktadniki odzywcze takie jak: pep-
tydy, aminokwasy, cukry i sole mineralne. W toksyczno$ci nanoczastek duza
role moze odgrywac tzw. ,,protein corona”, warstwa bialek (takze biatek struktur
zewnetrznych mikroorganizméw) tworzaca si¢ na skutek adsorpcji na po-
wierzchni NPs [Duran i in. 2015]. W przypadku nanoczastek srebra potwierdzo-
no, ze w zaleznosci od sktadu pozywki, obecnosci i rodzaju ptynéw ustrojo-
wych, czynnikdw zapobiegajacych tworzeniu si¢ ,,protein corona” mogg one
wykazywaé rdzng site przeciwbakteryjnego dzialania [Gnanadhas i in. 2013].
Nanoczastki w roztworach ulegaja aglomeracji [Kendall i in. 2015]. Sktadniki
pozywki moga sprzyja¢ aglomeregacji NPs, a zawarte w pozywce biatka i pep-
tydy zmniejsza¢ aktywng powierzchni¢ oddzialywania z mikroorganizmami
i tym samym zmniejsza¢ mozliwos¢ ich oddziatywania z komorka bakterii. Sta-
bilnos¢ nanoczastek i szybkos¢ aglomeracji w okreslonych pozywkach nie jest
zazwyczaj uwzgledniana w wigkszosci badan. Dlatego tez przy poréwnywaniu
wynikow nalezy uwzgledniaé takze warunki hodowli i ekspozycji mikroorgani-
zmow na NPs. Ulatwi to interpretacje wynikow oraz by¢ moze wyeliminuje
obserwowane w zrddtach literaturowych rozbieznosci danych.

2.2. Metody pomiaru in vitro aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
nanoczastek

2.2.1. Metoda dyfuzyjno-krazkowa

W wielu publikacjach naukowych prezentowane sg wyniki oznaczania stref
zahamowania wzrostu mikroorganizmow powstajace w odpowiedzi na dziatanie
MeNPs. Metoda dyfuzyjno-krazkowa zostata zaadoptowana do badan oddziaty-
wan nanoczastek z metodyki mikrobiologii klinicznej, gdzie przy jej uzyciu bada
si¢ biobdjcze dziatanie antybiotykow i innych lekow. Zaleca ja Europejski Ko-
mitet Badan Wrazliwosci na Antybiotyki (European Comittee on Antimicrobial
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Susceptibility Testing, EUCAST) oraz Krajowy Os$rodek Referencyjny ds. Le-
kowrazliwosci Drobnoustrojow (KORLD). Metoda ta polega na dyfuzji substan-
cja badanej z krazkéw bibutowych do kultur bakteryjnych [Bauer i in.1966].
W tej metodzie wykorzystuje si¢ pozywke stala Mueller-Hintona, na ktorej
mozna hodowaé wiele bakterii o przecigtnych wymaganiach odzywczych oraz
niektore, bardziej wymagajace (Streptococcus spp., Haemophilus spp., Neisseria
spp. (CLSI, 2012). Testowane szczepy mikroorganizméw hoduje si¢ w pozyw-
kach ptynnych przez co najmniej 24 h. Jednym z warunkéw poprawnego wyko-
nania oznaczenia jest wystandaryzowanie zawiesiny mikroorganizméw. W tym
celu mierzy si¢ ggstos¢ optyczng hodowli bakterii za pomoca spektrofotometru
(przy dtugosci fali A = 550 nm) i najczes$ciej rozciencza tak, aby uzyska¢ wartos§¢
0,25, co odpowiada wartosci 1 skali Mc Farlanda (3 x 10% jtk/ml dla E. coli).
Tak przygotowang zawiesing wysiewa si¢ wymazowkag na zestalong pozywke
Mueller-Hinton, aby uzyska¢ jednolity wzrost na powierzchni podtoza i pozo-
stawia na kilkanascie minut. Na szalki nanosi si¢ krazki z bibuly o $rednicy ok
5 mm, na ktorych umieszcza si¢ roztwor nanoczastek. Szalki inkubuje sie
w 37°C przez 48 h. Strefy zahamowania wzrostu wokot krazkéw bibuty mierzy
si¢ w dwu kierunkach. Skuteczno$¢ antybakteryjna nanoczgstek jest proporcjo-
nalna do wielkosci strefy zahamowania wzrostu [Bauer i in. 1966]. Réwnolegle
do oznaczen biobdjczych wlasciwosci nanoczastek wykonuje si¢ kontrole pozy-
tywne i1 negatywne. W kontroli negatywnej na krazki nanosi si¢ sam rozpusz-
czalnik, ktory zostal wykorzystany do sporzadzenia roztworu nanoczastek, zas
jako kontrolg pozytywna stosuje si¢ krazki nasgczone antybiotykiem, na ktory
mikroorganizm jest wrazliwy. Metoda ta ma wiele zalet, jest prosta, tania, szyb-
ka i daje mozliwo$¢ poroéwnania reakcji na MeNPs do wykonanej tym samym
sposobem wrazliwos$ci na antybiotyki. Metoda ta znalazta wielu zwolennikow,
0 czym $wiadczg dane zestawione w tabeli 6. Jednak jej stosowanie budzi wat-
pliwosci co do poprawnosci oceny wyniku. Nanoczastki o $rednicy wigkszej niz
10 nm w pozywkach stosowanych w tej metodzie majg wspdtczynnik dyfuz;ji
rzedu 107" m/s [Kourmouli i in. 2018]. Jest to warto$¢ o co najmniej jeden rzad
wielko$ci nizsza w poréwnaniu z dyfuzyjnos$ciag typowych antybiotykow.
W konsekwencji nanoczgstki przemieszczajg si¢ wolniej 1 ich oddziatywanie
fizyczne z komérkami bakteryjnymi jest nizsze. Inni autorzy postulujg, ze meto-
da dyfuzyjno-krazkowa nie jest odpowiednia do badania antybakteryjnych wta-
sciwosci nanoczgstek [Kourmouli 1 in. 2018, Pokrowiecki 1 in. 2013]. W przy-
padku nanoczgstek srebra koloidalnego nie obserwowano stref zahamowania
wzrostu mikroorganizmu testowego, ale wyglad pozywki w miejscu bezposred-
niego kontaktu z AgNPs ulegt zmianie [Pokrowiecki i in. 2013]. Na wynik do-
$wiadczenia mogt mie¢ wptyw rozmiar uzytych w tym do§wiadczeniu nanocza-
stek o §rednicy 67 nm, ktore trudno dyfundowaly. Z kolei w innym eksperymen-
cie wykazano obecnos¢ stref zahamowania wzrostu wokot krazkow zawieraja-
cych koloidalne srebro o wielkosci czastek od 10 do 30 nm zastosowane w roz-
nych stezeniach do 35 ppm [Petica i in. 2008]. Wykorzystujac jako organizm
testowy E. coli, zbadano metoda dyfuzyjno-krazkowa wiasciwosci bakteriobdj-
cze roztworéw AgNPs i AuNPs o tym samym stezeniu (10, 20 i 40 nm) i roz-
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miarach nanoczgstek [Kourmouli i in. 2018]. Na szalkach z nanoczastkami ztota
nie stwierdzono w ogole stref zahamowania wzrostu bakterii, co wskazuje, ze
nie majg one wlasciwosci antybakteryjnych. Natomiast w przypadku AgNPs
obserwowano pojawienie si¢ jednakowej wielkos$ci stref zahamowania wzrostu
bez wzgledu na rozmiar nanoczastek. Najbardziej prawdopodobnym wyjasnie-
niem tego zjawiska jest uwalnianie jondw z nanoczastek, ktore dyfunduja
w pozywce szybciej niz ich prekursory. W przeciwienstwie do AuNPs, AgNPs
po zawieszeniu w roztworze wodnym ulega utlenieniu i uwalnia jony srebra,
ktore majag silne dzialanie przeciwbakteryjne [Der-Chi i in. 2008, Kourmouli
i in. 2018]. Nanokoloidy z duza zawarto$cig stabilizatoréw nie zawierajg form
jonowych metali i charakteryzujg si¢ gorsza dyfuzjg niz roztwory niestabilizo-
wane, zawierajgce zarowno nanoczastki jak i jony. Metoda dyfuzyjno-krazkowa
moze w pewnych warunkach wskazywac na szybko$¢ uwalniania jonoéw z nano-
czastek metali 1 by¢ wykorzystywana do tego typu oznaczen.

2.2.2. Metody rozcienczen

Do ilosciowego pomiaru in vitro aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej roznych
zwigzkow stosowane sg metody rozcienczen pozwalajace wyznaczy¢ wartosci MIC
— minimalne stezenie hamujace wzrost. Metode rozcienczen mozna wykonac
w pozywce statej lub ptynnej. Metoda rozcienczen w agarze polega na przygotowa-
niu serii ptytek z pozywka zestalong agarem zawierajacg testowany srodek przeciw-
drobnoustrojowy w znanych malejacych stezeniach (zazwyczaj stosuje si¢ podwdj-
ne, seryjne rozcienczenia tj. 1, 2, 4, 8, 16, 32 pg/ml itd.). Tak przygotowane pozyw-
ki szczepi si¢ miejscowo testowanymi mikroorganizmami [Lopez-Carballo i in.
2012]. Jesli mikroorganizm jest podatny na dziatanie nanoczastek jego wzrost zo-
stanie zahamowany, a sila tego hamowania bedzie si¢ zwigksza¢ wraz ze zwigksza-
jaca si¢ dawka $rodka chemicznego. Najnizsze stgzenie badanej substancji powodu-
jace zahamowanie wzrostu odpowiada wartosci MIC. W praktyce nalezy przygoto-
wac roztwor wyjsciowy srodka biobdjczego o stezeniu np. 1000 pg/ml, i stosujac
technike dwukrotnych rozcienczen przygotowac roztwory robocze. 1 ml roztworu
roboczego wlewa si¢ na szalki z 9 ml ptynnej, przestudzonej pozywki Mueller Hin-
ton, doktadnie miesza i pozostawia do zestalenia. Inokula z hodowli bakterii standa-
ryzuje si¢ poprzez pomiar gestosci optycznej i rozciencza tak, aby uzyska¢ warto$¢
0,5 skali Mc Farlanda. Nastgpnie rozciencza si¢ znormalizowane inokulum 1:10
w roztworze soli fizjologicznej, aby uzyskaé gestos¢ 10° jtk/ml. Na ptytki przy uzy-
ciu automatycznego dyspensera lub recznie miejscowo szczepi si¢ np. 10 ul inoku-
lum mikroorganizmow. Ptytki inkubuje si¢ przez 24 h i odczytuje wartos¢ MIC przy
najnizszym st¢zeniu srodka przeciwdrobnoustrojowego, ktory catkowicie hamuje
wzrost. Metoda ma kilka zalet, jest prosta i tania, daje mozliwos¢ testowania nawet
kilkunastu roznych szczepow jednoczesnie i przydatna do testowania nieprzezroczy-
stych materiatéw lub o niskim wspotczynniku dyfuzji.

Metode rozcienczen w pozywce plynnej wykonuje si¢ analogicznie jak w po-
zZywce agarowej, z tym ze zaszczepione pozywki inkubuje si¢ w probéwkach lub
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mikroptytkach w optymalnej temperaturze przez okreslony czas, a zdolno$¢ do
wzrostu w obecnosci czynnika biobojczego sprawdza si¢ wizualnie lub poprzez
pomiar zmetnienia lub gestosci optycznej. Wartos¢ MIC odczytuje sig, biorac pod
uwagg najnizsze stezenie MeNPs, przy ktorym nie stwierdzono wzrostu mikroorga-
nizmu w probéwkach lub mikrostudzienkach mikroptytki. Z préb lub mikrostudzie-
nek, ktore postuzyly do wyznaczenia wartosci MIC wykonuje si¢ posiew na podtoza
stale w celu okre§lenia MBC — najmniejszego stezenia substancji wyrazanego
w mg/1 lub pg/ml, przy ktérym ginie 99,9% bakterii w warunkach in vitro. Zazwy-
czaj wysiewa si¢ 0,1 ml z kazdej proby, w ktorej nie zaobserwowano wzrostu oraz
z proby kontrolnej, w ktorej nastapit wzrost, inkubuje 24 h w optymalnej temperatu-
rze wzrostu i nastepnie liczy wyroste kolonie. Czesto oceng wartosci MIC i MBC
wykonuje si¢ z uzyciem resazuryny, zwigzku o niebieskiej barwie, ktory przeni-
kania do komérek. Zywe komorki przeksztatcajg resazuryne w rezorufing o rozo-
wym zabarwieniu. Pomiar absorbancji lub ocena wizualna pozwalaja na precyzyj-
ng oceng wzrostu bakterii [Loo i in. 2018]. Metody MIC i MBC sg czg¢sto stoso-
wane do badan przeciwdrobnoustrojowego oddziatywania nanoczastek, pozwalaja
na iloSciowe wyznaczenie efektywnie dzialajacych stezen (tabela 4, 5).

2.2.3. Metoda wyznaczania krzywej zabijania w czasie

Wyznaczenie krzywej zabijania w czasie (ang. time-kill curve assay) jest
przydatng metodg okreslania dziatania bakteriobojczego lub grzybobodjczego dla
roznych substancji [Balouiri i in. 2016]. Test ten przeprowadza si¢ w pozywce
bulionowej zawierajacej zawiesing bakterii (5 x 10> CFU/ml). Badang substan-
cje dodaje si¢ w stezeniu 1 x MIC. Po inkubacji, w r6znych odstgpach czasu (0,
4, 6, 8, 10, 12 1 24 h) pobiera si¢ probki w celu oceny przezywalnosci bakterii.
Wykonuje si¢ posiewy rozcienczonych zawiesin bakterii na podloza state i obli-
cza procent martwych komorek w stosunku do kontroli [Balouiri i in. 2016].

2.2.4. Pomiar OD zawiesin komérkowych

Tempo proliferacji komoérek w obecnosci badanych nanoczgstek mozna osza-
cowaC, mierzac gestos¢ optyczng komorek (ang. optical density, OD)
w zawiesinie w roéznych punktach czasowych. Wzrost bakterii lub grzybow
w formie planktonicznej w podlozach pltynnych w obecnos$ci nanoczastek mierzy
si¢ po roznym czasie hodowli za pomocg analizy turbidymetrycznej przy dtugosci
fali A = 600 nm [Padalia i Chanda 2017, Sardella i in. 2017] ]. Metoda pomiaru
OD jest mato precyzyjna, szczeg6lnie przy niskich gestosciach komorek, ale jej
zaletg jest prostota wykonania (nie potrzeba odczynnikow ani obrobki probki).
Nanoczastki mogg absorbowaé $wiatlo przy tej dlugosci fali, dlatego tez nalezy
mierzy¢ gestos¢ optyczng (OD) nastepujacych roztwordw: kontroli zmgtnienia
(pozywka + nanoczastki, bez mikroorganizmow), kontroli wzrostu (pozywka +
mikroorganizmy) i proby badane (pozywka, nanoczastki, mikroorganizmy) dla
kazdego ze stgzen nanoczastek. Po obliczeniu rdznicy ggstosci optycznej roztwo-
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réw badanych hodowli z nanoczastkami i kontroli wzrostu, zmniejszenie wartosci
OD wskazuje na aktywno$¢ NPs hamujgcg wzrost komérek w podtozu. Procent
zahamowania intensywno$ci wzrostu mozna tez zmierzy¢ dla odpowiedniego
antybiotyku i poréwna¢ do wynikow uzyskanych dla nanoczgstek.

2.2.5. Cytometria przeplywowa

Metoda cytometrii przeplywowej jest stosowana do badan nad dziataniem prze-
ciwdrobnoustrojowym wielu réznych substancji, takze nanoczastek metali. Metoda
ta pozwala na szybki pomiar rozproszonego swiatta lub sygnatow fluorescencji emi-
towanych przez odpowiednio wybarwione komorki. W sposob zautomatyzowany
mozna analizowa¢ stan pojedynczych komorek, w krotkim czasie pod kontem roz-
nych parametréw budowy i aktywno$ci metabolicznej [Olszewska i in. 2016]. Mi-
kroorganizmy poddaje si¢ inkubacji z MeNPs, stosujac odpowiednio diugi czas
inkubacji tak, aby mozna byto obserwowac efekty zabicia komorek, nastgpnie odwi-
rowuje, odpowiednio rozciencza i wybarwia barwnikiem/barwnikami fluorescen-
cyjnymi shuzagcymi do oceny zywotnosci komorek. Zawiesing wprowadza si¢ do
cytometru, gdzie znakowane komorki formowane sg w cienki strumien, ktory prze-
suwany jest w strong strefy pomiaru. Przeptywajace komoérki naswietlane sa zogni-
skowang wigzka laserowa, ktora wzbudza barwniki fluorescencyjne zwigzane ze
strukturami komorkowymi i jednocze$nie komorki rozpraszajg Swiatto. Parametry
natezenia i rozproszenia $wiatla, intensywnosci fluorescencji mierzone sg za pomo-
cg odpowiednich detektorow. Powstale sygnaty elektryczne sa podstawa do analizy
danych, ktore najczesciej przedstawia si¢ jako histogramy informujace o czgstosci
wystepowania danej cechy w badanej zawiesinie komorek albo jako wykresy, gdzie
kazdy zaznaczony punkt reprezentuje pojedyncza komorke [Skotny i Pucinska
2013, Olszewska i in. 2016]. Sposrod wielu barwnikéw fluorescencyjnych stosowa-
nych do oceny zywotnosci komorek bakterii stosowany jest zestaw live/dead Bac-
Light kit (Molecular Probes, Carlsbad, CA) zawierajacy dwa sktadniki SYTO®9
i jodek propidyny pozwalajace réznicowa¢ komorki zywe i martwe na podstawie
integralnosci blony cytoplazmatycznej. Barwnik SYTO®9 o malej masie czastecz-
kowej przenika do wnetrza komorki przez integralng blong cytoplazmatyczng i fluo-
ryzuje na zielono. Jodek propidyny jest barwnikiem o duzej masie czasteczkowej
i przenika do komorek z uszkodzong btong cytoplazmatycza [Neumeyer i in. 2011].
Metoda cytometrii przepltywowej zostata uznana za jedna z najlepszych metod po-
miaru aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej nanoczastek ze wzgledu na wysokowy-
dajne, szybkie i wymierne wyniki [Bankier i in. 2018], jednak ze wzgledu na ko-
nieczno$¢ uzycia specjalistycznego urzadzenia w publikacjach stosunkowo rzadko
podawane s3 wyniki uzyskane w ten sposob.

2.2.6. Metoda viability-qPCR

Metoda ilo$ciowej reakcji tancuchowej polimerazy (qPCR) jest juz obecnie
wykorzystywana do oceny skuteczno$ci zwigzkéw przeciwdrobnoustrojowych
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Tabela 6. Przyktady metod oznaczania wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych nanoczastek metali

Metoda oznaczania Badane
wlasciwosci przeciw- | nanoczastki Badane mikroorganizmy Zrédto
drobnoustrojowych metali
E. coli
AgNPs S. aureus Agnihotri i in. 2014
B. subtilis
AgNPs, E. coli L.
CuNPs S aureus Ruparelia i in. 2008
Pseudomonas spp.
ALO3NPs Enterobacter spp.
Metoda rozcienczen Fe2O3NPs, Klebsiella spp. . ..
W pozywce ptynnej CeO2NPs, E. coli Ravikumar i in. 2012
MgONPs P. morganii
S. aureus
AgNPs S. aureus L
CuNPs P. aeruginosa Bankier i in. 2018
E. coli MC1061 (pSLIux)19
AgNPs P. aeruginosa DS10-129 Bondarenko i in. 2018
(pDNcadlux)
Metoda rozcienczen AgNPs E. coli Pal iin. 2007
W agarze ZnONPs E. coli Brayner i in. 2006
CuNPs, E. coli L
AgNPs S aureus Ruparelia i in.2008
CuNPs X. oryzae pv. oryzae Majumdar i in. 2019
Metoda dyfuzyjno- 2 aureus
-krazkowa CdONPs preumontae Abd i in. 2016
A. baumannii
P. aeruginosa
ZnONPs 5 aureus Banoee i in. 2005
E. coli
ALO3NPs E. coli Ravikumar i in. 2012
S. aureus
. CuONPs S. epidermidis Ren i in. 2009
Test wyznaczania .
A E. coli
krzywej zabijania -
w czasie i coli '
. pneumoniae .
AgNPs S. Typhimurium Looiin. 2018
S. Enteritidis
, ZnONPs E. coli Reddy i in. 2007
Cytometria S. aureus
przeptywowa AgNPs S. aureus S
CuNPs P. aeruginosa Bankier i in. 2018
. AgNPs S. aureus L
gPCR viability CuNPs P. aeruginosa Bankier i in. 2018
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ze wzgledu na zmniejszajace si¢ koszty i szybkie uzyskiwanie wynikow, gdyz
nie wymaga hodowli bakterii w celu uzyskania kolonii. Dzigki gPCR mozna
wykry¢ 1 okresli¢ iloSciowo zawarto$¢ materialu genomowego obecnego
w probee. W celu rozréznienia migdzy zywymi i martwymi komoérkami mozna
zastosowac test zywotnosci qPCR-PMA [Bankier 1 in. 2018]. Obejmuje on in-
kubacje probek z barwnikiem wigzacym DNA, takim jak monoazydek propidy-
ny (PMA), ktory wiaze si¢ z wolnym DNA (barwnik przenika do martwych
komoérek z uszkodzonymi btonami), co zakldéca amplifikacje PCR. Podczas
gPCR amplifikowany jest DNA tylko zywych komorek. PMA blokuje amplifi-
kacje wolnego DNA, czyli pochodzacego z martwych komorek. Mikroorgani-
zmy poddaje si¢ dziataniu réznych stezen nanoczastek przez okreslony czas
(24 h). Miarg lizy komorek jest wyznaczenie ACT w dwu wariantach oznaczenia
gPCR i gPCR-PMA. ACT oblicza si¢, odejmujac $rednie wartosci CT (cykl pro-
gowy, ang. treshold cycle) w probach po dzialaniu nanoczastkami od srednich
wartos$ci kontrolnych. Warto$ci ACT ponizej 0 wskazujg na spadek amplifikacji
(mniej DNA, martwe komorki), a wartosci ACT powyzej 0 wskazuja na wzrost
amplifikacji (wigcej DNA, zywe komorki). Oznaczajac wiasciwosci przeciw-
drobnoustrojowe nanoczastek, otrzymuje si¢ zazwyczaj dodatnie warto$ci ACT
przy najnizszych subletalnych stezeniach, zas ujemne wartosci, gdy bakterie
byly narazone na wyzsze stezenia, co wskazuje na wyzszy wskaznik martwych
komoérek w populacji. Metoda ta nie daje jednak tak doktadnych wynikow jak
cytometria przeplywowa czy metody rozcienczen i liczenia kolonii [Bankier i in.
2018]. Uwaza sig, ze nanoczastki mogg zaktoca¢ amplifikacje qPCR, poniewaz
wiaza sie z DNA [Li i in. 2013]. PMA dziata rowniez poprzez wiazanie si¢
z wolnym DNA w probce, w tym w komorkach z uszkodzong btong. Oddziaty-
wanie zarowno nanoczastek, jak i PMA z DNA moze prowadzi¢ do niespojnych
wynikéw. Dane zawarte w tabeli 6 podsumowuja informacje dotyczace najczg-
$ciej stosowanych metod wykorzystywanych w ocenie toksyczno$ci nanoczastek
metali wzgledem bakterii.

2.3. Badanie przeciwgrzybowego dzialania nanoczastek

Skuteczna ocena aktywnosci przeciwgrzybowych MeNPs jest zdecydowanie
trudniejsza niz ocena ich wtasciwosci bakteriobojczych, co wynika z tego ze,
grzyby (z wyjatkiem jednokomoérkowych, wolno zyjacych drozdzy) tworza
grzybni¢ lub pseudogrzybnie. W tym przypadku nie mozna stosowa¢ metody
bezposredniego liczenia komoérek grzybow. Dodatkowo grzyby wytwarzaja za-
rodniki, w hodowli nastepuje wiec duzy przyrost jednostek propagacyjnych,
przy czym biomasa nie ulega znaczgcym wahaniom [Sardella i in. 2018].

Najbardziej powszechna technika stosowanag do ilosciowej oceny przeciw-
grzybowego dziatania nanoczastek jest pomiar $rednicy kolonii grzybéw w ho-
dowli na podtozu statym. Czynnik przeciwgrzybowy o okreslonym stezeniu
koncowym (w tym wypadku nanoczastki metali lub ich pochodne) s3 dodawane
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do uplynnionej pozywki stalej. Po zestaleniu na szalce Petriego podloze szczepi
si¢ centralnie zawiesing zarodnikdéw lub krazkiem grzybni o $rednicy 6 mm. Po
inkubacji mierzy si¢ $rednice kolonii i oblicza procentowe zmniejszenie srednicy
(lub powierzchni kolonii) w stosunku do kontroli. Mozna tez analizowa¢ szyb-
ko$¢ zmian $rednicy/promienia kolonii w czasie. Chociaz ta metoda jest tatwa
do wykonania i daje powtarzalne wyniki, to jednak $rednica kolonii ma stabg
korelacj¢ z biomasa grzybow, poniewaz wynik nie jest powigzany z gruboscia
ani gestoscig kolonii i nie uwzglednia przestrzennego wzrostu grzybni [Sardella
iin. 2018].

Metoda turbidymetryczna znalazta zastosowanie do oceny nierownomiernie
rosnacych grzybow strzgpkowych, ale wymaga dostosowania niektorych para-
metrow doswiadczenia, a mianowicie ilosci inokulum, sktadu podtoza i stgzenia
agaru [Medina i in. 2012]. Doswiadczenie mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu
mikroplytek Bioscreen, nalezy jednak zastosowaé pozywke z matg zawartoscia
agaru, co zapobiegania osadzaniu si¢ grzybni na dnie mikrostudzienek [Medina
i in. 2012]. Metodg te zastosowano w doswiadczeniu majacym na celu ocen¢
skutecznosci przeciwgrzybowej nanoczastek tlenku cynku wobec A. alternata,
R. stolonifer i B. cinerea. Przy stezeniu 15 mM ZnONPs R. stolonifer charakte-
ryzowat si¢ najwigkszg wrazliwoscig [Sardella i in. 2017]. Inng technikg pomoc-
ng w badaniach wrazliwosci grzybow na nanoczastki moze by¢ ocena tempa
kietkowania zarodnikéw z uzyciem mikroskopu. Preparat mikroskopowy zawie-
rajacy podloze agarowe z nanoczastkami metali zaszczepione zarodnikami
umieszcza si¢ pomigdzy szkietkami: podstawowym i nakrywkowym i fotografu-
je w okreslonym czasie. Analiza zdjg¢ pozwala na obliczenie procentowej liczby
wykietkowanych zarodnikow i1 badania kinetyki kietkowania [Roufou i in.
2017]. Te¢ metode wykorzystano do oceny zdolnosci adaptacyjnej P. expansum
do wzrostu w obecnosci ZnONPs. Tego typu badania moga dostarczy¢ informa-
cji o poczatkowej fazie rozwoju grzybow w obecnos$ci nanoczastek metali.



3. Mechanizmy antybakteryjnego dziatania
nanoczastek metali

Metaliczne nanoczastki wplywaja plejotropowo na komorki bakteryjne. Od-
dzialywania tego typu staly si¢ przedmiotem badan wielu zespotéw naukowcow
[Azam i in. 2012a, Balouiri i in. 2016, Bankier i in. 2018, Kumar i in. 2011a,
Radzig i in. 2013, Singh i in. 2019]. Mechanizmy odpowiedzialne za aktywnos¢
biobojcza nanoczastek metali nadal nie sg do konca poznane, ale uwaza sie, ze
w odpowiedzi na MeNPs posrednicza liczne zjawiska i procesy komorkowe.
W badaniach naukowych najczesciej wskazuje sie¢ na nastgpujace mechanizmy:

— nanoczastki gromadzg si¢ i rozpuszczaja w strukturach powierzchniowych
komoérek mikroorganizméw, co prowadzi do zmian w przepuszczalno$ci btony
cytoplazmatycznej i lizy komorek;

— nanoczastki uwalniajg jony metali, ktore sg pobierane (translokacja i inter-
nalizacja) przez komorki, co powoduje zaburzenia metabolizmu;

— nanoczastki i1 jony metali wytwarzajg reaktywne formy tlenu, RFT (ang.
reactive oxygen species, ROS), powodujac uszkodzenie struktur komorkowych.

