
www.ietu.katowice.pl 

Otwarte seminaria  2016  

Właściwości biologiczne nanocząstek srebra 
syntetyzowanych przez szczepy 

Bacillus subtilis  

mgr Joanna Chojniak 

Instytut Ekologii Terenów Uprzemysłowionych 

Instytut Ekologii Terenów 

Uprzemysłowionych w Katowicach 



NANOCZĄSTKI SREBRA-  

ODDZIAŁYWANIE NA ORGANIZMY ŻYWE  

• zmiana normalnego cyklu procesów 
komórkowych bakterii 

• blokada procesu syntezy ściany 
komórkowej oraz oddychania 
komórkowego 

• wnikanie do komórki i wiązanie się z 
DNA blokując syntezę kolejnych nici 
DNA 

• zaburzenia gospodarki wodnej 

grzybów  

• katalityczny rozkład otoczki lipidowo- 

białkowej wirusów 
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Proces denaturacji białek 

Obraz z mikroskopu elektronowego po 

traktowaniu szczepu E.coli nanocząstkami 
srebra przez 1 godzinę 

Ryan J.M., Silver Antimicrobial Nanotech: An Alternative to Antibiotic Use, Longmont, CO: Ionic Fusion Corp., 2005. 

Cho K.-H., Park J.-E., Osaka T., Park S.-G., The study of antimicrobial activity and preservative effects of nanosilver ingredient, Electrochimica 

Acta, 51 (5), 2005, 956-960. 

Song H.Y., Ko K.K, Oh I.H, Lee B.T., Fabrication of Silver Nanoparticles and Their Antimicrobial Mechanisms, European Cells and Materials, Vol. 

11, Suppl. 1, 2006, 58. 

  

Mechanizm oddziaływania Ag-

NPs na komórkę bakteryjną 



WŁAŚCIWOŚCI ANTYBAKTERYJNE  
NANOCZĄSTEK SREBRA 
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Hodowle bakteryjne: a) E.coli, b) E.coli oporna na 

ampicylinę, c) S. typhus, d) S. aureus na podłożach z 
nanocząstkami srebra w stężeniach 0- 35 mg/ml 

Wykres przedstawiający wzrost bakterii przy 
różnych stężeniach nanocząstek srebra  

Profile tyrozyny z a) E.coli, b) S. aureus z różnymi stężeniami nanocząstek: 1. 
bez nanocząstek, 2. 10 μg ml−1, 3. 25 μg ml−1, 4. 50 μg ml−1  

Shrivastava S.,Bera T., Roy A., Singh G., 

Ramachandrarao P.,, Dash D.: Characterization of 

enhanced 

antibacterial effects of novel silver nanoparticles, 

Nanotechnology 18 (2007) 225103 (9pp) 



BIOSYNTEZA NANOCZĄSTEK SREBRA I ZŁOTA  
PRZY UDZIALE BAKTERII 
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Widma UV-Vis roztworu ekstraktu z Geobacillus stearothermophilus 

wolnego od komórek z 1mM: a) HAuCl4; b) AgNO3 Zdjęcie wykonane pod mikroskopem TEM (a) oraz 
rozkład rozmiaru nanocząstek srebra w próbie (b) 
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MECHANIZM BIOSYNTEZY NANOCZĄSTEK SREBRA  
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• Biosynteza zewnątrzkomórkowa (Klebsiella pseumoniae, Enterobacter 

cloaceae) 

• Biosynteza wewnątrzkomórkowa (Pseudomonas stutzeri AG259, Bacillus 

licheniformis, Lactobacillus)  

Schemat przedstawiający jony srebra redukowane do atomów srebra przez reduktazę 
azotanową (Kalimuthu et al. 2008) 



