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1. MALISZEWSKA

Irena Maliszewska, dr biologii, mikrobiolog, absol-
wentka Wydzialu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroclawskiego. Pracuje w Zaktadzie Chemii Medycznej
i Mikrobiologii na Wydziale Chemicznym Politechniki
Wroclawskiej. Zainteresowania naukowe skupiaja si¢ na
zastosowaniu metabolizmu grzybéw plesniowych w pro-
cesach biotechnologicznych, obejmujacych wytwarzanie
zewngtrzkomorkowych enzymoéw (lipaz, proteaz), bio-
remediacje i biotransformacje chlorowcopochodnych
oraz biosynteze nanoczastek metali. Dorobek naukowy
liczy 120 prac, z czego wigkszos$¢ to artykuly naukowe
o zasiegu migdzynarodowym.
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ABSTRACT

Nanotechnology has attracted a great interest in recent years due to its expected
impact on many areas such as energy, medicine, electronics and space industries.
One of the most important aspects in researching nanotechnology is a synthesis
of metal nanoparticles of well-defined sizes, shapes and controlled monodispersity.
One of the exciting methods is the production of metal nanostructures using bio-
logical systems such as microbes, yeast, fungi and several plant extracts. Biological
systems provide many examples of specifically modified nanostructured molecu-
les. Perhaps, the best known are the magnetotactic bacteria which intracellularly
synthesize magnetic nanocrystals in magnetosomes. The production of many other
metal and metal alloy nanoparticles by organisms is a consequence of detoxification
pathways. Organisms have evolved specific mechanisms to prevent excessive accu-
mulation of metals. There are two probable ways to capture or trap the metal ions,
electrostatic interaction and/or secretion of substances that will adhere the ions.
For the process of intracellular synthesis of nanoparticles, the ions are involved in
a nutrient exchange and/or substance diffusion. Thereafter, the functional reducing
agents (i.e. reducing sugars, fatty acids, glutathione, flavonoids, terpenoids, fitoche-
latines etc.) and/or enzymes (NAD'/NADP’- dependent reductases, hydrogenases,
oxidases), convert the harmful ions into non-harmful matters. Finally, the nuclei
grow and subsequently intracellularly or extracellularly accumulate to form nano-
particles. Despite numerous research made in this area, the mechanism of biosyn-
thesis is not a fully understood. In this paper an overview of the use of living orga-
nisms in the biosynthesis of metal nanoparticles is given and different mechanisms
leading to the formation of nanoparticles are demonstrated.

Keywords: metal nanoparticles, quantum dots, biosynthesis, bacteria, yeasts, fungi
plants

Stowa kluczowe: nanoczastki metali, kropki kwantowe, biosynteza, bakterie, droz-
dze, grzyby, roéliny
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WPROWADZENIE

