Superparamagnetyczne nanoczgstki tienku
zelaza modyfikowane chitozanem: projektowanie,
wytwarzanie, opis i dziatanie przeciwbakteryjne

Prosimy cytowac jako: CHEMIK 2015, 69, 1, 19-32

Wprowadzenie

Kompozyty, to uktady wielofazowe, w ktorych o wiasciwosciach
makroskopowych decyduja oddziatywania miedzyfazowe. Zaintereso-
wanie tymi materialami wzrosto w ostatnim czasie z uwagi na faze
rozproszong, utworzong przez nanoczastki metali lub tlenkéw metali
w osnowie, ktéra moze by¢ amorficzna lub krystaliczna. Uktady te,
zwykle okreslane terminem nanokompozyty (NC), zyskuja na zain-
teresowaniu ze wzgledu na oddziatywania fizyczne w heteropotacze-
niach dwoch faz, ktére moga decydowa¢ o lepszych wiasciwosciach
fizycznych i mechanicznych [1].

Chitozan (CTS) otwiera nowe obiecujace pola badan jako cen-
na naturalna osnowa polimerowa ze wzgledu na jego doskonate
wtiasciwosci chemiczne i biologiczne. Jest to polimer kationowy
hydrofilowy, ktéry jest réwniez nietoksyczny, biokompatybilny,
biodegradowalny, biochtonny i ma wiasciwosci przeciwbakteryjne
[2, 3] przez co staf sie w ostatnich latach popularnym materiatem
w zastosowaniach medycznych, ale dopiero niedawno stosowany
jest w potaczeniu z nanoczastkami magnetycznymi [4]. Chitozan
jest stabg zasada nierozpuszczalng w wodzie, ale rozpuszczalng
w rozcieficzonych kwasnych roztworach wodnych ponizej swojego
pKa (~6,3), kiedy to grupy (-NH.) moga by¢ przeksztatcone w pro-
tonowang postac¢ rozpuszczalng (-NH,*) [5]. Film chitozanu uwa-
Zany jest za materiat biofunkcyjny, dobrze tolerowany przez zywe
tkanki, stosowany w szczegdlnosci jako jadalna ostonka do zywnosci
przedtuzajaca jej przydatnos¢ do spozycia i utrzymujaca jej jakos¢
[6]. W medycynie film chitozanu testowano jako opatrunek leczni-
czy na rany i jako skafoldy w inzynierii tkanek i kosci [7]. Chitozan
badano w réznych postaciach (roztwory, filmy i kompozyty) jako
materiat przeciwmikrobiologiczny dziafajacy na szerokie spektrum
organizméw docelowych, takich jak glony, bakterie, drozdze i inne
grzyby mikroskopowe w doswiadczeniach in vivo i in vitro. Pierwsze
badania nad potencjatem antymikrobiologicznym chitozanu i jego
pochodnych przeprowadzono w latach 80. i 90. ubiegtego wieku
[8]. Wiasciwosci antymikrobiologiczne chitozanu réznia sie w za-
leznosci od préobki materiatu widknistego. Chitozan wchfaniany jest
przez wiodknista strukture celulozy/biatka z powodu oddziatywan
jonowych miedzy tadunkami ujemnymi i protonowanymi grupami
aminowymi chitozanu (-NH3*), wiazan wodorowych i sit van der
Waalsa. Jednak jego powinowactwo mozna ogélnie okresli¢ jako
stabe. W zwiazku z tym jego dziaftanie antymikrobiologiczne jest
stabe, gdy stosowany jest samodzielnie [9+ | I]. Chitozan oddziatuje
tatwo na bakterie i wiaze sie z DNA, glikozaminoglikanami i wiek-
szoscia biatek, przez co wzmacnia efekt antymikrobiologiczny na-
noczastek [12].

