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Czym jest NANOSREBRO?

Nano Srebro inaczej - Srebro koloidalne (Argentum colloidale), znane takze jako kolargol lub srebro
koloidowe, to surowiec farmaceutyczny do produkcji lekéw recepturowych, ktoéry jest potgczeniem
srebra z biatkiem lub Zelatyna.

Zastosowanie nanosrebra:

Nanostruktury srebra znalazty niezwykle szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach zycia dzieki
szczegdlnym wtasciwosciom. Te dziedziny to miedzy innymi medycyna i farmacja, rolnictwo czy wiele
gatezi przemystu.

W medycynie nanosrebro posiada ogromny potencjat aplikacyjny ze wzgledu na wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe. Jest ono wykorzystywane do dezynfekcji pomieszczern medycznych, aby
zapobiec zakazeniu pacjentow oraz personelu. Stosowane obecnie srodki do dezynfekcji s coraz
mniej skuteczne przeciw niektérym szczepom bakterii. Drobnoustroje, takie jak Staphylococcus
aureus oraz Pseudomonas aeruginosa, ktore to wystepujg w pomieszczeniach szpitalnych, wywotujg
przewlekte infekcje uodporniajgc sie na dyzefektanty [Rusell 2004].

Gojenie sie ran jest ztozonym i wieloetapowym procesem, ktéry obejmuje integracje dziatania wielu
tkanek. W celu leczenia ran, takich jak owrzodzenia czy oparzenia, stosowane sg opatrunki
zawierajgce nanosrebro [Chaloupka i in. 2010]. Pierwszy komercyjny opatrunek z nanostrukturami
srebra —,,Anticoat” wykonany jest z dwdch warstw membran poliamidu estrowego, ktére sg pokryte
nanokrystalicznym srebrem [Bryaskova i in. 2011]. Zmniejsza on czas gojenia sie ran o srednio 3,35
dnia w stosunku do zwyktych opatrunkéw [Huang i in. 2007]. Obecnie, w celu zwiekszenia
skutecznosci przeciwbakteryjnej i wspomagania gojenia sie ran, produkowane sg nowe opatrunki,
ktére miedzy innymi charakteryzujg sie mniejszym ryzykiem adsorpcji srebra [Chen i Schluesener
2008].

Nanoczasteczki srebra sg faczone réwniez z materiatami takimi jak zwigzki mineralne czy polimery,
ktdre to uzywane sg w implantologii. To potgczenie poprawia skutecznos¢ biobdjczg przeciwdziatajac
agregacji czgstek, ktdra jest jednym z powazniejszych problemdw wystepujacych w stosowaniu
implantow [Nel i in. 2006]. Jednym z pierwszych wszczepdw zawierajacych nanostruktury srebra byta
sylikonowa zastawka serca zaprojektowana w celu zapobiegania infekcjom bakteryjnym oraz w celu
zmniejszenia reakcji zapalnej [Grunkemeier i in. 2006]. W stomatologicznej implantologii ptytki
tytanowe tgczone sg z nanosrebrem. Dzieki takiemu zastosowaniu bakterie takie jak Porphyromonas
gingivalis oraz Actinobacillus actinomycetemcomitans, ktére powodujg choroby przyzebia, nie bytuja
na implantach [Liao i in. 2010]. W stomatologii coraz czesciej sg stosowane preparaty z dodatkiem
nanosrebra w celu wyeliminowania bioty bakteryjnej. Obecnie sg one najczesciej wykorzystywane w
endodoncji. Na rynku istniejg réwniez pasty do zebdw zawierajgce nanoczasteczki srebra w celu
lepszego zwalczania mikrobioty jamy ustnej [Pokrowiecki i Mielczarek 2012].

Ze wzgledu na dziatania niepozgdane i niskg biodostepnos$¢ lekéw dostarczanych drogg
konwencjonalng zaczeto stosowac AgNPs jako nosniki szerokiej gamy sktadnikow terapeutycznych,
takich jak farmaceutyki czy przeciwciata. [Mandal 2017]. Poprawie ulegajg rowniez takie cechy jak
wydtuzenie czasu dziatania leku czy czas uwalniania substancji aktywnej. Powierzchnia nanoczastek
jest zdolna do przytaczenia liganddw, ktore pozwalajg na dystrybucje lekow do $cisle okreslonych
miejsc w ukfadzie biologicznym [Zwawiak i Sowa-Kasprzak 2014]. Ponadto produkty z
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nanczasteczkami srebra znalazty zastosowanie jako: zwigzki zastepujace staw, substancje
powlekajgce soczewki kontaktowe i cewniki oraz w diagnostyce raka [Naidu i in. 2015].