Nanotechnologia jest interdyscyplinarng dziedzing nauki wykorzystujacg kon-
cepcje miniaturyzacji dla potrzeb rozwigzywania probleméw natury chemiczne;j
oraz biologicznej. Obejmuje ona réznorodne techniki tworzenia nowych materiatow
bazujgc na osiggnieciach chemii, biologii, fizyki, mechaniki i informatyki. Pierwotna
wizja budowania nanostruktur (zwana réwniez nanotechnologig molekularng czy
molekularng produkcja) zakladata podejscie ,,bottom-up” czyli tworzenie materia-
t6w i urzadzen w skali molekularnej za pomocg samoorganizacji atomow i czastek.
Drugi nurt tj. ,top down” - zaktada, ze rozmiar duzych struktur jest redukowany
i s3 one odtwarzane w nanoskali z zachowaniem ich oryginalnych wlasciwosci bez
kontroli na poziomie atomowym. Wiekszos¢ wspolczesnych technologii oparta jest
na nanotechnologicznym filarze ,,top-down”. Waznym, a zarazem ciekawym produk-
tem nanotechnologii s3 nanoczastki metali. Nanoczgstkami przyjeto nazywac struk-
tury, ktérych wielkoci, przynajmniej w jednym wymiarze, nie przekraczaja 100 nm.
Takie twory, ze wzgledu na swoje rozmiary, posiadaja wyjatkowe wlasciwosci, rézne
od tych, ktérymi charakteryzuja si¢ wieksze czgstki zbudowane z tego samego mate-
rialu. W ostatnich latach obserwuje sie intensyfikacje prac badawczych, poszuku-
jacych nowych, efektywnych i tanich sposobow syntezy tych cennych materiatow.
Dotychczas opisano szereg chemicznych i fizycznych metod ich otrzymywania.
Zebranie tych wiadomo$ci mozna znalez¢ w dostepnych artykutach przegladowych
[1-4]. Najbardziej powszechng metoda chemicznej syntezy nanoczastek metali jest
redukcja jonoéw. Na drodze reakeji redoks mozliwe jest otrzymanie nanoczastek roz-
nych metali, jako stabilnych koloidéw zdyspergowanych w ukfadzie wodnym lub
rozpuszczalniku organicznym. Wykazano, ze rodzaj reduktora ma wptyw na wiel-
ko$¢ otrzymywanych nanostruktur. Uzycie silnego reduktora, jakim sg np. borowo-
dorki skutkuje syntezg matych, monodyspersyjnych nanoczgstek. Natomiast wyko-
rzystanie np. cytrynianu, ktory jest stabym reduktorem, prowadzi do otrzymania
nanoczastek do$¢ sporych rozmiardw, jednak kosztem wydtuzenia czasu reakeji [1].
Pomimo, iz redukcja chemiczna jest metodg z powodzeniem wykorzystywana do
syntezy nanoczastek, ze wzgledu na wystepujace trudnosci podczas reakcji (podat-
nos$¢ na utlenianie oraz zdolno$¢ do agregacji), istnieje konieczno$¢ zastosowania
czynnika stabilizujgcego syntezowane czastki [1, 2]. Ciekawym uzupelnieniem che-
micznych metod otrzymywania nanoczastek metali jest synteza biologiczna. W pre-
zentowanej pracy przedstawiono mozliwo$¢ wykorzystania do syntezy i stabilizacji
nanoczastek metali oraz kropek kwantowych naturalnych procesow, ktore ewolu-
cyjnie wyksztalcily sie w ukladach biologicznych. Biosynteza zachodzi na réznych
drogach, jednak wspdlna cechg, tak samo jak w przypadku syntezy chemicznej, jest
redukcja jonow, skutkujaca utworzeniem elementarnych czastek metalu. Inspira-
cja do podjecia badan w tym zakresie bylo odkrycie bakterii magnetotaktycznych
(Magnetospiryllum magnetotacticum), wytwarzajacych tzw. magnetosomy, bedace
otoczonymi przez pecherzyki bfonowe, pojedynczymi nanoczgstkami magnetytu
(Fe,0,).
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Od tej pory opisano kilkadziesiagt organizmoéw zdolnych do biosyntezy nano-
czastek réznych metali. Wsrdd nich znajdujg si¢ przedstawiciele bakterii, grzybow,
alg oraz roélin wyzszych. Biologiczna synteza moze przebiega¢ zaréwno zewnatrz-
jak i wewnatrzkomoérkowo. Synteza zewnatrzkomorkowa polega na zwigzaniu
jonéw metalu na powierzchni komdrki i ich redukcji. Synteza wewnatrzkomorkowa
obejmuje transport jonéw metalu do wnetrza komorki i ich redukeje skutkujaca
wytracaniem metalu w postaci nanoczastek. O ile, w przypadku alg i roélin, wytwa-
rzanie nanoczastek najczesciej ogranicza si¢ do metody zewnatrzkomorkowej, to
w przypadku mikroorganizmoéw, obie metody sg mozliwe i stosowane w zaleznosci
od zdolnosci metabolicznych drobnoustroju.

1. ORGANIZMY SYNTEZUJACE NANOCZASTKI METALI

1.1. BAKTERIE

Ze wszystkich organizméw uzywanych do otrzymywania nanoczastek metali,
najlepiej poznanymi sg bakterie. W okresie trzydziestu lat badan, opisano kilkadzie-
sigt szczepow bakterii zdolnych do takiej syntezy. Wsrdd nich znalez¢ mozna drob-
noustroje syntezujace nanoczastki ztozone z jednego rodzaju atoméw lub potrafigce
tworzy¢ uktady bimetaliczne. Na li$cie najbardziej obiecujacych ,,bio-producentow”
znalazly si¢ wyizolowane z kopalni srebra, bakterie Pseudomonas stutzeri AG259,
ktore wewnatrz komorek gromadzily nanoczastki srebra o wielkosci od 3-200 nm
[5, 6]. Okazalo si¢, ze inkubacja wystepujacego w maslance i mleku szczepu
z rodzaju Lactobacillus z jonami srebra lub zlota réwniez skutkuje wewnatrzkomor-
kowa akumulacjg nanoczastek tych metali lub uktadéw bimetalicznych [7]. W przy-
padku biologicznej syntezy nanoczastek z wykorzystaniem Lactobacilli sugeruje sie,
ze nanoczastki powstajg w trakcie glikolizy. Podczas produkeji pirogronianu oraz
mleczanu przez dehydrogenaze¢ mleczanows zalezng od NADH generowane sg dwa
protony, uczestniczace w procesie redukeji jonow (tutaj srebra) przy udziale systemu
glutationu i tioredoksyny [8].

Kolejny przykltad biologicznej syntezy nanoczastek, obejmuje wykorzystanie
bakterii Bacillus licheniformis — laseczki normalnie wystepujacej w glebie [9]. Inku-
bacja biomasy mikroorganizmu z azotanem srebra, prowadzi do wewnatrzkomor-
kowej akumulacji nanoczastek tego metalu. Autorzy sugeruja, ze w tym przypadku
NAD-zalezna reduktaza azotanowa odpowiada za proces bio-redukeji jonéw. Do
bakterii syntezujacych nanoczastki srebra na zewnatrz komorek zaliczy¢ mozna
palteczki Enterobacter cloaceae i Klebsiella pneumoniae, w przypadku ktorych juz po
5 minutach inkubacji jondw srebra z ich przesaczami pohodowlanymi, rozpoczyna
sie intensywna redukcja [10]. Autorzy przypuszczaja, ze w przypadku tego ostat-
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niego mikroorganizmu synteza nanoczastek przebiega z udzialem nitroreduktazy
oraz $wiatta (Rys. 1) [11].