Nanoczastki (NP) tlenkéw metali wykazujg wybitne wtasciwosci
elektryczne, optyczne, magnetyczne itd., ktérych nie maja w postaci
tradycyjnej [13]. Nanoczastki magnetytu wykazuja wiele ciekawych
i wyjatkowych wtasciwosci. Stosowano je w réznych dziedzinach,
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takich jak kataliza, fotomagnetyzm, magnetooptyka, czujniki, prze-
chowywanie danych, drukarki atramentowe, urzadzenia czestotli-
wosci wysokiej i radiowej, hypotermia, systemy dostarczania lekow,
obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (MRI), diagnosty-
ka medyczna i leczenie raka. Magnetyczne nanoczastki zbudowane
z magnetytu (Fe,O,) maja wyjatkowe wiasciwosci czynigce z nich
obiecujace $rodki do zastosowan przeciwbakteryjnych [14], tym
bardziej, ze amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (Food and
Drug Administration) uznata, ze superparamagnetyczne nanoczastki
tlenku zelaza (SPIONP) s3 biokompatybilne (BC) z ludzkim ciatem
[15]. Doprowadzito to do szybkiego wzrostu liczby publikacji nauko-
wych poswieconych opracowywaniu metod sporzadzania jednorod-
nych i stabilnych wodnych zawiesin Fe,O, i blizszemu poznaniu ich
wtasciwosci. Fascynujace wtasciwosci nanomagnetytéw zalezg silnie
od wielkosci i ksztaftu nanoczastek, ich oddziatywaniu ze stabilizato-
rami, czynnikami otaczajacymi, a takze od sposobu ich otrzymywania
[16]. Ciekawe jest, ze tylko czastki magnetytu o wielkosci ponizej 30
nm maja duza powierzchnie i wykazuja wiasciwosci superparama-
gnetyczne, ktdre czynig je podatnymi na dziatanie pol magnetycznych
i powoduja, ze nie ulegaja trwatemu namagnesowaniu bez zewnetrz-
nego pola magnetycznego. Z tego wzgledu kontrolowana synteza
nanokrysztatéw stanowi kluczowe wyzwanie na drodze do uzy-
skania lepszych wiasciwosci. Sposréd kilku opracowanych ekspery-
mentalnych drég syntezy nanoczastek tlenkéw zelaza [17], niektére
wymagaja stosowania rozpuszczalnikéw organicznych i wysokich
temperatur — warunkéw, ktére sa niezgodne z hydrofilowym cha-
rakterem i wtasciwosciami termicznymi wiekszosci naturalnych poli-
sacharydéw. W zwiazku z tym wspomagane polisacharydami otrzy-
mywanie SPIONP realizowane jest przewaznie na drodze chemicznej
wymagajacej fagodnych warunkdw, takiej jak metoda wspétstracania.
Metoda ta polega zasadniczo na wspofstracaniu stechiometrycznej
mieszaniny soli zelazowych i zelazawych w srodowisku wodnym
w warunkach zasadowych i przy braku dostepu tlenu [18]. Dlatego
od niedawna wspotstracanie z roztworu mieszanych soli zelazowych/
zelazawych w srodowisku alkalicznym stato sie szeroko stosowane
do otrzymywania SPIONP [19]. Wielkos¢ i ksztalt nanoczastek moz-
na kontrolowac za pomoca regulacji pH, mocy jonowej, temperatury
i rodzaju soli [20, 21]. W kontrolowaniu wielkosci nanoczastek moze
pomagac¢ dodatek organicznych anionéw chelatujacych lub polime-
rycznych srodkéw kompleksujacych w czasie formowania magnety-
tu [22]. Zatem dodatki odgrywaja zasadnicza role w zabezpieczeniu
zsyntezowanych czastek przed nagla flokulacja, hamujac aglomeracje
czastek [23]. Te nanoczastki ulegaja aglomeracji wskutek duzej po-
wierzchni wtasciwej, energii powierzchniowej i magnetyzacji. Jedna
z najlepszych strategii ograniczania aglomeracji czastek i poprawy
rozktadu wielkosci i morfologii nanoczastek, jest pokrywanie magne-
tytowych nanoczastek srodkiem powierzchniowo czynnym, takim
jak chitozan. Chitozan o duzej zawartosci grup aminowych (-NH,)
moze tworzy¢ kompleksy z metalami, udostepniajac powierzchnie
do faczenia sie¢ z magnetycznymi nanoczastkami [24]. Magnetyczne
nanoczastki o $redniej $rednicy od 14 nm [25] do 30 nm [26] pokryte
chitozanem otrzymano na drodze wspoéfstracania.
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Pojawienie sie w ostatnim dziesiecioleciu opornosci i wieloopor-
nosci na substancje antymikrobiologiczne wzmogto zainteresowanie
w poszukiwaniu nowych srodkéw antymikrobiologicznych i opraco-
wywaniu nowych strategii leczenia choréb zakaznych [27]. Co za tym
idzie, wzrosto w ostatnich latach zainteresowanie poszukiwaniem
$rodkoéw alternatywnych wobec antybiotykdw [28, 29]. Konieczne jest
zatem znalezienie alternatywnej terapii zakazenia mikrobiologicznego
bez uzycia antybiotykéw, skierowanej na ognisko infekgji, zlokalizo-
wanej i utrudniajacej bakteriom uzyskanie opornosci [30]. Podazajac
w tym kierunku, niektérzy badacze postawili hipoteze, ze indywidua
chemiczne zawierajace aktywny tlen (ROS) wytwarzane przez nano-
czastki Fe,O, moglyby zabija¢ bakterie bez uszkadzania komérek nie-
bakteryjnych [31]. W szczegélnosci Pareta i wsp. hodowali osteoblasty
(komorki kosciotworcze) z nanoczastkami tlenku zelaza (IONP) o ste-
zeniu 4,25 mg/ml i stwierdzili, ze gestos¢ komérek wzrastata w obec-
nosci IONP [32].

Sposréd bakterii Gram-ujemnych Pseudomonas aeruginosa (P aeru-
ginosa) i Escherichia coli (E. coli) najczesciej uczestnicza w infekcjach
spowodowanych wytworzeniem biofilmu. Infekcje z wystepowaniem
biofilmu charakteryzuja sie wieksza opornoscia — w poréwnaniu z ko-
morkami planktonicznymi — na antybiotyki i srodki odkazajace, jak
i na fagocytoze i inne elementy uktadu odpornosciowego cztowieka
[33]. P geruginosa stanowi podstawowy czynnik wywotujacy zakazenia
szpitalne i odpowiada za 10% zakazen wewnatrzszpitalnych [34]. Jest
on réwniez najpospolitszym zrédtem zakazen ran oparzeniowych[ 35].
E. coli to wazny patogen wywotujacy 80 do 90% pozaszpitalnych zaka-
zen drég moczowych (UTI) i ponad 30% UT] szpitalnych [36+38].

W niniejszej pracy opisano uniwersalnga, skutecznga i jednoetapowa
technike otrzymywania doktadnie zdyspergowanych zawiesin wodnych
koloidéw superparamagnetycznych tlenkéw zelaza (SPIO) metoda
wspotstracania. CTS petni role srodka zabezpieczajacego i matrycuja-
cego i umozliwia otrzymywanie biokompatybilnych nanokompozytow
SPIO/CTS (SPIO/CTS BCNC) bez stosowania srodkéw powierzch-
niowo czynnych. Ta $ciezka syntezy jest ekologiczna ze wzgledu
na stosowanie chemikaliéw nietoksycznych i brak obrébki termiczne;j.
SPIO/CTS BCNC moga wystepowac w postaci bardzo stabilnej dys-
persji wodnej i wykazuja doskonala aktywnos¢ przeciwbakteryjna
w stosunku do bakterii Gram-ujemnych P aeruginosa i E. coli, wiec
SPIO/CTS BCNC stosowany jest jako powfoka odporna na bakterie
i ochrona przeciwbakteryjna do urzadzen biomedycznych.

Czes$¢ doswiadczalna
Materiaty

Wszystkie stosowane w pracy odczynniki byty czystosci analitycz-
nej i uzywane w stanie otrzymanym bez dodatkowego oczyszczania.
Do sporzadzenia SPIO/CTS BCNC uzywano nastepujacych materiatow:
CTS (Aldrich, niska m.cz., lepkos¢ Brookfielda 20 cPs), FeCl,-4H,O,
FeCl,-6H,0, kwas octowy cz., wodorotlenek amonu roztwor 25%
(Merck) i wodorotlenek tetrametyloammoniowy (TMAOH) 25%
roztwoér wodny (Aldrich). Stosowano podwdjnie destylowang wode
(woda DD) po usuwaniu tlenu azotem przez 10 min.