SYNTEZA NANOCZĄSTEK SREBRA W PŁYNACH 
POHODOWLANYCH 
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Widma UV-Vis supernatantu po dodaniu azotanu 

srebra, powyżej zmiana zabarwienia roztworów  
Widmo nanocząstek srebra z supernatantu 
w promieniowaniu rentgenowskim 

Zdjęcie nanocząstek srebra w supernatancie  wykonane mikroskopem TEM (a), rozkład 
rozmiarów nanocząstek srebra (b)  

Kumar C. G., Mamidyala S. K.: Extracellular synthesis of silver nanoparticles using culture supernatant of Pseudomonas aeruginosa; Colloids and 

Surfaces B: Biointerfaces 84 (2011) 462–466 



SYNTEZA NANOCZĄSTEK SREBRA  

STABILIZOWANYCH BIOSURFAKTANTAMI 
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Zdjęcia nanocząstek srebra wykonanych za pomocą TEM: a) 
nanoczastki syntetyzowane w 4 °C; b) syntezowane w 

temperaturze pokojowej w obecności surfaktyny 

Chemiczna struktura pierścienia surfaktyny 

Reddy A.S., Chen C.Y., Baker S.C., Chen C.C., Jean J.C., Fan C.W., Chen H.R., Wang J.C.: Synthesis of silver nanoparticles using 

surfactin: A biosurfactant as stabilizing agent, 2009a, Mat. Letters 63, 1227-1230. 



BIOSURFAKTANTY 
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• syntetyzowane są przez liczne gatunki bakterii, 
drożdży i grzybów 

• są biodegradowalne i nietoksyczne 

• posiadają dużą kompatybilność środowiskową 

• utrzymują aktywność powierzchniową w 
ekstremalnych warunkach (temperatura,  pH, 

zasolenie) 

• grupa związków chemicznych bardzo zróżnicowana 
pod względem struktury i właściwości 

• odznaczają się większą specyficznością niż 
surfaktanty 

 

Schemat budowy biosurfaktantu 

Paraszkiewicz K., Długoński J., 2007, Wykorzystanie 

drobnoustrojowych surfaktantów do usuwania metali 

ciężkich z gleby, Biotechnologia, 2 (77), s. 81-94. 
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IDENTYFIKACJA I CHARAKTERYSTYKA SZCZEPÓW 
BACILLUS PRODUKUJĄCYCH BIOSURFAKTANTY 
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Bacillus species 
Identyfikacja szczepów Bacillus 

BIOLOGTM system 16S rRNA FAME 

T-1 B. subtilis/atrophaeus B. subtilis & B. licheniformis B. subtilis 

T’-1 B. subtilis ss spizizenii 
B. subtilis & B. 

amyloliquefaciens 
B. amyloliquefaciens 

I’-1a B. licheniformis B. subtilis B. subtilis 

Ocena wzrostu bakterii na odpadach z przemysłu rolno-spożywczego 

 

Warunki hodowli: 

• temperatura:  30 oC 

• pH: zasadowe (ok. 8.0, bez zmiany pH pożywek) 
• podłoża: melasa (2,5%), 1. ściek browarniczy (Tychy),  2. ściek browarniczy 

(Żywiec), kontrolnie pożywka Luria- Bertani (LB) 

Pożywki stosowane w badaniach  



CHARAKTERYSTYKA METABOLICZNA- SYSTEM BIOLOGTM 
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Przykładowa płytka PM1 z 
poszczególnymi substratami 
węglowymi 

PM1 PM2 

Bacillus subtilis 

ACTT 6633 

Bacillus subtilis  

T1 

Bacillus subtilis  

T’1 

Bacillus subtilis  

I’1a 



CHARAKTERYSTYKA PRODUKCJI  

BIOSURFAKTANTÓW 
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Ścieki/ 
odpady 

Szczep 

Napięcie 
powierzchniowe 

(mN/m) 

„Drop- 

collapse” 

„Oil 
spread”(mm) 

Blood Agar 

1. ściek 
browarniczy 

(Tychy) 

