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NANOCZASTKI SREBRA-
ODDZIALYWANIE NA ORGANIZMY ZYWE
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WLASCIWOSCI ANTYBAKTERYJNE
NANOCZASTEK SREBRA
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BIOSYNTEZA NANOCZASTEK SREBRA | ZtOTA
PRZY UDZIALE BAKTERII
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MECHANIZM BIOSYNTEZY NANOCZASTEK SREBRA

* Biosynteza zewnatrzkomérkowa (Klebsiella pseumoniae, Enterobacter
cloaceae)
* Biosynteza wewnatrzkomérkowa (Pseudomonas stutzeri AG259, Bacillus

licheniformis, Lactobacillus)
( "/

Schemat przedstawiajgcy jony srebra redukowane do atomoéw srebra przez reduktaze
azotanowg (Kalimuthu et al. 2008)
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SYNTEZA NANOCZASTEK SREBRA W PtYNACH
POHODOWLANYCH
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SYNTEZA NANOCZASTEK SREBRA
STABILIZOWANYCH BIOSURFAKTANTAMI
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Chemiczna struktura pierscienia 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

syntetyzowane sg przez liczne gatunki bakterii,

drozdzy i grzybow
Y1 ERY - hydrofobowy ,,ogon”™

sg biodegradowalne i nietoksyczne

posiadajg duzg kompatybilnos¢ sSrodowiskowg

utrzymujg aktywnosé powierzchniowg w

hydrofilowa ,,glowa” posiadajaca
tadunek: (+), (-), (£) lub pozbawiona

ekstremalnych warunkach (temperatura, pH, fadunku
zasolenie) Schemat budowy biosurfaktantu
grupa zwigzkdw chemicznych bardzo zréznicowana poraspuiewica., Bugploll T g0oy g ykorgystaile

drobnoustrojowych surfaktantow do usuwania metali
pod wzgledem struktury i wtasciwosci ciezkich z gleby, Biotechnologia, 2 (77), s. 81-94.

odznaczajg sie wiekszg specyficznoscig niz
surfaktanty
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CEL GLOWNY:

Ocena oddziatywania nanoczastek srebra syntetyzowanych
biologicznie na organizmy zywe

CELE SZCZEGOLOWE:

1. Ocena przydatnosci odpadéw z przemystu roilno-
spozywczego do wzrostu mikroorganizmow
produkujacych biosurfaktanty

2. Zastosowanie ptynéw pohodowlanych do biosyntezy
nanoczastek srebra



IDENTYFIKACJA | CHARAKTERYSTYKA SZCZEPOW
BACILLUS PRODUKUJACYCH BIOSURFAKTANTY

Identyfikacja szczepow Bacillus

Bacillus species
BIOLOG™ system 16S rRNA FAME

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

B. subtilis & B.
T°-1 B. subtilis ss spizizenii r ! L) . B. amyloliquefaciens
amyloliquefaciens

P-1a B. licheniformis B. subtilis B. subtilis

Ocena wzrostu bakterii na odpadach z przemystu rolno-spozywczego

Warunki hodowli:

* temperatura: 30 °C

e pH: zasadowe (ok. 8.0, bez zmiany pH pozywek)

e podfoza: melasa (2,5%), 1. Sciek browarniczy (Tychy), 2. sciek browarniczy
(Zywiec), kontrolnie pozywka Luria- Bertani (LB)

Pozywki stosowane w badaniach



CHARAKTERYSTYKA METABOLICZNA- SYSTEM BIOLOG™
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CHARAKTERYSTYKA PRODUKCIJI

BIOSURFAKTANTOW

B o P Napiecie .
OS(;IZI:;/ Szczep powierzchniowe c:;ﬁ;'oz:,, . re;((l)”l(lmm) Blood Agar
P (mN/m) 3 ?
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BADANIA MOLEKULARNE- OBECNOSC GENOW

PCR

R-5° TCGCAGATAATCGCAGTGAG 3’

Temperatur
Biosurfaktant Gen Sekwencja product P ™ &
a topnienia
(bp)
F-5> TCGGGACAGGAAGACATCAT 3’
Surfaktyna srfAA 201 58-60 °C
R-5 CCACTCAAACGGATAATCCTGA 3°
4 F-5" GGCCCGTTCTCTAAATCCAT 3’
Fengicyna fenD 269 58 °C
R-5" GTCATGCTGACGAGAGCAAA 3’
} F-5’GGCTGCTGCAGATGCTTTAT 3’
Tturin ituC 423 58 °C

A. surfaktyna srfAA
B. fengicyna fenD
C. iturinituC

'3



BIOLOGICZNA SYNTEZA
NANOCZASTEK SREBRA

inkubacja 96 godz., 30°C

oznaczenie obecnosé AghPs
spektrofotometrem UV-Vis

supernatant

wirowanie hodowli

Monitorowanie powstawania nanoczgstek srebra:

(1) zmiana koloru mieszaniny reakcyjnej,

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

Przyktad zmiany koloru mieszaniny
w probie z 2. Sciekiem
browarniczym (Zywiec)

14



WIDMA UV-VIS OTRZYMANYCH
NANOCZASTEK SREBRA

Melasa, 2 godz., pH 4, RT

Scieki browarnicze #4, 48 godz., 45°C

LB, 48 godz., 4°C
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WIDMA UV-VIS OTRZYMANYCH
NANOCZASTEK SREBRA