Dziedzing, w ktdérej nanoczasteczki srebra mogg znalezé powszechne zastosowanie jest inzynieria
tkankowa. Ma ona na celu hodowle tkanek lub catych narzadéw w warunkach laboratoryjnych. W
hodowli tkankowej rusztowanie dla komdrek mogg stanowic¢ naturalne, jak i sztuczne materiaty,
ktére odtwarzajg ksztatt organdw lub tkanek. Podczas namnazania komodrek na rusztowaniu wazne
jest, aby zachowac sterylnosc. Zatem nanosrebro, w szczegdlnosci w postaci nanorurek, jest
obiecujgcym materiatem do budowy podtozy dla hodowanych komérek ze wzgledu na silne
wiasciwosci bakteriobdjcze, jak i dzieki duzej wytrzymatosci fizycznej i biokompatybilnosci [Krzosek
2015].

W kosmetologii nanosrebro wykorzystywane jest przede wszystkim ze wzgledu na swoje wiasciwosci
biobdjcze. Ponadto nanoczastki nie przenikajg zbyt fatwo przez bariere skory i wykazujg skutecznie
dziatanie przeciwko réznym grupom drobnoustrojow nawet przy niskich stezeniach. Na coraz
czestsze zastosowanie nanoczgstek srebra ma rdwniez jego stabilnos¢ chemiczna, aktywnosé
biologiczna w szerokim zakresie temperatury i pH, dobra rozpuszczalnosé¢ w wodzie oraz
kompatybilno$¢ z innymi sktadowymi produktu [Rodewald 2013].

Nanosrebro jest obecnie stosowane w kosmetykach przeciwtrgdzikowych, szamponach do wtoséw,
zelach pod prysznic, chusteczkach antybakteryjnych, kremach, chusteczkach do higieny intymnej, w
wodach kolonskich, chusteczkach do demakijazu, zelach po goleniu [Szlecht i Schroeder 2011].

Coraz czesciej spotykane jest wykorzystanie nanoczgsteczkowego srebra w budownictwie. Jest ono
stosowane w materiatach takich jak: sidingi, izolacje, farby malarskie czy pokrycia dachowe.
Zastosowanie nanometrycznego srebra sprawia, ze materiaty budowlane stajg sie odporne na
dziatanie mikroorganizméw [Pulitiin. 2011].

Zastosowanie nanoczatek srebra w odkazaniu dokumentdéw archiwalnych i powierzchni obiektéw
historycznych jest wynikiem silnych wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych nanosrebra. Zbadano, ze
nanostruktury srebra o stezeniu 90 ppm i rozmiarze od 10 do 100 nm s3 skuteczne w usuwaniu
mikroorganizméw z badanych obiektéw znajdujgcych sie w muzeach i archiwach. Ponadto przy
stezeniu wynoszacym 45 ppm usunieto 94% wszystkich drobnoustrojéw z wyjgtkiem bakterii takich
jak Bacillus subtilis i Staphylococcus xylosus, ktére to wykazujg opornosé [Gutarowska i in. 2012].

Nanometryczne srebro znajduje takze zastosowanie w ochronie srodowiska pracy oraz srodowiska
naturalnego. Przeciwdrobnoustrojowe witasciwosci nanostruktur sprawiajg, ze sg one
wykorzystywane w systemach oczyszczana wody i powietrza z zanieczyszczen pochodzenia
biologicznego i chemicznego. W trakcie przeprowadzonych w 2008 roku badan ukazano, ze
fragmenty filtrow powietrza, ktére zostaty zbudowane z wtdkna weglowego z dodatkiem nanosrebra
o rozmiarach od 12 do 15 nm wykazujg catkowite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow takich

jak Bacillus subtilis i Escherichia coli juz po 10-minutowym kontakcie [Krzosek 2015]. Wyniki badan
wskazujg na to, ze nanostruktury srebra niebawem znajdg powszechne zastosowanie w przemysle
spozywczym, gdzie stan powietrza pomieszczen jest bardzo wazny dla zdrowia pracownikéw, jak
rowniez jakosci produkowanej zywnosci.