T1 52,8 ± 0,61 + 4,67 + 

T’1 47,75 ± 0,61 - 17,67 + 

I’1a 42,5 ± 1,41 + 6 + 

7 KP 33.89 ± 0.23 brak brak brak 

2. ściek 
browarniczy 

(Żywiec) 

T1 46,72 ± 0,88 + 4,33 + 

T’1 43,52 ± 1,42 - 4 + 

I’1a 36,06 ± 0,83 + 10 + 

7 KP 46.18 ± 0.21 brak brak brak 

melasa 

T1 43,27 ± 0,42 + 28,33 + 

T’1 38,94 ± 1,09 + 40 + 

I’1a 34,23 ± 0,31 + 40 + 

7 KP 27.26 ± 0.01 brak brak brak 

LB 

T1 49,54 ± 0,64 brak brak brak 

T’1 46,21 ± 0,89 brak brak brak 

I’1a 39,41 ± 0,96 brak brak brak 

7 KP 28.42 ± 0.14 brak brak brak 

E. coli 53,84 ± 0,18 brak brak brak 

Ocena wzrostu na podłożu stałym- „blood 

agar” 

Metoda „drop- collapse” 

 
Metoda „oil-spreading” 



BADANIA MOLEKULARNE- OBECNOŚĆ GENÓW 
WARUNKUJĄCYCH PRODUKCJĘ BIOSURFAKTANTÓW 
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Biosurfaktant Gen Sekwencja 

PCR 

product 

(bp) 

Temperatur

a topnienia 

Surfaktyna srfAA 
F-5’ TCGGGACAGGAAGACATCAT 3’ 

R-5’ CCACTCAAACGGATAATCCTGA 3’ 
201 58-60 oC 

Fengicyna fenD 
F-5’ GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 3’ 

R-5’ GTCATGCTGACGAGAGCAAA 3’ 
269 58 oC 

Iturin ituC 
F-5’GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 3’ 

R-5’ TCGCAGATAATCGCAGTGAG 3’ 
423 58 oC 

A. surfaktyna srfAA 

B. fengicyna fenD 

C. iturin ituC 

A B C 



BIOLOGICZNA SYNTEZA  

NANOCZĄSTEK SREBRA 
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Monitorowanie powstawania nanocząstek srebra:   

(1) zmiana koloru mieszaniny reakcyjnej,  

(2) pomiary widma w zakresie 300-700 nm na UV-Vis 

 Przykład zmiany koloru mieszaniny  
w próbie z 2. ściekiem  
browarniczym (Żywiec) 



WIDMA UV-VIS OTRZYMANYCH  

NANOCZĄSTEK SREBRA 
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WIDMA UV-VIS OTRZYMANYCH  

NANOCZĄSTEK SREBRA 
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WŁAŚCIWOŚCI FIZYKO-CHEMICZNE 

NANOCZĄSTEK SREBRA 
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Zdjęcia TEM nanocząstek srebra z płynu 
pohodowlanego szczepu T1: A. LB; B. melasa; C. 

1 ściek; D. 2 ściek 

Płyn pohodowlany 

szczep T1 na:  
Dh [nm] 

Zeta potential 

[mV] 

LB 

55 

(350)* 

0.24 -23 

Melasa 

36 

(280) 

0.23 -13.4 

1. ściek browarniczy 

4 

(106) 

0.27 -28.9 

2. ściek browarniczy 

5 

(52) 

0.34 -40.3 

Średnica hydrodynamiczna, dyspersja 
cząstek i wielkości potencjału zeta Ag-

NPs uzyskanych z pomiarów DLS 

* liczby w nawiasie odpowiadają frakcji nanocząstek o większych rozmiarach 



WŁAŚCIWOŚCI PRZECIWBAKTERYJNE  
NANOCZĄSTEK SREBRA 

18 

Dwa rodzaje metod: kreskowa  

Nanocząstki syntetyzowane biologicznie 

Warunki: 

• pożywka: LB (zestalona) 
• temperatura: 30 oC 

• inkubacja: max 48 godz.; odczyt po 24 i 48 godz. 