Wplyw nanomaterialdow na komorki bakterii nalezy rozpatrywaé na pozio-
mie molekularnym, gdyz to pozwoli zrozumie¢ wzajemne interakcje i skutecz-
niej zwalcza¢ szkodliwe bakterie lub ogranicza¢ ich negatywny wptyw na pozy-
teczng mikrobiote. Wiedza ta moze utatwic¢ projektowanie lekow i Srodkow de-
zynfekcyjnych zawierajacych nanoczastki metali, regulujacych populacje drob-
noustrojow oraz moze by¢ przydatna do oceny potencjalnych skutkéw uwalnia
wytworzonych nanomateriatow do srodowiska.

3.1. Oddzialywanie nanoczgstek metali
ze strukturami powierzchniowymi mikroorganizmow

3.1.1. Wielkos$¢ i ksztalt nanoczastek jako czynnik wplywajacy
na toksycznos$¢ w stosunku do mikroorganizmow

Pierwszym warunkiem oddziatywania NPs z drobnoustrojami jest ich bezpo-

sredni kontakt z komoérkami. Nanoczastki metali mogg by¢ przyciaggane elektro-
statycznie przez czasteczki wchodzace w sktad struktur powierzchniowych mi-
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kroorganizmow, mogg wigzaé si¢ z nimi za pomocg stabych wigzan chemicz-
nych, gtownie wigzan hydrofobowych, sit van der Waalsa lub oddziatywan typu
receptor — ligand [Nair i in. 2009].

Rozmiar nanoczastek wptywa na ich wilasciwosci fizyczne i chemiczne,
a zwlaszcza na stosunek ich powierzchni do objgtosci. Ten parametr zwigksza
swojg wartos¢, gdy zmniejsza si¢ wielko$¢ NPs, co przektada si¢ na nasilenie
interakcji z ré6znymi sktadnikami komorek bakterii i odgrywa kluczowa role
w aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej [Azam i in. 2012a]. Whasciwosci prze-
ciwdrobnoustrojowe i1 cytotoksyczne nanoczgstek, jak udowodniono w wielu
eksperymentach, zaleza od wielkosci ich czastek [Jeong i in. 2014, Raghupathi
i in. 2011] (tabela 7). Mirzajani i in. [2011] stwierdzili, ze wraz ze zmniejsze-
niem rozmiaru nanoczgstek zwigksza si¢ ich aktywno$¢ bakteriobojcza wzgle-
dem S. aureus. Agnihotri i in. [2014] zsyntetyzowali AgNPs o zréznicowanych
rozmiarach 5, 7, 10, 15, 20, 30, 50, 63, 85 i 100 nm, i potwierdzili, ze ich dziata-
nie przeciwbakteryjne przy tej samej dawce zalezato od wielkosci ich czastek.
Najsilniejsze dziatanie bakteriobojcze mialy nanoczastki o rozmiarach 5, 7
i 10 nm [Agnihotri 1 in. 2014]. W innym do$wiadczeniu zbadano wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe i cytotoksyczne preparatow AgNPs o roéznej wielkosci
czastek [Jeong i in. 2014]. AgNPs o srednicy 10 nm wykazywaly silniejsze dzia-
lanie cytotoksyczne i przeciwdrobnoustrojowe w pordéwnaniu z czastkami
o wielkosci 100 nm zastosowanymi w tym samym stezeniu. Z kolei Bera i in.
[2014] stwierdzili zalezng od wielkosci i ksztaltu aktywno$¢ przeciwbakteryjng
AgNPs o wielkosci czastek od 1 do 5 nm w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich (S. epidermidis 1 B. megaterium) oraz Gram-ujemnych (P. aerugino-
sa). Podkreslali, ze rozmiar czastek decydowat o aktywnosci przeciwbakteryjnej.
Wedlug tych autoréw, mniejsze czastki tatwo przenikaty przez $cian¢ komorko-
wa 1 miaty zwigkszong aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Zbadano tez aktyw-
no$¢ nanoczastek ZnONPs o roéznej wielkosci: 12 nm, 45 nm i 2 pm wzgledem
E. coli. Takze w tym przypadku najwigksza skuteczno$¢ bakteriobdjcza wyka-
zywaly czastki o najmniejszej $rednicy [Padmavathy i Vijayaraghavan 2008].
Podobnie Hosseinkhani i in. [2011] stwierdzili, ze oprocz stezenia, takze wiel-
kos¢ czastek ZnONPs decyduje o zmniejszeniu liczby zywych bakterii S. dysen-
teriae. Potwierdzono tez zalezng od wielkosci aktywnos¢ przeciwbakteryjna
CuONPs wzgledem S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa i E. coli. Spo$réd nano-
czastek o r6znych rozmiarach, najmniejsze o wymiarach 20 nm miaty najsilnie;j-
sze dzialanie hamujace wzrost wymienionych bakterii [Azam i in. 2012b]. Na-
noczastki miedzi o kulistym ksztatcie i wielko$ci od 5 do 15 nm zsyntetyzowane
przy uzyciu wodnego ekstraktu z liSci Datura innoxia skutecznie hamowaty
wzrost Xanthomonas oryzae pv. oryzae, mikroorganizmu wywotujacego bakte-
ryjng zaraze lisci ryzu [Kala i in. 2016]. ZnONPs o $rednicy 8 nm moga hamo-
wacé wzrost S. aureus, E. coli i B. subtilis. Czastki ZnONPs o rozmiarze wick-
szym niz 100 nm dziataly jedynie jako czynnik bakteriostatyczny, za$§ te
o rozmiarach 12 nm skutecznie zabijaty S. aureus RN 6390 [Raghupathi i in.
2011]. W innym do§wiadczeniu zsyntetyzowano trzy rdzne rodzaje nanoczastek:
ZnONPs o rozmiarze 18 nm, CuONPs — 22 nm, a Fe;O3NPs — 28 nm [Azam i in.
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2012b]. Ich bakteriobojczy potencjatl oceniono w stosunku do bakterii Gram-
dodatnich (B. subtilis i S. aureus) i Gram-ujemnych (P. aeruginosa i E. coli).
Sposrod badanych nanoczastek, te o najmniejszym rozmiarze (ZnONPs, 18 nm)
mialy najwyzszg aktywno$¢ bakteriobdjcza, natomiast nanoczastki o najwigkszej
srednicy (Fe2O3NPs, 28 nm) wykazywaty najstabszg aktywnos$¢ bakteriobodjcza.
Niektore badania sugeruja, ze wielkoS¢ nanoczastek jest jednym z gtdéwnych
czynnikoéw wptywajacych na ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe, chociaz
moze to rowniez zaleze¢ od sposobu ich syntezy, zastosowanych prekursorow
i warunkoéw doswiadczenia [Azam i in. 2012b].

Tabela 7. Ksztalt i wielko$¢ nanoczastek srebra a ich wlasciwosci przeciwbakteryjne wzgledem
roznych szczepow E. coli

Ksztalt nano- Wielkos¢ Czas Parametry aktywnosci .,
Szczep nanoczastek .. ST Zrodto
czastek srebra ekspozycji biobdjczej
[nm]
9 24h ICs0= 6,4 pg Ag"/mL N
E. coli sferyczne 19 24 h ICso= 15,7 ng Ag*/mL ;\E)als‘l: -
43 24h ICs0=40,9 pg Ag"/mL
E. coli K12 | sferyczne 39 8h MIC = 50 pg/ml Paliin.
ATCC )
25404 trojkatne 40 8h MIC =2,5 pg/mL 007
sferyczne 38,5 24h 0,7 mg/ml OD = 3.5
E. coli dyski 50,6 24h 0,7 mg/ml OD = 4 Cheon
' Y d [ 18 i in. 2019
trojkatne 51,1 24h 0,7 mg/ml OD =3
1 mg/ml OD =2
sferyczne 195 24 h CFU = 100 x 105 Alsharcef
£ col I mgml OD =005 |iin.2017
; mg/m =0, .
skrocony oktaed | 194 24h CFU = brak wzrostu

Na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek, oprocz wielkosci,
wplywa takze ich ksztatt. W tabeli 7 zebrano dane dotyczace tej zaleznosSci. Pal
i in. [2007] opisali aktywno$¢ przeciwbakteryjng nanoczastek srebra o trzech
formach: kulistej, precikowej i $cigtych trojkatow. Najwyzsza aktywno$¢ prze-
ciwdrobnoustrojowg wykazywaly nanoczastki o ksztalcie $cigtych trojkatow,
gdyz byly one najbardziej reaktywne ze wzgledu na wigkszg powierzchnig,
o duzej gestosci atomowej. Z kolei Raza i in. [2016] wskazali na kuliste nano-
czastki AgNPs jako bardziej aktywne biologicznie. Kuliste (sferyczne) nano-
czastki srebra o $rednicy od 15 do 90 nm wykazywaly wigkszg aktywno$¢ prze-
ciwbakteryjna w stosunku do bakterii Gram-ujemnych niz trojkatne nanoczastki
o podobnych rozmiarach.

Morfologia nanoczastek ZnONPs odgrywa réwniez wazng rolg w ich aktyw-
nos$ci przeciwbakteryjnej (tabela 8). Stankovic i in. [2013] badali wplyw wielko-
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sci nanoczastek ZnO syntetyzowanych hydrotermalnie przy uzyciu roéznych
stabilizatoréw powierzchni. Czgstki ZnONPs o $rednicy okoto 30 nm miaty
najwyzsza aktywnos$¢ przeciwbakteryjna. Autorzy zglebili takze wplyw geome-
trii powierzchni nanoczastek na ich wlasciwosci antybakteryjne. Nanoczgstki
rzadko maja regularng morfologi¢ np.: sferyczna, czeSciej wystepujg w formie
ptatkow, igiel, krysztatow. Jedna z metod wyznaczania powierzchni czastek jest
BET — metoda adsorpcyjna polegajaca na wyznaczeniu izotermy adsorpcji azotu
i wyliczeniu pojemnosci monowarstwy za pomocg odpowiedniego réwnania
izotermy adsorpcji. Tak wyliczong powierzchni¢ definiuje si¢ jako SSA (ang.
specific surface area). Zaobserwowano, ze ten parametr moze mie¢ znaczenie
przy okreslaniu wilasciwosci przeciwdrobnoustrojowych nanoczastek. W przy-
padku E. coli stwierdzono, ze proszki ZnONPs o 21,7 SSA i1 25,7 SSA wykazy-
waty najwyzszg aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa, podczas gdy te o nizszej
wartosci tego parametru (9,8 SSA i produkt komercyjny — 4,5 SSA) miaty
mniejszg zdolno$¢ do zabijania tych bakterii. W przypadku S. aureus wpltyw
ksztattu nanoczgstek nie byt tak wyrazny, ale komercyjne ZnONPs o najnizszej
warto$ci SSA wykazywaly najnizsza zdolno$¢ biobojczg [Stankovic i in. 2013].

Tabela 8. Wptyw rozmiaru nanoczastek metali na ich wtasciwosci grzybobdjcze 1 bakteriobdjcze

Rodzaj Rozmiar Mlkroorgamzm,, oznaczany p.arametr Frédlo
nanoczastek aktywnosci biobdjczej
;S'ic;cecharomy Ces CereVs | Candida albicans
CoFe20:NPs [ 15 nm 24 mm ZI 13 mm ZI izﬁi“%alvgcms
5 nm 24 mm Z1 14 mm ZI ’
<2 nm 24 mm Z1 16 mm ZI
Xanthomonas oryzae pv. oryzae
18 nm 1,7MIC; 5 MBCso latumdar i i
CuNPs 24 nm 1,6 MIC; 4,5 MBCso Sog
28 nm 1,5 MIC; 3,5 MBCso
33 nm 2,4 MIC; 6,5 MBCso
E. coli S. aureus
10 nm 30 MIC 80 MIC Tenihotri i i
AgNPs 20 nm 40 MIC 90 MIC 2%“1‘ 40 .
50 nm 80 MIC 130 MIC
100 nm 110 MIC 200 MIC
E. coli S. aureus
75+20nm | 100% zabicia przy stezeniu >0,8 pg-ml! Wang i in. 2012
70+ 15nm | 100% zabicia przy stezeniu 12 mM-L"! Liu i in. 2008
ZnONPs 30 nm 88% zabicia przy stezeniu 1% Arefiiin. 2012
E. coli
2 nm 31 mm Z1 Padmavathy
i Vijayaraghavan
45 nm 27 mm Z1 2008
2 um 22 mm Z1

Z1 — wielko$¢ strefy zahamowania wzrostu [mm], MIC [mikrogram/ml], MBC [mikrogram/ml]
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Badania nad toksycznym dzialaniem nanoczastek metali w stosunku do
grzybow koncentrujg si¢ gtdéwnie na modelowych organizmach takich jak droz-
dze S. cerevisiae, dermatofitach ludzi i zwierzat, a takze na grzybach patogen-
nych dla roslin. Podobnie jak w przypadku bakterii ich koncowy efekt oddzia-
lywania zalezy od wielu czynnikéw takich jak: gatunek grzyba, zastosowane
stezenie nanoczastek, wielko$¢ nanoczastek czy warunki wzrostu grzyba (tabela
8). Wiele danych wskazuje, ze mechanizmy toksyczno$ci nanoczastek opisywa-
ne u bakterii wystepuja tez u grzybdéw. Oddziatywanie ze $ciang i blong cytopla-
zmatyczng, zaburzenia metabolizmu, zmiany ekspresji genow, stres oksydacyjny
to czesto opisywane objawy toksycznego dziatania nanoczastek na grzyby. We-
dtug Garcia-Saucedo i in. [2011] nanomaterialy, takie jak: CeO,NPs, Al,O3NPs
i HFO,NPs i1 SiO,NPs wykazuja niska toksyczno$¢ lub jej zupelny brak w sto-
sunku do drozdzy S. cerevisiae. Toksyczno$¢ oceniano za pomocg pomiaréw
zuzycia tlenu w hodowlach okresowych oraz analiz integralno$ci btony cytopla-
zmatycznej. Nanoczastki CeO.NPs, AL OsNPs i HfO,NPs byty niestabilne
w pozywce stosowanej do hodowli drozdzy i tworzyly osadzajace si¢ aglomera-
ty o rozmiarach mikrometrycznych. W tych warunkach nie hamowaty one po-
bierania tlenu przez drozdze (nawet w st¢zeniu tak wysokim jak 1000 mg/1).
Zastosowano wigc nietoksyczny dyspergator poliakrylanowy (Dispex A40), aby
poprawi¢ ich stabilnos¢. Dodatek dyspergatora zwigkszyt toksycznos$¢ tylko
nanoczastek tlenku ceru. Zdyspergowane nanoczastki tlenku glinu i tlenku
krzemu (w stezeniu 1000 mg/l) powodowaty uszkodzenie btony cytoplazma-
tycznej. Tego efektu nie odnotowano jednak dla nanoczastek ceru [Garcia-
Saucedo 1 in. 2011]. W podobnym dos$wiadczeniu, badajac toksyczno$¢ nano-
czgstek: TiONPs, ZrO:NPs, FeNPs, Fe20sNPs i Mn2Os:NPs wobec drozdzy
S. cerevisiae, stwierdzono, ze jedynie nanoczastki Mn.OsNP znaczaco hamowa-
ly zuzycie tlenu przez komorki drozdzy i powodowaty uszkodzenie btony cyto-
plazmatycznej. Pozostale nanoczastki nie byty toksyczne nawet w stezeniu
1000 mg/1 lub tak jak FeNPs nieznacznie wptywaty na badane parametry [Otero-
Gonzalez i in. 2013].

Wyniki innych badan wskazuja, Ze nanoczastki metali skutecznie ogranicza-
ja wzrost lub zabijajg komorki grzybow, aczkolwiek efekt ten jest czesto uzalez-
niony od warunkow do§wiadczenia (tabela 9). Kim 1 in. [2012] badali dziatanie
przeciwgrzybowe AgNPs przeciwko réoznym grzybom wywolujacym choroby
roslin, ktore hodowano na agarze ziemniaczano-dekstrozowym (PDA), agarze
z ekstraktem stodowym i agarze z maki kukurydzianej. Najwigksze hamowanie
wzrostu grzybow patogennych dla ro$lin zaobserwowano na pozywce PDA.
Roztwor AgNPs o stezeniu 100 ppm hamowal w 100% wzrost Botritis cinerea,
Cladosporium cucumerinum, Corynespora cassiicola, Cylindrocarpon destruc-
tans, Fusarium oxysporum, Glomerella cingulata, Monosporascus cannonbal-
lus, Pythium aphanidermatum 1 Pythium spinosum oraz w okoto 90% wzrost
Alternaria alternata, Alternaria brassicicola, Alternaria solani, Didymella bry-
oniae, Fusarium solani, F. oxysporum 1 Stemphylium Ilycopersici. Ghasemiana
i in. [2012] badali przeciwgrzybowe dziatanie CuNPs o $redniej wielkosci cza-
stek 8 nm metoda rozcienczen w agarze. W tym przypadku efekt grzybobdjczy
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byl uzaleniony od gatunku mikroorganizmu (tabela 9). Nanoczgstki miedzi
(CuNPs) zsyntetyzowane przy uzyciu bromku cetylotrimetyloamoniowego wy-
kazywaty dziatanie przeciwgrzybowe w stosunku do grzybow chorobotwor-
czych dla roslin uprawnych. Silne hamujace dziatanie tych nanoczgstek stwier-
dzono dla Fusarium equiseti (strefa zahamowania wzrostu wynosila 25 mm),
F. oxysporum (20 mm) i Fusarium culmorum (19 mm) [Bramhanwade i in.
2016]. Nanoczastki tlenku magnezu (MgONPs), zsyntetyzowane metoda biolo-
giczng z wykorzystaniem ekstraktu z brunatnic morskich Sargassum wighitii
okazaty si¢ skuteczne w zwalczaniu grzybowych patogendéw cztowieka. W po-
rownaniu z lekiem przeciwgrzybiczym flukonazolem (ktory stanowit kontrole
pozytywna w tym do§wiadczeniu) nanoczastki silnie hamowaty wzrost Aspergil-
lus fumigatus, Aspergillus niger 1 F. solani, przy czym, wsrod nich 4. fumigatus
byt najmniej podatny na ich dziatanie [Pugazhendhi 2019]. Nanoczastki tlenku
zelaza (Fe;O3NPs) rowniez wykazywaty zdolno§¢ do hamowania wzrostu grzy-
bow strzgpkowych: A. niger i Mucor piriformis, przy czym silniejsze dziatanie
przeciwgrzybowe odnotowano dla M. piriformis [Devi i1 in. 2019]. Rajiv i in.
testowali wptyw ZnONPs na kilka gatunkow grzybow strzepkowych: 4. flavus,
A. niger, A. fumigatus, F. culmorum i F. oxysporum. Najbardziej wrazliwymi na
te nanoczastki okazly si¢ A. niger i A. flavus [Rajiv i in. 2013].

Ksztalt i rozmiar nanoczastek, podobnie jak w przypadku bakterii, wptywa
na sit¢ oddziatywan biobodjczych i biostatycznych wobec grzybow. Biosyntety-
zowane, sferyczne AgNPs o $rednicy od 5 do 30 nm wykazywaty znaczng ak-
tywno$¢ przeciwgrzybowa wobec bialej plesni (Sclerotinia sclerotiorum) 1 szarej
plesni (B. cinerea), przy czym w tescie in vitro najbardziej efektywnym stgze-
niem byto — 150 ppm AgNPs [Elgorban i in. 2016]. Sferyczne nanoczastki
AgNPs o sredniej wielkosci czastek 30-90 nm zastosowane w st¢zeniu 2 mM
hamowaty wzrost Colletotrichum coccodes (w 87%), Monilinia sp. (w 86%)
i Pyricularia sp. (w 84%) [Lee i in. 2013]. Biosyntetyzowane przy uzyciu wod-
nego wyciagu z Artemisia absinthium AgNPs, zastosowane w stezeniu 10 pg/ml
hamowaly wzrost grzybni Phytophthora parasitica, P. infestans, P. pabnivora,
P. cinnamomi, P. tropicalis, P. capsici i P. katsurae w warunkach in vitro. Bar-
dzo skutecznie ograniczaly tez wzrost P. parasitica i P. capsici. W zakresie ste-
zen 2,1-8,3 pg/ml catkowicie hamowatly (w 100%) wzrost grzybni, kietkowanie
zoospor, wydtluzanie strzepek kietkowych i wytwarzanie zarodnikéw [Ali
iin. 2015].

Nanoczgstki Cu-CSNPs o wielkosci od 180,0 do 487,9 nm i potencjale zeta
+88 mV zastosowane w st¢zeniu 0,1% spowodowaly wyrazne zahamowanie
wzrostu fitopatogennych grzybow A. alternata (w 89,5%), Macrophomina pha-
seolina (w 63,0%) 1 R. solani (w 60,1%) w testach in vitro, a takze powodowatly
hamowanie kietkowania zarodnikow A. alternata (w 87,4%). Skutecznos¢ prze-
ciwgrzybowa nanoczastek Cu-CSNPs zwigzana jest z gestoscia tadunku po-
wierzchniowego. Wysoka warto$¢ potencjatu zeta +88 mV zapewnia im wigksze
powinowactwo do ujemnie natadowanej blony grzybow [Saharan i in. 2013].

Podobne efekty powodowaly nanoczastki srebra zastosowane w stezeniu do
2,5 ppm w stosunku do grzybni F. culmorum. W tym przypadku obserwowano
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hamownie wzrostu grzybni tego grzyba. Test sporulacyjny wykazal jednak, ze
w porownaniu z probkami kontrolnymi liczba zarodnikéw tworzonych przez
grzybni¢ w hodowli wzrosta po kontakcie z nanoczastkami srebra, zwlaszcza na
ubogiej w sktadniki odzywcze pozywce PDA. Z kolei 24-godzinna inkubacja
zarodnikow tego grzyba z roztworem AgNPs o stezeniu 2,5 ppm hamowata
kietkowanie zarodnikéw i dtugos¢ strzgpek kietkowych w poréwnaniu z kontro-
la [Kasprowicz i in. 2010]. AgNPs wywieraly szkodliwy wptyw nie tylko na
strzepki grzybow, ale takze na kietkowanie konidiow grzyba ambrozji Raffaelea
sp. odpowiedzialnego za chorobe dgbow w Korei [Kim 1 in. 2009] . Zastosowa-
nie AgNPs w stezeniu 100 ppm skutecznie hamowato wzrost strzepek i kietko-
wanie konidiow grzybow z gatunkow Colletotrichum w testach in vitro [Lamsal
iin. 2011].

Tabela 9. Toksycznos¢ nanoczastek metali dla wybranych grzybow

Nanoczastki Grzyby MIC Zrédto
A. flavus KA 30 45 ppm
A. niger DMS 12634 45 ppm
A. niger ATCC 16404 22,5 ppm Pietrzak i in. 2015
A. westerdijkiae NRRL 3174 45 ppm
AgNPs P. chrysogenum LOCK 053 45 ppm —
C. albicans 2 pg/ml, Kim i in. 2008b
C. albicans .
o 78-150 pg/mL Dallas i in. 2010
C. parasilosis
C. albicans 125-250 pg/mL Egger i in. 2009
C. albicans 6 ug/mL Gutierrez i in. 2010
P. chrysogenum 40 mg/1
A. alternata 60 mg/1 . o
CuNPs Ghasemiana i in. 2012
F. solani 60 mg/l
A. flavus < 80 mg/l
CuONPs C. albicans 400 pg/ml Karimiyan i in. 2015
C. albicans 200 pg/ml Karimiyan i in. 2015
A. alternata 64 pg/ml
A. niger 16 pg/ml
B. cinerea 128 pg/ml Jamdagni i in. 2018
ZnONPs
F. oxysporum 64 pg/ml
P. expansum 128 pg/ml
A. ni; 25 pg/ml
nser nem Singh i Nanda 2013
C. albicans 12,5 pg/ml
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3.1.2. Komorki bakterii — interakcje nanoczgstek
zalezne od budowy $ciany komérkowej

Sciany komérek bakteryjnych, zwane w przypadku bardziej ztozonych struk-
tur powierzchniowych bakterii Gram-ujemnych oraz niektorych archeonow
ostonami (ang. envelope) oraz inne struktury powierzchniowe (warstwa S ar-
cheondw 1 bakterii, otoczki) sg krytycznym miejscem kontaktu z nanoczastkami
oraz regulujg ich dostep do wnetrza komorki. Zdolno$¢ nanoczastek do przenik-
nigcia przez te struktury determinuje ich efekty komorkowe. Wynikaja one
z bezposredniego oddziatywania nanoczastek lub dziatania produktow powstajg-
cych wtérnie w komorce, takich jak np. reaktywne formy tlenu (RFT) czy jony
metali. Wlasciwosci fizykochemiczne NPs (rozmiar, ksztalt, tadunek po-
wierzchniowy, hydrofobowo$¢ 1 grupy funkcyjne) okreslaja ich reaktywnos¢
w stosunku do sktadnikow otoczki, Sciany komorkowe;j i btony cytoplazmatycz-
nej bakterii oraz wptywaja na ich toksycznos¢ [Joo i Aggarwal 2018]. Wizuali-
zacja za pomocg elektronowego mikroskopu transmisyjnego (TEM) daje mozli-
wo$¢ oceny interakcji zachodzacych miedzy mikroorganizmami a nanoczastka-
mi. Dzigki tej metodzie pokazano roznice w reakcji komorek mikroorganizmow
na nanoczastki o dodatnim i ujemnym potencjale zeta [Chwalibog i in. 2010].
Nanodiamenty, ktore sg dielektrykami i wykazuja dodatni potencjal zeta, réw-
nomiernie otaczaly komorki mikroorganizmow, nie indukujac zmian w architek-
turze ich struktur zewngtrznych. Natomiast oddzialywanie nanoczastek metali
(AgNPs, AuNPS i PtNPs) o ujemnym potencjale zeta prowadzito do lizy komo-
rek, w wyniku uszkodzen $ciany komodrkowej i btony cytoplazmatycznej. Roze-
rwana, pofragmentowana $ciana komérkowa lub jej deformacje takie jak: perfo-
racje, pogrubienie, nieregularny ksztalt, a nastgpnie uwalnianie do $rodowiska
materii wewngtrzkomoérkowej to najczesciej obserwowane skutki dziatania na-
noczastek metali na komorki bakterii [Nair 1 in. 2009].

Zniszczenie Sciany komorkowej bakterii nastgpuje zwykle w wyniku fizycz-
nej interakcji migdzy NPs a ta strukturg. Wiele badan potwierdza, ze bakterie
Gram-ujemne i Gram-dodatnie ro6znig si¢ wrazliwoscia na nanoczastki metali
(tabela 8). Bakterie Gram-ujemne sg z reguly bardziej wrazliwe na dziatanie NPs
niz Gram-dodatnie. Przyczyn tego zajwiska nalezy dopatrywaé si¢ w roznicy
w budowie $cian komoérkowych tych dwoch typow mikroorganizmow.

Zewnetrzng warstwe komorki bakterii Gram-ujemnych tworzy blona cyto-
plazmatyczna i $ciana komoérkowa skladajaca si¢ z warstwy peptydoglikanu
i blony zewnetrznej (ang. outer membrang, OM). Btona zewngtrzna jest potprze-
puszczalna, ma pory i nie jest tak szczelna jak btona cytoplazmatyczna [Koebnik
i in. 2000]. Btona zewnetrzna jest asymetryczna. Struktura ta sktada si¢ z fosfo-
lipidow, ktorych gtownym komponentem jest lipopolisacharyd (LPS). Czastecz-
ka LPS skfada si¢ z trzech odrebnych domen: lipidu A (od czterech do siedmiu
acylowych tancuchow przytaczonych do dwoch fosforylowanych glukozamin),
zakotwicza on czgsteczki LPS w dwuwarstwie blony zewnetrznej; oligosachary-
du ztozonego z heksoz, heptoz i kwasow 3-deoksy-D-mannooktulozonowe oraz
O-polisacharydu, zawierajacego powtarzajacy sie tancuch oligosacharydowy
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o zmiennej dtugosci. Forma gladka LPS (LPS-S) zawiera trzy wymienione do-
meny, natomiast modyfikacja tej struktury polegajaca na utracie lancucha
O-polisacharydowego daje forme szorstkg (LPS-R). Przy wartosciach pH typo-
wych dla $rodowiska wzrostu bakterii, wszystkie domeny maja wypadkowy
ujemny tadunek zwigzany z obecno$cig grup fosforanowych (pKa < 3), kwasu
glukuronowego (pKa < 3), kwasu galakturonowego (pKa < 4) i kwasu
N-acetyloneuraminowego (pKa 2,6) [Kirschner i in. 2012]. LPS pokrywa okoto
75% zewngetrznej powierzchni niektérych bakterii i stuzy jako wazna bariera
hydrofilowa, chronigc bakterie Gram-ujemne przed $rodkami biobodjczymi.
W badaniach asocjacji nanoczgstek metali ze $ciang komorkowa bakterii Gram-
-ujemnych wykorzystuje si¢ bakterie o nienaruszonej Scianie komorkowej lub
komorki pozbawione lipopolisacharydow, a takze modelowe dwuwarstwy lipi-
dowe zawierajace lipopolisacharydy. Dzigki tego typu do$§wiadczeniom wyka-
zano, ze struktura lipopolisacharydow jest kluczowa dla oddzialywania elektro-
statycznego z nanoczgstkami. Natomiast tadunek powierzchniowy nanoczastek
jest gldéwnym czynnikiem decydujacym o ich biobdjczym dziataniu. Okres$la on
ich powierzchnowy potencjal elektrokinetyczny (potencjat zeta). Wartos¢ poten-
cjatu zeta silnie zalezy od pH $rodowiska i ma istotne znaczenie w procesie
agregacji czastek [Pomastowski i in. 2012].