Nanotechnologia znajduje bardzo wazne zastosowanie w rolnictwie i produkcji zwierzecej. Gtéwnym
zadaniem substancji wzbogaconych nanosrebrem jest sterylizacja wyposazenia i budynkéw
inwentarskich i fermowych, szklarni, magazynéw, narzedzi, miejsc sktadowania odchoddéw
zwierzecych, zywnosci, opakowan, pojemnikéw do przechowywania $ciétki i pasz. W produkcji
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zwierzat nanoczasteczki srebra sg stosowane do odkazania wymion, kopyt i racic zwierzat
gospodarskich [Czyziin. 2011].

Toksycznos¢ nanosrebra

Powszechna obecnos¢ produktédw zawierajgcych nanoczastki srebra sprawia, ze obawy odnos$nie ich
stosowania stajg sie coraz wieksze. Mimo tego, ze nanostruktury od zawsze wystepujg w naturze to
dynamiczny wzrost ich produkcji oraz rozwdj nanotechnologii sprawity, ze w ostatnich latach
obserwujemy zwiekszenie liczby badan nad efektem ich dziatania na eukarionty i Srodowisko
naturalne [Wolska i in. 2017]. Nanoczgsteczki zwykle charakteryzujg sie innymi wtasciwosciami niz ich
odpowiedniki w makroskopowej skali. Dlatego tez badania nad toksycznoscig powinny by¢
przeprowadzane osobno dla nanomateriatow. W przypadku zastosowan biologicznych zmniejszenie
rozmiaru metalu do skali nanometrycznej wigze sie ze wzrostem cytotoksycznosci [Runowski 2014].
Jest to zwigzane miedzy innymi z wiekszg powierzchnig czynng, przez co zwiekszong reaktywnoscig i
oddziatywaniem z innymi zwigzkami w otoczeniu w poréwnaniu z materiatami konwencjonalnymi.
Wykazujg sie one réwniez wyzszg bioprzyswajalnoscig, przez co fatwiej ulegajg adsorpcji w
konkretnych narzadach, tkankach i komérkach. Ponadto nanostruktury zachowujg sie jak nosniki
zanieczyszczen, zwiekszajac ich rozprzestrzenianie w srodowisku. [Czyz i in. 2011]. Aby rzetelnie
ocenié ryzyko wykorzystywania nanostruktur nalezy uzyska¢ informacje na poziomie pojedynczych
organizméw, grup organizmow, jak i catych ekosystemow [Kahru i Dubourguier 2010].

Zagrozeniem dla srodowiska naturalnego najczesciej stajg sie nanoczgsteczki projektowane. Biorgc
pod uwage ich obieg, stwierdza sie, ze przenikajg one do systemdw naturalnych, takich jak powietrze,
woda oraz gleby przez $cieki przemystowe i komunalne oraz w postaci substancji dodawanych do
srodkéw ochrony roslin. Potencjalnym zagrozeniem dla sSrodowiska jest bioakumulacja nanoczastek
w tych systemach. Wazng kwestig w ocenie toksycznosci nanostruktur projektowanych jest
okreslenie czy i w jakim stopniu ulegajg one degradacji w Srodowisku [Baun i in. 2009; Bystrzejewska-
Piotrowska i in. 2009; Brar i in. 2010].

Nanostruktury srebra wykazuja sie duzg aktywnoscig biobdjcza. Przenikajgc do srodowiska
naturalnego, stanowig powazny problem w prawidtowym funkcjonowaniu ekosystemoéw, w
szczegolnosci mikroorganizméw wystepujacych w glebie. Nanosrebro eliminujgc podatne na jego
dziatanie gatunki obniza ich bioréznorodnos¢. Stanowi ono zagrozenie dla drobnoustrojéw
stosowanych w procesach bioremediacji gruntéw i biodegradacji zanieczyszczen. Ponadto
nanoczastki srebra zagrazajg bakteriom z rodzaju Bradyrhizobium, ktére to odpowiedzialne s3 za
wigzanie azotu, co moze prowadzi¢ do zaburzenia cyklu obiegu pierwiastkéw [Kumar iin. 2011].