Otrzymywanie SPIO/CTS BCNC

W typowej procedurze okreslong ilos¢ CTS rozpuszczano w 100
ml 1% roztworu kwasu octowego, nastepnie zmieszano 17,4 ml tego
roztworu, 0,2 ml | M FeCl, i 0,4 ml | M FeCl, uzyskujac roztwor
chlorkéw zelaza o stezeniu CTS 0,05%(w/v). Mieszaning mieszano
energicznie strumieniem pecherzykéw N2 wprowadzanych przez pi-
pete w temperaturze pokojowej. Utrzymywano pH mieszaniny réwne
6,9 wkraplajac z biurety roztwér 0,8M wodorotlenku amonu. Powol-
ne dodawanie ma zasadnicze znaczenie przy otrzymywaniu jednolitej,
czarnej, stabilnej wodnej zawiesiny koloidalnej. Otrzymany produkt
odwirowano kilkakrotnie z wody DD, a nastepnie z etanolu i suszono
pod proéznig w 70°C. Z SPIO/CTS BCNC w postaci statej mozna tatwo
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uzyskac zawiesing w wodzie DD do badania wtasciwosci. T¢ sama pro-
cedureg zastosowano dodajac TMAOH ((CH,),NOH) zamiast CTS jako
$rodek powierzchniowo czynny w celu uzyskania nieoptaszczonego
SPIONP oczyszczano tak jak wyzej i wzigto do badan antybakteryjnych
do poréwnania.

Testy przeciwbakteryjne

Dziatanie przeciwbakteryjne sprawdzono wobec dwodch pa-
togenicznych szczepéw bakterii Gram-ujemnych P aeruginosa
(ATCC 27853) i E. coli (ATCC 25922). Kazdy z dwdch patogenicznych
szczepoéw bakterii zaszczepiono na pozywce — agarze Mueller Hinton
(MH) o pH réwnym 7,3, na ktérym dobrze sie rozmnazaty. Hodowle
inkubowano przez 24 h w 37°C. Nastepnie sporzadzono probke wzor-
cowa zawiesiny nr 0.5 McFarland Standard, ktéra jest rownowazna
1,5 X 108 CFU.ml"'. Zastosowano standardowa mikrometode roz-
cieficzania przy wykonywaniu testéw dziatania przeciwbakteryjnego
na ptytkach z MH zgodnie z poprzednim raportem [l].

Dyspersje wodne SPIO lub SPIO/CTS BCNC o réznych steze-
niach otrzymano z wyjsciowych roztworéw koloidalnych magne-
tytu lub magnetytu i CTS. Dla uzyskania jednorodnego rozkfadu
pozywke MH ogrzano do 50°C. Nastepnie przeniesiono po 10 ml
kazdego z roztworéw SPIO lub SPIO/CTS BCNC na plytki Petrie-
go zawierajace 25 ml pozywki MH. Catkowita objeto$¢ na kazdej
ptytce Petriego wynosita 35 ml, a mieszany roztwér zestalat sie pod
wptywem MH po |5 min. Nastepnie pobierano pipeta 100 ul za-
wiesiny bakterii i rozprowadzano na powierzchni pozywki MH za-
wierajacej SPIO lub SPIO/CTS BCNC. Piytki Petriego umieszczano
na 24 h w inkubatorze z funkcja wytrzasania (150 obr/min) w temp.
37°C. Poréwnywano wyniki rozwoju bakterii na ptytkach z MH
z i bez SPIO lub SPIO/CTS BCNC. W celu ilosciowego oznaczenia
aktywnosci przeciwbakteryjnej SPIO i SPIO/CTS BCNC dokonano
obliczenia liczby CFU uzyskanych po dodaniu zawiesiny bakterii
o mniejszym stezeniu (103 lub 104 CFU) na pozywce MH zmie-
szanej z koloidami SPIO i SPIO/CTS BCNC o réznych stezeniach.
Badano réwniez probke kontrolng w celu poréwnania. Wszystkie
doswiadczenia wykonywano po trzy razy w warunkach jatowych.
Procentowe zmniejszenie liczby komérek bakteryjnych do iloscio-
wej oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej obliczano jako:

_A-B

R x100%

gdzie: R oznacza procentowe zmniejszenie liczby kolonii; A — liczbe
kolonii bakterii na ptytkach Petriego bez SPIO lub SPIO/CTS BCNC;
B - liczbe kolonii bakterii na pfytkach Petriego z SPIO Ilub
SPIO/CTS BCNC.

Dziatanie przeciwbakteryjne in vitro prébek statych ocenia-
no metoda dyfuzyjno-krazkowsa stosujac MH i okreslano $rednice
strefy inhibicji w milimetrach, zgodnie z normami zalecanymi przez
Europejski Komitet ds. Oznaczania Lekowrazliwosci (EUCAST).
Oznaczano krawedzie stref jako punkty, w ktorych nie stwierdzano
wzrostu bakterii patrzac na spod ptytki na ciemnym tle oswietlonym
$wiattem odbitym [39]. Przeanalizowano dziafanie przeciwbakteryj-
ne cienkich filméw SPIO i SPIO/CTS BCNC wobec bakterii P aeru-
ginosa (ATCC 27853) i E. coli (ATCC 25922). W celu odtworzenia
zliofilizowanej kultury przeniesiono ja aseptycznie w plastycznej fiol-
ce do proboéwki zawierajacej 5 ml bulionu odzywczego i wstawiano
do inkubatora w 37°C na 24 godziny w przypadku bakterii i w 25°C
na 72 godziny w przypadku cienkich filméw. Wyjsciowe stezenie
hodowli dpowiadato prébce zawiesiny McFarland Standard nr 0.5
dla kazdej z bakterii, co oznaczano za pomoca testu z ptytka ze sta-
tym agarem. Ptytki celulozowe (krazki o srednicy 6 mm) pokryte
cienkimi filmami CTS, SPIO i SPIO/CTS BCNC wyjatawiano przez
zanurzenie w etanolu przez |5 minut i umieszczano na powierzchni
MH zaszczepionego 1,0 ml hodowli mikroorganizméw. Ptytki utrzy-
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mywano w 37°C przez 24 godziny. Srednice strefy inhibicji probek
filmu uzywano do okreslenia dziatania przeciwmikrobiologicznego
kazdej probki filmu biorac $rednia z trzech oznaczen. W tym bada-
niu do poréwnania brano krazek ze standardowym antybiotykiem
cyprofloksacyna (CIP) umieszczong na powierzchni MH.