Elektrostatyczne oddziatywanie nanoczastek z blong zewnetrzng komorki za-
chodzi glownie za posrednictwem lipopolisacharydow. Ujemny tadunek LPS sprzy-
ja tworzeniu si¢ bariery elektrostatycznej miedzy bakterig a ujemnie natadowanymi
nanoczastkami metali. Dodatnio naladowane nanoczastki metali z wigkszym praw-
dopodobienstwem oddzialujg z bakteriami Gram-ujemnymi niz nanoczastki nata-
dowane ujemnie. Potwierdzily to do$wiadczenia przeprowadzone na Shewanella
oneidensis z uzyciem nanoczastek ztota, ktore potaczono z kwasem 3-merkaptopro-
pionowym (MPA) lub 3-merkaptopropyloaming (MPNH,), nadajac im powierzch-
niowy tadunek ujemny lub dodatni [Jacobson i in. 2015]. Z komorek tych bakterii
usuni¢to okoto ~50% LPS, co zmniejszylo wigzanie MPNH>-AuNPs o ~70%.
Nanoczgstki kationowe wigza si¢ preferencyjnie z LPS, usunigcie tego sktadnika
$ciany komorkowej zmniejsza ilo$¢ nanoczastek wigzacych si¢ z blong zewngetrzna.
Z kolei anionowe MPA-AuNPs niezaleznic od zawartoSci LPS nie wigzaly si¢
w znaczacym stopniu z komorkg. Bakterie Shewanella oneidensis rosng w tempera-
turze 30°C, wytwarzajac tylko ,,szorstki” LPS, za$§ w nizszej temperaturze syntety-
zujg ,.gladki” LPS. Wtasciwos¢ t¢ wykorzystano w do$wiadczeniu nad wigzaniem
si¢ nanoczastek do bakterii wytwarzajacych rozne formy LPS. Stwierdzono wyzsza
asocjacje¢ 1 silnie elektrostatyczne oddzialywanie nanoczastek z komoérkami o glad-
kim LPS. Dzieki obecnosci O-polisacharydu gtadki LPS, eksponuje wicksza liczbe
anionowych grup funkcyjnych i przez to jego elektrostatyczne interakcje z kationo-
wymi AuNPs sg wydajniejsze [Jacobson i in. 2015]. Wyniki tego do$wiadczenia
dostarczajg bezposrednich dowodow na elektrostatyczny mechanizm asocjacji ka-
tionowych nanoczgstek z ujemnie naladowanym polisacharydem z LPS w blonie
zewngtrznej bakterii Gram-ujemnych.

Badania ATR-FTIR potwierdzity interakcj¢ lipopolisacharydu (LPS)
i L-a-fosfatydylo-etanoloaminy (PE) z nanoczgstkami Al,O3;NPs. Analizy wid-
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mowe w podczerwieni (IR) ujawnity, ze LPS moze wigzac si¢ z nanoczastkami
tlenku glinu poprzez wigzanie wodoru i wymiang ligandéw, a tym samym dra-
stycznie zaburza prawidlowe funkcjonowanie §ciany komorkowej. Nanoczastki
Al,O3 powodujg u E. coli tworzenie si¢ jamek o nieregularnym ksztalcie i perfo-
racj¢ $cian komorek bakteryjnych [Ansari i in. 2014].

Biatka porynowe obecne w btonie zewngtrznej Gram-ujemnych bakterii bio-
rg aktywny udzial w odpowiedzi na substancje chemiczne, w tym réwniez nano-
czgstki. Komorki pozbawione pewnych biatek porynowych charakteryzujg si¢
wigksza przezywalnoscia w obecnosci AgNPs w poréwnaniu z komorkami
szczepow dzikich. Potwierdzaja to doswiadczenia nad wptywem mutacji genéw
kodujacych poryny u E. coli na wrazliwo$¢ bakterii na nanoczastki srebra
[Radzig i in. 2013]. Zmutowane szczepy E. coli z niedoborem poryn OmpF lub
OmpC byly okolo 6-krotnie bardziej odporne na nanoczastki srebra w porowna-
niu ze szczepem typu dzikiego, co sugeruje, ze poryny odgrywaja kluczowsa role
w transporcie tych nanoczastek do komorki. Poniewaz wielko$¢ porow utworzo-
nych przez biatka poryn wynosi okoto 1 nm, jony srebra mogly przechodzi¢
przez nie, natomiast byly one niedost¢pne dla nanoczastek srebra o Srednicy
~8 nm. Toksyczne efekty dziatania tych nanoczastek byly wiec spowodowane
glownie przez jony srebra przenikajace przez Sciany komoérkowe do wnetrza
komorki [Radzig i in. 2013]. Nanoczastki moga tez wptywac na syntez¢ sktadni-
kéw biatkowych w $cianie komorkowej bakterii. Za pomoca elektroforezy dwu-
kierunkowej zbadano zmiany profilu proteomicznego komoérek P. aeruginosa
zachodzace pod wplywem inkubacji z nanoczastkami srebra immobilizowanymi
na nosniku grafenowym. Stwierdzono, ze powodujg one mig¢dzy innymi ekspre-
sje genow biatek btony zewnetrznej [He i in. 2014a]. Zaréwno biatka obecne
w $rodowisku, jak i bedace sktadnikami $ciany komoérkowej Iub innych struktur
zewnetrznych bakterii moga mie¢ takze udzial w modulowaniu toksycznos$ci
nanoczastek, tworzac na ich powierzchni warstwe ,,protein corona” [Duran i in.
2015]. Czasteczki biatek ulegaja adsorpcji na powierzchni nanoczastek metali
i w zalezno$ci od ich powinowactwa do nanoczastek tworza warstwe silnie lub
stabo zwigzang. Przy duzym powinowactwie do nanoczastek formuje si¢ tzw.
,hard corona”, gdy za$ powinowactwo jest male proces przylaczania i odtgcza-
nia biatek jest dynamiczny, a wokoét nanoczastek formuje si¢ warstwa luzno
zwigzanych biatek tworzacych tzw. ,,soft corona”. Dla nanoczastek srebra wyka-
zano, ze sktad ,,protein corona” decyduje o ich potencjale przeciwbakteryjnym
[Gnanadhas i in. 2013]. Zaobserwowano, ze AgNPs nie wykazywaty dziatania
przeciwbakteryjnego w obecno$ci biatek surowicy, poniewaz absorbowaly na
swojej powierzchni albuming surowicy bydlecej. Jednak nanoczastki srebra
optaszczone cytrynianem lub poliwinylopirolidonem (PVP) wykazywaty wlasci-
wosci przeciwbakteryjne ze wzgledu na zminimalizowane interakcje z biatkami
surowicy. Obserwacja ta ma duze znaczenie praktyczne, gdyz metoda syntezy
i stabilizacji AgNPs powinna by¢ uwzgledniana przy projektowaniu $Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych do celow terapeutycznych [Gnanadhas i in. 2013].

Pomimo réznic w budowie $ciany komoérkowej Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych bakterii wypadkowy ladunek grup funkcyjnych czasteczek tworza-
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cych zewnetrzne struktury obu typéw komorek jest ujemny. Bakterie Gram-
ujemne zawdzigczajg go gtownie lipopolisacharydowi, za§ Gram-dodatnie gru-
bej warstwie peptydoglikanu. Peptydoglikany zbudowane sa z dtugich tancu-
chow polisacharydowych, sktadajacych si¢ z powtarzajacych sie jednostek
N-acetylo-d-glukozaminy (GIcNAc) oraz kwasu N-acetylo-d-muraminowego
(MurNAc), potaczonych wigzaniem f(1—4) O-glikozydowym. U niektorych
bakterii w peptydoglikanie zamiast reszty MurNAc wystepuje kwas 1-talozoami-
nouronowy. Do grupy karboksylowej kwasu N-acetylo-d-muraminowego przy-
taczony jest fragment peptydowy sktadajacy si¢ z reszt L- i D-aminokwasow,
a w kwasie L-talozaminouronowym ten sktadnik zawiera wytacznie L-amino-
kwasy [Rai i in. 2003]. Ladunek ujemny peptydoglikanom nadajg licznie wyste-
pujace reszty karboksylowe, fosforanowe i aminowe. Wykazano, ze nanoczgstki
srebra oddzialujace z peptydoglikanem $ciany komorkowej S. aureus przylacza-
ja si¢ do niej i zmieniajg pierwszo- i drugorzedowa struktur¢ peptydoglikanu,
a kwas muraminowy uwalniany jest do srodowiska, co $wiadczy o uszkodzeniu
$ciany komorkowej tych bakterii [Mirzajani i in. 2011]. Tak wiec nanoczastki
powoduja powstawanie porow utatwiajace im wnikanie do komorek bakterii, co
nasila procesy destrukcyjne i ostatecznie prowadzi do lizy komorek.

Komorki bakterii Gram-dodatnich maja w $cianie komorkowej kwasy tej-
chojowe polaczone wigzaniami kowalencyjnymi do grubej warstwy mureiny.
Kwasy tejchojowe sa funkcjonalnym odpowiednikiem LPS bakterii Gram-
-ujemnych. Zawieraja tancuchowe polimery ztozone z 8—50 czasteczek fosfora-
nu glicerolu i fosforanu rybitolu (erytrolu lub mannitolu) z resztami podstawio-
nymi D-alaning i czesto resztami glukozylowymi. Poszczegdlne monomery sa
potaczone wigzaniami fosfodiestrowymi. Kwasy tejchojowe moga stanowi¢ do
50% masy $ciany komorkowej i pomagaja w utrzymaniu homeostazy kationowej
w komorce. Zrozumienie ich roli w interakcji z nanoczgstkami ma wiec kluczo-
we znaczenie, szczegélnie w przypadku nanoczastek funkcjonalizowanych gru-
pami kationowymi. Przeprowadzono do$wiadczenia nad interakcja nanoczgstek
do powierzchni komorek Gram-dodatnich [Caudill i in. 2020]. Wykorzystano
cate komorki B. subtilis i §ciany komdrkowe izolowane z komorek typu dzikiego
oraz dwoch zmutowanych szczepdw roznigcych si¢ sktadem kwasu tejchojowe-
go. Stwierdzono, ze sktad §ciany komorkowej i struktura kwasu tejchojowego
wplywaly na interakcje z kationowymi nanoczastkami ztota. Nanoczastki od-
dziatuja w wigkszym stopniu z kwasami tejchojowymi izolowanymi ze $cian
komoérek dzikiego typu lub mutantéw pozbawionych glukozy w kwasie tejcho-
jowym niz z kwasami tejchojowymi pozbawionymi alaniny. Sity elektrostatycz-
nego przyciagania decyduja o wigzaniu dodatnio naladowanych nanoczastek
z dostgpnymi ujemnie natadowanymi ugrupowaniami w tancuchach kwasu tej-
chojowego [Caudill i in. 2020].

Jak opisano wyzej, przyczyna wickszej wrazliwosci bakterii Gram-ujemnych
na dzialanie NPs jest obecnos¢ ujemnie natadowanych lipopolisacharydow,
0 duzym powinowactwie do jonow o tadunku dodatnim co prowadzi do ich na-
gromadzenia i zwickszonego wychwytu na powierzchni komoérek. Badania na
komorkach S. Typhimurium pokazaly, Ze grupy anionowe na powierzchni $ciany
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komoérkowej nie sg rOwnomiernie roztozone, ale tworza mozaike [Magnusson
i Bayer 1983]. Rowniez badania mobilnosci elektroforetycznej sktadnikow $cia-
ny komorkowej pozwolily na wykrycie réznic w strukturze powierzchni bakterii
E. coli i S. aureus. Stwierdzono, ze E. coli ma bardziej ujemnie natadowang
i mniej podatng na odksztalcenia $ciang komorkowa niz S. aureus [Sonohara
iin. 1995]. Wyniki te sugeruja, Ze na powierzchni Sciany komorkowej w miejscu
nagromadzenia grup anionowych moga powstawaé miejsca wysycone nano-
czastkami, a ich wigksze lokalne stezenie moze skuteczniej uszkadzac te struktu-
ry komoérkowe.

3.1.3. Toksyczno$¢ NPs dla grzybéw i ich interakcje ze §ciang komoérkowa

Sciany komoérkowe grzybéw maja duze zdolnosci do adsorbcji roznego typu
substancji zarowno w formie jonow, czasteczek, jak i nanoczastek [Pereyra i in.
2018]. Podobnie jak u bakterii, nanoczastki, akumulujac si¢ w $cianie lub btonie
cytoplazmatycznej grzybow, powodujg zmiany w ich strukturze [Lara i in. 2015,
Zhang i in. 2016a; Babele 1 in. 2018]. Sktad chemiczny, grubo$¢ i architektura
sciany komorkowej sa waznymi czynnikami umozliwiajgcymi wniknigcie nano-
czastek do wnetrza komoérki. Sciana komérkowa grzybow jest postrzegana jako
porowata matryca. Ma ona budowe warstwowa, a jej sktad chemiczny jest rozny
u przedstawicieli roznych grup taksonomicznych grzybow. Wystepuje w niej
wiele polimerdw, takich jak celuloza, chityna, mureina i chitozan. W sktad $cia-
ny komérkowej moga wchodzi¢ inne polisacharydy, lipoproteiny, lipopolisacha-
rydy, lipidy i glikoproteiny. Warstwa najbardziej zewngtrzna zbudowana jest
z bezpostaciowych glukandw. Grubos¢ $ciany komoérkowej zalezy od gatunku,
a takze od warunkoéw wzrostu komorek.

U drozdzy S. cerevisiae grubo$¢ $ciany komorkowej wynosi od 70 nm do
270 nm w zalezno$ci od szczepu i warunkow wzrostu. Natomiast pory w ich
$cianie maja $rednice okoto 200 nm, ale w warunkach stresowych moga si¢ one
jeszcze zwigkszy¢, dochodzac do 400 nm [Pereira i Geibel 1999]. Podczas prze-
nikania nanoczastek metali przez Scian¢ komorkowa wystepuje efekt sita. Nano-
czastki o rozmiarach mniejszych niz pory $ciany moga przechodzi¢ przez te
strukture komorkowa i dotrze¢ do btony cytoplazmatycznej, za$ te o wigkszych
rozmiarach sg zatrzymywane.

Rajiv 1 in. [2013] otrzymali réznigce si¢ wielkoscig i ksztattem nanoczastki
tlenku cynku (ZnONPs) metoda biosyntezy przy uzyciu ekstraktow z lisci Par-
thenium hysterophorus L. Nanoczastki sferyczne byly mate o $rednicy 27 nm,
natomiast heksagonalne, ponad trzykrotnie wigksze, o Srednicy 84 nm. Analizu-
jac ich aktywno$¢ przeciwgrzybowa, stwierdzono, ze zalezala ona gléwnie od
ich wielko$ci. Nanoczastki o mniejszych rozmiarach wykazywaly silniejsze
efekty grzybobojcze niz te o wigkszej srednicy, prawdopodobnie spowodowane
ich zdolnos$cia do przechodzenia przez pory w §cianie komorkowe;.

Na toksyczno$¢ nanoczastek metali wplywajg takze cechy budowy $ciany
komoérkowej grzybow. Potwierdzaja to badania Seddighi i in. [2017]. Grupa ta

55



badata wplyw sferycznych nanoczgstek tlenku zelaza o wielko$ci 30—40 nm na
rozne gatunki Candida, zdolnych do wywolywania zakazen grzybiczych. Wsrod
analizowanych gatunkéw najbardziej wrazliwe na nanoczastki tlenku zelaza
okazaty si¢ C. tropicalis, C. albicans 1 C. glabrata. Pomimo ich bliskiego, filo-
genetycznego pokrewienstwa uzyskano zroznicowang wrazliwo$¢ tych grzybow
na biobdjcze dzialanie nanoczastek. Warto$ci minimalnego st¢zenia hamujgcego
wzrost (MIC) wahaly si¢ odpowiednio od 62,5 do 500 pg/ml, za$§ minimalne ste-
zenie grzybobodjcze (MFC) dla C. tropicalis wynosito 500 ug/ml, a dla C. glabrata
1000 pg/ml. Roznice w poziomie wrazliwosci tych mikroorganizmoéw ttumaczono
r6zng budowg ich $ciany komoérkowej. U obu gatunkéw Candida pomimo tego
samego skladu chemicznego $ciany komodrkowej (1,3-B-glukan, 1,6-B-glukan,
chityna i mannoproteiny) zarowno udziat kazdego ze sktadnikow, jak i ilo$¢ wia-
zan poprzecznych migedzy tymi sktadnikami byt rozny. U C. glabrata stwierdzo-
no wyzszy stosunek mannozy do glukozy i wyzszg ilos¢ glukanow nierozpusz-
czalnych w zasadach zaréwno w stosunku do catkowitej masy $ciany, jak i cat-
kowitej zawartosci glukanu. W $cianie komorkowej C. glabrata wystgpuje mniej
wigzan krzyzowych migdzy glukanem a chityng. Komorki C. glabrata bylty oto-
czone $ciang o grubosci 100-200 nm, za$ C. tropicalis miaty $ciang komorkowa
o $redniej grubosci 130 nm. Sciany komérkowe grzybow chorobotworczych sa
bariera chroniaca je przed otaczajacym $rodowiskiem, a réznice w architekturze
i sktadzie chemicznym $cian moga wptywaé na wrazliwos¢ tych komorek na
nanoczastki [Seddighi i in. 2017].

Wplyw nanoczastek metali na $ciang komorkowa grzybéw moze by¢ wyni-
kiem interakcji bezposrednich lub posrednich. Przy uzyciu transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej (TEM) badano rozmieszczenie CuONPs w komorkach
S. cerevisiae. Stwierdzono nierownomierng dystrybucje tych NPs w $rodowisku
komoérkowym. Wigkszos¢ CuONPs zostata uwigziona w $cianie komoérkowe;,
tylko niewielka ich ilo$¢ zlokalizowano w pecherzykach endosomalnych [Vasco
i in. 2017]. Podobne obserwacje odnotowano w przypadku NiONPs u S. cerevi-
siae. Nanoczastki NiONPs byly adsorbowane na powierzchni komorki, ale nie
byly internalizowane w komoérkach drozdzy. Mutanty izogeniczne o zwigkszonej
porowatosci Sciany komorkowej nie wykazywaly wigkszej wrazliwosci na
NiONPs w poroéwnaniu ze szczepem typu dzikiego [Sousa i in. 2018]. Zhang
i in. [2016a] w podobnym eksperymencie nie wykryli czastek ZnONPs we-
wnatrz komoérek drozdzy, pomimo dowodow wskazujacych na ich wewnatrzko-
moérkowe dziatanie. Wyniki te wskazuja, ze NPs moga wywiera¢ toksyczne
dzialanie na drozdze poprzez mechanizm posredni, w ktérym kluczowe jest
uwalnianie jondw i wywolywane przez nie reakcje wolnorodnikowe [Sousa
iin. 2019a].

Na $ciang komoérkowa jako miejsce dziatania nanoczastek wskazujg tez ba-
dania Lara i in. [2015]. Obserwowali oni za pomoca SEM morfologie komorek
C. albicans po inkubacji z AgNPs. Pod wplywem AgNPs powierzchnia komorek
tych drozdzy z gladkiej zmienila si¢ w szorstka, co wskazuje na zewngtrzne
uszkodzenie Sciany komoérkowej [Lara i in. 2015]. Podobny efekt odnotowano
u drozdzy S. cerevisiae inkubowanych z nanoczastkami tlenku cynku (ZnONPs)
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[Zhang i in. 2016a, Babele i in. 2018]. Obserwacje tych komorek w mikroskopie
elektronowym wykazaty, ze pod wptywem ZnONPs radykalnie zmienita si¢ ich
morfologia [Zhang i in. 2016a]. Komoérki byly zdeforowane, zmienity ksztalt
z eliptycznego na nieregularny, a ich $ciany komorkowe byly zapadnigte, miej-
scowo pofatdowane lub poprzerywane. W przeciwienstwie do nich komorki
kontrolne posiadaly typowe S$ciany komorkowe. Drozdze eksponowane na
ZnONPs, CuONPs i AgNPs miaty pofatdowang i grubsza $ciang, a jej warstwa
zewnetrzna miata wiekszg gestos¢ elektronowsq [Bayat i in. 2014]. U S. cerevi-
siae inkubowanych z ZnONPs obserwowano podwyzszenie ekspresji gendow
zaangazowanych w szlaki syntezy chityny (CHS1, CHS3 i CHSS) i wzrost za-
wartosci tego sktadnika §ciany komorkowej [Babele i in. 2018]. Podobnie efekty
obserwowano u drozdzy P. pastoris inkubowanych z nanoczgstkami TiO,NPs
[Liu i in. 2016].

Pokonanie przez MeNPs bariery w postaci $ciany komorkowe;j jest kluczowe
do wywotania dalszych toksycznych efektow w obrebie blony cytoplazmatycz-
nej 1 wniknigcia do wnetrza komorki. Czynniki utatwiajgce penetracje $ciany
komorkowej zwigkszaja skuteczno$¢ dziatania nanoczastek. Zademonstrowano
to w do$wiadczeniu, w ktorym badano oddziatywanie nanotlenku zelaza pokry-
tego warstwg chitozanu na F. solani, A. niger i C. albicans. Stwierdzono, ze
dziatanie przeciwgrzybowe nanoczastek optaszczonych chitozanem bylo silniej-
sze niz czastek nieposiadajacych tej powloki [Nehra i in. 2018]. Ze wzgledu na
obecnos¢ wolnej grupy hydroksylowej chitozan silnie wigze si¢ z nanoczastkami
tlenku Zelaza. Dzigki warstwie chitozanu nanoczastki nie ulegaja agregacji
w $rodowisku wodnym. Dodatkowo chitozan silnie oddzialuje ze sktadnikami
anionowymi $ciany komorkowej drobnoustrojow i przez to skuteczniej niszczy
komorki grzybow.

Procesy indukowane przez nanoczastki metali w komorkach grzybéw mozna
uszeregowa¢ w nastepujacy sposob: uszkodzenia $ciany komorkowej, zaburze-
nia metabolizmu i stres oksydacyjny, $mie¢ komodrki spowodowana kumulacja
wywotanych zmian. Taka sekwencje zdarzen zaobserwowano w komorkach
S. cerevisiae po ich ekspozycji na nanoczastki siarczku otowiu (PbSNPs) o r6z-
nych rozmiarach [Sun i in. 2014]. Nanoczastki o najmniejszych rozmiarach wy-
kazywaly najwyzsza toksyczno$¢, hamowaty wzrost komoérek 1 zmniejszaty ich
zywotno$¢. W §cianie komorkowej drozdzy inkubowanych z PbSNPs stwier-
dzono wzrost zawartosci chityny, zwigkszylo sie tez stgzenie wewnatrzkomor-
kowych reaktywnych form tlenu, prowadzac do dysfunkcji mitochondriow
i indukcji apoptozy (programowanej $mierci komorek) Udziat rozpuszczonych
jondw otowiu w ogodlnej toksycznosci nanoczastek byt znikomy [Sun i in. 2014].

3.2. Wplyw nanoczgstek metali na strukture i skladniki biofilmu

Drobnoustroje zar6wno bakterie, jak 1 grzyby czesto wykazujg zdolnosc
tworzenia biofilmu, dzigki adhezyjnym wlasciwosciom powierzchni komorek.
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W sktad biofilmu mogg wchodzi¢ mikroorganizmy jednego gatunku (co w $ro-
dowisku naturalnym jest rzadsze) lub réznych gatunkow, jak np. S. mutans oraz
C. albicans [Hwang i in. 2017]. Strukture biofilmu stabilizuja pozakomoérkowe
polimery — EPS (ang. extracellular polymeric substances), w sktad ktorych
wchodzg rézne egzopolisacharydy, biatka (enzymatyczne i strukturalne), gliko-
proteiny, glikolipidy oraz zewnatrzkomoérkowy DNA (ang. extracellular DNA,
eDNA) [Flemming i Wingender 2010]. EPS pekni funkcje ochronne przed wysy-
chaniem, zatrzymuje substancje odzywcze, zabezpiecza mikroorganizmy przed
substancjami toksycznymi. Biofilm-jest strukturg dynamiczng, rodzajem ruszto-
wania, na ktorym osadzajg si¢ komorki drobnoustrojow, tworzy przestrzenne
struktury, kanaty i szczeliny, przez ktore odbywa si¢ transport roznych czaste-
czek [Feng i in. 2015]. Zdolno$¢ do tworzenie biofilmu umozliwia mikroorgani-
zmom przetrwanie w niesprzyjajacych warunkach $rodowiska i jest waznym
czynnikiem zakazen. Eradykacja biofilmow jest w praktyce trudna, gdyz drob-
noustroje chronione przez struktury biofilmu nabywajg opornosci na antybiotyki
i srodki dezynfekcyjne.

Srodowisko biofilmu stwarza dogodne warunki wzrostu dla drobnoustrojow.
Mikroorganizmy w biofilmie charakteryzujg si¢ wysoka opornoscig na dziatanie
antybiotykow, co sprzyja tez powstawaniu antybiotykoopornos$ci. Minimalne
stezenie hamujace i minimalne st¢zenie biobdjcze dla komorek bakterii w bio-
filmie sg zazwyczaj znacznie wyzsze (okoto 10-1000 razy) niz dla ich form
planktonicznych [Hengzhuang i in. 2012].

Interakcje migdzy nanoczgstkami a biofilmem obejmuja przemieszczanie
nanoczastek do granicy biofilmu; oddzialywanie z zewnetrzng powierzchnia
biofilmu; migracje w obregbie biofilmu. Wlasciwosci fizykochemiczne nanocza-
stek metali (rozmiar, ksztalt, tadunek powierzchniowy, hydrofobowo$¢ i grupy
funkcyjne) okreslaja ich interakcje ze sktadnikami biofilmu zar6wno w macierzy
EPS, jak i na powierzchni komoérek [Joo i Aggarwal 2018]. Nanoczastki AgNPs
otrzymane metoda biologiczng wykazywaly wiasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowe wzgledem A. baumannii, E. coli 1 S. aureus [Salunke 1 in. 2014]. Stosujac
metode dyfuzyjno-krazkowa, stwierdzono, ze dawka 2—8 ug AgNPs na krazek
zahamowala wzrost tych bakterii i w duzym stopniu ograniczyla zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu. W innym do$wiadczeniu, nanoczastki srebra (AgNPs)
o wielkosci od 4 do 40 nm syntetyzowane przy udziale A. calcoaceticus byly
w stanie zniszczy¢ biofilmy 20 réznych patogennych bakterii [Gaidhani i in.
2013]. Nanoczastki ztota rowniez wykazuja dzialanie destabilizujace biofilm.
Inkubowane przez 72 h komorki P. fluorescens z nanoczastkami ztota tworzyty
znacznie stabiej biofilm niz komorki z préby kontrolnej. Objetos¢ biofilmu
zmierzona za pomocg konfokalnej laserowej mikroskopii skaningowej 3D ulegla
zmniejszeniu o 72%. AuNPs spowodowaty strukturalne uszkodzenie biofilmu
1 rozpraszanie komorek w zawiesinie, a takze zabijaty komorki osiadte w obrg-
bie biofilmu [Habimana i in. 2018].