[ System nitroreduktazy ]

v ™\

[ Donor elektronéw ] [Akceptorelektronéw]

Fotoredukcja

[ Donor elektronéw ] Akceptorelektronc')w]

[ Nanoczastki ] [ AgNO, ]

Rysunek 1. Hipotetyczny mechanizm syntezy nanoczastek srebra przez przesacz pohodowlany Klebsiella
pneumoniae [11]

Figure 1. Hypothetical mechanisms of silver nanoparticles synthesis by culture supernatant of Klebsiella
pneumoniae [11]

Z kolei 30 minutowa inkubacja jondw srebra z przesagczem pohodowlanym
Escherichia coli pozwala uzyska¢ sferyczne nanoczastki srebra wielkosci 50 nm
[12].

Juz w 1980 roku Beveridge i Murray [13] odkryli zdolno$¢ szczepu 168 Bacillus
subtilis do redukcji jonéw Au®, skutkujacej gromadzeniem we wnetrzu komérek
oktahedralnych nanoczastek ztota o $rednicy 5-25 nm. Bakteriami zdolnymi do
wewnatrzkomodrkowej syntezy nanoczastek zlota sa tez Pseudomonas maltophila,
Escherichia coli [14] oraz Rhodopseudomonas capsulata [15, 16]. Opierajac sie na
weczesniejszych pracach Ahmada i in. [17, 18], wskazujacych na role NADH i enzy-
moéw zaleznych od tego koenzymu, jako waznych czynnikéw odpowiedzialnych za
biosynteze nanoczastek, i biorac pod uwage fakt, iz Rhodopseudomonas capsulata
wydziela enzymy z tej grupy, Shying postuluje, iz za mechanizm bioredukcji jonow
Au’* do Au’ odpowiada reduktaza zalezna od NADPH [16]. W tym samym roku,
Deplanche i Macaskie [19] opublikowali prace, w ktdrej zaprezentowali zdolno$¢
redukcji jonéw Au" do Au’ przez E. coli i Desulfovibrio desulfuricans. Starannie
przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaly, ze czynnikiem decydujacym o syntezie
nanostruktur, w przypadku Desulfovibrio desulfuricans, byta obecnos¢ H,. Obser-
wacje te sugerowaly, iz za biosyntez¢ moze by¢ odpowiedzialna hydrogenaza-en-
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zym, ktory katalizuje odwracalne utlenienie molekularnego H,. W celu potwier-
dzenia tego przypuszczenia, dodano do podloza jony Cu®" (selektywne inhibitory
niektoérych hydrogenaz), co w efekcie zahamowalo, ale jedynie czesciowo, redukcje
jonéw zlota. Okazalo sie zatem, ze hydrogenazy s3 zaangazowane w proces syn-
tezy, ale ich obecnos¢ nie jest konieczna. Deplanche i Macaskie w cytowanej pracy
[19], nadmieniajg, iz wyniki badan (niepublikowane do tej pory) z wykorzystaniem
mutantéw pozbawionych hydrogenaz, potwierdzajg fakt, Ze enzymy te stanowia
jedynie cz¢s¢ mechanizmu odpowiedzialnego za biosyntez¢ nanoczastek ztota przez
Desulfovibrio desulfuricans. Z kolei Pseudomonas aeruginosa [20], Shewanella algae
(21, 22, 23] zdolne s3 do zewnatrzkomorkowej biosyntezy nanoczastek tego metalu.
O ile w przypadku paleczki ropy blekitnej, mechanizm procesu nie jest poznany,
to w przypadku S. algae wykazano, ze redukcja jondw zlota zalezy od obecnosci H,
jako dawcy elektronow. Réwniez ekstremofilne promieniowce z rodzaju Thermomo-
nospora moga by¢ wykorzystane do otrzymywania sferycznych nanoczastek zlota
o wielko$ci 8 nm [24].

W ostatnich latach, pojawily sie prace, wskazujace na mozliwo$¢ zastosowa-
nia bakterii do syntezy nanoczastek zelaza [25]. Synteza nanostruktur o wlasci-
wosciach magnetycznych zostala potwierdzona u bakterii magnetotaktycznych,
takich jak: Thermoanaerobacter ethanolicus i Magnetospirillum magneticum, ktore
wytwarzajg dwa rodzaje czastek — czes¢ z nich wytwarza magnetyczne nanoczastki
(Fe,0,), czes¢ zas tworzy nanoczastki greigitu (Fe,S,), a niektére z nich syntezujg
oba zwigzki. Oprécz wspomnianych wczesniej magnetosoméw, ciekawym podejs-
ciem do tematu jest biologiczna synteza nanoczastek magnetytu domieszkowanego
innymi metalami. W 2007 roku, Moon z zespolem [26] przedstawil prace, w kto-
rej opisal prowadzong przez bakterie Thermoanaerobacter sp. (TOR-39) synteze
magnetytu domieszkowanego cynkiem, kobaltem, manganem lub niklem.