Metody badania witasciwosci

Rozwoj bakterii na ptytkach z MH z CTS, z samym SPIO i z SPIO/
CTS BCNC o réznych stezeniach kontrolowano za pomocg mikro-
skopu Olympus CX 3 1. Spektrogramy fourierowskie w podczerwieni
(FTIR) uzyskano za pomoca aparatu BOMEM MB-Series w zakresie
od 400 cm™' do 4000 cm™' w temperaturze pokojowej. Prébki sporza-
dzono umieszczajac krople wodnego koloidalnego roztworu magnety-
tu na KBr, ktéry suszono w temperaturze pokojowej.

Do okreslenia $redniej wielkosci czastek i morfologii proszku na-
nokompozytu uzywano skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM) LEO-435-VP SEM pracujacego przy napieciu przyspieszaja-
cym 18 kV. Badanie mikroskopia elektronowa transmisyjna (TEM)
w celu obserwacji morfologii i analizy wielkosci czastek Fe,O, w NC
przeprowadzono za pomoca aparatu Philips CMI0 przy napieciu
100 kV. Srednig wielkos¢ czastek dyspersii koloidalnych magnetytu
oznaczono na podstawie analizy obrazéw z TEM. Probki do badania
TEM sporzadzono umieszczajac krople wodnego koloidalnego roz-
tworu magnetytu na siatce miedzianej pokrytej weglem, ktéra su-
szono w temperaturze pokojowej. Obraz dyfrakcyjny promieni rent-
genowskich (XRD) na powierzchni krysztatéw magnetytu uzyskano
z filmoéw osadzonych na szkle, na ktére natozono roztwoér koloidalny
magnetytu w zakresie 26 10-80° na aparacie Philips X'pert (promie-
niowanie Cu Ko (A = 0,154 nm), 30 mA, 40 kV). Predkos¢ kano-
wania w temperaturze pokojowej 0,05 26.s'. Nanoczastki zawsze
wykazuja wysoka krystalicznos¢. Badano najsilniejsze piki Fe,O,/CTS
BCNC odpowiadajace ptaszczyznie (31 1) w celu oceny krystaliczno-
éci probki. Srednia wielkos¢ L nanokrysztatu oznaczono na podstawie
rozszerzenia 3 najintensywniejszej linii w obrazie XRD. Wielkos¢ ob-
liczono dla nanokrysztatu z réwnania Scherrera:

__k
Lcosd

gdzie: A oznacza dtugos¢ fali promieniowania; k = 0,90, a 6 to kat
Bragga [40].

Wihasciwosci magnetyczne wysuszonych nanoczastek okreslono
za pomoca magnetometru ze zmiennym gradientem pola (AGFM,
MDK Corporation) w temperaturze pokojowe;.

Wyniki i dyskusja
Analiza chemiczna FTIR

Widma FTIR CTS i SPIO/CTS BCNC przedstawiono na Rysunek 1.
Widmo czystego CTS jasno wskazuje, ze obserwowane piki absorp-
cji odpowiadaja charakterystykom wiazan chemicznych wystepuja-
cych w CTS. Gtéwne pasma pojawiajace sie w tym widmie pochodza
od drgan rozciagajacych grup OH w zakresie od 3750 cm' do 3000
cm’', na ktére zachodza pasma pochodzace od drgan rozciagajacych
wigzan N-H i C-H odpowiednio w grupie -CH, (2922 cm™') i -CH,
(2875 cm') [41].

Charakterystyczne pasma absorpcyjne 1659 cm™' i 1602 cm~
pochodza od absorpcji odpowiednio amidu | (asymetryczne drgania

rozciagajace grup karbonylowych amidu) i amidu Il (drgania zgina-
jace w ptaszczyznie N—H w grupach amidowych) [42]. Widoczne
byly réwniez drgania zginajace grup metylenowych i metylowych
odpowiednio przy 1383 cm™ i 1425 cm™'[41]. Absorpcje w zakresie
od 160 cm™ do 1000 cm™' przypisano drganiom grupy CO [43], wy-
razny pik | 162 cm™ jest w obszarze drgan rozciagajacych C-O-C grup
eterowych i szkieletowych reszty glukozaminowej [44--47]. Pasma
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w okolicach 1080-1029 cm' przypisuje sie drganiom vCO pierscienia
COH, COC i CH,OH [48]. Maly pik ~890 cm™' odpowiada drganiom
wachlarzowym struktury sacharydowej chitozanu [49, 50].
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Rys. |. Widma FTIR czystego CTS i SPIO/CTS BCNC

Jednak pasmo ulegto przesunigciu z 1162 cm™' do 1064 cm!
w widmie nanoczastek SPIO/CTS. To samo dotyczy pasm 1383 cm'!
i 1425 cm™' do 1400 cm™'. Z drugiej strony absorpcja amidu w zakre-
sie od 1650 cm™' do 1640 cm™' wzmocnita sie w stosunku do widm
czystego CTS. Wydaje sie, ze zjawiska te spowodowane s3 oddzia-
tywaniami migdzy atomem tlenu w nanoczastkach Fe,O, i atomem
wodoru w grupie aminowej CTS i utworzeniem silnego wiazania
wodorowego, co jest przyczyng silniejszego pasma absorpcji ami-
du w widmach nanoczastek SPIO/CTS (Rys. I). Nalezy zauwazy¢,
ze grupa hydroksylowa CTS nie zwiazata si¢ z nanoczastkami i nie
spowodowata przesunigcia ani zmian, co wida¢ na widmach CTS
i nanoczastek SPIO/CTS. Z tego wzgledu tadunek dodatni na atomie
wodoru w polarnym wiazaniu “O—H* w CTS moze by¢ przyczy-
na wystepowania fadunku dodatniego na powierzchni nanoczastek
[51]. Dzigki odpychaniu kulombowskiemu miedzy dodatnio natado-
wanymi czastkami w doswiadczeniu utworzona zostata czarna sta-
bilna wodna zawiesina koloidalna bez zastosowania jakiegokolwiek
$rodka powierzchiowo czynnego. Rdzen/otoczke Fe O /chitozan
i powstawanie wiazania wodorowego przedstawiono schematycz-
nie na Rysunek 2.