Glowne interakcje zachodzace miedzy nanoczastkami metali a biofilmem
maja charakter oddzialywan elektrostatycznych i hydrofobowych, ale moga
rowniez zachodzi¢ interakcje chemiczne i1 biologiczne [Huangfu i in. 2019].
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Sktadniki biofilmu sg barierg zarowno mechaniczng, jak i chemiczng dla nano-
czgstek, uniemozliwiajgc im bezposredni kontakt z bakteriami [Choi 1 in. 2010].
Porowate biofilmy umozliwiajg zatrzymywanie nanoczastek o rozmiarach wick-
szych niz 10 nm [Choi i in. 2010]. Zdolno$¢ nanoczastek do wnikania do EPS
jest zalezna gtownie od ich rozmiaru. Badajac wplyw AgNPs na biofilm tworzo-
ny przez P. aeruginosa, stwierdzono, ze nanoczgstki srebra o matych rozmiarach
(10 nm i 20 nm) skuteczniej niz wigksze nanoczastki (100 nm) zmniejszaty bio-
mase biofilmu i przezywalnos¢ komorek bakteryjnych. Nie zaobserwowano
jednak zmian morfologicznych w strukturze biofilmu ani morfologii komorek,
co sugeruje, ze nanoczastki zostaly uwigzione w matriksie biofilmu [Habash i in.
2014]. Jing i in. [2014] wykazali, Ze nanoczastki tlenku ceru (CeO,NPs) zostaty
zaabsorbowane na powierzchni biofilmu, a komorki P. fluorescens i M. smegma-
tis lezace w jego glebszej warstwie nie ulegly uszkodzeniu. Potwierdza to teze
o wigkszej odpornosci na toksyczne dziatanie nanoczastek mikroorganizmow
zyjacych w formie biofilmu niz planktonicznej. Jak podaje Choi i in. [2010],
minimalne st¢zenie bakteriobojcze AgNPs dla E. coli w formie biofilmu wynosi-
fo 38 mg/l i bylo wyzsze niz dla tych samych komorek w zyjacych w formie
planktonicznej (10 mg/1). Podobna prawidtowos¢ zaobserwowat zespdt Radzig
i in. [2013]. Nanoczastki srebra w stezeniu hamujgcym wzrost E. coli w zawie-
sinie (forma planktoniczna) nie byty skuteczne dla tych samych komorek w for-
mie biofilmu. Dopiero zastosowanie znacznie wyzszego st¢zenia tych nanocza-
stek (100-150 pg/ml) prowadzito do $mierci wigkszos¢ bakterii w tej formie
[Radzig i in. 2013].

Podczas kontaktu z biofilmem nanoczgstki metali wchodzg w interakcje
z polimerycznym EPS, co zmienia ich wtasciwos$ci powierzchniowe. Generalnie
dodatnio natadowane NPs majg wigksza mozliwo$¢ bezposredniej interakcji ze
sktadnikami EPS, ktore majg sumaryczny tadunek ujemny. Badajac oddzialtywa-
nia biofilmu Escherichia coli z kropkami kwantowymi (Qd) o ré6znym tadunku
powierzchniowym [Li i in. 2015], stwierdzono, ze po godzinnej inkubacji neu-
tralne i anionowe Qd nie pokonaly zewnetrznej granicy biofilmu, za$ kationowe
wnikaty i dyfundowaly w matrycy biofilmu. Ponadto udowodniono, ze nie tylko
fadunek powierzchniowy, ale tez dodatkowe grupy funkcyjne moga determino-
wac specyficzne interakcje z biofilmem, gdyz kationowe kropki kwantowe
z domeng hydrofilowa oddziatywaty tylko z EPS, podczas gdy Qd z domena
hydrofobowg byly lokalizowane w EPS i w komoérkach bakterii.

3.3. Interakcje nanoczastek z blong cytoplazmatyczng
mikroorganizmow

W wielu dos§wiadczeniach autorzy podkreslaja rolg blony cytoplazmatycznej
jako docelowego miejsca oddziatywania nanoczastek. Po przej$ciu przez Sciang
komoérkowa nanoczgstki metali napotykajg btong cytoplazmatyczng i wowczas
moga ja uszkodzi¢ w wyniku fizycznego kontaktu, doprowadzajac do jej desta-
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bilizacji, zaburzenia funkcji i rozerwania, co z kolei prowadzi do lizy komorki.
Wedhug innego scenariusza moga one by¢ transportowane do komorki za pomo-
ca endocytozy. Endocytoza jest procesem typowym dla komorek ssakow, ale
moze takze zachodzi¢ u bakterii [von Moos i in. 2014]. Znajdujace si¢ w komor-
kach nanoczgstki metali mogg ulega¢ reakcjom redoks i wytworzy¢ formy jo-
nowe [Chen i in. 2019, Oh i Park 2014]. Uwalniane z powierzchni nanoczastek
jony metali wywotuja specyficzne efekty komorkowe, takie jak: uszkodzenia
struktur komorkowych, w tym blony cytoplazmatycznej od strony cytozolowe;j
[Oh 1 Park 2014]. Plejotropowe efekty dziatania nanoczgstek w komorkach wy-
nikajg ze specyficznych mechanizmow dziatania nanoczastek, jonow metali oraz
generowanych przez nie reaktywnych form tlenu (RFT). W literaturze ten spo-
sob dziatania nanoczastek metalicznych okresla si¢ terminem ,,efektu konia tro-
janskiego” (ang. Trojan horse’s effect) [Oh 1 Park 2014, Singh i Ramarao 2012,
Hsiao i in. 2015].

Wiele doswiadczen wskazuje na bezposrednie reakcje nanoczastek metali ze
sktadnikami btony cytoplazmatycznej mikroorganizmow. Sondi i Salopek-Sondi
[2004] stwierdzili, ze zalezne od stezenia przeciwdrobnoustrojowe dzialanie
nanoczastek srebra u E. coli byto $ci§le powigzane z tworzeniem si¢ dziur (ang.
pits) w $cianie komorkowej tych bakterii oraz gromadzeniem si¢ nanoczastek na
btonie cytoplazmatycznej. Oddziatywanie nanoczgstek z btong prowadzito do
zmian jej przpuszczalnosci, co bylo bezposrednia przyczyng $mierci komorek.
Podobne efekty zaobserwowano po aplikacji nanoczgstek tlenku kadmu
(CdONPs) na bakterie S. aureus, S. dysenteriae 1 P. aeruginosa [Azam 1 in.
2020]. Nanoczastki kumulowaty si¢ na btonie cytoplazmatycznej oraz miejsco-
wo uszkadzaty jej strukture za posrednictwem RFT, co prowadzilo do wzrostu
jej przepuszczalnos$ci i lizy komoérek. Zgodnie z tym, w supernatancie uzyska-
nym po odwirowaniu hodowli tych mikroorganizméw stwierdzono obecno$¢
cukréw redukujacych i biatka. W podobny sposob oddziatuja na wiele réznych
bakterii nanoczastki ZnONPs i AuNPs [Sirelkhatim 1 in. 2015, Zhang i in. 2007,
Hemeg 2017]. Badania Bondarenko i in. [2018] potwierdzily takze, ze glownym
miejscem oddziatywania AgNPs na bakterie Gram-ujemne E. coli i P. aerugino-
sa byta blona cytoplazmatyczna. Nanoczastki srebra powodowaly jej depolary-
zacj¢, indukowaly wyciek wewnatrzkomérkowego potasu i hamowaty oddycha-
nie komdrkowe. Te szkodliwe efekty pojawity sie juz w ciagu pierwszych kilku
sekund kontaktu komorek bakterii z AgNPs [Bondarenko i in. 2018]. Nano-
czastki srebra lub nanokompozyty miedzi uwalniaty jony srebra i miedzi, ktore
przenikaly przez $ciang komorkowsa bakterii L. monocytogenes, a nastenie od-
dzialywaty z ich btong komérkowa, co w konsekwencji prowadzito do lizy tych
komorek [Tamayo i in. 2014].

Zmiany ptynnosci i sktadu dwuwarstwy lipidowej moga zmienia¢ podsta-
wowe funkcje blony cytoplazmatycznej, prowadzac do wzrostu jej przepusz-
czalno$ci i utraty integralnosci. W konsekwencji obserwuje si¢ wyciek sktadni-
kow cytoplazmy. A zatem pomiar stezenia kwasow nukleinowych, biatek, cu-
kréw lub elektrolitéw w supernatancie z hodowli mikroorganizmow czesto wy-
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korzystuje si¢ do oceny efektow wywotywanych przez nanoczgstki w komor-
kach mikroorganizmow.

Gléwnym miejscem dzialania nanoczastek metali sa prawdopodobnie lipi-
dowe sktadniki blony cytoplazmatycznej. Stwierdzono, Zze nanoczastki srebra
zmieniaty sktad lipidowy blony, zwigkszaty stosunek trans / cis nienasyconych
kwasow tluszczowych u P. putida [Hachicho i in. 2014]. Izomeryzacja cis do
trans nienasyconych kwasow thuszczowych w btonie cytoplazmatycznej jest
szybkim bioindykatorem stresu btonowego w uktadach eksperymentalnych
i stuzy do oceny toksycznos$ci zwigzkdw zaburzajacych strukture btony. Wzrost
ptynnosci blony cytoplazmatycznej po ekspozycji komorek bakterii na AgNPs
potwierdza, ze uszkodzenie btony cytoplazmatycznej i utrata jej funkcji jest
efektem ich toksycznego dziatania [Hachicho i in. 2014].

Nanoczastki metali moga takze oddziatywac z biatkami blony cytoplazma-
tycznej, tworzac kompleksy z donorami elektronow, takimi jak: atomy tlenu,
fosforu, azotu lub siarki. Dodatkowo toksyczno$¢ nanoczastek metali moze by¢
zwigkszona przez uwalniane z nich jondéw, ktore moga zaburzaé¢ funkcje btony
cytoplazmatycznej. Potwierdzono, ze dzialanie przeciwbakteryjne nanoczastek
srebra moze by¢ zmniejszone przez zwigzki zawierajace grupy tiolowe [Lok 1 in.
2006]. Nanoczastki srebra moga oddziatywa¢ z biatkami btonowymi zawieraja-
cymi siarke, a tym samym inaktywowa¢ enzymy i modyfikowa¢ funkcje btony,
zwlaszcza transport. Gdy potencjat blony jest rozpraszany przez kontakt z nano-
czastkami, w komorkach gromadza si¢ prekursory biatek oston i sktadniki pery-
plazmatyczne. Nanoczastki srebra oddziatujace na blone cytoplazmatyczng mo-
g3 réwniez zakldcac transport elektronow na tancuchu oddechowym oraz obni-
za¢ produkcje¢ energii [Lok 1 in. 2006].

Badania dotyczace toksycznosci nanoczastek srebra przeprowadzono takze
na réznych grzybach, w tym na 7. rubrum, B. cinerea, P. expansum, Phomopsis
spp., C. albicans, C. tropicalis 1 S. cerevisiae [Panacek i in. 2009, Lili i in. 2011,
Nasrollahi i in. 2011, Mallmann i in. 2015] i we wszystkich tych przypadkach
potwierdzono, ze szkodliwy wplyw AgNPs wiaze si¢ z ich oddziatywaniem na
sktadniki blony cytoplazmatycznej. U drozdzy uszkodzenia $ciany komoérkowe;j
przez nanoczastki metali byly sprzezone ze zmianami w strukturze btony cyto-
plazmatycznej i ich zwigkszong $miertelnoscia. Kim i in. [2009], badajac dziata-
nie AgNPs na C. albicans, zaobserwowali, ze jednym z kluczowych objawow
toksycznosci tych nanoczastek jest depolaryzacja btony cytoplazmatyczne;j.
Stwierdzili, Ze jest to nastgpstwo tworzenia si¢ ,,dziur” i ,,zaglgbien” w struktu-
rze $ciany komorkowej. Utrata integralnosci btony cytoplazmatycznej doprowa-
dzita do uwolnienia wewnatrzkomorkowej glukozy i trehalozy do $rodowiska
hodowlanego. Docelowym miejscem dziatania nanoczastek FesOsNPs u Candi-
da spp. byta rowniez blona cytoplazmatyczna. Konsekwencja jej uszkodzen byto
zahamowanie wzrostu tych drozdzy [Prucek i in. 2011]. Szkodliwy wplyw na-
noczastek srebra na $ciang komérkowa i blone cytoplazmatyczng stwierdzono
takze u Cryptococcus neoformans i Cryptosporiopsis ericae [Ishida i in. 2013,
Devi i Joshi 2014]. Przy uzyciu r6znych technik mikroskopowych (TEM, AFM)
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zaobserwowano zmiany w architekturze tych struktur, gtownie fragmentacje
btony cytoplazmatycznej i perforacje $ciany komorkowe;.

Ekspozycja drozdzy na NiONPs w warunkach stresu oksydacyjnego prowa-
dzi do postepujacej depolaryzacji (redukcji potencjatu blononego) i wzrostu
przepuszczalno$ci blony cytoplazmatycznej [Sousa i in. 2019b]. Podobnie droz-
dze inkubowane z ZnONPs wykazywaly zwigkszong przepuszczalnos¢ blony
cytoplazmatycznej [Babele i in. 2018]. Co ciekawe, szczepy zmutowane, z dele-
cjg gendw zaangazowanych w biosynteze ergosterolu (ERG2 i ERG28), zwigzku
wplywajacego na plynno$¢ blony oraz transport (PKR1), wykazywalty zwigk-
szong wrazliwo$¢ na ZnONP, co sugeruje, ze te nanoczastki zaktocajg integral-
no$¢ btony i uposledzaja jej prawidtowe funkcjonowanie [Marquez i in. 2018].

3.4. Mechanizm przeciwdrobnoustrojowy nanoczastek metali
zwiazany z uwalnianiem jonéw

Mechanizm toksycznos$ci nanoczastek metali jest $cisle powigzany z uwal-
nianiem rozpuszczalnych jonow z ich powierzchni. W gamie plejotropowych
mechanizméw oddziatywania nanoczastek na mikroorganizmy reakcje jonow,
oprocz oddziatywan elektrostatycznych i generowania reaktywnych form tlenu
(RFT), maja kluczowe biobojcze znaczenie dla mikroorganizméw. Badania nad
niemodyfikowanymi nanoczastkami CuONPs lub wlaczonymi w struktury poli-
merow sugeruja, ze uwolnienie jondéw moze by¢ konieczne dla uzyskania opty-
malnego dziatania bakteriobdjczego [Ren i in. 2009, Bao i in. 2015]. Rozpusz-
czone w roztworze jony jako pierwsze wywotuja efekty toksyczne, natomiast
generowanie przez nie RFT wydaje si¢ by¢ procesem wtornym.

Biodostepne frakcje jonow metali uwalniane z nanoczastek mozna badac,
stosujac analize chemiczng lub rekombinowane drobnoustroje specyficznie rea-
gujace na ich obecnos¢. Rekombinowane komorki bakteryjne sa modyfikowane
w taki sposob, aby uzyska¢ odpowiedz fizjologiczng np. w formie tatwo wykry-
walnego sygnalu luminescencji na dziatanie subtoksycznych stezen metali cigz-
kich. Z tego wzgledu uktady te staty si¢ obiecujacymi narzedziami do badania
mechanizmu uwalniania jonéw z nanoczastek metali. Zesp6t Bondarenko i in.
[2012] zastosowatl do detekcji subtoksycznych stezen nanoczastek tlenkow mie-
dzi (CuONPs) zrekombinowane bakterie E. coli zawierajace geny aktywowane
w warunkach stresu indukowanego obecnos$cia jonéw metali. Promotory tych
genow zostaly sprzezone z genami kodujacymi enzymy indukujace biolumine-
scencje, a zatem stan stresu manifestuje si¢ zwickszona bioluminescencja tych
bakterii. W celu zidentyfikowania, ktora z form miedzi (CuONPs, CuO czy jony
miedzi) aktywuje program odpowiedzi na stres i wyzwala reakcj¢ biolumine-
scencji przeprowadzono szereg testow. W pierwszym etapie oznaczono stgzenie
rozpuszczalnych jonéw miedzi dla wszystkich badanych form tego pierwiastka
dajacych maksymalng odpowiedz bioluminescencji rekombinowanych komorek.
We wszystkich probach wykryto podobne stgzenia tych jonow. Po dodaniu do
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nich chelatora jonow — EDTA nie obserwowano w zadnym przypadku zjawiska
bioluminescencji. Wynik tego doswiadczenia §wiadczy o tym, ze zmiany meta-
boliczne wykryte przez ten bioczujnik byty rzeczywiscie wywotane przez jony
miedzi. Rozpuszczalne jony miedzi juz w bardzo niskich st¢zeniach indukuja
powstawanie aniondéw ponadtlenkowych, nadtlenku wodoru i jednoniciowego
DNA. Te specyficzne RFT oraz/lub uszkodzone biomolekuty sg sygnatem uru-
chamiajacym program odpowiedzi na stres w wyniku, ktorego powstaja biatka
chronigce przed RFT oraz naprawiajace uszkodzone struktury. Ta sekwencja
zdarzen sugeruje, ze jony jako pierwsze wywoluja sygnalne uszkodzenia w ko-
morce, za$ reaktywne formy tlenu powstajag wtdrnie. Opisane eksperymenty
udowodnily, ze mechanizm toksyczno$ci nanomiedzi jest §ciS§le powigzany
z obecnos$cig jonow tego metalu. Zjawisko indukowania odpowiedzi stresowej
przez jony metali moze zachodzi¢ w organizmach jednokomorkowych, ktore
posiadaja $cian¢ komorkowa chronigca przed bezposrednim kontaktem nanoczg-
stek metali z blong cytoplazmatyczng i w ktorych procesy endocytozy nie sg
glownym mechanizmem transportu [Bondarenko i in. 2012].

Dowodoéw na to, ze wezesne niekorzystne skutki dzialania nanoczastek sa
spowodowane przez rozpuszczone jony dostarczyly takze prace dotyczace tok-
syczno$ci nanocynku (tabela 10). Doswiadczenia przeprowadzone metodg dyfu-
zyjno-krazkowa potwierdzity, ze tylko rozpuszczalne jony, a nie nanoczastki
cynku moga dyfundowac z krazkow celulozy, zas$ toksyczno$¢ nanoczastek cyn-
ku dla E. coli, S. aureus, P. aeruginosa byta nizsza niz formy jonowej — gluko-
nianu cynku. To samo do$wiadczenie przeprowadzono tez w podtozu ptynnym,
w tym przypadku dziatanie przeciwdrobnoustrojowe nanoczastek bylo znacznie
silniejsze niz soli cynku. Potwierdzono tez, ze jony cynku sa uwalniane z nano-
czastek, a rodzaj roztworu i jego pH wplywaja na wydajnos¢ tego procesu
[Pasquet i in. 2014]. W innym wariancie tego doswiadczenia badano dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe trzech typow probek: pozywki z zawiesing ZnONPs,
supernatantu uzyskanego po odwirowaniu pozywki z zawiesing ZnONPs, po-
zywki zawierajacej rozpuszczalne formy cynku i roztwor glukonianiu cynku.
Stwierdzono, ze jony cynku uwalniane przez czgsciowe rozpuszczenie ZnONPs
odgrywaja wazng rolg w aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej nanoczastek.
Poréwnano przezywalno$¢ drobnoustrojow w wymienionych wczesniej trzech
typach prébek 1 stwierdzono, ze za aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
ZnONPS w przypadku E. coli odpowiada w okolo 15% forma jonowa, dla
S. aureus bylo to 71%, za$ efekt biobojczy dla C. albicans prawie w 100% po-
wodowaty jony cynku [Pasquet i in. 2014].

Uwalnianie jonoOw z nanoczastek metali i rodzaj srodowiska, w ktérym ten
proces zachodzi, odgrywa duza role w oddziatywaniach biobodjczych. Na tok-
syczno$¢ ZnONPs (o $rednicy okoto 30 nm) wobec B. subtilis 1 E. coli najwigk-
szy wpltyw mialo stezenie uwalnianych Zn*? oraz obecno$¢ w roztworze zwigz-
kéw, zdolnych do ich chelatowania. Kwasy humusowe, a takze taninowy, ful-
wowy 1 alginowy zmniejszaty toksycznos¢ ZnONPs, poniewaz wigzaly wigk-
sz0$¢ wolnych jonow Zn*?, tym samym zmniejszajac ich biodostepno$¢ [Li i in.
2011]. Nawet w powszechnie stosowanych roztworach i pozywkach do hodowli
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mikroorganizmoéw toksyczno$¢ nanocynku zalezy od uwalniania jondw i zawar-
tosci sktadnikoéw, ktore zmniejszajg ich biodostepnos¢. W badaniu toksycznos$ci
ZnONPs dla E. coli O111 przeprowadzonym w roéznych srodowiskach: ultraczy-
stej wodzie, 0,85% NaCl, soli fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS),
pozywce minimalnej Davisa (MD) i Lurii-Bertaniego (LB) otrzymano rézne
warto$ci przezywalno$ci bakterii. Wytworzenie osadu (w PBS) i kompleksow
cynku (w pozywkach MD i LB) zmniejszyto stezenie wolnych jonow Zn'?,
skutkujac ich nizszg biodost¢pno$cia, a tym samym mniejsza toksyczno$cig
nanoczastek w tych podtozach [Liiin. 2011].

Na toksyczno$¢ nanoczastek srebra wptywa rowniez uwalnianie jonow sre-
bra, przy czym AgNPs sa uwazane za bardziej skuteczne $rodki przeciwbakte-
ryjne niz bezposrednio stosowane jony srebra (tabela 10). Ag"! maja ograniczo-
ny czas dziatania, zas AgNPs uwalniajg jony stopniowo, ale przez dluzszy okres
[Dakal i in. 2016, Ivask i in 2014]. AgNPs utleniajg si¢ w napowietrzanych roz-
tworach i tworza jony Ag*!, ktore sg odpowiedzialne za aktywno$¢ przeciwbak-
teryjng. W $rodowisku beztlenowym reakcja ta nie zachodzi i dlatego w tych
warunkach aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek srebra jest niewiel-
ka [Xiuiin. 2012].

Jednym z wazniejszych parametrow wplywajacych na przeciwbakteryjne
dziatanie nanoczastek srebra jest rozmiar i zwigzany z tym stosunek ich po-
wierzchni do objetosci. Najnizsze stezenie uwolnionych jondw srebra odnoto-
wano dla AgNPs o najmniejszej wartosci tego parametru, co jednoczesnie byto
zwigzane z ich stabym oddziatywaniem przeciwdrobnoustrojowym wzgledem
E. coli. Proces uwalniania jonow z powierzchni nanoczastek jest promowany
wraz ze zmniejszeniem ich rozmiaru i zwigkszeniem stosunku powierzchni do
objetosci. Prawidlowo$¢ t¢ potwierdzono, oznaczajagc za pomoca atomowej
spektrometrii absorpcyjnej (ASA) liczbg jonéw uwalnianych z CuNPs o roznych
rozmiarach czastek. W tym przypadku liczba jonow w roztworze wzrastata od-
wrotnie proporcjonalnie do wielkosci CuNPs [Majumdar i in. 2019].

Szybkos¢ uwalniania jonéw z nanoczastek moze rowniez decydowac o ich
biobodjczym oddzialywaniu. Przeprowadzono do§wiadczenie, w ktorym badano
uwalnianie jonéw srebra z AgNPs immobilizowanych na powierzchni szklanej
z dodatkowo wprowadzonymi grupami aminokrzemowymi [Agnihotri 1 in.
2013]. Stwierdzono, ze tak przygotowana powierzchnia antybakteryjna jest wy-
jatkowo stabilna w wodzie, nanoczastki srebra nie sg z niej wymywane, a po-
mimo to wykazuja lepsza zdolno$¢ do dezynfekcji niz wolne koloidalne nano-
czastki. Z immobilizowanych AgNPs jony srebra sa uwalniane stopniowo i dzia-
laja przeciwbakteryjnie nawet przy wielokrotnym uzyciu. Natomiast uwalnianie
jonow srebra z nanoczastek koloidalnych moze by¢ po pewnym czasie zahamo-
wane na skutek ich agregacji, co zmniejsza ich bakteriobdjcze wlasciwosci
[Agnihotri i in. 2013].

Eksperymentem potwierdzajacym teze, ze nanoczastki dzialajg bakteriobdj-
czo poprzez uwalnianie jonow jest doswiadczenie, w ktorym przetestowano
nanoczastki srebra i zlota o takich samych rozmiarach i w tych samych steze-
niach [Kourmouli i in. 2018]. Z dwoch badanych nanomateriatow jedynie
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AgNPs wykazywaly wlasciwosci antybakteryjne. Nanosrebro jest bardziej reak-
tywne chemicznie niz nanozloto, dlatego ulega ono utlenieniu w roztworach
wodnych, uwalniajac jony srebrowe. Natomiast w przypadku nanoczastek ztota
proces ten jest ograniczony. Dane literaturowe wskazuja, ze AuNPs wykazuja
wlasciwosci przeciwgrzybowe, natomiast ich aktywnos$¢ wzgledem bakterii jest
mniej jednoznaczna [Zhang i in. 2015]. Generalnie uwaza si¢, ze AuNPs nie sg
bakteriobojcze lub wykazujg stabe bakteriobdjcze dziatanie po zastosowaniu
w wysokich stezeniach. Istniejg jednak doniesienia, ktore przecza tym pogla-
dom. Wyniki badan, ktore potwierdzajg ich wtasciwosci bakteriobdjcze interpre-
tuje si¢ w ten sposob, ze jest to efekt dziatania substancji stanowiacych zanie-
czyszczenia roztwordow AuNPs (jony ztota, $rodki do powlekania powierzchni
i pozostato$ci innych reagentow). Tak wigc, rozbieznosci w ocenie dzialania
przeciwbakteryjnego AuNPs mogg wynika¢ ze sposobu i warunkow syntezy
tych nanoczastek. Wigkszos¢ metod otrzymywania AuNPs obejmuje chemiczng
redukcje soli Au (III) w roztworach wodnych, organicznych lub mieszanych
w obecnosci reduktorow i stabilizatorow o wlasciwosciach przeciwbakteryjnych.
Otrzymany roztwor AuNPs jest najczesciej mieszaning réznych reagentow, kto-
ry jest uzywany w doswiadczeniach biologicznych bez wtasciwego oczyszcze-
nia. Resztkowe jony Au™ mogg powodowaé falszywe dodatnie wyniki testu
antybakteryjnego [Zhang i in. 2015].

Tabela 10. Toksyczno$¢ formy jonowej i nanoczastek srebra lub nanotlenku cynku dla mikroorga-
nizmoéw

Mikroorganizm | Nanoczastki MIC 'Forma M.IC fO@y Zrodto
nanoczastek jonowa jonowej
P. putida AgNPs 3,25 mM AgNOs 1,75 mM ?glci‘who i
E. coli AgNPs 320 mikroM | AgNO;3; 80 mikroM Bondarenko
P. aeruginosa AgNPs 40 mikroM AgNOs 10 mikroM iin. 2018
. glukonian
E. coli ZnONPs 1,2 mg/g cynku 1,7 mg/g Pasquet i in
. glukonian 2014
P. aeruginosa ZnONPs 23 mg/g cynku 33,6 mg/g

Jony metali ze wzglgdu na obecno$¢ tadunku cechuje wysokie powinowac-
two do grup funkcyjnych, zwlaszcza fosforanowych, imidazolowych, sulthydry-
lowych oraz karboksylowych, przez co moga skutecznie inaktywowaé rdzne
typy czasteczek wystepujacych w komorkach. Prowadzi to do hamowania ak-
tywnos$ci enzymow, zaburzenia procesow fizjologicznych, w tym rozmnazania
i ostatecznie moze prowadzi¢ do $mierci komoérek drobnoustrojow [Mocek-
Ptociniak 2011]. Przeciwdrobnoustrojowe dzialanie np. jonéw srebra wynika
z ich duzego powinowactwa do zwiazkdéw zawierajacych siarke, dlatego reaguja
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one z biatkami zawierajagcymi grupy tiolowe znajdujgcymi si¢ na powierzchni
komorki 1 powoduja uszkodzenia struktur powierzchniowych komoérek bakterii.
Moga one takze zakloca¢ funkcjonowanie enzymoéw tancucha oddechowego
bakterii [McQuillan i Shaw 2014]. Jony srebra moga takze po wniknigciu do
cytoplazmy uszkadza¢ chromosom bakteryjny, poprzez zmiany w strukturze
DNA. Ich obecno$¢ prowadzi do przeksztatcenia rozluznionej struktury cza-
steczki DNA w forme¢ skondensowana, co uniemozliwia jej replikacje i jest
przyczyna $mierci komorki [Rai i in. 2003].