Bakterie sg rowniez zdolne do syntezy polprzewodnikéw, takich jak CdS i ZnS,
nazywanych kropkami kwantowymi. Mozliwos¢ biosyntezy nanoczastek siarczku
kadmu wykryto u Clostridium thermoaceticum [27], Klebsiella pneumoniae [28],
Escherichia coli [29] i Rhodopseudomonas palustris [30], a zdolno$¢ do syntezy
krysztalow ZnS u Desulfobacteriaceae [31]. W wigkszo$ci przypadkow nie opisano
mechanizmu tych reakeji. Dla Rhodopseudomonas palustris zasugerowano udzial
desulthydrazy cysteinowej w procesie [30].

Kilka lat temu zaprezentowano mozliwo$¢ otrzymywania nanoczastek palladu,
wykorzystujac do tego Gram-ujemne, redukujgce siarczany, bakterie gatunkow:
D. desulfuricans, D. fructosivorans, D. vulgaris [32, 33, 34], paleczke Shewanella
oneidensis [35, 36] i tlenowg laseczke Bacillus sphericus JG-A12 [37]. W przypadku
D. desulfuricans biosynteza nanoczastek zachodzita przy udziale dostarczonego
z zewnatrz H,, co wskazuje na udzial hydrogenaz w redukcji jonéw palladu [33].

Zdolne do zewnatrzkomoérkowej syntezy sferycznych nanoczastek ztota [38, 39]
oraz platyny [40] sa cyjanobakterie Plectonema boryanum UTEX 485. W tym przy-
padku wykazano, ze do wnetrza komérek transportowane sg jony Pt™, ktére redu-
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kowane sg do Pt*’. Tworzacy sie chlorek (Pt™) i/lub niskie pH oraz wysoka tempera-
tura procesu, powodujg $mier¢ drobnoustrojow, a uwolnione z komoérek organiczne
sktadniki, prowadzg dalszy proces redukcji Pt" do Pt° [40]. Ciekawy przyktad otrzy-
mywania nanoczastek platyny opisuje Riddin i wsp. [41]. W tym przypadku zostaje
wykorzystana mieszana hodowla bakterii redukujacych siarczany. Proces syntezy
przebiega wedlug ponizszego schematu (Rys. 2) i wedlug autoréw jest katalizowany
przez dwie cytoplazmatyczne hydrogenazy.

Pt " cytoplazmatyczna Pt  cytoplazmatyczna
Etap 1 hydrogenaza hydrogenaza Etap 2
Pt n Pt’
Wrazliwa na tlen Niewrazliwa na tlen
Jony Cu " nie s3 inhibitorem Jony Cu " s3 inhibitorem

Rysunek 2.  Postulowany mechanizm dwuetapowej redukcji jonéw Pt™do Pt’ [41]
Figure 2. Postulated mechanism for the double two-electron reduction of Pt'*do Pt’ [41]

1.2. DROZDZAKI

Do organizméw zdolnych do biosyntezy nanoczgstek metali nalezg réwniez
przedstawiciele drozdzakéw. Wsrdd nich nalezy wspomnie¢ o Candida glabrata [42]
i Schizosaccharomyces pombe [43], ktére wewnatrz komorek akumuluja nanoczgstki
siarczku kadmu. Stabilnos¢ tak uzyskiwanych nanostruktur zapewnia fitochela-
tyna — krotki peptyd, pokrywajacy ich powierzchnie. Z kolei Torulopsis sp. w swo-
ich komoérkach gromadzi nanokrysztaly siarczku olowiu (PbS) [44]. Wymienione
powyzej mikroorganizmy syntezuja nanoczgstki wewnatrzkomorkowo, a z kolei
oporny na srebro, drozdzak, oznaczony symbolem MKY3, zewnatrzkomdrkowo
redukuje jony srebra do krysztaléw metalicznych wielkos$ci 2-5 nm [45].

Zupelnie niedawno opisano zdolnosci tropikalnego mikroorganizmu Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 do syntezy nanoczastek zlota. Badania z wykorzystaniem tech-
nik mikroskopii elektronowej TEM i SEM wykazaly, ze powstajace nanostruktury
zwigzane sg ze $ciana komorkows, ale w temperaturze 20°C moga by¢ uwalniane do
roztworu [46, 47].
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1.3. GRZYBY PLESNIOWE