Rys. 2. Schematyczne przedstawienie rdzenia/otoczki Fe,0 /chitozan
i powstawania wigzania wodorowego. Wskazano niezwiazane grupy
hydroksylowe obdarzone czesciowo tadunkiem dodatnim otaczajace
nanoczastke. Stabilny koloid utworzyt sie wskutek odpychania
kulombowskiego miedzy czastkami. Dla uproszczenia nie pokazano
N-acetylowanych grup aminowych chitozanu
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Y. Wang i wsp. wskazali, ze gtowny pik 399,5 eV w widmie rent-
genowskiej spektroskopii fotoelektronéw kompozytu SPIO/CTS spo-
rzadzonego przez niego i wspotpracownikéw nalezy przypisa¢ grupom
aminowym uczestniczacym w wiazaniu wodorowym (NH,-O) [52].
Dwa wyrazne piki absorpcyjne 583 i 477 cm™' przypisuije sig¢ odpowied-
nio drganiom Fe?*-O?% j Fe3*~O%. Ostry i silny pik 583 cm™' $wiadczy
o wysokim stopniu krystalicznosci nanoczastek Fe,O,. Charaktery-
styczne pasma absorpcji potwierdzaja zatem obecnos¢ struktury spi-
nelowej Fe,O, [53].

Morfologia Fe,O /CTS BCNC
Obrazy SEM

Mikrostrukture i morfologig zsyntezowanych czastek Fe,O, za-
wartych w koloidalnym nanokompozycie badano za pomocg SEM
(Rys. 3). Dalsza analiza obrazu SEM zsyntezowanych nanoczastek
wykazata jednorodne nanoczastki Fe,O, o duzej gestosci, prawie
kuliste, o przecietnej $rednicy 22,0 nm, co jest zgodne z wynikami
analiz XRD i TEM.

Obrazy TEM

Rys. 3. Typowe obrazy SEM zsyntezowanych nanoczastek SPIO/CTS.
Niektore z drobnych czastek wskazano biatymi strzatkami

Mikrostrukture czastek Fe,O, zawartych w koloidalnym nanokom-
pozycie badano za pomoca TEM (Rys. 4). Nanoczastki Fe,O /CTS maja
ksztaft prawie kulisty, co potwierdzity badania skaningowym mikro-
skopem elektronowym. Wszystkie nanoczastki byty dobrze oddzielone
od siebie, nie obserwowano aglomeracji, wykazywaty strukture od-
wrdconego spinelu, czego potwierdzeniem sg piki obecne w widmach
XRD. Po zbadaniu fotomikrografii zmierzono rozkfad srednic w za-
kresie 9-32 nm, przy $redniej wartosci 22,0 nm (odchylenie standar-
dowe ok. 7,8 nm) $rednicy czastek nanokompozytéw, jak pokazano
we wstawce na Rysunku 4. Podczas przechowywania nie zaobserwo-
wano agregacji ani wytracania, co jest wynikiem odpychania elektro-
statycznego dodatnio natadowanych nanoczastek.
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Rys. 4. TypoWa fotomikrografia elektronowa oraz (we wstawce)
histogram rozktadu wielkosci czastek Fe,0,/CTS BCNC
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Analiza rentgenowska dyfrakcyjna

Inna ciekawa kwestiag w syntezie nanoczastek jest ich charak-
ter krystaliczny i najczesciej wystepujace uktady krystalograficzne.
Istotne jest réwniez, by koloid zawierat gtéwnie nanoczastki SPIO.
Na Rysunku 5 pokazano obraz XRD czastek SPIO/CTS BCNC.
W dyfraktogramie jest siedem wyraznych pikéw dyfrakcyjnych
o wartosciach 20 réwnych 30,3°, 35,5°, 43,2°, 53,5°, 57°, 62,7°
i 74,5°, ktére odpowiadajg ptaszczyznom krystalograficznym (220),
(311), (400), (422), (511), (440) i (533) krysztatu magnetytu o struk-
turze odwroéconego spinelu.
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Rys. 5. Obraz XRD krystalitéw SPIO/CTS

Odpowiadaty one pikom dyfrakcyjnym czystego magnetytu
(Fe,O,) z referencyjnej bazy danych (JCPDS File No. 19-629). Sred-
nig wielkos¢ krystalitu oszacowano na podstawie rozszerzenia linii
dyfrakcyjnej (d,,,) stosujac réwnanie Scherrera. Srednia wielkos¢ kry-
stalitow Fe,O, otrzymanych z nanokompozytu wynosita 21 nm. Cho¢
obliczenia ze wzoru Scherrera zwykle zanizajg rzeczywisty wielkos¢
krystalitow, uzyskana wartos¢ jest bardzo zblizona do wyniku TEM,
zatem kazda czastka powinna stanowi¢ pojedynczy krysztat [54]. Stata
sieciowa Fe,O, wynosi 8,378, co jest bliskie wartosci a=8,384 wzorca
(JCPDS 75-0033). Obrazy XRD wskazuja, ze nanoczastki magnetytu
sa doskonale krystaliczne.