3.5. Mechanizm przeciwdrobnoustrojowy nanometali zwigzany
z generowaniem wolnych rodnikow

Nanoczastki metali w roztworach wodnych moga utlenia¢ si¢ i uwalnia¢ jo-
ny metali. Pojawienie si¢ jonow zwlaszcza metali grup przej$ciowych w ukta-
dach biologicznych moze nasila¢ generowanie RFT. Ale nie jest to jedyne zro-
dlo tych wysoce reaktywnych czasteczek, gdyz moga one powstawac takze bez-
posrednio na powierzchni nanoczgstek. Dlatego parametry fizykochemiczne
nanoczastek, takie jak rozmiar, struktura chemiczna, pole powierzchni i tadunek
to czynniki, ktore determinuja cechy ilosciowe i jako$ciowe powstajacych RFT
[Canaparo i in. 2020]. Wolne rodniki tlenowe, bedace glownymi RFT powstaja
na powierzchni nanoczastek na skutek oddziatywania z utleniaczami obecnymi
w $rodowisku reakcji, ponadto ich wlasciwosci elektrochemiczne sprzyjaja two-
rzeniu grup reaktywnych. W tych miejscach donory lub akceptory elektronow
oddziatujg z tlenem czgsteczkowym, tworzgc anion ponadtlenkowy (O2"), ktory
z kolei moze generowa¢ dodatkowe RFT. Na przyklad nanoczgstki SiO,NPs
i ZnONPs o identycznej wielkosci i ksztalcie daja zréznicowana odpowiedz
cytotoksyczng ze wzgledu na swoje wlasciwosci powierzchniowe. ZnONPs,
bedac bardziej aktywny chemicznie niz SiO>NPs, wytwarza wigcej anionorodni-
kow ponadtlenkowych powodujacych stres oksydacyjny [Canaparo i in. 2020].
Uwalnianie jonéw i generowanie wolnych rodnikow jest gtéwnym mechani-
zmem przypisywanym toksycznos$ci nanoczastek metali, zwlaszcza zelaza i mie-
dzi [Majumdar i in. 2019]. Adsorpcja czasteczek tlenu, ozonu, tlenku azotu na
powierzchni NPs zwigksza wytwarzanie wolnych rodnikow tlenowych [Abdal-
Dayem i in. 2017]. Nanoczastki reaguja z rozpuszczonym tlenem w roztworach
wodnych (w buforze wodnym lub pozywkach mikrobiologicznych) i wytwarzaja
anionorodnik ponadtlenkowy [Majumdar i in. 2019]. Anionorodnik ponadtlen-
kowy jest pierwszym produktem jednoelektronowej redukcji tlenu, jego wytwo-
rzenie powoduje pojawienie si¢ produktéw posrednich o wigkszej reaktywnosci:
nadtlenku wodoru 1 ewentualnie rodnika hydroksylowego. Nanoczgstki metali
generuja RFT poprzez reakcje Habera-Weissa i Fentona [Padmavathy i Vijaya-
raghavan 2008]. Wytwarzanie RFT moze zachodzi¢ tez pod wptywem promie-
niowania $§wietlnego. Pochloni¢cie kwantu energii $wietlnej wzbudza elektrony
(e’) w pasmie walencyjnym, ktore przechodza na powloki wzbudzenia, w wyni-
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ku czego powstaje ,,dziura elektronowa” w pasmie walencyjnym (h*). Powsta-
wanie na powierzchni nanomateriatu katalitycznych centrow sprzyja reakcji
z wodg 1 wytwarzaniu rodnika hydroksylowego ("OH) [Wang i in. 2017].
Przyktadowy mechanizm generowania wolnych rodnikéw z ZnONP przedsta-
wiajg reakcje:

ZnO + hv — ZnO(e  + h*); h*+ H,O —OH + H*
e +0, >0, ‘Oy +H" — HO»
HOy + H + ¢ — H,0,

Potwierdzono doswiadczalnie, ze powierzchnia nanoczastek y-Fe,Os3 o $red-
nicy 20—40 nm posredniczy w wytwarzaniu wysoce reaktywnych rodnikow hy-
droksylowych ("OH). Wytwarzanie wolnych rodnikéw jest gléwnie wynikiem
reakcji zachodzacych na powierzchni nanoczastek, a w mniejszym stopniu jest
powodowane przez rozpuszczone jony metali uwalniane z nanoczgstek. Stwier-
dzono, ze centra katalityczne na powierzchni nanoczastek sg co najmniej 50 razy
skuteczniejsze w produkcji rodnikéw ‘OH niz rozpuszczone jony Fe*" [Voinov
i in. 2011]. Pojawienie si¢ w roztworze jednej formy RFT generuje inne typy
wolnych rodnikéw. Reakcje nadtlenku wodoru z jonami metali grup przejscio-
wych moga prowadzi¢ do powstania rodnika hydroksylowego. W reakcjach
Fentona jon metalu przejsciowego reaguje z H»O-, dajac “OH i utleniony jon
metalu. Dodatkowo redukcja H,O> jonami Fe*" rowniez koficzy sie utworzeniem
‘OH, ktory jest niezwykle reaktywny i toksyczny dla uktadéw biologicznych.
Mieszanina soli zelaza i nadtlenku wodoru moze wywotaé catg seri¢ przemian
wolnorodnikowych [Chaudhary i in. 2019]. Ten tancuch reakcji jest inicjowany
przez reakcj¢ Fentona:

Me*? + H,0, — Me™ + "OH + OH-
Sladowe iloéci Me™ mogg dalej reagowaé z nadtlenkiem wodoru:
Me"+ H,0, — Me™? +O0y" + H'
a takze mozliwe sg inne reakcje:
‘OH +H,0, —» H,O+H"+ 0"
"OH + Me™? — Me** + OH"
Wiele metali moze katalizowaé powyzsze reakcje, jesli ich jony moga wy-

stepowac na roéznych stopniach utlenienia, a przej$cia pomigdzy stanami utlenie-
nia sg reakcjami jednoelektronowymi. Zhang i in. [2013] zbadali mechanizm
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wytwarzania RFT przez nanoczastki: srebra, ztota, niklu i krzemu w roztworach
wodnych poddanych promieniowaniu UV o dtugosci fali A = 365 nm. Stwier-
dzono, ze AgNPs generowaly rodniki ponadtlenkowe i1 hydroksylowe, podczas
gdy pozostale AuNPs, NiNPs i SiNPs generowaly tylko tlen singletowy. Pod-
czas tworzenia reaktywnych form tlenu z CuNPs miedz ze stanu Cu’ najpierw
utlenia si¢ do jonu Cu*!, jony te mogg uczestniczy¢ w reakcji Fentona i reakcji
Habera-Weissa poprzez reakcje z wytworzonym powyzej RFT z elektronow
powierzchniowych i w trakcie samego procesu ulegajg utlenieniu do Cu*2.

W reakcji Cu'! z H O, powstajg rodniki hydroksylowe ze znacznie wigksza
szybkos$cig niz z jonami zelaza:

(G TR & Ko S— > Cu'2 +"OH + OH [Sies 2017].

Nanoczastki metali posrednicza w wytwarzaniu wolnych rodnikow zaréwno
zewnatrzkomorkowo, jak i wewnatrz komorek mikroorganizméw i w obu wy-
padkach toksyczne efekty moga by¢ zwigzane z uszkodzeniami oksydacyjnymi
powodowanymi obecnoscig wolnych rodnikéow. Zewnatrzkomorkowe wytwa-
rzanie wolnych rodnikéw badano w wodnym roztworze CuNPs o wielkosSci cza-
stek 18 nm, 24 nm, 28 nm i 33 nm. Stezenie anionorodnika ponadtlenkowego
mierzono za pomocg biekitu nitrotetrazoliowego (NBT), za$ rodnika hydroksy-
lowego przy uzyciu kwasu tereftalowego [Majumdar i in. 2019]. NBT to so6l
tetrazoliowa, ktora ulega degradacji w obecnosci anionorodnika ponadtlenkowe-
g0, co mozna rejestrowac spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 259 nm. Nie-
fluorescencyjny kwas tereftalowy po przereagowaniu z rodnikiem hydroksylo-
wym tworzy fluorescencyjna pochodna, mono-hydroksytereftalan. Stwierdzono,
ze w obecnosci CuNPs w roztworze wodnym o pH 7,4 powstaje anionorodnik
ponadtlenkowy. Nanoczastki miedzi o rozmiarach w zakresie 18-28 nm gene-
rowaty najwigksze ilosci tego rodnika, ich ilo$¢ wzrastala proporcjonalnie do
czasu reakcji. W tych warunkach potwierdzono takze obecno$¢ rodnika hydrok-
sylowego. Wieksze nanoczastki miedzi, o $rednicy 33 nm generowaty najmniej-
sze ilo$ci tych rodnikéw [Majumdar i in. 2019]. Powstawanie RFT w komoérkach
E. coli inkubowanych z CuNPs bylo zalezne od stgzenia nanoczastek. Juz po
godzinnej inkubacji poziom RFT w komorkach inkubowanych z CuNPs o steze-
niu 3 pg/ml i 7,5 pg/ml byt odpowiednio prawie 1,8 i 2,5 razy wyzszy w porow-
naniu z kontrola. Zjawisku temu towarzyszyt wzrost stezenia utlenionych biatek
w komorce, odpowiednio 25 i 50 razy oraz znaczne obnizenie potencjatu
transblonowego [Chatterjee i in. 2014].

Inne badania réwniez potwierdzily mozliwos¢ wytwarzania anionorodnika
ponadtlenkowego na powierzchni nanoczastek. Zjawisko to obserwowano
w roztworach CaONPs i MgONPs i byto zalezne od pH $rodowiska. W wyniku
dzialania nanoczastek MgONPs odnotowano uszkodzenie btony cytoplazma-
tycznej, co prowadzito do wycieku sktadnikéw cytosolu i byto przyczyng $Smier-
ci komorek bakteryjnych [Jin i in. 2011]. Jednak inni autorzy na podstawie bar-
dziej czulych metod polegajacych na analizie widm rezonansu spinowego elek-
tronow (ESR) doszli do wniosku, ze toksyczno§¢ MgONPs nie ma podtoza wol-
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norodnikowego. Nie stwierdzono znaczacego wytwarzania jonow ponadtlenko-
wych zarowno w probach z komoérkami bakterii, jak i w samych roztworach
nanoczastek [Leung i in. 2014]. Mimo to nanoczagstki MgONPs wykazywaty
silng aktywnos¢ przeciwbakteryjng wzgledem E. coli i B. atrophaeus. Dodatko-
wa ekspozycja na jony magnezu lub wysokie pH nie spowodowala wzrostu
smiertelnos$ci tych bakterii. Autorzy ci sugerujg, ze gldéwnym mechanizmem
przeciwbakteryjnej aktywnosci tych nanoczastek sa uszkodzenia btony cytopla-
zmatycznej przez nanoczastki. Za pomoca skaningowej mikroskopii elektrono-
wej (SEM) u obu badanych bakterii w obecno$ci MgONPs obserwowano perfo-
racje $cian komorkowych. Jednoczesnie nie uzyskano przekonywajacych dowo-
dow $wiadczacych o peroksydacji lipidow, bedacymi markerami uszkodzen
oksydacyjnych blon [Leung i in. 2014]. Analiza proteomiczna nie potwierdzita
zwigkszonej ilosci biatek zwigzanych z utrzymaniem homeostazy redoks. Nie
stwierdzono rowniez zwickszonej ekspresji gendow zwiazanych z systemem
obrony antyoksydacyjnej. Dane te wskazuja, ze w obecnosci MgONPs, RFT nie
byly wcale generowane lub tez powstawaty w niewielkich, fizjologicznych ste-
zeniach.

Badania zespotu Cui i in [2012] nad mechanizmem warunkujacym wtasci-
wosci bakteriobdjcze AuNPs takze nie potwierdzity udziatu RFT w tym proce-
sie. Gtowng przyczyna $mierci komorek bakterii £. coli w tym przypadku byta
asocjacja nanoczastek do blony cytoplazmatycznej i zaburzenie jej potencjatu
btonowego, co obnizalo synteze ATP oraz hamowatlo biosynteze biatek poprzez
inhibicj¢ wigzania aminoacylo-tRNA z rybosomami [Cui i in. 2012].

Jak wynika z przytoczonych przyktadéw, tworzenie wolnych rodnikow
zwigzane z aktywnoscig nanoczastek nie zawsze zachodzi, chociaz ogromna
liczba badan potwierdza ich udzial w mechanizmach toksyczno$ci nanomateria-
1ow. Niektére czynniki promuja powstawanie wolnych rodnikow z nanoczastek
metali, mozna do nich zaliczy¢ np. promieniowanie ektromagnetyczne o roéznej
dtugosci fali/czgstotliwosci. Elektrony na powierzchni nanoczastek moga ulegaé
wzbudzeniu w wyniku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego z sze-
rokiego zakresu widma. Do fotoaktywnych nanoczastek zalicza si¢ miedzy in-
nymi TiO,NPs, ZnONPs, Fe;OsNPs. Nano-TiO, jest najczes$ciej stosowany
w roznych mediach jako fotokatalizator. Utlenianie fotokatalityczne nastepuje,
gdy nanoczastki wymienionych metali zostang napromieniowane $wiattem UV
o dtugosci fali A < 385 nm w $rodowisku wodnymi. Tworzy si¢ wowczas rodnik
hydroksylowy, silnie toksyczny dla mikroorganizméw i bardzo reaktywny
w stosunku do substancji organicznej [Rincon i in. 2001]. Wedlug Khan i in.
[2017] nanoczastki ztota poddane naswietlaniu $wiatlem halogenowym o dtugo-
sci fali 400-500 nm majg zdolno$¢ wytwarzania roznych RFT, takich jak rodniki
ponadtlenkowe, nadtlenek wodoru i rodniki hydroksylowe, ktore sa odpowie-
dzialne za hamowanie biosyntezy biatka i replikacji w komorkach E. coli. Auto-
rzy ci zbadali wewnatrzkomoérkowe wytwarzanie RFT za pomocg 2,7-dichloro-
dihydrofluoresceinodioctanu (DCFH-DA). Zaobserwowali oni emisje zielonej
fluorescencji tylko w probkach traktowanych AuNPs, co wskazuje na tworzenie
RFT w tych warunkach. Powstawanie RFT w naswietlanych roztworach AuNPs
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zwickszalo takze ich site biobojczego dziatania w stosunku do E. coli. Srednica
strefy zahamowania wzrostu tych bakterii indukowana naswietlanym roztworem
AuNPs byta wigksza (19 + 0,5 mm) niz w przypadku nienaswietlanego roztworu
tych nanoczastek (14 + 0,4 mm) [Khan i in. 2017]. Podobnie, nanoczastki tlenku
cynku z powtoka AuNPs charakteryzujg si¢ zwigkszong pod wptywem naswie-
tlania lampg ksenonowg (emitujgca promieniowanie z zakresu UV/VIS) produk-
cja RFT (rodnikow hydroksylowych, tlenu singletowego, anionorodnika ponad-
tlenkowego) oraz aktywnoscia fotokatalityczng i przeciwdrobnoustrojowa [He
iin. 2014b].

Zhang i in. [2013] sugeruja, ze RFT utrzymujg si¢ w Srodowisku wystarcza-
jaco dtugo, aby dyfundowac do komorek bakteryjnych i niszczy¢ ich wewnetrz-
ne struktury, zwlaszcza nadtlenek wodoru i rodniki hydroksylowe moga tatwo
przechodzi¢ przez blony cytoplazmatyczne. Wspolczynnik dyfuzji dla tlenu
singletowego jest taki sam jak tlenu czasteczkowego, czyli ~10° cm?/s. W ukla-
dach biologicznych droga dyfuzji tlenu singletowego moze wynosi¢ od 10 nm
do 50 nm, a $redni czas trwania RFT to 10107 s. Biorac pod uwage grubo$¢
sciany komorkowej i btony cytoplazmatycznej E. coli, prawdopodobne jest, ze
tlen singletowy moze pokonac¢ te bariery i wnikngé do wnetrza komorek bakterii.
Dlatego tez aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa nanoczastek metali wynika
z wewnatrzkomorkowych reakcji RFT z czasteczkami napotkanymi w swoim
otoczeniu. Wolne rodniki mogg reagowac ze wszystkimi typami czasteczek wy-
stepujacych w komorce, co moze prowadzi¢ do peroksydacji lipidow, oksyda-
cyjnych modyfikacji biatek, cukréw i zmian w DNA. Nadtlenek wodoru swo-
bodnie przechodzi przez blony i §ciany komorkowe i jezeli nie zostanie usunigty
enzymatycznie, moze dyfundowac i reagowaé z jonami metali grup przejscio-
wych, co znowu prowadzi do wytworzenia bardzo reaktywnej formy tlenu, jaka
jest rodnik hydroksylowy. Rodnik hydroksylowy, w przeciwienstwie do H»O,
i Oy”, nie przemieszcza si¢ w obrebie komorki. Jego reakcje sa mato specyficz-
ne, w miejscu, w ktorym powstaje, moze reagowac z réoznymi czasteczkami lub
jonami, co powoduje rozlegte uszkodzenia w komorce. Rodnik hydroksylowy
ma silniejsze wlasciwosci utleniajace niz O," i moze inicjowac peroksydacje
lipidow [Sies 2017].

Produkty peroksydacji lipidow zmieniajg wlasciwosci blon cytoplazmatycz-
nych, zwigkszajg ich przepuszczalnos¢ dla jonow i innych polarnych substancji,
zmniejszajg rdéznice potencjatow elektrycznych po obydwu stronach dwuwar-
stwy lipidowej, obnizajg aktywnos$¢ niektorych enzymoéw btonowych i biatek
transportujacych [Erdem i in. 2015]. Gtéwnym miejscem dzialania RFT, indu-
kowanym przez nanoczastki metali jest btona cytoplazmatyczna. W komoérkach
bakterii inkubowanych z TiO,NPs stwierdzono powstawanie dialdehydu malo-
nowego (ang. malondialdehyde, MDA), ktory jest gtownym markerem procesu
peroksydacji lipidow [Erdem i in. 2015]. Obecne w btonach komorek bakterii
wielonienasycone fosfolipidy sg utleniane przez RFT generowane przez nano-
czgstki TiOo.NPs do MDA. Autorzy podkreslaja, ze peroksydacja zachodzi za-
rowno w ciemnosci, jak i po naswietleniu nanoczastek TiO>NPs §wiattem UV.
Warunki $wietlne zawsze skutkowaly zwigkszong produkcja MDA. U E. coli
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stwierdzono silniejsze zahamowanie wzrostu i wigksza produkcje MDA po in-
kubacji z TiO,NP niz u B. subtilis. Peroksydacja lipidow zachodzaca w blonie
cytoplazmatycznej niszczy jej strukture, zmniejsza intensywnos$¢ proceséw od-
dechowych i powoduje $mier¢ komorek [Erdem i in. 2015].

Po godzinnej ekspozycji komorek E. coli na CuNPs o stezeniach MIC =
3,0 ug/ml i MBC = 7,5 pg/ml poziom peroksydacji lipidow byt odpowiednio
okoto 35 i 50 razy wigkszy niz w komdrkach kontrolnych. So6l miedzi (7,5 pg/ml
CuCly) spowodowata jedynie o$miokrotny wzrost poziomu peroksydacji lipi-
dow, co sugeruje, ze w tym przypadku glownym zrodlem wolnych rodnikow sa
nanoczgstki [Chatterjee i in. 2014]. Duza ilo§¢ produktow utleniania nienasyco-
nych kwasow tluszczowych w btonach E. coli wskazuje na potencjat bakterio-
bdjczy badanych nanoczastek. Nienasycone kwasy tluszczowe sg istotnym
1 niezastapionym komponentem btony, zmiany w ich sktadzie powodujg utrate
wlasciwosci fizycznych dwuwarstwy lipidowej, wptywaja na ptynnos¢ btony,
a tym samym hamujg aktywnos$¢ integralnych biatek blonowych.

Poziom RFT w komorce mozna kontrolowac za pomoca przeciwutleniaczy,
takich jak migdzy innymi: glutation (GSH), kwas askorbinowy, witamina E
i aktywnosci enzymow takich jak: katalaza (CAT), peroksydaza glutationowa
(GPX) i dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) [Canaparo i in. 2020]. Ich znaczenie
w mechanizmach obronnych przed skutkami dziatania nanoczastek demonstruja
podane nizej przyktady. Nano CuO byl bardziej toksyczny dla E. coli z niedobo-
rem dysmutazy ponadtlenkowej niz dla bakterii typu dzikiego, co wskazuje, ze
aktywno$¢ tego enzymu jest waznym elementem w systemie obrony przed szko-
dliwymi skutkami dziatania tych nanoczastek i jednocze$nie potwierdza pozycje
anionorodnika ponadtlenkowego w mechanizmie toksyczno$ci tego nanomate-
riatu [Ivask i in. 2014]. Badania Nagy i in. [2011] wskazujg, ze bakteriobdjczy
mechanizm dzialania nanoczastek AgNPs jest zwigzany z wyczerpaniem zdol-
no$ci antyoksydacyjnych komorek E. coli, natomiast anionorodnik ponadtlen-
kowy nie jest dominujgcym czynnikiem odpowiedzialnym za obserwowane
szkodliwe efekty ich dziatania. Po inkubacji komorek E. coli z AgNPs wzrasta
poziom ekspresji genow dla glutaredoksyny i tioredoksyny, natomiast zmniejsza
si¢ ekspresja genu kodujacego dysmutazg ponadtlenkowa (okoto trzykrotnie).
Glutaredoksyny i tioredoksyny to enzymy pelnigce wazna role w utrzymaniu
homeostazy redoks, poprzez regeneracje utlenionych grup tiolowych w biatkach.
W tym przypadku obserwowano takze wzrost ekspresji gendw zaangazowanych
w homeostaze metali, np. genu kodujgcego ferrochelataze, biatko wigzace Fe*
oraz gendéw kodujacych biatka uczestniczace w wewnatrzkomorkowym trans-
porcie i w usuwaniu metali. Zmiang¢ profilu ekspresji genéw autorzy ttumacza
jako przejaw uruchomienia mechanizmow obronnych przed RFT. W ten sposob
zmniejsza si¢ dostgpna dla reakcji Fentona pula wewnatrzkomorkowego zelaza
oraz innych metali przejsciowych, ktore moga katalizowa¢ reakcje prowadzace
do powstania RFT [Nagy i in. 2011].

U P. aeruginosa stwierdzono wysoka ekspresje genow: SOD (kodujacego
dysmutaze ponadtlenkowa), CAT (kodujacego katalazg), AhpD, AhpC 1 AhpF
(kodujacych reduktazy wodoronadtlenku alkilu) oraz genu kodujacego peroksy-
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daze cytochromu c¢551 pod wptywem inkubacji z AgNPs. Stwierdzono tez, ze
aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych katalazy i peroksydazy cytochromu
c551 stopniowo obnizala si¢ wraz z czasem dziatania AgNPs, za§ aktywno$¢
dysmutazy ponadtlenkowej utrzymywata si¢ na poziomie wyzszym niz w kon-
troli [Liao 1 in. 2019]. Po 48 h ekspozycji Phanerochaete chrysosprium na
AgNPs obserwowano zwigkszenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;j, kata-
lazy i peroksydazy [Huang i in. 2018]. Nanoczastki metali oddziatywajace po-
przez generowanie wolnych rodnikow, posrednio wplywaja na transkrypcje ge-
néw zaangazowanych w ochron¢ komoérkowg przed RFT. W komoérkach Pseu-
domonas sp. inkubowanych z AgNPs stwierdzono zwickszong ekspresje genow
kodujacych enzymy antyoksydacyjne, ktore chronig komorke przed uszkodze-
niami oksydacyjnymi. Nanoczastki srebra w stezeniu subletalnym (0,1 pumg/1)
zwigkszaty stezenie biatek stresu takich jak: reduktaza wodoronadtlenku alkilu
i przeciwutleniaczy specyficznych dla grup tiolowych [Soni i in. 2014]. Wynik
tego eksperymentu wspiera tezg, ze nanoczastki AgNPs indukuja w komorkach
stres oksydacyjny, a wzrost aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych zapobiega
uszkodzeniom powodowanym przez RFT.

W przypadku E. coli eksponowanych na TiO,NPs zaobserwowano zwigk-
szenie aktywno$ci enzymow zaangazowanych w metabolizm nadtlenkow [Gou
iin. 2010]. Innym genem, ktory ulega ekspresji pod wptywem nadtlenku wodoru
jest katalaza. Mutanty E. coli pozbawione genu dla katalazy majg fenotyp wraz-
liwy na AgNPs [Ivask i in. 2014]. Gen regulatorowy oxyR posredniczy w synte-
zie biatek indukowanych przez nadtlenek wodoru, w tym katalazy, reduktazy
glutationowej i reduktazy wodoronadtlenku alkilu. Produkt tego genu, biatko
OxyR jest homologiczne do rodziny bakteryjnych biatek regulatorowych LysR-
NodD i wigze si¢ z promotorami genow regulowanych przez oxyR. Utleniona
forma bialka OxyR aktywuje transkrypcje¢ gendow regulowanych przez oxyR.
Stwierdzono zwigkszona ekspresje tego genu w odpowiedzi komoérek E. coli na
ekspozycje na AgNPs [Gou i in. 2010]. W obecno$ci MeNPs odnotowano takze
zwigkszong ekspresje genow SOD. Enzymy dysmutaza ponadtlenkowa i katala-
za biora udzial w usuwaniu RFT, przeksztatcajac odpowiednio anionorodnik
ponadtlenkowy do nadtlenku wodoru, a nadtlenek wodoru do tlenu czasteczko-
wego. Po 90-minutowej ekspozycji na nanoczgstki poziom ekspresji tych genow
zaczat si¢ obniza¢, co mogto by¢ spowodowane nasileniem uszkodzen oksyda-
cyjnych uniemozliwiajacych regulacje tego procesu.

Egzogenne przeciwutleniacze moga zmniejsza¢ wewnatrzkomorkowe steze-
nie RFT i tym samym obniza¢ toksyczno$¢ nanoczastek metali. Dodatek antyok-
sydantow, takich jak glutation czy kwas askorbinowy, zmniejszat toksycznosé¢
AgNPs wzgledem P. aeruginosa, co dodatkowo potwierdza, ze RFT odgrywaja
wazng role w mechanizmach toksyczno$ci nanoczastek [Liao i in. 2019]. GSH
(zredukowany glutation), reagujac z RFT, ,,wygasza” je, czyli obniza ich steze-
nia oraz regeneruje oksydacyjnie uszkodzone biatka, gtownie poprzez redukcje
utlenionych grup sulthydrylowych biatek. Przyczynia si¢ zatem do ochrony bto-
ny cytoplazmatycznej bakterii. U grzybéw Phanerochaete chrysosporium inku-
bowanych z AgNPs stezenie RFT bylo silnie skorelowane ze stgzeniem GSSG
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(utlenionej formy glutationu), co potwierdza rolg GSH jako wewngtrzkomorko-
wego buforu redox [Huang i in. 2018]. W komérkach drozdzy C. albicans roéw-
niez odnotowano zalezny od stezenia AgNPs wzrost wewnatrzkomorkowego
poziomu RFT. W probach, w ktorych stosowano razem z nanoczastkami srebra
kwas askorbinowy, poziom RFT zmniejszyt si¢, a $miertelno$¢ komorek byta
nizsza niz w probie zawierajacej tylko AgNPs. Mimo zastosowania antyoksy-
dantu nie uzyskano catkowitego przywrdcenia zywotnosci tych komorek
[Radhakrishnan i in. 2018]. Dziatanie AgNPs na komorke jest zatem wielokie-
runkowe, a generowanie RFT to tylko jeden z wielu mechanizmoéw toksyczno-
$ci. Autorzy opisali zmiany zawartosci ergosterolu i ptynnosci blon w komor-
kach tych grzybow, potwierdzajagc tym samym plejotropowe efekty dzialania
tych nanoczastek.

Oprocz enzymow, ktore chronig przed powstaniem RFT oraz eliminujg ich
pierwotne i/lub wtorme formy, wazng role w mechanizmach toksycznosci nano-
czastek moga odgrywac enzymy usuwajace produkty ich aktywnosci, czyli ok-
sydacyjnie zmodyfikowane biomolekuly. Tez¢ t¢ wspieraja doswiadczenia
Radzig i in. [2013], w ktorych odnotowano, ze szczepy E. coli z mutacjami
w genach odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen oksydacyjnych DNA byty
bardziej wrazliwe na szkodliwe dzialanie nanoczgstek srebra niz szczepy typu
dzikiego.