Stosunkowo nowym podejsciem do biosyntezy nanoczastek jest wykorzysta-
nie metabolizmu grzybéw plesniowych. Ich konkurencyjno$¢ zwigzana jest przede
wszystkim z duzymi ilo§ciami enzyméw zawartych we wnetrzu komoérek, wbudo-
wanych w $ciane komoérkows, ale co chyba najwazniejsze, wydzielanych do $rodo-
wiska, ktore jak sie przypuszcza, sg niezbedne do redukcji jonéw metali do postaci
metalicznej. Juz w 1989 roku Pighi i in. [48], nieco pdzniej Chen i in. [49] oraz Birla
iin. [50] opisali zdolnos¢ plesni z rodzaju Phoma do syntezy sferycznych nanocza-
stek srebra. Kolejnym przyktadem poznanych grzybéw mikroskopowych, jest pato-
gen ro$lin — Fusarium oxysporum, ktérego wilasciwosci biosyntezy obejmujg sze-
rokie spektrum czgstek. Wéréd nich znalez¢ mozna znalez¢ metale, takie jak zloto
[51] i srebro [52], uktady bimetaliczne Au-Ag [53], a takze zwigzki takie jak: ZrO,
[54], BiTiO, [55] oraz CdS [56]. W 2006 roku Bharde z zespotem zaprezentowal, iz
zaréwno Fusarium oxysporum, jak i Verticillium, potrafig zewnatrzkomoérkowo syn-
tezowac nanoczastki magnetytu (Fe,O,) [57]. Z kolei rosnacy na lidciach geranium,
grzyb Colletotrichum sp., w momencie wystawienia go na dzialanie jonéw chloro-
ztocianu(III), syntezuje nanoczastki ztota o ksztaltach preta i graniastostupa [58].
Kropidlaki (Aspergillus flavus, A. fumigatus i A. niger) redukuja obecne w roztworze
jony srebra do elementarnego metalu [59-61]. Bansal z zespolem [62] przedstawit
biologiczng metode otrzymywania tytanianu baru — ferromagnetycznego mineratu
wykorzystywanego w procesie produkcji materiatéw piezoelektrycznych. Stosujac
Fusarium oxysporum, autorzy otrzymali nanoczastki o zdefiniowanych ksztaltach
i rozmiarach nie przekraczajacych 10 nm. Caly proces byl przeprowadzony w tem-
peraturze pokojowej, co daje ekonomicznie uzasadniong mozliwo$¢ przemystowego
zastosowania tej metody. Z kolei metabolizm Humicola sp. zastosowano do skom-
plikowanej syntezy nanoczgstek CuAlO, [63].

Ostatnio pojawily si¢ doniesienia dotyczace zewnatrzkomoérkowej redukeji
metali przez grzyby plesniowe z rodzajéw: Phaenerochaete [64], Trichoderma [65],
Penicillium [66-72] i Rhizopus [73]. W tym ostatnim przypadku autorzy wykazali,
ze obecnos$¢ w podlozu jondw zlota indukuje syntez¢ dwdch tzw. biatek stresu, ktore
»wlaczaja” system ochrony komorki przed toksycznym wplywem metalu. Doktadny
mechanizm bio-redukeji jondéw metali przez grzyby plesniowe, skutkujacy powsta-
waniem nanoczastek, nadal pozostaje niewyjasniony. W oparciu o wyniki badan
dotyczace zewnatrzkomorkowej syntezy nanoczastek srebra przez plesn z rodzaju
Verticillium, Mukerjee i in. [74] zaproponowali mozliwe podstawy mechanizmu
odpowiedzialnego za biosynteze. Uznano, iz proces rozpoczyna sie od wigzania
jonéw metalu na powierzchni komoérek grzybéow. Moze to zachodzi¢ na drodze
oddzialywan elektrostatycznych pomiedzy Ag’, a ujemnie natadowanymi grupami
karboksylowymi biatek obecnych w $cianie komdrkowej grzybni. Nastepnie jony
srebra sa redukowane przez enzymy obecne w $cianie komoérkowej, wynikiem czego
jest utworzenie zarodka, wokot ktorego tworzy sie nanoczastka. Jest tez mozliwe, ze
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jony srebra Ag" dyfunduja przez $ciang komodrkowa i s3 redukowane przez enzymy
obecne w blonie cytoplazmatycznej lub wewnatrz komorki.

Na przyktadzie Fusarium oxysporum, Duran z zespotem [75], rdwniez przed-
stawil hipotetyczny mechanizm redukeji jonow srebra (Rys. 3).

2H"
OH O OH OH
OH OH
ooAoth o s oo e
O OH
REDUKTAZA
NO, NO;
2H,0
+

" 2H
NADP NADPH

Rysunek 3. Hipotetyczny mechanizm redukcji jondw srebra przez Fusarium oxysporum [75]
Figure 3. Hypothetical mechanism of silver ions reduction by Fusarium oxysporum [75]

Opiera sie on na enzymatycznej redukcji jonéw Ag', zachodzacej przy udziale
enzymu z grupy oksydoreduktaz - reduktazy azotanowej. Wydaje si¢, ze proces
redukgji z udzialem NADP" zaleznej reduktazy, inicjowany jest przez transfer elek-
tronéw z NADPH na przenosniki w postaci antrachinonéw. Nastepnie przeno$niki
te stanowig Zrédto elektronéw dla jondw metali, ktére w wyniku ich przyjecia ule-
gaja redukeji, tworzac nanoczastki elementarnego srebra. Zaproponowany przez
Duran’a mechanizm, zostal w 2007 roku potwierdzony przez Kumar’a i in. [76],
ktorzy przeprowadzili in vitro synteze nanoczastek srebra, wykorzystujac NADP*
zalezng reduktaze azotanows, fitochelatyne, 4-hydroksychinoling oraz NADPH.
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Autorzy sadza, ze nie jest to jedyny mechanizm i nie odnosi si¢ do wszystkich ple-
$ni syntezujacych nanoczastki metali. W przypadku grzyba Aspergillus niger, dzigki
elektroforezie w zelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujgcych, odkryto,
ze plyn pohodowlany zawiera oksydaze glukozows, ktéra mogtaby wraz z glukoza,
zawartg w mieszaninie, prowadzi¢ redukcje jonéw zlota [77]. Wydaje si¢ takze, ze
obecnos¢ a-amylazy, posiadajacej dwie wyeksponowane grupy tiolowe, moze pro-
wadzi¢ do redukcji jondéw metali [78, 79]. Doswiadczenia wykonywane z uzyciem
Coriolus versicolor, pokazaly, ze w przypadku grzybow nie nalezy réwniez wykluczaé
nieenzymatycznego mechanizmu biosyntezy nanoczastek srebra [80]. Analiza FTIR
uwidocznita pojawienie si¢ piku przy 1735 cm™, ktéry zostat zinterpretowany jako
utleniona grupa hydroksylowa obecna w grzybni, powstala na skutek formowania
sie nanoczastek. Znaczenie grup —-SH opisat Mukherjee [80], pracujac ze szczepem
Trichoderma asperrelum. Wedlug badaczy, cysteina zawierajaca grupe tiolowa jest
zaangazowana w redukcje jonow srebra.