Wyniki pomiaréw magnetycznych

Wihasciwosci magnetyczne wysuszonych nanoczastek okre-
$lono za pomoca magnetometru ze zmiennym gradientem pola
(AGFM, MDK Corporation) w temperaturze pokojowej w zakre-
sie pomiedzy -10k a 10kOe. Wyniki wyraznie wskazuja na zacho-
wanie superparamagnetyczne nanoczastek (Rys. 6). Warto$¢ na-
sycenia magnetycznego (Ms) zasadniczej fazy magnetytu wynosi
ok. 90-92 emu/g [55, 56], ale tu warto$¢ Ms wynosi 65 emu/g.
Réznice mozna najprawdopodobniej przypisa¢ kilku czynnikom,
w tym efektowi ostatecznej wielkosci i wysokiemu stosunkowi po-
wierzchni do objetosci, efektowi odchylenia spinu na granicy ziaren,
niepetnej krystalizacji czastek magnetytu [57] i obecnosci materia-
tow powleczonych [58], ktére moga prowadzi¢ do obnizenia efek-
tywnego momentu magnetycznego. Zgodnie z przewidywaniami,
z powodu pokrycia CTS, nasycenie magnetyczne nanoczastek byto
mniejsze niz w przypadku fazy objetosciowej magnetytu. Zgodnie
z wynikami AGFM (Rys. 6), pomijalnie mata koercja nanoczastek
SPIO wykazywata wtasciwosci materialéw superparamagnetycz-
nych. Wysoka magnetyzacja i wtasciwosci superparamagnetyczne
sa bardzo pozadane w zastosowaniach biomedycznych, poniewaz
wieksze czastki magnetyczne tworza agregaty po poddaniu dziafa-
niu pola magnetycznego [59].
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Rys. 6. Krzywa namagnesowania nanoczastek SPIO/CTS na podstawie
pomiaréw AGFM w temperaturze pokojowej. Wyniki jasno wskazuja
na superparamagnetyczne witasciwosci nanoczastek

10000

Wyniki badania dziatania przeciwbakteryjnego

W réwnolegtych doswiadczeniach zbadano dziatanie przeciwbak-
teryjne samych czastek SPIO i SPIO/CTS BCNC wobec wybranych
gatunkéw bakterii. W celu oceny jakosciowej dziatania przeciwbak-
teryjnego nanoczastek, zaszczepiono zawiesing bakterii 1,5 X |08
CFU ptytki z MH zawierajace nanoczastki SPIO i SPIO/CTS BCNC
w réznym stezeniu. Wyniki stanowia obserwacje bakterii hodowanych
na pfytkach MH po 24 godzinach przy réznych stezeniach nanoczastek
SPIO i SPIO/CTS BCNC wynoszacych 0, 75, 125, 175 i 225 ug.ml-'.
W prébcee kontrolnej (0 ug.ml-1 SPIO, 0,05% w/v CTS w | % roztwo-
rze kwasu octowego) bakterie namnazaty sig tatwo, natomiast nie byto
widocznego rozwoju bakterii na ptytkach z agarem po 24 godzinach
przy réznych stezeniach nanoczastek SPIO i SPIO/CTS BCNC. W dal-
szych dos$wiadczeniach okreslono minimalne stezenie hamujace (MIC)
nanoczastek SPIO wobec P aeruginosa i E. coli na odpowiednio 70ug.
ml" i 90 ug.ml"', a SPIO/CTS BCNC wobec P aeruginosa i E. coli odpo-
wiednio 40 ug.ml' i 45 ug.ml'. W naszych do$wiadczeniach wartos¢
MIC dla probki kontrolnej wyniosta 1000 ug.ml' (CTS, 0,1% w/v) dla
E. coli [60+62]i 1700 ug.ml"' (CTS, 0.17 % wi/v) dla P aeruginosa [61].
Jak wspomniano wczesniej, dziatanie antymikrobiologiczne CTS jest
stabe, gdy stosowany jest on samodzielnie[9+11].

Mechanizm hamowania rozwoju bakterii przez CTS polega na tym,
ze nafadowane dodatnio grupy aminowe moga taczy¢ sie z elementa-
mi anionowymi, takimi jak kwas N-acetylomuraminowy, kwas sialowy
czy kwas neuraminowy, na powierzchni komérki i utrudnia¢ wymiane
z medium chelatujacych jonéw metali przejsciowych, a takze wptywaé
na inhibicje enzymoéw [61].

Jak wspomniano wyzej, gdy zawarto$¢ magnetytu w nanokompo-
zycie byta réwna 40 ug.ml' i 45 ug.ml"' odpowiednio dla P aeruginosa
i E. coli, to obserwowano catkowite zahamowanie rozwoju bakterii.
Przy tych i wyzszych stezeniach nie stwierdzano widocznego rozwoju
bakterii. Wyniki te wykazaly, ze optymalne warunki dla skutecznego
hamowania rozwoju bakterii wystepowaly przy stezeniach SPIO/CTS
BCNC réwnych 40 ug.ml' i 45 ug. ml' odpowiednio dla P aerugino-
sa i E. coli. Ciekawe jest to, ze stgzenie koloidu Fe,O, wystarczajace
do zahamowania rozwoju bakterii w naszej pracy jest zauwazalnie niz-
sze od podawanego w raportach innych badaczy[63 +66].

Ten podwyzszony potencjat przeciwbakteryjny prawdopodobnie
spowodowany jest wieksza stabilnosciag naszego SPIO/CTS BCNC
w $rodowisku wodnym wynikajaca z ochrony przeciw agregacji, jaka
CTS daje nanoczastkom SPIO. Doskonate dziatanie przeciwbakteryjne
w stosunku do zastosowanych gatunkéw bakterii, nawet przy niskim
stezeniue,0O,, obserwowane w otrzymanych roztworachkoloidalnych
SPIO/CTS BCNC, czyni te ostatnie idealnymi do nowych ekonomicz-
nych zastosowan przemystowych o diugotrwatym dziataniu. Stwier-
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dzono silne dziatanie przeciwbakteryjne roztworéw koloidalnych
Fe,O,/CTS BCNC wobec bakterii Gram-ujemnych P aeruginosa i E.
coli na ptytkach z MH po 24 h przy réznych stezeniach nanoczastek
magnetytu. Zatem SPIO/CTS BCNC mogtyby by¢ odpowiednie do za-
stosowan antymikrobiologcznych i do urzadzen biomedycznych.