Stopien utlenienia metalu w nanoczastkach moze takze wptywac na ich sku-
teczno$¢ przeciwbakteryjng. Poréwnujac oddziatywanie dwoch typoéw nanocza-
stek tlenkow miedzi: Cu,ONPs 1 CuONPs na komorki E. coli, stwierdzono, ze
Cu,ONPs wykazywaly wyzsza aktywno$¢ przeciwbakteryjng niz CuONPs.
Forma chemiczna metalu determinowata tez gtowny mechanizm ich toksyczno-
sci. W przypadku CuONPs byly to reakcje wolnorodnikowe, gdyz w komoérkach
narazonych na dziatanie CuONPs stwierdzono wigksze st¢zenie rodnikow hy-
droksylowych niz po aplikacji Cu,ONPs, natomiast w przypadku Cu,ONPs —
denaturacja chemiczna biatek tiolowych, gdyz w komodrkach E. coli po aplikacji
tych nanoczastek zidentyfikowano wigksze ilosci wytraconych kompleksow
bialek tiolowych z miedzig niz po zastosowaniu CuONPs [Meghana i in. 2015].

3.6. Mechanizmy przeciwdrobnoustrojowe nanoczastek metali zwigzane
z zaburzeniem proces6w metabolicznych, ekspresji gendw i biosyntezy
bialka w komérkach

3.6.1. Zmiany metabolizmu w komérkach mikroorganizméw
pod wplywem nanoczgstek

Nanoczastki metali mogg uszkadza¢ komorki mikroorganizmoéow za pomoca
wielu mechanizméw, rowniez poprzez rozregulowanie kluczowych dla przezy-
cia procesOw metabolicznych. Su i in. [2015] zbadali wptyw CuONPs na proces
denitryfikacji u Paracoccus denitrificans. Pod wplywem tych nanoczastek
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stwierdzono hamowanie denitryfikacji. Wraz ze wzrostem stezenia CuONPs
z 0,05 do 0,25 mg/L intensywno$¢ tego procesu zmniejszyta si¢ z 98,3% do
62,1%. Badania nad morfologia komorek i integralnoscig blon cytoplazmatycz-
nych potwierdzity obecno$¢ nanoczastek we wnetrzu komorek, co bylo skorelo-
wane ze zmianami aktywno$ci wielu bialek zaangazowanych w metabolizm
azotu. W toku tych badan stwierdzono hamowanie aktywnosci biatka GtsB (od-
powiedzialnego za transport glukozy), co zmniejszato produkcje NADH (donora
elektronow do denitryfikacji). Ekspresja gendéw, kodujacych kluczowe biatka
przenoszace elektrony (w tym dehydrogenazy NADH i cytochromu) w tych
warunkach byla rowniez nizsza. Ponadto nanoczastki znaczgco hamowaty eks-
presje gendéw dla reduktazy azotanowej i azotynowej oraz katalityczna aktyw-
no$¢ tych enzyméw. Zmiany profilu ekspresji genow oraz aktywnosci biatek
zwigzanych z oddychaniem komorkowym ograniczaty transport elektronow
w btonowym lancuchu prznoszenia elektronow i ostatecznie obnizaty poziom
redukcji azotanow. Dodatkowo nanoczastki tlenku miedzi ograniczaly pobiera-
nie zelaza, co niekorzystnie wptywalo na biosynteze i funkcje¢ biatek zawieraja-
cych ten pierwiastek. Hamowanie denitryfikacji u P. denitrificans wydaje si¢
zatem by¢ sumarycznym efektem zmian na poziomie genetycznym i bioche-
micznym indukowanych przez nanoczastki miedzi.

Innym mozliwym mechanizmem dziatania przeciwbakteryjnego nanoczastek
jest wigzanie fosforanu dostepnego dla mikroorganizméw. Nanoczastki tlenku
lantanu (La>O3NPs) wykorzystano do usuwania fosforanu z pozywek hodowla-
nych drobnoustrojow w celu zastosowania ukierunkowanego glodzenia jako
strategii przeciwdrobnoustrojowej. Tylko w $rodowiskach ubogich w fosforan
zaobserwowano efekt toksyczny tych nanoczastek wobec E. coli, S. carnosus,
P. roqueforti 1 Chlorella vulgaris [Gerber i in. 2012]. Badania Leung i in. [2014]
potwierdzity znacznie tego zjawiska takze w toksycznosci MgONPs wzgledem
E. coli oraz rzucity $wiatlo na szczegoty tego oddzialywania. Dodatek fosfora-
néw do pozywek nie zmieniat znaczaco toksyczno§ci MgONPs, ale zmniejszat
liczbe biatek rybosomalnych, co skutkowalo obnizeniem poziomu translacji
1 w sumie hamowato aktywno$¢ metaboliczng tych komorek.

Na dysfunkcje rybosomow, jako jedng z przyczyn toksycznego dziatania na-
noczastek, zwrocit uwage zespdt Cui i in. [2012]. Badacze ci odkryli, ze
u E. coli nanoczastki AuNPs modyfikuja biatka duzej podjednostki rybosomal-
nej, co uniemozliwia przylaczenie aminoacylo-tRNA. W obecnosci tych nano-
czastek obserwowali takze obnizenie potencjalu blonowego, zmniejszenie ak-
tywnosci syntazy ATP i spadek poziomu ATP. Uszkodzenie rybosoméw prowa-
dzi do zahamowania biosyntezy roznych biatek, réwniez zaangazowanych
w procesy oddechowe, takich jak np. syntetaza burszytnylo-CoA, kluczowego
enzymu cyklu Krebsa, niezbednego dla produkcji ATP [Yamanaka i in. 2005].
Ze wzgledu na lokalizacje enzymoéw oddechowych w obrebie btony cytoplazma-
tycznej bakterii, obserwowane po dziataniu nanoczastek zaburzenia funkcji blo-
ny wiazg si¢ ze zmniejszeniem podazy ATP. Tezg t¢ potwierdzaja obserwacje
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Lok i in. [2006], ktorzy odnotowali obnizenie poziomu ATP w komorkach
E. coli po ekspozycji na AgNPs, chociaz nie wykryto wycieku metabolitow
z komorek do pozywki. Z kolei Zhao i in. [2010] zaobserwowali hamowanie
biosyntezy biatka, uszkodzenie btony cytoplazmatycznej oraz wyciek DNA po
ekspozycji wieloopornych szczepow E. coli i P. fluorescens (ang. multi-drug-
resistance, MDR) na funkcjonalizowane pirymidyng nanoczastki ztota [Zhao
1 in. 2010]. Zsyntetyzowane przez nich nanoczastki wykazywaty zdolno$¢ do
helatowania jonéw magnezu i wapnia, co w warunkach tego doswiadczenia mo-
glo by¢ przyczyng destabilizacji rybosomow oraz btony cytoplazmatyczne;.

W toksycznosci nanoczastek srebra hamowanie funkcji aparatu translacyjne-
go jest jednym z postulowanych mechanizméw ich dziatania. Badania zespotu
Lara i in. [2010] udowodnity, ze hamowanie syntezy biatka pod wptywem tych
nanoczastek zachodzi za posrednictwem modyfikacji podjednostek rybosoma-
lych 30S. Podobnie Yamanaka i in. [2005] badajac bakteriobojcze dziatanie Ag
w stosunku do E. coli, stwierdzili uszkodzenia rybosoméw. Jony srebra hamo-
waty ekspresje genu kodujacego biatko S2 podjednostki rybosomalnej 30S. Ob-
nizenie poziomu ekspresji tego genu uniemozliwiato synteze biatek, co byto
przyczna deregulacji metabolizmu i ostatecznie $mierci tych komorek [Aseev
i1in. 2008].

Nanoczgstki metali moga wptywac takze na cykl komorkowy mikroorgani-
zmow. Bakterie domeny Bacteria oraz archeony dzielg si¢ przez podziat komor-
kowy, ktory jest poprzedzony replikacja DNA. Oba procesy: replikacja i podziat
komorki sa kontrolowane zaré6wno przez czynniki genetyczne, jak i §rodowi-
skowe takie jak np. dostepnos¢ pokarmu w $rodowisku. Precyzyjna regulacja
tych proces6w ma fundamentalny wplyw na utrzymanie stabilno$ci materiatu
genetycznego w komorkach potomnych. Zahamowanie lub zaburzenie procesu
replikacji lub zahamowanie podziatu komorki jest zwykle dla bakterii letalne.
Badania zespotu Li i in. [2013] potwierdzily mozliwo$¢ interakcji dodatnio na-
ladowanych nanoczastek, takich jak: Qd, AgNPs, aFe,O3;NPs, AuNPs,
CeO,NPs, ZnONPs i1 mikrosfer (mikroczastek) lateksowych z DNA. W przeci-
wienstwie do swoich odpowiednikéw o ujemnym ladunku powierzchniowym,
zastosowane w niewielkich stezeniach (0,05-0,5 nM) catkowicie hamowaty
replikacje DNA. Autorzy zaproponowali model odzialywnia nanoczastek
z DNA, w mysl ktorego ich powinowactwo do DNA zalezy od wartosci bariery
energetycznej miedzy nimi, im jest ona mniejsza, tym silniejsze jest ich wza-
jemne oddziatywanie. Znajac tadunek powierzchniowy nanoczastek oraz ich
wielko$¢, mozna wnioskowa¢ o ich sile oddzialywania z DNA a tym samym
okresli¢ ich potencjalng genotoksycznosé¢. Analogiczne badania przeprowadzone
w systemach komodrkowych potwierdzity, ze nanoczastki sg zdolne do odziaty-
wania z DNA. W komoérkach E. coli eksponowanych na CuNPs stwierdzono
degradacje genomowego DNA juz po pdigodzinnej inkubacji ze stezeniem na-
noczastek odpowiadajagcym MBC, a wraz z wydluzeniem czasu inkubacji ob-
serwowano nasilanie tego procesu [Chatterjee i in. 2014].
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Nanoczgstki miedzi CuNPs o wielkosci 5—10 nm zastosowane w niewielkim
stezniu wykazywaly silne, bakteriobojcze dziatanie w stosunku do bakterii
E. coli. Efekt toksyczny w tym przypadku spowodowany byl gtownie ich od-
dziatywaniem z biatkami FtsZ i Ftsl, co uniemozliwiato powstanie pier§cienia Z,
wyznaczajgcego plaszczyzne przysziego podzialu komoérkowego. Oprocz tego
stwierdzono w tych warunkach zwickszone wytwarzanie RFT i uszkodzenia
DNA [Kumar i in. 2020].

Niektore nanoczastki metali majg takze mozliwos¢ hamowania syntezy bia-
lek enzymatycznych lub ich aktywnosci. Cha i in. [2015], badajac szczep
S. aureus oporny na metycyling, potwierdzili silne bakteriobdjcze wlasciwosci
ZnONPs, a takze wykazali, ze te nanoczastki hamujg aktywnos$¢ B-galaktozy-
dazy (GAL), reprezentatywnego enzymu zaangazowanego w metabolizm
weglowodandow. Inhibicja GAL przez ZnONPs jest procesem odwracalnym
i przebiega zgodnie z kinetyka Michaelisa-Mentena. Nanoczastki zelaza i miedzi
wplywaja na produkcje niektorych enzyméw lignino- i celulolitycznych
u nadrewnowego grzyba Trametes versicolor. Oba typy nanoczastek znaczaco
zmniejszyly aktywno$¢ B-glukozydazy, B-ksylozydazy i celobiohydrolazy, ale
poziom aktywnosci peroksydazy manganowej byt podobny jak w kontroli. Na-
tomiast aktywnos$¢ lakazy zmniejszata si¢ tylko po inkubacji z nanoczastkami
miedzi. Jako dodatkowa kontrole w tym doswiadczeniu zastosowano pozywke
z jonami zelaza i miedzi. Zaré6wno forme¢ jonowa, jak i nanoczastki stosowano
w stezeniach niewptywajacych na wzrost grzyba. Profil wytwarzanych enzymow
roznit sie, gdy porownano doswiadczenia z uzyciem formy jonowej metali
i nanoczastek, co sugeruje odmienne mechanizmy dziatania obu form w komo-
rach tych grzybow [Shah i in. 2010].

Pod wptywem nanoczastek metali metabolizm i wytwarzanie toksyn u plesni
moze ulec zmianie. Potwierdzity to badania nad wplywem AgNPs na rézne
szczepy Aspergillus i P. chrysogenum. Nanoczastki srebra zmniejszaty produk-
cje mikotoksyn u badanych szczepow Aspergillus. Najwigkszy spadek stezenia
mikotoksyn w porowaniu z kontrolg odnotowano dla A. westerdijikiae, gdzie
stezenie ochratoksyny A obnizylo si¢ az o 95,5%, rowniez st¢zenie alfatoksyn
(B,G) u 4. flavus zmniejszyto si¢ z 86 do 95%, za$ fumonizyny u 4. niger o 81%
[Pietrzak i in. 2015]. Inne badania pokazuja, ze nanoczastki srebra sg w stanie
hamowac¢ produkcje aflatoksyny B1 produkowanej przez A. flavus [Al-Othman
i1in. 2014]. Nanoczastki ZnNPs réwniez wydajnie, bo od 20 do 100% zmniejsza-
ty wytwarzanie mikotoksyn: fumonizyny B1, ochratoksyny A, aflatoksyny Bl
i M1 u réznych szczepoéw Aspergillus [Hassan i in. 2013]. AgNPs hamuja wy-
twarzanie kwasow organicznych u 4. niger i P. chrysogenum, zmniejszajac ich
stezenia. Spadek produkcji kwaséw organicznych zaznaczyt si¢ od 3 dnia inku-
bacji z nanoczastkami, proces ten w wickszym stopniu dotyczyt P. chrysogenum
niz A. niger. Najbardziej obnizylo si¢ stezenie kwasu szczawiowego i cytryno-
wego, a najmniej kwasu jabtkowego. Zaobserwowano rowniez zwigkszone wy-
dzielanie enzymow, ktorych sktad byt inny niz w kontroli [Pietrzak i in. 2015].
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3.6.2. Wplyw nanoczastek metali na aktywnosé genow
i synteze bialek w komoérkach mikroorganizmow

Ekspozycja komorek mikroorganizméw na MeNPs powoduje zmiany w pro-
filach genomowych i proteomicznych. Przypuszczalnie jest to jeden z mechani-
zmdéw adaptacji komorek do §rodowiska zawierajacego NPs. W badaniach nad
proteomem bakterii czesto wykorzystywana jest metoda elektroforezy dwukie-
runkowej (ang. two-dimensional electrophoresis, 2-DE). Rozdzielone elektro-
foretycznie bialka sa identyfikowane technika MALDI TOF MS (ang. matrix
assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry). Pozwala to
na okreslenie profilu biatek i wskazanie wsrdd nich biatka lub grupy biatek
uczestniczacych w reakcji na stres indukowany obecno$cia nanoczastek.

Analiza proteomiczng komorek wielolekoopornego szczepu P. aeruginosa
poddanego dziataniu nanoczgstek AgNPs wykazata, ze w puli zidentyfikowa-
nych biatek, 170 miato podyzszong synteze i byly to bialka zaangazowane
W procesy utrzymania homeostazy redoks, za§ 366 mialo obnizong synteze
1 w tej grupie byly biatka zaangazowane w procesy metaboliczne, uczestni-
czace w utlenianiu kwasow tluszczowych, fosforylacji, metabolizmie puryn
i pirymidyn, biatka rybosomalne, enzymy degradujace RNA i uczestniczace
w replikacji DNA [Liao i in. 2019]. Analizy proteomiczne 2-DE wykazaty, ze
krotka ekspozycja komorek E. coli na dziatanie AgNPs spowodowata nagro-
madzenie prekursorow biatek otoczki (OmpA, OmpC, OmpF, OppA, MetQ)
i biatek szoku cieplnego (IbpA, IbpB) oraz biatek podjednostki rybosomalne;j
30S [Lok i in. 2006].

Nanoczastki MgONPs zmieniaty profil proteomiczny u E. coli. Stezenie wie-
lu biatek zaangazowanych w metabolizm podstawowy, w tym metabolizm ami-
nokwasow, nukleotydow i weglowodanow, wytwarzanie ATP i transkrypcje
uleglo obnizeniu [Leung i in. 2014]. Sposrod analizowanych 109 gendéw dla
biatek az 83 miato nizsza ekspresje, geny o podwyzszonej ekspresji kodowaty
migdzy innymi biatko periplazmatyczne wigzace tiamine i biatka zwigzane
z metabolizmem ryboflawiny. W innym doswiadczeniu potwierdzono zréznico-
wang ekspresje gendw zalezng od st¢zenia nanoczastek srebra w komorkach
E. coli. Nanoczastki srebra w nizszych stezeniach maja tendencje do wywoly-
wania bardziej specyficznej odpowiedzi, podczas gdy przy wyzszych stezeniach
dominuje bardziej ogolna reakcja pokrywajaca si¢ z odpowiedzia na stres. Na-
noczastki srebra powodowaty wzrost ekspresji wielu genow, takich jak: koduja-
cych biatka zwigzane z budowa $cian komorkowych, tworzeniem biofilmu
(bolA), uczestniczacych w cyklu kwasu cytrynowego (sdhC), przenoszeniu elek-
tronow (sdh(), transporcie komorkowym (mdfA), naprawie DNA (recN, uvrA,
vbfE, yebG, ssb, sbmc i nfo) 1 tzw. biatka wyptywu (fsr, yajR, emrE). Dane doty-
czace ekspresji genéw umozliwily identyfikacje potencjalnych biomarkerow,
ktére moga by¢ wykorzystane do detekcji toksycznos$ci nanoczastek i opracowa-
nia bioczujnikéw [Gou i in. 2010].
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Nanoczgstki zmieniaty takze profile ekspresji gendw. Do badania rdznic
w ekspresji genow stosuje si¢ technike mikromacierzy DNA, ktora jak genetyczny
skaner umozliwia w jednej procedurze diagnostycznej analiz¢ calego materiatu
genetycznego. Interesujace doswiadczenia przeprowadzone przez McQuillan
1 Shaw [2014] pokazuja, ze odpowiedz transkryptomu bakterii E. coli na AgNPs
lub jony srebra jest zroznicowana. W komorkach traktowanych nanoczastkami
srebra stwierdzono specyficzng ekspresje 309 gendéw, za§ w przypadku jonoéw
srebra byto ich tylko 70. Zr6znicowana odpowiedz komorek potwierdza roézne
mechanizmy oddziatywania nanoczastek i jonow srebra na materiat genetyczny.

W komoérkach E. coli inkubowanych z TiO>NPs zidentyfikowano 152 geny
na 1702, o odmiennym wzorze ekspresji. Wsrdd nich 68 gendéw bylo w tych
warunkach aktywowanych, natomiast 84 geny byly wyciszane. Nanoczastki
TiO.NPs regulowaly pozytywnie, czyli aktywowaly ekspresje gendow koduja-
cych biatka odpowiedzialne za procesy zwigzane z odpowiedzig na stres osmo-
tyczny, metabolizmem skladnikow $ciany komoérkowej (synteza i degradacja
polisacharydow, kwasow tluszczowych/lipidow, peptydoglikanow, transporte-
row ABC), wchtanianiem zwigzkdéw egzogennych, systemem transdukcji sygna-
16w. Te ostatnie umozliwiaja bakteriom wyczuwanie, reagowanie i dostosowy-
wanie si¢ do zmian w ich §rodowisku lub w statusie wewnatrzkomoérkowym.
Natomiast geny wyciszane mozna przyporzadkowa¢ do nastgpujacych kategorii:
kodujace biatka odpowiedzialne za synteze nukleoidow i replikacje DNA, fat-
dowanie bialek, homeostazg redoks i metabolizm energetyczny komorki [Sohm
iin. 2015].

Profilowanie transkrypcyjne E. coli oparte na mikromacierzach po ekspozy-
¢ji na nanoczastki tlenku ceru (CeO:NPs) pokazato, ze 144 geny mialy inny
poziom ekspresji niz kontrola. Gdy poréwnano komorki traktowane nanoczgst-
kami i solg ceru, stwierdzono inny wzor ekspresji dla o§miu gendéw (rnt, thiS,
cysW, yciW, cysl, ilvG, cysN, pyrB). Wigkszos¢ z tych gendw powigzanych jest
z metabolizmem, wychwytem zelaza, oddychaniem i reakcja na stresy. Komorki
potraktowane nanoczastkami tlenku ceru miaty wyzszy poziom transkryptow dla
oksydazy cytochromowej (cydAB) i reduktazy azotynowej (NirD) niz komorki
kontrolne, przy jednoczes$nie niskim poziomie ekspresji genéw dehydrogenazy
bursztynianowej i oksydazy cytochromu b [Pelletier i in. 2010].

4. Interakcja nanoczastek metali z mikroorganizmami glebowymi

Nanoczastki metali sg atrakcyjnym materiatem dla wielu branz przemystu,
medycyny i rolnictwa. Swiatowy rynek nanokompozytéw do 2021 r. osiagnie
733 220 t, wzrost od 2016 do 2021 r. wynosi ok. 18,9% [McWilliams, 2017].
Powszechno$¢ ich stosowania sprawia, ze ich niekontrolowany wptyw na §ro-
dowisko jest nieunikniony. Trudno jest oszacowaé stgzenie nanoczastek w §ro-
dowisku, gdyz brak jest metod, ktore pozwolityby odrézni¢ nanoczastki metali
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od obecnych tam jondéw metali. Modelowe badania sugeruja, ze sposrod réznych
elementow $rodowiska to gtownie gleba i osady mogg absorbowa¢ i akumulo-
wac nanoczgstki [Xu i in. 2015].

Nanoczastki gromadza si¢ w glebie w wyniku celowego zastosowania
w technologii rekultywacji gleby i oczyszczania wody, jako nawozy i pestycydy
lub w sposdb niezamierzony na skutek przemieszczania si¢ do gleby z powietrza
czy wody [Chai i in. 2015]. Srodowisko glebowe jest szczegolnie narazone na
dziatanie nanoczastek, gdyz gleba moze je absorbowaé, co powoduje dtugoter-
minowe skutki i lokalne zwigkszenie stgzen substancji toksycznych. Glebowe
zbiorowiska drobnoustrojow sa zaréwno istotnymi, jak i wrazliwymi wskazni-
kami zmian w $rodowisku glebowym [Holden i in. 2014]. Mikroorganizmy za-
siedlajace Srodowisko glebowe maja bezposredni wplyw na jakos$¢ gleby, gdyz
uczestnicza w procesach takich jak obieg biogendw, rozktad materii organiczne;,
relacje symbiotyczne z roslinami oraz sg podstawa wielu wodnych i ladowych
sieci pokarmowych. Jednym z zagrozen ekologicznych jest ryzyko zubozenia
bior6éznorodnosci lokalnych mikrobioméw i zakldcenie funkcjonowania innych
elementow srodowiska. Przedstawione w poprzednich rozdziatach tej monogra-
fii badania nad toksyczno$cia NPs dla mikroorganizméw w wigkszo$ci prowa-
dzone byly dla czystych kultur, w statych warunkach fizykochemicznych,
a przejawem toksycznos$ci najczesciej byta $mier¢ komoérek. W srodowisku natu-
ralnym nanoczastki mogg zosta¢ przeksztatcone przez procesy biotyczne i abio-
tyczne w sposob, ktéry moze zmieni¢ ich oddzialywanie na naturalne zespoty
mikroorganizmoéw. Poza tym efekty, jakie one wywotuja na zbiorowiska mikro-
organizmdow, moga by¢ inne w poréwnaniu z tymi obserwowanymi dla hodowli
jednorodnych. Mikroorganizmy glebowe bezposrednio wptywaja na procesy
glebowe, takie jak rozktad materii organicznej gleby i obieg sktadnikoéw pokar-
mowych, dlatego kazdy czynnik, ktory wptywa na sktad jakosciowy i aktywnos¢
metaboliczng mikroorganizmow gleby, moze zmieni¢ jej zyzno$¢ i przydatnosc
rolnicza. Zmiany w funkcjonowaniu spotecznosci mikroorganizmow glebowych
mozna monitorowa¢ na wiele réznych sposobdw, poprzez pomiar liczebno$ci
i biomasy mikroorganizmow, sktadu gatunkowego, aktywnos$ci enzymow. Jed-
nak trudno jest oceni¢ wplyw nanoczastek metali na mikroorganizmy glebowe,
gdyz w naturalnym $rodowisku wspotdziata wiele czynnikéw decydujgcych
o ich toksyczno$ci: dawka i czas ekspozycji, zroznicowanie gatunkow mikroor-
ganizmow, wilasciwosci gleby (pH, Eh, zawarto$¢ materii organicznej gleby,
zawarto$ci wody, sktad mineralny), warunki tlenowe, naswietlenie i inne. Auto-
rzy wielu publikacji opisujacych wptyw nanoczastek na zespoty mikroorgani-
zmdéw w glebie podkreslaja, ze jak dotad nie ma opracowanego standardu oceny
potencjalnej toksycznos$ci nanoczastek dla mikroorganizméw glebowych ze
wzgledu na czynniki $rodowiskowe i brak metod jednoznacznie identyfikuja-
cych nanoczastki w glebie. Jednak pojawia si¢ wiele badan pokazujacych zmia-
ny aktywno$ci mikroorganizméw glebowych pod wplywem nanoczastek
(tabela 11). Czesto stosowanym kryterium tej oceny jest liczebno$¢ i sktad ga-
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tunkowy mikroorganizméw glebowych. Rousk i in. [2012] stwierdzili, Zze zasto-
sowanie CuONPs spowodowalo wyrazne zahamowanie wzrostu bakterii w gle-
bie mineralnej. Wpltyw CuONPs byl mniej wyrazny w glebie organicznej, jed-
nak najwyzsze stezenie tych nanoczastek (200 mmol g™') tez hamowato wzrost
bakterii. Nanoczastki ZnONPs, podobnie jak w poprzednim doswiadczeniu,
skuteczniej ograniczaty rozwdj bakterii w glebie mineralnej, pomimo ze w obu
rodzajach gleb dziataty niekorzystnie na liczebno$¢ mikroorganizméw. ZnONPs
w stezeniu 64 mmol g ! gleby hamowaty w 50% wzrost bakterii w glebie mine-
ralnej, zas w glebie organicznej ten sam efekt uzyskano dopiero przy stezeniu
tych nanoczgstek wynoszacym 185 mmol g ! gleby. W tym przypadku gtéwnym
mechanizmem toksycznosci nanoczastek bylo uwalniane jonoéw metali, a nie ich
bezposrednie oddziatywanie na bakterie, dlatego tez autorzy zaproponowali, aby
toksyczno$¢ tych nanoczastek oceniaé poprzez analize ich biodostepnosci
w skazonych glebach [Rousk i in. 2012].

Podobne doswiadczenia przeprowadzono na glebie terenéw podmoktych, spod
upraw ryzu, ktore zostaly zasilone nanoczastkami tlenku miedzi lub tlenku tytanu.
Po 110 dniach od aplikacji tych nanoczgstek oceniono ryzyko ekotoksykologicz-
ne. Nanoczastki CuONPs powodowaty zmniejszenie biomasy drobnoustrojow
w glebie, ich wptyw byt $cisle zwigzany z dawka, czasem i parametrami $rodowi-
ska glebowego [Xu i in. 2015]. Negatywny wptyw na drobnoustroje glebowe na-
noczastek CuO byt silniejszy niz TiO,, na co wskazuje zmniejszona zawarto$¢
wegla w biomasie mikroorganizmow i calkowita zawartos¢ fosfolipidow (ang.
phospholipid fatty acid, PLFA) oraz nizsza aktywnos$¢ enzymatyczna gleby,
w tym ureazy, fosfatazy i dehydrogenazy. Ge i in. [2012] podkreslaja, Zze sposrod
zuzywanych przez przemyst wielu r6znych nanoczastek w srodowisku akumuluja
si¢ duze ilosci TiO,NPs i ZnONPs. Po wprowadzeniu tych nanoczastek do gleby
obserwowano wahania liczebnosci réznych drobnoustrojow w sposob zalezny od
dawki. Liczebno$¢ niektorych taksonow malata, byly to bakterie zwigzane z wig-
zaniem azotu: Rhizobiales, Bradyrhizobiaceae i Bradyrhizobium oraz utlenianiem
metanu: Methylobacteriaceae. Zmnigjszenie liczebnosci tych taksonow odgrywa-
jacych wazng role w obiegu azotu i wegla moze wplynaé na procesy biogeoche-
miczne na poziomie ekosystemu. Wzrastala natomiast liczebno$¢ gatunkow
z taksonow Sphingomonadaceae zaangazowanych w rozklad opornych zanie-
czyszczen organicznych oraz Streptomycetaceae i Streptomyces o duzym poten-
cjale rozktadu biatek. Oznaczono takze obecno$¢ zewnatrzkomoérkowych proteaz.
Aktywnos¢ proteaz byta znacznie podwyzszona i dodatnio skorelowana z liczeb-
noscig Streptomycetaceae. Liczebnos¢ innych taksonow dobrze znanych z poza-
komorkowej produkcji proteaz (tj. Bacillus, Lactococcus, Serratia, Pseudomonas,
Aeromonas 1 Vibrio) nie zwigkszyla si¢ po wprowadzeniu do gleby TiONPs
1 ZnONPs. Zmiany liczebnosci taksonéw mogg mie¢ konsekwencje dla proceséw
degradacji biatek w skali ekosystemu. Autorzy podkreslaja, ze nisza ekologiczna
moze zostaC przejg¢ta przez gatunki tolerancyjne, a zmiana sktadu zespotéw mi-
kroorganizméw moze zachowac si¢ przez dlugi czas.
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Tabela 11. Wptyw nanoczastek metali na mikroorganizy glebowe

Nanoczastki Wplyw na mikroorganizmy w glebie Zrodto

AgNPs zahamowana mikoryza stonecznika Dubchak i in. 2010

zmiany w ekspresji gendw zaangazowanych
AgNPs w produkcj¢ energii i procesy nitryfikacji, hamowa- Yuaniin. 2013

nie wzrostu bakterii Nitrosomonas europaea

zmniejszenie liczebnosci bakterii wigzacych azot

TiO2NPs, (Rhizobiales, Bradyrhizobiaceae i Bradyrhizobium) Geiin. 2012
eiin.