1.4. GLONY I ROSLINY WYZSZE

Ostatnie lata pokazaly, ze wykorzystanie glonéw i roélin wyzszych w biosyn-
tezie nanoczastek metali nie jest czystg abstrakcjg, a ciekawym i konkurencyjnym
przykladem zastosowania ukladéw przyjaznych $rodowisku. Metabolizm popu-
larnego glonu Chlorella vulgaris zostal wykorzystany do otrzymywania nanocza-
stek srebra [81]. Autorzy przypuszczaja, ze gtéwna role w procesie redukcji jonow
srebra spetniaja grupy hydroksylowe tyrozyny i/lub grupy karboksylowe kwasu
asparaginowego lub glutaminowego. Kolejne przyktady to alga morska Sargassum
wightii [82] i brazowy glon Fucus versiculosus [83], ktore prowadza skuteczng syn-
teze nanoczastek zlota. Ich ekstrakty inkubowane z AuCl,” redukuja jony i w ten
sposdb uzyskiwane sg struktury charakteryzujace si¢ wysoka stabilnoscig w wodzie.
W przypadku tej ostatniej algi autorzy wykazuja, ze to grupy hydroksylowe obecne
w polisacharydach odpowiedzialne s3 za proces redukgji.

Do syntezy nanoczastek metali stosuje si¢ tez ekstrakty z lisci roslin wyzszych
lub suszone roéliny. Z punktu widzenia produkcji na skale przemystows, to ostatnie
rozwigzanie jest praktyczniejsze, gdyz eliminuje problem przygotowywania eks-
traktu (powtarzalnosci jego sktadu) oraz sezonowos$ci wzrostu roélin. Do tej pory
opisano kilkanascie roélin zdolnych do syntezy nanoczgstek metali. Nanoczgstki
ztota s3 gromadzone przez korzenie, todygi i liscie wierzby pustynnej (Chilopsis line-
aris) [84] i sesbana pospolitego (Sesbania sesban) [85]. W tym ostatnim przypadku
redukcja jonéw metalu prawdopodobnie zachodzi przy udziale metabolitow wtor-
nych obecnych w komoérkach. Réwniez biomasa owsa (Avena sativa) w kontakcie
z AuCl, powoduje tworzenie nanoczastek zlota o réznych ksztattach [86].

Szerzej poznang metodg otrzymywania nanoczastek jest zastosowanie ekstrak-
tow roslinnych. Ekstrakty z lisci geranium (Pelargonium graveolens) [87] i lucerny
siewnej (Medicago sativa) [88] redukuja jony odpowiednio srebra lub zlota do
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postaci elementarnych nanoczastek. Rowniez ekstrakty z ciecierzycy pospolitej
(Cicer arietinum) [89], czy palczatki pogietej, czg$ciej nazywanej trawg cytrynowa
(Cymbopogon flexuosus) [90], poddane dzialaniu jonéw ztota, redukuja je do meta-
licznych nanostruktur. Niezwykle wlasciwosci posiadaja liscienne ekstrakty z mio-
dly indyjskiej (Azadirachta indica) [91], tamaryndowca indyjskiego (Tamarindus
indica) [92], aloesu (Aloe vera) [93], cynamonowca kamforowego (Cinnamomum
camphora) [94] i kolendry (Coriandrum sativum) [95]. W zaleznosci od obecnego
w podlozu jonu metalu, powstaja stabilne nanoczgstki zfota, srebra, a w przypadku
obecnosci obu jondw, ekstrakt z miodly indyjskiej syntezuje bimetaliczne uklady
Au/Ag. Zkolei ekstrakty zowocow amly czyli agrestu indyjskiego (Emblica officinalis)
[96] wystawione na dzialanie jonéw AuCl, lub Ag’ réwniez tworzg nanoczastki tych
metali. Ekstrakt z kapusty sitowatej (Brassica juncea) oprocz biosyntezy nanoczgstek
srebra i ztota, prowadzi redukcje jonéw miedzi [97]. Interesujacym rozwigzaniem
syntezy nanoczastek zlota jest zastosowanie roslinnych materiatéw odpadowych,
np. skorek banana.