Na podstawie wynikéw testéw dyfuzyjno-krazkowych na agarze
stwierdzono, ze wszystkie filmy SPIO/CTS BCNC i nanoczastek SPIO
wykazuja istotne dziatanie hamujace wobec P aeruginosa (ATCC 27853)
i E. coli (ATCC 25922). Na Rysunku 7 przedstawiono poréwnanie wy-
nikéw testéw srednicy strefy hamowania dla CIP (5 ug.dysk™') jako an-
tybiotyku standardowego, CTS (0,05 %mas.) jako prébki kontrolnej,
SPIO/CTS BCNC i nanoczastek SPIO o zawartosci | 16 ug Fe,O,.disc™
na plytce z MH przeciw bakterii P geruginosa. Srednice utworzonych
stref hamowania w prébkach wyniosly srednio 16 1mm i 12+ 1mm
odpowiednio w przypadku P aeruginosa i E. coli wskazujac na prze-
ciwbakteryjne dziatanie SPIO/CTS BCNC. Dla nanoczastek SPIO
otrzymano wyniki I3+ 1mm i 10+ Imm wobec odpowiednio P aeru-
ginosa, i E. coli. Istotne jest, ze skutecznos¢ przeciwbakteryjna filmoéow
SPIO/CTS BCNC wskazuje, ze SPIO/CTS BCNC sa odpowiedzialne
za dziafanie przeciwbakteryjne w nanokompozycie polimerowym,
i ze dziatanie to jest silne. Podobnej srednicy strefy hamowania nie
stwierdzono na filmie CTS (0,05%, to jest ponizej wartosci MIC) jako
probce kontrolnej wobec ktérejkolwiek bakterii. Jak wspomniano te-
sty kontrolne przeprowadzono dla poréwnania réwniez w obecnosci
znanych antybiotykéw standardowych (CIP) (Rys. 7). Uzyskane wyniki
zestawiono w Tablicy .

B

CIP sPIO

A == .
Rys. 7. Poréwnanie wynikow testéw srednicy strefy hamowania
dla (a) CIP (5 pg.dysk'), CTS (0,05 %mas.) i SPIO/CTS BCNC o
zawartosci 116 pg Fe,O,.dysk' na plytce z MH przeciw bakterii
P. aeruginosa oraz (b) CIP (5 pg.dysk'), CTS (0,05 %mas.) i samego

SPIO o zawartosci |16 pg Fe,O,.dysk' na ptytce z MH przeciw
bakterii P. aeruginosa

Tablica |

Srednia wartosé $rednicy strefy hamowania (w mm) samego Fe,O,
oraz Fe,0,/CTS BCNC wobec P. aeruginosa i E. coli

Probla Fe,0, Fe,0/CTS | Antybiotyki
Szcze kontrolna standardowe
P (roztwér (16 pug (116 ug Fe,0,.
0,05%CTS) Fe,0,.disc") dysk') (5ug CIPdysk™')
P aeruginosa 0 131 l6x1 361
E.coli 0 101 12£1 361

Jest kilka czynnikéw, ktére powoduja bakteriobdjczos¢ badanych
obecnie nanoczastek SPIO. Gtéwny mechanizm, wedlug ktérego
dziataja leki antybakteryjne i antybiotyki, to stres oksydacyjny wywo-
tywany przez ROS [67]. ROS, w tym rodniki nadtlenkowe (O%), rod-
niki hydroksylowe (OH), nadtlenek wodoru (H,O,) i tlen singletowy
(10%), moga uszkadzaé¢ biatka i DNA w bakteriach [68]. Park i wsp.
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réwniez wykazali dziafanie przeciwbakteryjne srebra spowodowa-
ne wytwarzaniem ROS [69]. W tym przypadku tlenek metalu Fe,O,
mogt by¢ zrédtem generujacym ROS i przez to hamujacym rozwdj
P aeruginosa i E. coli. Podobny proces opisali Keenan i wsp., gdzie Fe?*
reagowat z tlenem tworzac nadtlenek wodoru [70]. Powstaty H,O,
nastepnie reagowat z jonami zelazawymi w reakcji Fentona tworzac
rodniki hydroksylowe, ktére uszkadzaja makroczasteczki biologiczne
[56,71]. W innych badaniach pokazano, ze mate rozmiary nanoczastek
moga réwniez przyczynia¢ si¢ do efektu bakteriobdjczego. Na przy-
ktad Lee i wsp. doniesli, ze inaktywacja E. coli przez nanoczastki ze-
laza o zerowej wartosciowosci [72] mogta by¢ wynikiem penetraciji
matych czastek o rozmiarach 10-80 nm w btony E. coli. Nano-Fe0
mogto nastepnie reagowac z tlenem miedzykomaérkowym prowadzac
do stresu oksydacyjnego i ostatecznie powodujac rozerwanie btony
komorkowej. Jednak stosowanie nano-Fe0 ogranicza¢ bedzie obnize-
nie jego dziatania bakteriobdjczego wskutek korozji oksydacyjna [72].
W kilku innych badaniach nad nanoczastkami ZnO i MgO stwierdzono,
ze dziatanie przeciwbakteryjne wzmagato sie¢ wraz ze zmniejszaniem
sie wielkosci czastek [56,73+75].