ZnONPs i metanowych Methylobacteriaceae; zwigkszenie

liczebnosci Streptomyces

zmniejszenie liczebnosci bakterii, zwlaszcza Bra- ..
AgNPs o . . . Kumariin. 2011a
dyrhizobium, hamowanie procesu wigzania azotu

zmniejszenie populacji Acidobacteria, Actinobacte- .
AgNPs . L . Wang i in. 2017
ria, Cyanobacteria 1 Nitrospirae

zmniejszenie liczebnosci bakterii Alphaproteobacte- .
CuONPs Frenkiin. 2013
ria, Bacillus

dla Sinorhizobium meliloti CeO2 i ZnONPs byty

CeO2NPs
’ toksyczne, Band dh
ZnONPs Y o : 'an yopadhyay
dla S. melba CeO2NPs wykazywaty dziatanie bakte- | 1in. 2012
riostatyczne, a ZnONPs — bakteriobdjcze
wplyw na profile fizjologiczne na poziomie zbioro-
CuNPs, wosci drobnoustrojow juz po 1 dniu, zmiana struktu- L
. . . s .. Collins i in. 2012
ZnONPs ry zbiorowisk bakterii, szczegdlnie wrazliwe Flavo-

bacteriales 1 Sphingomonadales

FeNPs, CoNPs, zmniejszenie liczby gatunkéw z rodzaju Sphingomo-

NiNP nas i Lysobacter, natomiast wzrost liczby gatunkow Shah i in. 2014
iNPs

z rodzaju Flavobacterium i Niastella

Zbadano wplyw nanoczastek CuONPs na mikroorganizmy w dwu réznych
glebach: piaszczystej i gliniastej. Nanoczastki CuONPs obnizaly aktywnosé
hydrolaz i dehydrogenaz, zmieniaty sktad i wielko$¢ zbiorowisk mikroorgani-
zmow w glebie. Populacja bakterii w glebie piaszczystej byta bardziej podatna
na oddziatywanie NPs niz mikroorganizmy gleby gliniastej. Opisano wysoka
liczebno$¢ promieniowcoOw w zanieczyszczonej nanoczastkami glebie piaszczy-
stej, zmniejszenie liczby bakterii z grupy Alphaproteobacteria, a takze Bacillus,
ktora si¢ zmniejszyta o 38% w porodwnaniu z kontrolg. Odnotowano, ze gtowna
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strategia przetrwania Bacillus w obecno$ci nanoczastek byto tworzenie prze-
trwalnikow [Frenk i in. 2013]. Concha-Guerrero i in. [2014] wykazali, ze Cu-
ONPs sg bardzo toksyczne dla rodzimych bakterii glebowych. Podobne wyniki
dotyczace zmiany sktadu mikrobiomu gleby uzyskano, badajac wptyw nanocza-
stek ZnONPs na og6lng wielkos$¢ spotecznosci bakteryjnej przeprowadzonej za
pomocg real time PCR 1 oznaczenia na podstawie ilosci genu 16S tRNA w1 g
suchej gleby. Ekspozycja na ZnONPs istotnie zmienita wielko$¢ populacji bak-
terii w glebie, zmniejszeniu ulegta liczba Bacillus, przedstawicieli Alphaproteo-
bacteria i Gammaproteobacteria [You i in. 2018]. Mirzajani i in. [2013] badali
toksyczne dziatanie nanoczastek srebra (AgNPs) na bakterie ryzosferowe Oryza
sativa, migdzy innymi na rodzaj Bacillus. Obecno$¢ AgNPs w glebie pod upra-
wa ryzu zmienita stosunki liczebno$ciowe w populacji bakterii. Stwierdzono
catkowitg eliminacj¢ szczepu B. thuringiensis SBURRI1, za$§ szczep B. amylo-
liquefaciens SBURRS byl najliczniejszy spos$rod tego gatunku. Wang i in.
[2017] badali wplyw roznych stezen AgNPs na mikroorganizmy glebowe
w ciaggu 7 dni. Liczebno$¢ Acidobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria i Ni-
trospirae znacznie zmniejszyta si¢, wzrosta natomiast liczba Proteobacteria
i Planctomycetes. Juz po 12-godzinnej ekspozycji zmalata przezywalno$¢ bakte-
rii nitryfikacyjnych Nitrosomonas europaea. Podobne badania potwierdzity, ze
AgNPs wywieraly niekorzystny wplyw na bakterie zaangazowane w obieg azotu
w glebie wykorzystywanej rolniczo [Yang i in. 2012].

Aktywno$¢ enzyméow glebowych jest czgsto traktowana jako wskaznik ak-
tywnosci mikrobiologicznej w glebie. Nanoczastki indukujg znaczace zmiany
aktywnosci enzymow glebowych w warunkach polowych. Du i in. [2011] ustali-
li, ze TiO,NPs i ZnONPs zmniejszajg aktywno$¢ proteazy, katalazy i peroksyda-
zy, ale nie wplywajg na aktywno$¢ ureazy. Kumar i in. [2011b] badali zespoty
bakterii gleb arktycznych poddanych dziataniu nanoczastek srebra. Obserwowali
oni zmniejszenie liczebnosci bakterii wigzacych azot, takich jak przedstawicieli
rodzaju Bradyrhizobium, ktorych metabolizm jest korzystny dla rozwoju roslin,
szczegodlnie w rejonach o niskiej sredniej temperaturze rocznej. Zmiany liczeb-
nosci bakterii glebowych Iub ich stanu fizjologicznego wywotane nanomateria-
fami moga wigc przyczyni¢ si¢ do pogorszenia warunkow uprawy roslin. Ak-
tywnosci enzymow zaangazowanych w obieg azotu jak monooksygenaza amo-
nowa i oksydoreduktaza azotynowa sa hamowane przez nanoczastki [Zheng i in.
2011]. He 1 in. [2016] ocenili reakcje drobnoustrojow glebowych na nanoczastki
srebra (AgNPs) i tlenku zelaza (FeONPs) za pomocg mikrokolorymetrii i pomia-
ru potencjatu nitryfikacji gleby. Zmiany liczebnos$ci bakterii, eukariotow i bakte-
rii utleniajgcych amoniak mierzono metodg ilosciowej real time PCR. Stwier-
dzono, ze AgNPs zmniejszaly aktywno$¢ metaboliczng drobnoustrojow glebo-
wych, intensywno$¢ nitryfikacji oraz liczebno$¢ bakterii, a zwlaszcza bakterii
utleniajacych amoniak. Dostepne w literaturze dane czgsto potwierdzaja nega-
tywny wplyw nanoczastek metali na mikroorganizmy ryzosferowe. Jednak zna-
ne sg tez przyktady badan, ktore wskazuja nie tylko na ich neutralne, ale nawet
pozytywne odziatywanie. Wedtug Vittori Antisari i in. [2013] zanieczyszczenie
gleby Fe;O3NPs i1 Fe;O4NPs nie miato wptywu na biomasg drobnoustrojow gle-
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bowych. Podobne wnioski zostaty sformutowane przez He i in. [2011] odnosnie
ogo6lnej liczby bakterii. Simonin i in. [2014] nie stwierdzili znaczacego wplywu
TiO,NPs na liczebnos¢ bakterii w szesciu badanych glebach. Natomiast Shcher-
bakova i in. [2016] ocenili pozytywnie wplyw przedsiewnego zaprawiania nano-
czgstkami molibdenu nasion ciecierzycy. Zabieg ten nie tylko wptynat korzyst-
nie na rozwoj siewek, ale takze na réznorodnos$¢ taksonomiczng mikroorgani-
zmow w ryzosferze tych roslin. Ponadto zwigkszat on liczebno$¢ i r6znorodnosc¢
gatunkowa bakterii nalezacych do rzedu Rhizobiales. Wedlug badan He i in.
[2016], FeONPs wykazywaty pozytywny wptyw na aktywno$¢ metaboliczng
mikroorganizmoéw glebowych oraz ich potencjat nitryfikacyjny.

Dane literaturowe wskazuja na mozliwos¢ stymulacji metabolizmu bakterii
Shewanella oneidensis przez nanoczastki tlenku tytanu (TiONPs). Gléwnag
funkcja S. oneidensis w cyklu geochemicznym jest redukcja metali przy udziale
mononukleotydu flawinowego. W obecnosci TiO.NPs stwierdzono u tej bakterii
zwigkszong sekrecje flawin [Maurer-Jones i in. 2013]. Ciekawe doswiadczenie
z zakresu wpltywu nanoczgstek na uktad symbiotyczny (interakcje symbiotyczne
ro$lina — mikroorganizmy) zaprezentowali Taran i in. [2014]. Nasiona ciecierzy-
cy przedsiewnie traktowano tylko roztworem nanoczastek molibdenu (MoNPs)
lub roztworem zawierajacym MoNPs i bakterie wigzace azot Bradyrhizobium
Jjaponicum. Zastosowanie koloidalnego roztworu nanoczgstek molibdenu wspo-
magato rozwdj prawie wszystkich grup mikroorganizmoéw ryzosferowych (li-
czebnos$¢ 2-3 razy wyzsza niz w kontroli), zwlaszcza bakterii metabolizujacych
azot mineralny i wiagzacych azot. Natomiast drugi wariant do$wiadczenia
(MoNPs + B. japonicum) zwiekszyl liczebno$¢ bakterii promujacych wzrost
ro§lin, miat tez pozytywny wptyw na tempo przemian materii organicznej i nasi-
lenie proceséw mineralizacji. Proponowane rozwiazanie stymuluje symbioze
z ro$ling, wspomaga rozwoj ,,agronomicznie cennej” mikroflory co moze zna-
lez¢ praktyczne zastosowanie takze w uprawie innych gatunkow roslin.

Mechanizmy interakcji nanoczastek metali z mikroorganizmami w §rodowi-
sku glebowym sa ciagle stabo poznane. Wielu autorow podkresla, Ze nanoczast-
ki metali lub tlenkéw metali moga by¢ odpowiedzialne za utrate bior6znorodno-
sci 1 modyfikacje sktadu spotecznoséci drobnoustrojow w glebie. Wiele badan
koncentrowato si¢ na wpltywie nanoczgstek metali na spolecznosci bakterii bez-
posrednio w glebie, dla pelnego obrazu oddziatywan nalezaloby jeszcze prowa-
dzi¢ dalsze doswiadczenia, aby oceni¢ w tych warunkach zbiorowiska grzybow
i archeondéw. Wyniki prezentowanych prac trudno jest poréwnac, gdyz uzyskano
je przy uzyciu réznych metod i wskaznikow aktywno$ci mikroorganizmow.
W wielu pracach podkreslano, ze reakcje mikroorganizmow sa zalezne zar6wno
od badanych nanoczastek, jak i wlasciwosci gleby czy rosliny. Dalsze badania
uwzgledniajace wlasciwosci fizykochemiczne gleb i ich wpltyw na biodostep-
no$¢ nanoczastek pozwola lepiej oceni¢ interakcje z mikroorganizmami i ryzyko
dla catego ekosystemu.
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4.1. Zastosowanie nanoczastek metali w ochronie roslin
przed mikroorganizmami patogennymi

Zdecydowana wigkszo$¢ znanych gatunkoéw grzybow to saprofity, ale szacu-
je sig, ze 270 000 gatunkéw grzybow, gtownie z rodzaju Botrytis, Sclerotinia,
Aspergillus, Fusarium i Verticillium, jest patogenami ro$lin [Jampilek i Kral'ova,
2018]. Sposrod ponad 15 000 gatunkow bakterii zidentyfikowano okoto 200 ga-
tunkow bakterii fitopatogennych, zaliczanych do rodzajow Erwinia, Acidovorax,
Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobacter, Xanthomonas, Agrobacterium, Xylella,
Arthrobacter, Clavibacter 1 Streptomyces [Jampilek i Kralova 2018]. Grzyby
i bakterie moga powodowac¢ powazne straty w uprawach. Szacuje si¢, ze grzyby
odpowiadaja za ponad 70% chordb roslin uprawnych, powoduja znaczne straty
plonéw, a naktady na ochrone roslin obnizaja znaczaco optacalnos¢ upraw. In-
fekcje grzybowe roslin zagrazajg tez zdrowiu ludzi i zwierzat, gdyz plony moga
zawiera¢ mikotoksyny, ktore dziatajg rakotwodrczo i mutagennie. Stosowane
powszechnie fungicydy i $rodki bakteriobojcze kontrolujg choroby wywolywane
przez mikroorganizmy poprzez specyficzne ich hamowanie lub zabijanie pato-
genow, jednak ich stosowanie budzi obawy ze wzglgdu na chemiczne pozostato-
$ci 1 ich niespecyficzny wplyw na $rodowisko. Dlatego tez podejmowane sa
proby zastosowania produktow nanotechnologicznych do zwalczania choréb
roslin uprawnych.

Nanotechnologia w ochronie roslin w warunkach polowych nadal znajduje
si¢ na wczesnym etapie zastosowan. Rozne typy nanoczastek, w tym takze na-
noczastki metali badane sg pod katem ich przydatnosci w praktyce rolnicze;j.
Przedstawione we wczesniejszych rozdziatach tej monografii dane literaturowe
podkreslaja, ze nanoczastki metali wykazuja wlasciwosci przeciwdrobnoustro-
jowe i przez to moga by¢ wykorzystywane jako substancje aktywne w $srodkach
ochrony roélin. Szczeg6lnym zainteresowaniem naukowcOw ciesza si¢ nanome-
tale o silnych wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych jak AuNPs i AgNPs,
a takze te nanometale lub ich pochodne, ktére oprocz duzej aktywnosci w ogra-
niczaniu rozwoju niepozadanych mikroorganizméw dodatkowo moglyby rosli-
nom dostarcza¢ konieczne sktadniki odzywcze. Kryteria te spetniaja nanoczastki
CuNPs i ZnNPs. Stosowane w tym celu nanametale nie powinny mie¢ negatyw-
nego wpltywu na wzrost i jako$¢ biologiczng roslin, co jest warunkiem ich po-
tencjalnego wykorzystania w rolnictwie.

Nanoczastki zlota wykazuja dziatanie przeciwko fitopatogenom, jednak
koszt materiatu znaczaco zmniejsza ich potencjalne zastosowanie w rolnictwie.
Zaobserwowano zalezne od stgzenia AuNP (0,05—0,2 mg/L) zmniejszenie $red-
nicy kolonii grzybow F. verticillioides, P. citrinum 1 A. flavus. Jednak nawet
najwyzsze zastosowane stezenie 0,2 mg/L nie bylo w stanie catkowicie zaha-
mowac¢ wzrostu grzybow, ale powodowato uszkodzenie strzepek i tym samym
ograniczato ich wzrost [Savi i in. 2012]. Nanoczastki ztota o prawie kulistym
ksztatcie i wielkosci od 45 do 75 nm wykazywaty aktywnos¢ przeciwgrzybowa
wobec P. graminis tritci, A. flavus 1 A. niger. Maksymalna strefe inhibicji wzro-
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stu zaobserwowano dla P. graminis (17 mm) po zastosowaniu AuNPs [Jayasee-
laniin. 2013].

Nanosrebro ma silne dziatanie biobdjcze i szerokie spektrum dziatania prze-
ciwdrobnoustrojowego, w formie koloidalnej jest wykorzystywane jako $rodek
dezynfekujacy. Jak opisano wczesniej, mechanizm dzialania AgNPs zwigzany
jest z uwalnianiem jondéw, co utrudnia jego zastosowanie w ochronie roslin,
gdyz jony srebra sa wysoce reaktywne i stosunkowo tatwo wchodza w reakcje
redoks, co moze zmieni¢ ich potencjat przeciwdrobnoustrojowy. Podejmowane
sg jednak badania nad zastosowaniem nanosrebra w celu ograniczania chorob
ro$lin. Antraknoza papryki wywotywana przez gatunki Colletotrichum jest jed-
nym z najwazniejszych czynnikow ograniczajacych produkcje papryki. W Korei
w warunkach polowych przeprowadzono do$wiadczenia nad mozliwoscig sto-
sowania nanoczastek srebra zamiast komercyjnych fungicydow w uprawie pa-
pryki [Lamsal i in. 2011]. Srednia czesto$é wystepowania choroby w grupie
kontrolnej tych roslin wynosita 84,1%. Najlepsze efekty ochronne uzyskiwano,
stosujac prewencyjne zabiegi nanosrebrem o st¢zeniu 50 ppm, objawy choroby
zaobserwowano tylko u 9,7% ro$lin. Komercyjne fungicydy (NSS-F i Fenari)
miaty nizszg skuteczno$¢, (porazone rosliny stanowity 35,2% i 25,3%). Po wy-
stapieniu objawdw chorobowych na roslinach skuteczno$¢ nanosrebra byta duzo
nizsza (odnotowano w tym przypadku 72% porazonych roslin), ale zblizona do
skutecznosci fungicydow (72,1% NSS-F, 63,4% Fenari) [Lamsal i in. 2011].

Grzyby Sphaerotheca pannosa var. rosae powoduja na réozach rozwoj ucigz-
liwej choroby: maczniaka prawdziwego, objawiajacej si¢ powstawaniem biate-
go, maczystego nalotu na lisciach, pedach i kwiatach. Koloidalny roztwor nano-
srebra o stezeniu 10 ppm rozpylano na uprawianych w szklarni rézach z obja-
wami maczniaka. Dwa dni po aplikacji nanoczastek, przy uzyciu mikroskopu
obserwowano tkanki ro$lin, u ponad 95% krzewdw r6z nie odnotowano w pre-
paratach mikroskopowych strzepek grzyba i stan ten utrzymywat si¢ przez ty-
dzien [Kim i in. 2008a].

Biogenne nanoczastki srebra wyprodukowano przy uzyciu F. oxysporum.
Ich wiasciwosci przeciwgrzybowe zbadano w warunkach in vitro z wykorzysta-
niem zagrazajgcego uprawom pomidora patogenu Pythium aphanidermatum.
W doswiadczeniach szklarniowych i polowych zastosowanie AgNPs znacznie
zmniejszyto czgstos¢ wystepowania objawdw zgnilizny korzeni roslin pomidora.
Najskuteczniejszym sposobem ochrony byto zanurzanie korzeni siewek pomido-
ra w roztworze AgNPs (200 mg - I'") przed posadzeniem, a nastepnie zraszanie
gleby tym roztworem [Elshahawy i in. 2016].

Miedz nalezy do pierwiastkow niezbgdnych dla ro$lin. Jony miedzi majg sil-
ne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Jednym z popularnych srodkow ochrony
ro$lin jest Miedzian 50 WP, preparat o szerokim zakresie dzialania grzyboboj-
czego i bakteriobdjczego. Podejmowane sa réwniez proby zastosowania nano-
czastek miedzi lub nanotlenkéw miedzi w polowej lub doswiadczalnej ochronie
ro§lin przed patogennymi grzybami i bakteriami. Nanoczastki miedzi maja
wigkszy potencjal aplikacyjny, poniewaz sa one znacznie tansze niz nanoczastki
srebra lub ztota, a dodatkowo w ten spos6b mozna wprowadza¢ konieczny dla
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rozwoju roslin mikroelement, jakim jest miedz. W uprawie szklarniowej w celu
ochrony arbuza przed Fusarium oxysporum f. sp. niveum zastosowano nano-
czgstki CuONPs, MnONPs, TiO,NPs i ZnONPs. Liscie mtodych roslin opryska-
no zawiesing nanoczastek (500 do 1000 ug/ml) i rosliny posadzono w donicz-
kach z ziemig zainfekowang F. oxysporum f. sp. niveum. Najlepsza ochron¢
przed tym grzybem stanowily nanoczastki CuONPs, dodatkowo stosowanie
nanotlenku miedzi zwigkszato biomase i plon roslin. Autorzy sugeruja, ze
CuONPs moze stuzy¢ jako wysoce skuteczny fungicyd, dostarczajacy rowno-
czes$nie niezbedny z punktu widzenia zywienia roslin mikroelement, jakim jest
miedz [Elmer i in. 2018].

Zastosowanie nanoczastek miedzi bezposrednio do gleby spowodowato
znaczne zmniejszenie czestosci wystepowania objawow choroby na roslinach
herbaty zarazonych Poria hypolateritia Berk. ex Cooke. Systemowy fungicyd
karbendazym w najwigkszym stopniu kontrolowat rozwdj choroby grzybowe;
(57,2% redukcji objawdow), za§ nanoczastki miedzi w dawce 2,5 ppm mialy nie-
wiele nizszg skutecznos¢ (52,7%) [Ponmurugan i in. 2016]. CuNPs hamuja
wzrost X. axonopodis pv. punicae, patogenu bakteryjnego powodujacego zaraze
bakteryjng granatu. Do skutecznej ochrony roslin wystarczy juz stezenie
0,2 ppm, czyli 10 000 razy nizsze niz zwykle stosowanego tlenochlorku miedzi.
Po opryskaniu nanoczastkami lici granatu zainfekowanymi fitopatogenami
obserwowano zmniejszenie objawow chorobowych widocznych jako wodniste
zmiany na li§ciu. NanomiedZ znacznie ograniczala zdolnos¢ do kolonizacji tka-
nek ro§liny przez patogenne bakterie, przypuszczalnie na skutek uszkodzenia
sciany komorkowej komorek bakteryjnych [Mondal i Mani 2012].

Stwierdzono tez, ze roztwory koloidalne CuNPs (o $rednicy czgstek 2—5 nm)
przygotowane przy uzyciu polimeru powlekajacego PVA i z dodatkiem cytry-
nianu jako $rodka zapobiegajacego agregacji wykazuja znaczng aktywnos$¢ prze-
ciwgrzybowa w stosunku do Corticium salmonicolor, grzyba rozwijajacego si¢
na drzewach cytrusowych, kawowych i kauczukowych. Roztwor koloidalny
o stezeniu 7 ppm CuNPs silne hamowat wzrost C. salmonicolor, za$ roztwor
o stezeniu 10 ppm CuNPs catkowicie zabijat komodrki grzyba. Oprysk roztwo-
rem o stgzeniu 10 ppm CuNPs zmniejszatl objawy choroby porazonych drzew
kauczukowych [Cao i in. 2014].

Co ciekawe, nanoczastki miedzi byly bardziej skuteczne w zawalczaniu
P. infestans niz znane na rynku pestycydy zawierajace miedz. Giannousi i in.
[2013] przetestowali nanoczastki Cu,ONPs, CuONPs i Cu/Cu,ONPs o podob-
nych rozmiarach (11-14 nm) i prawie kulistym ksztalcie przeciwko P. infestans
porazajacych pomidory. Wszystkie badane nanoczgstki na bazie miedzi byly
bardziej skuteczne w ograniczaniu porazenia tym patogenem w duzo nizszych
stezeniach niz zarejestrowane pestycydy na bazie miedzi (Kocide 2000, Kocide
Opti, Cuprofix Disperss i Ridomil Gold Plus), nie powodujac zadnych szkodli-
wych efektow ubocznych.

Zastosowanie nanoczastek cynku przeciwko patogenom ro$lin rowniez wy-
daje si¢ by¢ obiecujace. Cynk jest niezbednym sktadnikiem odzywczym dla
roslin i zwierzat, stanowi znaczny sktadnik skorupy ziemskiej (0,004%) i jest
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powszechnie obecny w Srodowisku, moze by¢ toksyczny dla roslin i zwierzat
w wysokich st¢zeniach, ale dawki wymagane do kontroli patogendéw sg niskie
iprzez to przyjazne Srodowisku. ZnONPs jest powszechnie uznawany za bez-
pieczny (GRAS) przez FDA i jest stosowany do pakowania zywnos$ci oraz do
wzbogacania zywnosci na bazie zb6z [Wagner i in. 2016]. Stwierdzono, Ze na-
noczgstki ZnONPs nadajg si¢ rowniez do zwalczania grzybowej zarazy ryzu
Pyricularia grisea i choroby grzybowej powodowanej przez Helminthosporium
oryzae zwigzanej z wystepowaniem brunatnych plam na tej roslinie. W warun-
kach szklarniowych opryskiwano sadzonki ryzu ZnONPs w stezeniach 0,2
1 0,5%, na siedem, pi¢¢ i dwa dni przed zainfekowaniem ro$lin zawiesing zarod-
nikow P. grisea oraz na dwa dni przed zainfekowaniem i po zainfekowaniu
H. oryzae. Najskuteczniejsze w zwalczaniu zarazy ryzu bylo opryskiwanie
ZnONPs na pi¢¢ dni przed zaszczepieniem zawiesing zarodnikow P. grisea, za$
w zwalczaniu choroby brunatnych plam opryskiwanie na dwa dni przed infekcja
H. oryzae. Dodatkowo stwierdzono tez poprawe kondycji roslin, gdyz zawartosc¢
chlorofilu wzrosta po zastosowaniu ZnONPs [Kalboush i in. 2016].

W innym do$wiadczeniu zbadano wptyw nanoczastek ZnNPs i ZnONPs na
grzybopodobny patogen Peronospora tabacina rozwijajacy si¢ na lisciach tyto-
niu. Nanoczastki ZnNPs (o $rednicy 264 nm) i ZnONPs (o $rednicy 19,3 nm)
hamowaly kietkowanie zarodnikéw i rozwdj infekcji na lisciach tytoniu odpo-
wiednio przy stezeniu 8 i 10 mg/ L. Udalo si¢ rowniez wykazac, ze toksycznos¢
tych nanomateriatow wzgledem P. tabacina nie wynikata z uwalniania jonow
cynku z nanoczastek, gdyz opryski z uzyciem nanoczastek byty znacznie sku-
teczniejsze niz z uzyciem czasteczkowego ZnO. Autorzy sugeruja, ze po opry-
sku na powierzchni li§ci nanoczastki osadzaja si¢ lepiej niz zwiazki cynku, co
skutkuje przedtuzonym i skuteczniejszym zwalczaniem chorobotworczych
drobnoustrojow [Wagner i in. 2016].

Nanoczastki dwutlenku tytanu to kolejne nanoczastki o dziataniu przeciw-
drobnoustrojowym i duzym potencjale stosowania w ochronie roslin. Cui i in.
wykazali, ze TiO,NPs zmniejszaty infekcj¢ ogorka patogenami P. syringae pv.
lachrimans 1 P. cubensis 0 69 1 91% [Cui i in. 2009]. Dodatkowa korzyscig sto-
sowania tych nanoczastek byt wzrost aktywnosci fotosyntetycznej roslin o 30%.

W literaturze dostepnych jest niewiele danych na temat skuteczno$ci nano-
metali wobec wirusow wywotujacych choroby roslin, szczegdlnie w uprawach
polowych. Badano migdzy innymi ochronng rol¢ nanoczastek srebra lub cynku
przed wirusem zottej mozaiki fasoli (BYMYV) [Elbeshehy i in. 2015], wirusem
ziemniaka Y (PVY) [Cordero i in. 2017] i wirusem mozaiki ogérka (CMV) [EI-
Sawy i in. 2017]. Opryski nanoczastkami stosowano w roznych terminach; pre-
wencyjnie, w trakcie inokulacji wirusa lub po wystapieniu objawow porazenia
roslin. Oprysk roztworem ZnNPs o wielkosci czastek 100 nm (w trzech réznych
stezeniach 50, 100 i 200 pugml') zastosowano w uprawie szklarniowej na jeden
dzien przed zainfekowaniem roslin baktazana wirusem mozaiki ogorka [El-
Sawy 1 in. 2017]. Efekty dziatania nanoczastek porownywano z dzialaniem
2-nitrometylofenolu i ekstraktu z wodorostow. Autorzy stwierdzili, ze skutecz-
no$¢ zastosowanych opryskow byta nastepujaca: 2-nitrometylofenol > ekstrakt

87



z wodorostow > ZnNPs. Nanoczgstki cynku najstabiej chronity rosliny przed
infekcja wirusem mozaiki, ale zwigkszaty odpornosc¢ roslin na t¢ chorobe.