 

Nanocząstki syntetyzowane w płynie 
pohodowlanym szczepu T1 testowane na 

szczepach:  

11. E.coli ATCC 25922 

12. Pseudomonas fluorescens 

Nanocząstki syntetyzowane w 
płynie pohodowlanym szczepu T’1 
testowane na szczepach:  

15. Mycrobacterium flavenscens 

16. Acinetobacter johnsonii 

Nanocząstki syntetyzowane w 
płynie pohodowlanym szczepu I’1a 
testowane na szczepach:  

13. Pseudomonas fluorescens 

14. Ralstonia picketti 



WYNIKI 
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Lp 
Nazwa 

szczepu 

T1 T’1 I’1a 

1. 

ściek 

2. 

ściek 
LB 

1. 

ściek 

2. 

ściek 
LB 

1. 

ściek 

2. 

ściek 
LB 

1. 

Pseudomonas 

fluorescens 

biotyp G 

- + + + + + - - - 

2. 
Micrococcus 

luteus B 
- - + + + + - - - 

3. 
Paenibacillus 

bercinonensis 
+ + + + - - - - - 

4. 
Bordetella 

bronchiseptica 
- - - + + + - - - 

5. 
Micrococcus 

luteus 
- + + + + + - - - 

6. 
Microbacteriu

m testaceum 
- + + + + + - - - 

7. 
Bordetella 

petrii 
+ + + + + + + + + 

8. 
Microbacteriu

m testaceum 
- - - + + + - - - 

9. 

Bacillus 

subtilis 

ATCC 6633 

+ + + + + + - - - 

10. E.coli JM 109 - - - - - - + + + 

11. 
E.coli ATCC 

25922 
- + + + + + + + + 

12. 
Pseudomonas 

fluorescens 
+ + + - - - + + + 

13. 
Pseudomonas 

fluorescens 
+ + + - - + + + + 

14. 
Ralstonia 

picketti 
+ - + + + + - - - 

15. 
Mycobacteriu

m flavenscens 
- - + + + + - - - 

16. 
Acinetobacter 

johnsonii 
+ + + - - - - - - 

17. 
Peanibacillus 

castaneae 
+ - + + + + - - - 



INTERAKCJE NANOCZĄSTEK  

SREBRA Z DNA  
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Interakcje nanocząstek srebra z DNA (MubarakAli et al. 2013) 



WYNIKI 
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Żel agarozowy z mieszaniną DNA E.coli (A) i B.subtilis (B) oraz nanocząstkami srebra o różnej objętość 
(2 µl, 4 µl, 6 µl, 10 µl) 
1-4 1 ściek browarniczy;  6-9 2 ściek browarniczy; 11-14 melasa 

5, 10, 15 kontrola 



WYNIKI 
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Zdjęcia wykonane przy użyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM), 
metodą szokowego zamrażania (cryo-TEM). 

Mieszanina nanocząstek srebra syntetyzowanych przez szczep Bacillus subtilis I’1a na 
pożywce LB oraz roztwór DNA bakteryjnego.  



WNIOSKI Z DOTYCHCZASOWYCH BADAŃ: 
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ü Odpady rolno-spożywcze mogą być użyte jako podłoża do hodowli 
bakterii Bacillus subtilis i produkcji biosurfaktantów. 

 

ü Płyny pohodowlane szczepów Bacillus subtilis mogą być użyte do 
syntezy nanocząstek srebra. 

 

ü Badania wykazały, że nanocząstki srebra syntetyzowane biologicznie 

mają właściwości przeciwbakteryjne. 

 

ü Nanocząstki srebra wykazują tendencje do wiązania się z DNA bakteryjnym.  
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