Nanoczgsteczki przedostajg sie do srodowiska naturalnego ze Zrédet powierzchniowych lub
punktowych. Zrédfa punktowe to oczyszczalnie éciekdw, spalarnie i sktadowiska odpadéw oraz
miejsca produkcji nanostruktur. Natomiast powierzchniowe Zrddta sg zwigzane z uwalnianiem
nanoczgstek poprzez uzytkowanie produktéw, ktdre je zawierajg [Vlachogianni i Valavanidis 2014].
Przyktadem Zrddta tego rodzaju jest uwalnianie jondw srebra i srebra w postaci koloidalnej ze
skarpetek zwierajgcych nanosrebro [Benn i Westerhoff 2008]. Ponadto Farkas (i in.) w swoich
badaniach wykazali, ze w wodach odptywowych z pralki, wzbogaconej o nanosrebro, jego zawartos¢
wynosita 11 pg / | [Farkas i in. 2011].

Przedostawanie sie nanoczgstek do atmosfery nastepuje w spalarniach podczas utylizacji produktow
zawierajgcych nanostruktury. Jest ona obcigzona tego typu zanieczyszczeniami w mniejszym stopniu
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poréwnujac jg do innych systemdw naturalnych. Zwigzane jest to ze stosunkowo niedtugim czasem
przebywania nanoczastek mniejszych niz 100 nm w atmosferze [Vlachogianni i Valavanidis 2014].

Stopien zagrozenia wdd gruntowych jak i powierzchniowych przez nanometale jest nieznany.
Jednakze potencjalne zagrozenie wynikajace z ich transportu do tych zbiornikéw wodnych moze by¢
wieksze niz sgdzono, gdyby nanosrebro tworzyto stabilne zawiesiny w wodzie. Z tego wzgledu istnieje
potrzeba okreslenia doktadnego zachowania i mobilnosci nanostruktur srebra w srodowisku
[Tolaymat iin. 2010]. Toksycznos¢, biodostepnosé i mobilno$é nanosrebra jest uwarunkowana
stabilnoscig koloidalng, na ktérg wptywajg czynniki takie jak warunki srodowiskowe, pH czy sita
jonowa [Romer i in. 2011]. Badania wykazujg, ze naturalne substancje organiczne, ktére wystepujg w
wodzie, wptywajg znaczgco na wtasciwosci srebra, co ma wptyw na toksycznos¢ i transport
nanometrycznego srebra w srodowisku wodnym [Delay i in. 2011]. Wykazano, ze nanoczastki srebra
wykazujg toksyczne dziatanie na organizmy wodne. Dziatajg one niekorzystnie miedzy innymi na
pstraga teczowego uszkadzajac jego hepatocyty [Farkas i in. 2010] czy wywierajgc niekorzystny
wplyw na zarodki danio pregowanego [Massarsky i in. 2013].

Ocene ryzyka dla srodowiska, wywotanego przez nanostruktury, wykonuje sie poréwnujac
przewidywane stezenie badanej substancji w srodowisku (PEC) do stezenia tego zwigzku bez
przewidywanego dziatania w srodowisku (PNEC). Jesli wspotczynnik PEC/PNEC jest < 1, to nie
wystepuje ryzyko dla srodowiska, natomiast, gdy PEC/PNEC > 1, to takie ryzyko istnieje [Gruszecka i
Helios-Rybicka 2009].

Pierwotnie nanoczgstki srebra uwazane byty za nietoksyczne dla komérek zwierzat. Ich
przedawkowanie wigzato sie jedynie z efektem ubocznym, ktéry objawiat sie zmiang pigmentacji
skory, zwang srebrzycy. Niemniej jednak ostatnie badania coraz czesciej ukazujg toksyczne dziatanie
nanosrebra, zwtaszcza wobec ssakéw.

W wielu badaniach wykazano, ze nanoczastki srebra mogg sie dostaé do organizmu przez droge
pokarmowg oraz inhalacyjng. Natomiast badania nad przedostawaniem sie AgNPs drogg dermalng
nie sg jednoznaczne. Poprzez wdychanie, nanosrebro dociera do ptuc, skad jest wchtaniane do
krwioobiegu. W ten sposéb dostaje sie ono do narzadéw wewnetrznych. Drogg pokarmowa
nanoczgsteczki przedostajg sie do jelit, a nastepnie sg wchtaniane do krwi i dalej do innych organdw,
podobnie jak ma to miejsce przy inhalacji [Swidwiriska-Gajewska i Czerczak 2014].