Whioski

Opracowano jednonaczyniowa metode wspotstracania do wy-
twarzania stabilnej wodnej zawiesiny zdyspergowanych nanostruktur
Fe,O, typu rdzen-otoczka o silnym dziataniu przeciwbakteryjnym i wia-
$ciwosciach superparamagnetycznych w obecnosci CTS o matej masie
czasteczkowej jako $rodka zabezpieczajacego i matrycujacego w tem-
peraturze pokojowej. Wykazano mozliwos¢ efektywnego zwigkszania
skali bezposredniego przetwarzania i produkciji dzieki sporzadzonym
kompozytowym nanoczastkom CTS o matej masie czasteczkowej
moze skutecznie i dfugotrwale chroni¢ nanoczastki przed agregacja
w rezultacie elektrostatycznego odpychania dodatnio natadowanych
nanoczastek. Efekt dziatania nanokompozytéw byt szczegélnie wi-
doczny wobec szczepéw Gram-ujemnych. To wzmozone dziatanie
przeciwbakteryjne wynika z wigkszej stabilnosci nanokompozytu jako
koloidu i zatrzymywania rozwoju bakterii. Chitozan oddziatuje fatwo
na bakterie i wiaze sie z DNA, glikozaminoglikanami i wigkszoscia
biatek, przez co wzmacnia efekt antymikrobiologiczny nanoczastek.
Stezenie Fe,O,, przy ktérym nastepuje catkowite zahamowanie roz-
woiju bakterii wyniosto tylko 40 ug.ml-1 dla P aeruginosa i 45 ug.ml' dla
E. coli i byto znacznie nizsze od podawanego w raportach innych bada-
czy. Istotne jest, ze skutecznos¢ przeciwbakteryjna filmow SPIO/CTS
BCNC wskazuje, ze SPIO/CTS BCNC s3 odpowiedzialne za dziafanie
przeciwbakteryjne w nanokompozycie polimerowym i ze dziatanie
to jest silne. Powyzsze zalety wodnych dyspersji nanoczastek magnety-
tu czynig je przydatnymi do zastosowan przemystowych, medycznych
i do opracowywania nowatorskich $rodkéw antymikrobiologicznych.
Srodki te moga znalez¢ zastosowanie w antymikrobiologicznych ma-
teriatach opakowaniowych i srodkach opatrunkowych. Z drugiej stro-
ny wiasciwosci magnetyczne tych nanostruktur wykorzystano do ich
skutecznego wyodrebnienia z medium za pomoca zewnetrznego pola
magnetycznego i zapobiezenia skazeniu srodowiska naturalnego przy
usuwaniu odpadoéw.

Autorzy pragna podzigkowa¢ Oddziatowi Wolnego Uniwersytetu Islamskiego
w Nadzafabadzie za wsparcie finansowe niniejszej pracy.
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Popularyzator Nauki’2014

Siedem oséb i instytucji, ktore pomagaja innym lepiej zrozumieé
$wiat i potrafig zainteresowac swoimi osiggnieciami naukowymi,
znalazto si¢ w gronie laureatéw X edycji konkursu Popularyzator
Nauki: kategoria Sponsor Popularyzacji — Fundacja PZU; kategoria
Nauka w Internecie — Portal Wszechnica.org.pl; kategoria Media
— Piotr Cieslinski, kierownik dziatlu Nauka ,,Gazety Wyborczej”;
kategoria Instytucje Pozanaukowe — Grupa Ekologiczna z Siedlec;
kategoria Instytucje Naukowe — Instytut Geofizyki Polskiej Aka-
demii Nauk w Warszawie; kategoria Popularyzator Indywidualny
— Animatorzy — animator Michat Szydtowski, czyli Pan Korek; kate-
goria Popularyzator Indywidualny — Naukowcy: dr Robert Mystajek,
adiunkt w Instytucie Genetyki i Biotechnologii na Wydziale Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Nagrode specjalng za catoksztatt
dziatalnosci otrzymata dr Hanna Krajewska z archiwum PAN —
za popularyzacje trudnej tematyki archiwistycznej oraz czasopismo
»Urania — Postepy Astronomii” — za upowszechnianie od ponad 90
lat wiedzy o polskiej astronomii. Katarzyna Dziedzik, rzecznicz-
ka prasowa Uniwersytetu w Biatymstoku, zostata laureatka wy-
réznienia im. red. Tomasza Trzcinskiego za ,wzorcowa polityke
informacyjng”. (kk)

(http://www.nauka.gov.pl, 8.12.2014)

Plastyfikator ZAK - Polskim Produktem Przysztosci

W siedemnastej edycji konkursu ,,Polski Produkt Przysztosci”
Polska Agencja Rozwoju Przedsigbiorczosci nagrodzita nieftalanowy
plastyfikator tworzyw sztucznych opracowany przez Grupe Azoty
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ZAK SA i Instytut Ciezkiej Syntezy Organicznej ,,Blachownia”. Ty-
tut ,,Polskiego Produktu Przysztosci” jest przyznawany przez Polska
Agencje Rozwoju Przedsigbiorczosci od 1997 r. w drodze dwueta-
powego konkursu. Nagrody przyznawane s3 w trzech kategoriach:
dla jednostki naukowej, dla przedsigbiorcy oraz dla konsorcjum: jed-
nostka naukowa — przedsigbiorca. Nowy nieftalanowy plastyfikator,
to jedno z wigkszych przedsiewziec inwestycyjnych ZAK. Powstajaca
od stycznia 2014 r. instalacja do produkgiji plastyfikatora bedzie posia-
dafa moce produkcyjne w wysokosci 50 tys. ton rocznie. Plastyfikator
z nowej instalacji jest nastepcg ftalanu dwuoktylu, ktéry dotychczas
wytwarzany byt w Grupie Azoty ZAK. (kk)
(http://www.plastech.pl, 5.01.2015)

51 min PLN na prace B+R w przemysle metali niezelaznych

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju oraz KGHM Polska Miedz
SA oglosity wyniki drugiego konkursu w ramach Wspélnego Przed-
siewziecia CuBR. Osiem konsorcjow skiadajacych sie z uczelni, in-
stytutéw badawczych i przedsiebiorcéw otrzyma 51 min PLN. Reali-
zowane przez nie projekty dotyczy¢ beda m.in. rozwoju technologii
wydobycia i wzbogacania polskich rud miedzi, a takze innowacyjnej
technologii magazynowania energii z wykorzystaniem technik sztucz-
nej inteligencji. Podjete zostang takze prace nad stworzeniem samo-
jezdnego wozu z automatyczna glowicg kotwiaca oraz opracowaniem
automatycznego urzadzenia do rozbijania bryt miedzi w kopalniach.
Zadeklarowany wktad wtasny przedsiebiorstw w konkursie wynosi
6,4 min PLN. (kk)

(http:/fwww.ncbir.pl, 23.12.2014)
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