Nanoczastki srebra zastosowano w celu ochrony fasoli przed wirusem zottej
mozaiki (BYMV) [Elbeshehy i in. 2015]. W do$wiadczeniu wazonowym rosliny
podzielono na grupy, ktére opryskiwano nanoczgstkami rownoczes$nie z infekcja
BYMV, na 72 h przed zakazeniem i 24 h po infekcji wirusowej. Porazenie roslin
oceniano na podstawie wizualnej kontroli lisci 1 oznaczaniu czastek wirusa tech-
nikg real time PCR. Opryski nanoczgstkami srebra miaty r6zng skuteczno$é:
zabieg przed infekcja nie chronit tych roslin, zabieg zastosowany roéwnoczesnie
z zainfekowaniem wirusem w niewielkim stopniu zmniejszat koncentracje wiru-
sa i objawy choroby, zabieg przeprowadzony po 24 h od infekcji zapobiegat
wszystkim objawom choroby. Autorzy sugeruja, ze AgNPs wptywa na replika-
cje wirusa, ale nie indukuje odpornosci roslin na zakazenie BYMV. Skuteczno$¢
nanoczastek srebra w zapobieganiu infekcji wirusa ziemniaka Y (PVY) opisat
Cordero i in. [2017]. Stwierdzono, ze roztwor AgNPs o stezeniu 1000 ppm za-
stosowany na 48 h przed mechanicznym zainfekowaniem lisci skutecznie chroni
te rosliny.

W wielu publikacjach podkreslane sg korzysci z zastosowania nanotechno-
logii w rolnictwie. Badania nad przeciwdrobnoustrojowym dziataniem nanocza-
stek daja szanse na skuteczng ochrone roslin przed chorobami. Srodki ochrony
roslin na bazie nanometali moga sta¢ si¢ alternatywa dla tradycyjnych pestycy-
dow, gdyz mikroorganizmy nie wytworzyly na nie mechanizméw opornosci.
Nanometale oprécz ochronny przed patogenami moga tez dostarcza¢ roslinom
niezbednych sktadnikéw odzywczych. Jednak ich powszechne zastosowanie
w rolnictwie wymaga przede wszystkim poznania toksycznych oddzialywan na
srodowisko, a zwlaszcza na mikrobiote gleby.



5. Biobdjcze dzialanie nanoczgstek
na mikroorganizmy chorobotworcze
dla czlowieka

Nanoczgstki posiadajg nie tylko interesujace whasciwosci fizykochemiczne
co wynika gtéwnie z rozmiarow oraz morfologii tych struktur, ale takze duza
reaktywnos$¢ chemiczng oraz odmienne wiasciwosci biologiczne w poréwnaniu
z ich makroskopowymi odpowiednikami. Materiaty makroskopowe zwykle obo-
jetne dla organizmow zywych czesto stajg si¢ cytotoksyczne, gdy zmniejszy si¢
ich rozmiary do skali nanometrycznej [Park i in. 2011]. Przyczyny tego zjawiska
zostaty szczegdtowo omoéwione w poprzednich rozdziatach tego opracowania.

Termin czynnik przeciwdrobnoustrojowy odnosi si¢ do substancji, ktore
moga w wyniku bezposredniego oddziatywania zabija¢ mikroorganizmy (dzia-
fanie bakteriobdjcze, grzybobdjcze) lub spowalnia¢ ich wzrost (dziatanie bakte-
riostatyczne, fungistatyczne), nie wykazujac szkodliwych efektow wzgledem
komorek gospodarza. Wigkszos¢ obecnych substancji przeciwbakteryjnych to
chemicznie modyfikowane zwiazki naturalne na przyktad p-laktamy takie jak:
penicyliny, cefalosporyny, monobaktamy oraz karbapenemy [Von Nussbaum
i in. 2006]. Czgsto stosuje sie rowniez czyste produkty naturalne, takie jak ami-
noglikozydy, a takze syntetyczne chemioterapeutyki, na przyktad sulfonamidy.
Maja one kluczowe znaczenie w walce z chorobami zakaznymi. Naduzywanie
oraz nieprawidtowe stosowanie antybiotykéw, bez identyfikacji czynnika etiolo-
gicznego jest przyczyng zjawiska lekoopornosci [Jabtonski i in. 2010]. Nabywa-
nie przez patogeny opornosci na dostgpne i powszechnie stosowane chemiotera-
peutyki przeciwdrobnoustrojowe stanowi zagrozenie dla zdrowia ludzi i zwie-
rzat hodowlanych oraz generuje wysokie koszty leczenia. Dodatkowym proble-
mem zwigzanym z tym zjawiskiem jest pojawianie si¢ i rozprzestrzenienie ga-
tunkow 1 szczepow opornych na antybiotyki.

Wedhug aktualnych statystyk (raport epidemiologiczny dotyczacy opornosci
na $rodki przeciwdrobnoustrojowe w Unii Europejskiej, UE/EOG (EARS Net
72019 r.). prawie potowe ludzkich izolatow Escherichia coli stanowily szczepy
oporne na przynajmniej jeden antybiotyk (44,2%), w przypadku S. aureus stano-
wity 20,6%, K. pneumoniae — 11,3%, Enterococcus faecalis — 6,8%, P. aerugino-
sa — 5,6%, Streptococcus pneumoniae — 5,3%, E. faecium — 4,5% a sposrod ga-
tunkow Acinetobacter — 1,7%. Wsrdd nich opornos¢ na kilka antybiotykow
z roznych klas byla czgsta. Patogeny te sa odpowiedzialne za najczestsze szpitalne
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1 pozaszpitalne zakazenia (zakazenia uktadu moczowego, zakazenia skory i tkanki
podskornej, w tym miejsca operowanego, zakazenia krwi czy zapalenia ptuc).

Wprawdzie w poroOwnaniu z poprzednim okresem odnotowano mniejszy
o okoto 4% odsetek izolatow metycylinoopornych Staphylococcus aures
(MRSA) (spadek z 19% w 2015 r. do okoto 15,5% w 2019), ale w niektorych
krajach nadal sg one wykrywane z duza czestos$cig. Natomiast dla wigkszos$ci
analizowanych patogendéw odnotowano tendencje wzrostowa. Szczegélny nie-
pokdj budzi wzrost odsetka izolatow klinicznych E. faecium opornych na wan-
komycyne z 10,5% w 2015 r. do 18,3% w 2019 1.

Dynamika zjawiska antybiotykoopornosci i zwigzane z tym narastajace za-
grozenie dla zdrowia publicznego staty si¢ impulsem do podjgcia krokow zmie-
rzajacych do opracowania zasad zapobiegania powstawaniu szczepow antybio-
tykoopornych oraz/lub ich transmisji do srodowiska pozaszpitalnego. Wspotcze-
sne osiagni¢cia nanotechnologii z zakresu nanobiologii i nanomedycyny wpisuja
si¢ w ten nurt dziatan.

Nanomaterialy moga stanowi¢ alternatywne do antybiotykow zwigzki prze-
ciwdrobnoustrojowe i zastgpowac stare metody terapeutyczne [Gao i in. 2014].
Uwaza sig, ze nanoczastki znacznie rzadziej indukuja opornos¢ mikroorganizmow
niz konwencjonalne chemioterapeutyki. Sa one uwazane za $rodki przeciwdrob-
noustrojowe o szerokim spektrum dziatania oraz o wielokierunkowym mechani-
zmie oddzialywania. Mozliwo$¢ oddzialywania na mikroorganizmy poprzez roz-
norodne mechanizmy sprawia, ze prawdopodobienstwo powstania wielu mutacji
chronigcych przed szkodliwymi skutkami tego dziatania jest znikome.

Kolejnym argumentem wspierajacym teze o przydatnosci nanomateriatow
w medycynie 1 weterynarii jest ich zdolno$¢ do niszczenia komorek mikroorga-
nizmoéw chorobotworczych wystepujacych w formie biofilmu. Formowanie bio-
filmu przez patogenne bakterie jest uwazane za gldwny czynnik wirulencji,
chroniacy je nie tylko przed niesprzyjajacymi warunkami §rodowiska oraz me-
chanizmami odpowiedzi immunologicznej gospodarza, ale rowniez przed ukie-
runkowanym dziataniem $§rodkéw przeciwbakteryjnych, w tym antybiotykoéw
[Landini i in. 2010]. W poréwnaniu z formami planktonicznymi bakterie funk-
cjonujagce w formie biofilmu cechuje zwigkszona, od 10 do 1000 razy opornosé
na antybiotyki [Mah 2012]. Stosowanie antybiotykow do walki z biofilmem
moze zmniejszy¢ liczbg komorek bakterii w biofilmie, jednak nie prowadzi do
catkowitej jego eradykacji, czego konsekwencja jest rozwdj przewlektych i/lub
nawracajacych zakazen [Landini i in. 2010]. Zakazenia zwigzane z biofilmem
mozna ogodlnie podzieli¢ na dwa typy. Biofilmy moga tworzy¢ si¢ na po-
wierzchniach abiotycznych, zwlaszcza na wyrobach medycznych wprowadzo-
nych do organizmu pacjenta oraz bezposrednio w zainfekowanych tkankach.

Zdolno$¢ nanoczastek do oddzialywania z komoérkami biofilmu oraz ich sil-
ne wlasciwos$ci biobdjcze (omodéwione szczegdtowo we wezesniejszych rozdzia-
fach tego opracowania) sprawiaja, ze s3 one obiecujagcymi substytutami trady-
cyjnych srodkow farmakologicznych. Badania nad zastosowaniem nanoczastek
w terapiach przeciwbiofilmowych, moga by¢ szansg na ograniczenie zakazen,
ale majg takze aspekt ekonomiczny, gdyz pozwola na zmniejszenie kosztow
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leczenia. Obiecujgce wyniki doswiadczen zaprezentowano z zastosowaniem
nanoczastek zlota. Naukowcy skonstruowali matryce z dwutlenku tytanu
o ksztalcie nanorurek, na ktérych za pomocg rozpylania magnetronowego umie-
scili nanoczastki ztota [Li i in. 2014]. Do niszczenia drobnoustrojow w tym
uktadzie wykorzystano zjawisko zlokalizowanego powierzchniowego rezonansu
plazmonowego, czyli zbiorowej oscylacji elektronow, ktére wystepuja na mig-
dzyfazowej powierzchni pomiedzy dielektrykami a przewodnikami, tu migdzy
nanodwutlenkiem tytanu a nanoztotem. Zlokalizowana oscylacja elektronow
powoduje wzbudzenie nanoczastek zlota. W obecnosci takich nanouktadow
E. coli oraz S. aureus nie tworzyly biofilmow, czesto obserwowano tez uszko-
dzenia blon cytoplazmatycznych tych bakterii.

Nanoczastki srebra hamuja roéwniez proliferacj¢ szczepow bakterii majacych
zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w obrebie ran lub uszkodzonych bton $luzo-
wych [Sivakamavalli i in. 2014]. Z kolei nanoczastki tlenku cynku moga wcho-
dzi¢ w sktad lekow, gdyz tlenek cynku jest od dawna wykorzystywany w prepa-
ratach dermatologicznych. ZnONPs wykazujg silne dzialanie antyoksydacyjne
oraz bakteriobdjcze, na przyktad w stosunku do patogenéw wywolujacych in-
fekcje drog moczowych [Chandra i in. 2019]. Co szczego6lnie wazne nanotlenek
cynku hamuje takze tworzenie biofilmu przez Enterococcus faecalis, zwigksza
hydrofilowos¢ komorek bakteryjnych i ulatwia ich eradykacje, ale nie wptywa
na wzrost zdrowych komorek organizmu [Guerreiro-Tanomaru i in. 2014].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyniki badan dotyczacych skutecznosci nano-
czastek uzyskane w testach in vitro nie zawsze przekladaja si¢ na efekty terapeu-
tyczne w organizmie, czyli in vivo. Prawdopodobnie wynika to z trudnos$ci
w ustaleniu optymalnej dawki oraz formy NPs dla zainfekowanego organizmu
szczegblnie w aspekcie mozliwosci wystepowania patogenow w formie biofil-
mu. Szacuje si¢, ze w okoto 80% wszystkich infekcji dotykajacych zwierzat
1 ludzi jest spowodowana przez mikroorganizmy zorganizowane w biofilmy.

W nanomedycynie ugruntowang pozycje maja nastgpujgce nanoczastki:
AgNPs, AuNPs i CuONPs [Kandi i Kandi 2015]. Srebro metaliczne byto znane
od dawna ze swoich wlasciwosci dezynfekcyjnych. Bylo ono wykorzystywane
do oczyszczania wody i Srodkow spozywczych, a takze do dezynfekcji ran.
Forma nanometryczna srebra AgNPs z racji udokumentowanych wilasciwosci
bakteriobojczych, grzybobojczych i przeciwwirusowych jest stosowana we
wspotczesnej medycynie do impregnacji materiatow medycznych i protez, de-
zynfekcji respiratorow, inhalatoréw, aparatury do spirometrii czy produkcji ma-
teriatow opatrunkowych (bandazy, opatrunkéw, masek chirurgicznych) [Zhang
i in. 2016b]. AgNPs wykazuja silnie dziatanie przeciwdrobnoustrojowe (bakte-
riobojcze, grzybobdjcze) nie tylko w stosunku do saprofitycznych mikroorgani-
zmow, ale takze patogenoéw, w tym opornych na antybiotyki takich jak: metycy-
linooporne szczepy Staphylococcus aureus (MRSA) 1 Staphylococcus epidermi-
dis [Morones i in. 2005]. Poza tym AgNPs skompleksowane z antybiotykami
wzmacniajg ich przeciwbakteryjne dziatanie. Tego typu efekty obserwowano
w przypadku antybiotykdéw takich jak np.: ampicylina, tetracyklina, ofloksacyna,
teikoplanina, chloramphenikol i kanamycyna [Ahmed i in. 2016, Ding i in. 2018,
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Tabela 12. Przeciwbakteryjne efekty wybranych nanoczgstek metali dedykowanych do terapii chorob infekcyjnych

transkrypcji genoéw icaAD

od uwalnianych jonow
srebra

Bakteria NPs/koniugat Wriasciwosci NPs Dawka Mechanizm toksycznos$ci Uwagi Literatura
SPIONS funkcjonalizo- zewnetrzne pole magnetyczne moze ukierun-
wane grupami karboksy- | srednica 10-20 nm | 0.35 mg/mL | kowaé SPOINS do biofimu i zwigkszy¢ efek- | SPOINs wykazujg zdol-
lowymi tywno$¢ przeciwbakteryjng no$¢ do internalizacji, ale
SPIONSs funkcjonalizo- nie wptywaja na adhezje | Subbiah-
wane silanami (grupami | $rednica 10-20 nm  |0.35 mg/mL | wytwarzanie RFT, elektrostatyczne interakcje |i rozprzestrzenianie si¢ doss i in.
silanolowymi Si-OH) migdzy NPs a bakteriami komorek ssaczych 2012
Nieoptaszczone SPIONS | $rednica 10-20 nm | 0.35 mg/mL
S.PIONS sfunkcjona- $rednica 10-20 nm | 0.35 mg/mL | brak toksycznosci dla bakterii b_rak _z_dolnosc1 do interna-
lizowane PEG lizacji
SPIONs AgNPs $rednica 15-20 nm |80 pg/mL toksyczno$¢ po przeniknigciu do biofilmu;
wzrost toksycznosci po przylozeniu zewnetrz-
S. aureus . ; i
SPIONS Ag-AUNPS  |érednica20-30 nm |80 pg/mp, | 90 POla magnetyczneqo; generowanie RET, | ¢\ ot crsone Ag
oddziatywania elektrostatyczne; fizyczne i Ad-A, Ini k
uszkodzenia bakterii g-AAu 3 W pelni kom- -y, 9012
I —— patybilne ze sktadnikami
stabe wiasciwosci bakteriobojcze tylko po Komérki
SPIONS AuNPS srednica 25-40 nm |80 ug/mp, | Preyiozeniu zewngtiznego pola magnetycz-
nego, spowodowane penetracja czastek do
biofilmu
Fe;04/mezo-SiO, po-
kryte przeciwcialami - N . .
anty S. aureus ¢rednica 250 nm brak danych nanoprzer}osnl'l(, efekt bakteriobojczy zwig- Xuiin.
. . zany z dziataniem wankomycyny 2019
i skoniugowane
z wankomycyng
uszkadzanie mikroorganizméw biofilmu dzigki szvbkie uwalnianie NO
SiNPs . . przenikaniu SiNPs do matriks biofilmu oraz szy .. .. | Hetrick
.. $rednica 80-100 nm |8 mg/mL e jest bardziej skuteczne niz | . .
(uwalniajace NO) wilasciwosciom elektrostatycznym NO uwal- wolne i in. 2009
nianych z nanoczastek
s g e
AgNPs immobilizo- . . hamowanie two_rzenla b[pfllmu n Vltro po- noéci, ale hamujg tworzenie |Qin i in.
. . . | $rednica 18-24 nm przez hamowanie adhezji bakterii i inhibicji s : .
wane na powierzchni Ti biofilmu; efekt niezalezny | 2014




I1zolaty Kkliniczne
bakterii i grzybow
MRSA, MRAB,

analizowano izolaty mi-

P. aeruginosa. §rednica 700-800 nm | (MBC) NA kroorganizméw chorobo- |Leid i in
' S SCC23-LTP NPs (oznaczona za (MIC) R - '
K. pneumoniae, Ha- tworczych tylko w formie |2012
emophilus influen- pomoca DLS) 10 mg/L planktonowej
zae, Burkholderia
spp. C. albicans
promien hydrodyna-
. miczny okre$lony za . . . adsorpcja AgNPs jest .
E' ;izﬂ%}g‘;jg’e AgNPs pomocg XRD — 30 mg/L &i?i;ﬁ?:ﬁ:lﬁloizkrgl? statyczne, adsorpcja, wieksza w temp. 20°C niz }2<(;]1a{] rin.
' 43 nm; pole po- w 37°C
wierzchni 26 m?/g
NONPs (kompozytowe, (MIC)
K. pneumoniae polimerowe nano- $rednica 10-15 nm | 10 mo/ml )
' czastki uwalniajace w ciagu uszkodzenia blony bakteryjnej, dziatanie bak- |NO jest prekursorem RFA
NO) 24 h teriobdjcze poprzez nitrozylacj¢ grup—SH bia- | (reaktywnych form azotu), | Friedman
NONPs (kompozytowe, (MIC) Tek, kationow zelaza niehemowego oraz reszt | ktore wykazuja efekt iin. 2011
olimerowe nano- , . 10 mg/mL tyrozylowych w biatkach przeciwdrobno-ustrojowy
Ezqstki uwalniajace §rednica 8-15 nm w ciqggu
NO) 16 h
. : uszkadzanie mikroorganizmoéw biofilmu dzigki . -
SiNPs (uwalniajace sredn!ca 80-100 nm y przenikaniu SiNPs dc)ng matriks biofilmu oraze §zybk|e uyvz?llnlanle NO .. | Hetrick i in.
NO) (okreslone za 8 mg/mL wilasciwosciom elektrostatycznym NO uwal- jest bardziej skuteczne niz 2009
pomoca AFM) . wolne
nianych z nanoczastek
$rednica 10-25 nm fotoaktywacja TiO, promuje dziatanie bakte-
i . (ST-01, Ishihara riobdjcze; peroksydacja wielonienasyconych Tsuang i in.
P. aeruginosa TiONPs Sangyo Kaisha Ltd., | 0 MY | fosfolipidéw blony: utrata aktywnosci odde- 2008
Osaka, Japan chowej
zaburzenie transportu, oddychania i podziatu Morones
AgNPs $rednica 1-10 nm 25-100 mg/L | komorek, oddziatywanie z blong komérkowa iin. 2005
oraz zwigzkami zawierajacymi siarke i fosfor )
oddziatywania elektrostatyczne utatwiaja kon-
. . 1-4,25mM  |takt z bakteriami; wytwarzanie RFT, uszko- Ferisiin.
ZnONPs §rednica 10-200m 1. 160 mLLB | dzenie blony komc\’:\:l{t)wej i zaburzenie jej 2010

funkcji




E. coli

AgNPs syntetyzowany

Ag NP skojarzony z ampicyling prowadzi do

biogenicznie syntetyzo-

metoda biologiczna . . (MIC) 2 \ . S5 ... |wane AgNPs wykazuja Fayaz i in.
2 wykorzystaniem $rednica 5-40 nm 30 ug/ml lizy sciany lfomorlfovae] ba1'<ter1'1, internalizacji synergistyczny efekt 2010
- L AgNPs i uniemozliwia replikacje DNA - -
Trichoderma viride z antybiotykami
$rednica 80-100 nm uszkadzanie mikroorganizméw biofilmu szybkie uwalnianie NO
SiNPs (uwalniajgce . dzigki przenikaniu SiNPs do biofilmu oraz 32y .. .. |Hetrick
(okreslona za 8 mg/mL AR jest bardziej skuteczne niz |. .
NO) wlasciwosciom elektrostatycznym NO i in. 2009
pomocg AFM) uwalnianych z nanoczastek wolne
Au/Ag (NEs) nanoprety | wymiary: 12—-14 x daWké.i TOW= | efekt bakteriobdjczy wynikajacy z uwalniania Kim i in.
nowazna C +
Au z powloka z Ag) 50-55 nm 8 M Ag" jonow srebra Ag 2018
$rednica 50-70 nm
(Zhejiang
Al,O3NPs Hongsheng Material |20 mg/L
Technology Co.) + oddziatywania elektrostatyczne ulatwiaja kon-
30 mv takt z bakteriami, uszkodzenie $ciany komor-
$rednica 20 nm kowej bakterii, wzrost przepuszczalno$ci toksveznodé ika
(Zhejiang blony z ysozkie owg\rllvinowac- Jiang iin
ZnONPs Hongsheng Material |20 mg/L Wy gop - grm.
Technology Co) — Lwa r}anczafstek do $ciany | 2009
omorkowe;j
5mVvV
$rednica 50 nm
(Zhejiang
TiO,NPs Hongsheng Material |20 mg/L brak toksycznosci w ciemnosci
Technology Co.) -
21 mV
>20 mg/L zahamowanie wzrostu w srodowisku wodnym
srednica 20-30nm . |V roztworze | (NiONPs); zahamowanie procesow komorko- | efekt synergistyczny z jo-
NiONPs,CuONPs, (NanoAmor wodnym wych (stres fizyczny/mechaniczny uszkadza- | nami metali (po ekspozy- |Wang i in.
ZnO NPs Houston UéA) 20 pg/L jacy struktury komoérkowe po ekspozycji ko- | cji na NiONPs, ZnONPs, (2010
' w aerozolu, |morek w aerozolu (NiONPs, CUONPs, CuONPs w aerozolu)
10 minut ZnONPs)
$rednica 25 nm L . . . L
. uwalnianie jonow Cu*? i generowanie rodnika Rispoli i in.
CuNPs (Sun Innovation, brak danych hydroksylowego w cytoplazmie 2010

USA)




$rednica 20 nmST-01

fotoaktywacja TiO, promuje dziatanie bakte-

40-60 nm

. - riobdjcze; peroksydacja wielonienasyconych Tsuang i in.
TiO:NPs gSh'harli oty | MO/l | fosfolipidéw blony: utrata aktywnosci odde- 2008
angyoKaisha Ltd.) chowej
zaburzenie transportu, oddychania i podziatu Morones
AgNPs $rednica 1-10 nm 25-100 mg/L | komorek; oddziatuja z btong komorkowa oraz iin. 2005
zwigzkami zawierajacymi siarke i fosfor '
od 12,5 do
ZnONPs $rednica: 4, 10, 2000 pg/mL | efekt bakteriobdjczy prawdopodobnie spowo- Baiiin.
30 nm (test dyfu- dowany generowaniem RFT 2015
zyjny)
$rednica rdzenia: . L . .
ZnONPs 25_40 nm ulegaja internalizacji; generuja RFT; wykazuja K .
S. typhimurium 8180 ng/mL |staby potencjat mutageniczny polegajacy na Zéjﬂar rin.
TiONPs $rednica rdzenia: przesunigciu ramki odczytu

Wartoéci $rednicy nanoczastek zostaly okreslone za pomoca TEM - transmisyjny mikroskop elektronowy, jesli wykorzystano inne techniki, to zostalo to odnotowane
w tabeli. Objasnienie skrotow: SPIONs — superparamagnetyczne nanoczastki tlenku Zelaza (ang. superparamagnetic iron oxide nanoparticles), APTES — 3-aminopropylo-trietoksysilan (3-
aminopropyltriethoxysilane), PEG — glikol polietylenowy, SCC23-LTP NPs — biodegradowalny kopolimer PLA-PEG (z ang. polyethylene glycol-polylactic acid), TMOS — tetrametok-
sysilan, Au/AgNRs — nanoprety ze zlota z powloka z Ag; MBC — minimalne stezenie bakteriobdjcze (ang. minimum bactericidal concentration); MIC — minimalne stezenie hamujace
wzrost (ang. minimum inhibitory concentration), DLS — dynamiczne rozpraszanie $wiatfa (ang. dynamic light scattering); XRD — dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (ang. X-ray

diffraction) AFM — mikroskop sit atomowych (ang. atomic force microscopy)




Thapa 1 in. 2017]. Nanoczastki srebra mogg takze dziala¢ synergistycznie z le-
kami stosowanymi powszechnie w terapii infekcji grzybiczych np. z flukonazo-
lem [Gajbhiye 1 in. 2009]. Podobne wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe wyka-
zujg nanoczastki tlenku miedzi (CuONPs), jednak ich aktywnos$¢ przeciwbakte-
ryjna jest mniejsza niz nanosrebra. Dodatkowo mogg by¢ wykorzystywane prze-
ciwwirusowo w stosunku do wirusa grypy typu A oraz wirusa SARS [Ren i in.
2009]. Podobne dziatanie antydrobnoustrojowe wykazuja AuNPs [Shamaila i in.
2016]. Aktywnos¢ taka stwierdzono zarowno dla niemodyfikowanych nanocza-
stek zlota, jak i po przylaczeniu odpowiednich ligandow w tym antybiotykow,
co wzmacnia sumaryczny efekt przeciwdrobnoustrojowy [Ayaz-Ahmed i in.
2014]. Nanoczastki ztota wykorzytuje si¢ takze do celow diagnostycznych (po
przylaczeniu jako ligandow: czasteczek lipidow lub przeciwciat). AuNPs wyko-
rzystywane sa rowniez w leczeniu chorob nowotworowych za pomocg terapii
fototermicznej nowotwordéw (PPT).

Pomimo zZe wiedza dotyczaca wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
MeNPs jest obszerna, nadal wiele aspektow tego zjawiska wymaga wyjasnienia.
Tabela 12 podsumowuje wyniki badaf roznych autoréw dotyczacych wiasciwo-
$ci bakteriobojczych w stosunku do mikroorganizméw patogennych roznych
nanostrukturalnych materiatdw (nanoczastek metali i tlenkow metali, w tym
magnetycznych (superparamagnetic iron oxide nanoparticles, ang. SPIONS),
polprzewodnikow, polimeréw i materiatéw weglowych). Z danych tych wynika,
ze aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa NPs zalezy od dwoch gtownych czynni-
kéw: wlasciwosci morfologicznych nanoczasteczek oraz rodzaju mikroorgani-
zmu. Chociaz mozliwe jest okre§lenie wspolczynnikow korelacji w przypadku
NPs dzialajacych na biofilmy bakterii patogennych, pozostatych wynikéw nie da
si¢ niestety w ten sposob zinterpretowac. W wielu przytoczonych badaniach
wykorzystano stabo scharakteryzowane NPs, przez co nie jest mozliwa tego typu
analiza statystyczna. W celu systematycznego poznania wilasciwosci przeciw-
bakteryjnych nanoczastek konieczne jest korzystanie z systemow referencyjnych
zardbwno w odniesieniu do mikroorganizmu testowego, jak i do analizowanych
nanoczastek.
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