W przypadku biosyntezy nanoczastek przez rodliny, mechanizm reakeji row-
niez pozostaje nie znany. Przypuszcza sie, ze u ich podstaw leza procesy przela-
mujace toksyczny wpltyw metali obecnych w $rodowisku. O zdolno$¢ do redukeji
jonéw metali, podejrzewa si¢ obecne w komorkach roélin flawonoidy, terpenoidy
oraz polisacharydy. Ponadto udzial w syntezie znajduja fitochelatyny (PC) - pep-
tydy, ktorych prekursorem jest glutation (GSH). Sg one elementem szeroko rozpo-
wszechnionego mechanizmu detoksytfikacji rozwinietego u roslin, alg oraz grzybow.
Fitochelatyny maja zdolnos¢ wigzania jonéw metali, takich jak: Cd, Pb, Zn i Cu.
Tworzac stabilne kompleksy, efektywnie obnizaja wewnatrzkomdrkowe stezenie
jonow metali. Rola fitochelatyn w biosyntezie nanoczastek sprowadza si¢ prawdo-
podobnie do stabilizacji i zapobiegania ich agregacji, a tym samym jest waznym
czynnikiem odpowiedzialnym za rozmiar i ksztalt powstajacych nanostruktur.
Zwrdcono réwniez uwage na role peptydow cyklicznych (kurkacykliny A i B), jako
rodlinnych czynnikéw redukujacych jony srebra i ochraniajacych powstale nano-
czastki. Ich znaczenie ttumaczone jest w dwojaki sposob. Zespot Bara [98] wysnul
przypuszczenie, ze w poczatkowej fazie jony srebra zblizajg si¢ do rdzeniowej struk-
tury cyklicznego peptydu, gdzie po reakcji redukcji sg stabilizowane przez grupy
amidowe peptydu. Swoje podejrzenia tlumaczyl faktem, ze rozmiar uzyskanych
nanoczastek byt podobny do promienia ,,kieszeni” wigzacej cykliczny peptyd. Nieco
inne wytlumaczenie znalezli Takano i Nakamura [99]. Wedlug badaczy na poczatku
ma miejsce stabilizacja jondw srebra. Podczas tautomeryzacji enolowo-ketonowej
w wigzaniu peptydowym, grupa alkoholowa w serynie-3 w peptydzie cyklicznym
A badz treonina-5 w peptydzie cyklicznym B moze dziata¢ jako reduktor dla jonow
srebra. Opis ten nie uwzglednial roli grupy amidowej, o znaczeniu ktérej pisal Bar
[98]. Inny mechanizm syntezy nanoczastek z wykorzystaniem ekstraktéw, zapro-
ponowany zostal przez zespot Tha'ego [100]. Znajac szlak metaboliczny mezofitow,
badacze stwierdzili, Ze otrzymywanie nanoczastek srebra z ich udzialem moze zajs¢
na drodze tautomeryzacji chinonéw. W przypadku kserofitéw odnotowano znacze-
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nie tautomeryzacji antrachinonéw. Dodatkowo wykazano istote¢ dekarboksylacji
oksydacyjnej kwasu jablkowego w obecnosci enzymu zaleznego od NAD'/NADP".

2. ZASTOSOWANIE BIOMIMETYCZNYCH NANOCZASTEK METALI

Dzigki niezwyklym wiasciwos$ciom fizycznym, chemicznym i biologicznym,
nanoczgstki metali wytwarzane przez zywe organizmy mogg znalez¢ zastosowanie
w wielu dziedzinach Zycia. Najintensywniejsze badania prowadzone sa w kierunku
uzycia tych struktur w medycynie i naukach pokrewnych. Stosowanie nanoczgstek
metali w terapii przeciwnowotworowej obejmuje dwie strategie dziatania. Pierwsza to
bezposrednie oddzialywanie nanoczastek z komoérkami nowotworowymi, skutkiem
czego jest hamowanie rozwoju choroby. Takie wlasciwosci opisano dla nanoczastek
srebra, ktore sa inhibitorami aktywnosci kaspazy-3 i procesu angiogenezy [101].
Druga strategia polega na wykorzystaniu nanoczastek jako nosnika dostarczajacego
lek bezposrednio do komdrek rakowych. Okazalo sie, ze magnetosomy izolowane
z magnetotaktycznych bakterii sa dobrym kandydatem na noénik dla réznorodnych
struktur, poczynajac od czasteczek chemicznych (doksorubicyna) [102], poprzez
biatka (enzymy, przeciwciata), az do tanicuchéw DNA i RNA [103]. Utatwiaja one
transport przez blone komorkows, zapewniaja doskonaly stabilno$¢, zwigkszaja
rozpuszczalnosé, a takze pozwalajg na uwolnienie zwigzanej struktury w $cisle okre-
$lonym miejscu. Ciekawym podejsciem do problemu jest wykorzystanie komorek
magnetotaktycznych bakterii jako nosnika plazmidowego DNA w terapii genowej
[104]. Wykazano, ze taki uklad jest niezwykle skuteczny i nietoksyczny. Drugim
waznym problemem wspoélczesnej medycyny jest terapia zakazen i zwigzana z nia
systematycznie rosngca liczba szczepdw opornych na klasyczne antybiotyki. Wia-
domo jest, Ze nanoczgstki srebra wykazujg silne przeciwdrobnoustrojowe wlasciwo-
$ci, a oporno$¢ na srebro wsrod bakterii, pojawia sie znacznie rzadziej [105]. Stad
Duran i wsp. [106] zaproponowali uzycie nanoczastek srebra syntezowanych przez
Fusarium oxysporum do produkcji odziezy i powlok antybakteryjnych. Inng kon-
cepcja przezwyciezania lekoopornosci bakterii jest taczne stosowanie nanoczastek
srebra i klasycznych antybiotykow [107].