Szczep T1, 48 godz, RT
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WLASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNE
NANOCZASTEK SREBRA

Zdjecia TEM nanoczastek srebra z ptynu
pohodowlanego szczepu T1: A. LB; B. melasa; C.
1 sciek; D. 2 sciek

Ptyn pohodowlany BT Zeta potential
szczep T1 na: [mV]
55
LB 0.24 -23
(350)*
36
Melasa 0.23 -13.4
(280)
4 . 1 . .
T o T 027 8.9 Srednica hydrodynamiczna, dyspersja
’ y 106 i i czastek i wielkosci potencjatu zeta Ag-
(106) NPs uzyskanych z pomiaréw DLS
5
2. $ciek browarniczy 0.34 -40.3 17
(52) * liczby w nawiasie odpowiadajg frakcji nanoczastek o wiekszych rozmiarach




WLASCIWOSCI PRZECIWBAKTERYJNE
NANOCZASTEK SREBRA

Dwa rodzaje metod: kreskowa
Nanoczastki syntetyzowane biologicznie
Warunki:
* pozywka: LB (zestalona)
* temperatura: 30 °C
* inkubacja: max 48 godz.; odczyt po 24 i 48 godz.

Nanoczastki syntetyzowane w ptynie Nanoczastki syntetyzowane w h
A ; Nanoczastki syntetyzowane w
pohodowlanym szczepu T1 testowane na ptynie pohodowlanym szczepu T'1 . )
ptynie pohodowlanym szczepu I'1a
szczepach: testowane na szczepach: ;
y Y testowane na szczepach:
11. E.coli ATCC 25922 15. Mycrobacterium flavenscens
g ; = 13. Pseudomonas fluorescens
12. Pseudomonas fluorescens 16. Acinetobacter johnsonii

14. Ralstonia picketti
18



WYNIKI

T1 T°1 I’la
Nazwa
Lp szczepu 1 2 1 2 1 2
Sciek | Sciek e Sciek | Sciek £ Sciek | Sciek A7
Pseudomonas
1. | fluorescens - + i + i i P i 1
biotyp G
2 Micrococcus ) ! o a + + A = _
luteus B
3 Paerftbactllu.s o g o " - _ - = -
bercinonensis
b Borde.ztella‘ 3 P » a + " i 3 .
bronchiseptica
5 Micrococcus L s e + + " . - -
luteus
. Microbacteriu | i 4 - o @ ; g 3
m testaceum
7 Bordetﬁlla " i & + + 4 + 4 4
petru
3. Microbacteriu _ . r + + + 3 _ L
m testaceum
Bacillus
9. subtilis S || P [ | [N - : ¥
ATCC 6633
10. | E.coliJM109 | - - - - : g R |
E.coli ATCC
- + + 3 4 < + 3 +
B 25922
12 Pseudomonas o i - g = o 1 + 4
fluorescens
13 Pseudomonas 5 o o § B i + + L
fluorescens
14, Ra'lstom.a " » o & + + i} - 3
picketti
15, Mycobacteriu . d i + + + _ L -
m flavenscens
16. Ac'metobacfer " " e _ _ i 3 ! -
Jjohnsonii
17, Peanibacillus | ) 4 T e i ; 3 3

castaneae

19



INTERAKCJE NANOCZASTEK
SREBRA Z DNA

Metodyka:

| etap: izolacja DNA (kit Roche)

Il etap: reakcja z DNA — warunki reakciji:

mieszanina 2 Ul DNA (bakteryjne)+ r6zne objetosci roztworu z
nanoczgstkamisrebra (2, 4, 6, 10 ul)

lll etap: rozdziat na zelu agarozowym: 1 godz 15 min., 500 mA, 70 V

A

H #
"’- +% —>

Interakcje nanoczastek srebra z DNA (MubarakAli et al. 2013)
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WYNIKI

Zel agarozowy z mieszaning DNA E.coli (A) i B.subtilis (B) oraz nanoczastkami srebra o réznej objetosé
(2 ul, 4 pl, 6 ul, 10 pl)

1-4 1 sciek browarniczy; 6-9 2 $ciek browarniczy; 11-14 melasa
5, 10, 15 kontrola

21



WYNIKI

Zdjecia wykonane przy uzyciu transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM),
metoda szokowego zamrazania (cryo-TEM).

Mieszanina nanoczastek srebra syntetyzowanych przez szczep Bacillus subtilis I’1a na
pozywce LB oraz roztwor DNA bakteryjnego.

22



WNIOSKI Z DOTYCHCZASOWYCH BADAN:

v Odpady rolno-spozywcze moga by¢ uzyte jako podtoza do hodowli
bakterii Bacillus subtilis i produkcji biosurfaktantow.

v’ Ptyny pohodowlane szczepdw Bacillus subtilis mogg by¢ uzyte do
syntezy nanoczgstek srebra.

v’ Badania wykazaty, ze nanoczgstki srebra syntetyzowane biologicznie
majg wiasciwosci przeciwbakteryjne.

v Nanoczastki srebra wykazujg tendencje do wigzania sie z DNA bakteryjnym.

23
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