Nanoczastki metali mogg by¢ réwniez wykorzystane jako narzedzie stuzace do
szybkiej, wydajnej i precyzyjnej detekcji czynnikéw chemicznych i biologicznych.
Jednym z ciekawych przykladéw jest uzycie sferycznych nanoczastek selenu, syn-
tezowanych przez Bacillus subtilis, w detekcji H,0, [108]. Z kolei B. Zheng i wspot-
pracownicy opisali zastosowanie stopu Au-Ag w elektrochemicznych biosensorach
wykrywajacych niezwykle niskie stezenia waniliny [109], a zesp6t kierowany przez
D. Zhenga pokazal znaczenie nanoczgstek ztota w czujnikach stuzacych do pomiaru
stezenia glukozy [110]. Wyniki badan przewodnictwa nanoczgstek zlota syntezo-
wanych przez ekstrakt z lisci tamaryndowca jednoznacznie wskazujg na mozliwos¢
ich uzycia do konstrukeji sensoréw chemicznych [111]. Dzieki funkcjonalizacji
nanoczastek magnetycznych przy pomocy przeciwcial otrzymano bardzo dokfadne
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znaczniki biologiczne uzywane do wykrywania ksenoestrogenéw w $rodowisku
naturalnym [112].

Rozwazajac mozliwe zastosowania biomimetycznych nanoczastek metali, nie
sposdb poming¢ ich roli w ochronie srodowiska. Nanostruktury zwigzkow zelaza
(Fe,0, Fe,S,) i krzemu, izolowane z bakterii i okrzemek, moga by¢ z powodze-
niem stosowane w bateriach stonecznych i elektrycznych [113]. Usuwanie uranu
(w postaci nanoczastek) ze $ciekow radioaktywnych przez komorki Bacillus spheri-
cus to kolejny przyktad mozliwosci aplikacyjnych [114].

Whadciwosci paramagnetyczne Fe O, zostaly wykorzystane w procesach sepa-
racji i oczyszczania DNA [115]. Do probki dodawane sa sfunkcjonalizowane za
pomoca aminosilanu, nanoczastki magnetytu, ktore lacza si¢ ze swoim ,,celem”
i pod wplywem przylozonego pola magnetycznego wydziela si¢ ,produkt” tego
postepowania.

Warto podkresli¢ mozliwo$¢ wykorzystania nanoczastek magnetytu immobili-
zowanych na powierzchni komdrek Pseudomonas delafieldii w procesie odsiarczania
dibenzotiofenu [116].

PODSUMOWANIE

Organizmy zywe, od prostej bakterii po zorganizowane struktury Eucaryota,
moga by¢ zastosowane jako aktywne skladniki w syntezie i stabilizacji nanoczgstek
metali i kropek kwantowych o okreslonym ksztalcie i rozmiarze. Juz od pierwszego
zastosowania ukladéw biologicznych wiadomo bylo, Ze nanoczastki syntezowane
przez organizmy zywe majg specyficzng wlasciwos$¢, ktéra powoduje, ze nie lacza
sie ze soba, a w konsekwencji nie wykazuja tendencji do sedymentacji. Obecnie t¢
ceche ttumaczy si¢ powstajacymi kompleksami nanoczgstek metali z peptydami/
biatkami, wytwarzanymi przez zywe organizmy. Szczeg6lna role w stabilizacji nano-
czastek znajdujg fitochelatyny. Uwaza sig, iz u podstaw syntezy nanoczastek metali
leza mechanizmy przelamujace toksyczny wpltyw metali obecnych w $rodowisku.
Innymi stowy, wytracanie metali (niewazne, czy w formie nanoczastek), jest zasad-
niczym elementem chronigcym komorke przed $miercig. U wielu organizméw zdol-
no$¢ redukeji jondw metali opiera sie na wykorzystaniu aparatu enzymatycznego. Do
tej pory w biosyntezie nanoczastek metali opisano udzial co najmniej trzech grup
enzymow. Sa to azotanowe i zelazowe reduktazy, zalezne od NAD"/NADP’, a takze
hydrogenazy i oksydazy. Rola enzyméw sprowadza si¢ do uzyskiwania elektronow
i dalszego ich przenoszenia, co skutkuje pdzniejsza redukejg jonéw do elementarne;j
postaci metalu. U roslin wyzszych o zdolnoé¢ do redukcji jonéw metali, podejrzewa
sie obecne w duzych ilosciach flawonoidy, terpenoidy, polisacharydy i aminokwasy.

Mam nadziej¢, ze poznanie mechanizméw bioredukeji jonéw metali w pola-
czeniu z narz¢dziami oferowanymi przez inzynierie genetyczng, w niedtugim czasie,
znajdzie praktyczne zastosowanie w przemyslowym otrzymywaniu dobrej jakosci
nanoczastek metali i kropek kwantowych, i poszerzy ich mozliwosci aplikacyjne.
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