Wiekszos¢ doswiadczen, w ktérych bada sie toksycznos$é nanosrebra, prowadzona jest w

warunkach in vitro. Jak dotad eksperymenty wykonywano na komadrkach ryb, glonéw, skorupiakéw,
pierwotniakdéw i nicieni oraz na liniach komérkowych pochodzacych od ssakéw [Bondarenko i in.
2013]. Badania in vivo przeprowadzano na kawii, myszach, szczurach, krélikach, rybach oraz na swini
domowej [Likus iin. 2013]. W doswiadczeniach, w ktérych nanoczasteczki srebra dostawaty sie do
organizmu poprzez inhalacje, zauwazono, ze majg one wptyw gtédwnie na watrobe i ptuca, gdzie
powodowaty procesy zapalne i zmiany histopatologiczne. U zwierzat narazanych drogg pokarmowag,
obserwowano zmiany histopatologiczne jelit, wzrost aktywnosci enzymow oraz procesy zapalne w
watrobie i jelitach. Nanoczgsteczki docierajgc do mdzgu wywotywaty efekty neurotoksyczne miedzy
innymi powodujac zaburzenia pamieci krétkotrwatej oraz obnizenie wynikéw oceniajgcych funkcje
poznawcze. Ponadto Park (i in.) wykazali genotyksyczne dziatanie nanczgstek srebra. W badaniach w
warunkach in vitro wykorzystujac test kometowy i mikrojgdrowy uzyskano wyniki, ktore swiadczyty o
uszkodzeniu DNA komérek [Park i in. 2011]. Jednakze w badaniach in vivo nie udato sie potwierdzi¢
takiego dziatania srebra. Istniejg rowniez niepokojgce wyniki, ktore ukazujg szkodliwy wptyw AgNPs
na rozrodczos$¢. Badajgc gryzonie, odnotowano, ze nanosrebro wptywa miedzy innymi na opdznienia
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pokwitania, obnizenie poziomu hormondw ptciowych, a takze na pogorszenie jakosSci nasienia
[Swidwiriska-Gajewska i Czerczak 2014].

Ze wzgledu na szybki rozwdj nanotechnologii i wprowadzenie nanoczastek do wielu produktéw
uzytkowych nalezy zastanowié sie nad ich bezpieczeristwem. Z racji tego, ze wiekszos¢ badan
toksycznosci nanoczasteczek srebra opiera sie na eksperymentach komadrkowych in vitro i
stosunkowo krétkotrwatych eksperymentach na zwierzetach, nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na
wplyw nanosrebra na ludzi, szczegdlnie narazonych zawodowo. Obecnie w Polsce obowigzuje
najwyzsze dopuszczalne stezenie srebra (NDS), ktore dotyczy frakcji wdychanej, wynoszace 0,05
mg/m?3. Natomiast nie zostato do tej pory ustalone najwyzsze dopuszczalne stezenie putapowe ani
najwyzsze dopuszczalne stezenie chwilowe. Normatyw ten zostat ustalony w 1983 roku [Dz.U. z 2014
r., poz. 817]. Ze wzgledu na wyniki badan, ktére zostaty przeprowadzone w ostatnich latach, ktére
wskazujg na szkodliwe dziatanie nanosrebra, istnieje potrzeba zaktualizowania NDS dla srebra,
wyodrebniajgc wartosci dla frakcji nanoczastek.

Metody syntezy nanosrebra

W celu syntezy nanoczastek stosuje sie dwie gtéwne strategie. Pierwsza z nich — bottom-up —
opiera sie na osiggnieciu skali nano poprzez budowe od podstaw, poczawszy od pojedynczych
atomoéw, przez dodawanie kolejnych. W zaleznosci od pozgdanych wtasciwosci koricowego produktu,
materiatem budulcowym mogg by¢ atomy, czgsteczki lub nanostruktury. Ze wzgledu na mozliwos¢
duzej kontroli nad rozmiarem, metoda bottom-up jest najczesciej stosowang metodg syntezy
nanoczastek. Druga grupa metod — top-down — polega na podziale makroskopowego materiatu na
czasteczki o rozmiarach nanometrycznych [Kelsall i in. 2008]. Idee tych dwéch strategii przedstawia
ponizszy schemat.
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Ryc. 1. Schematycznie przedstawienie metod bottom-up i top-down [Kelsall R.W., Hamley L.W.,
Geoghegan M. 2008. Nanotechnologie. Ttum. i red. K. Kurzydtowski. PWN. Warszawa: 31.]
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Najczesciej syntetyzuje sie nanoczasteczki srebra na drodze chemicznej. Zalety tych metod to
precyzja w modelowaniu wielkosci nanoczastek, tatwos¢ prowadzenia syntezy, jej krétki czas oraz
niskie koszty. Najbardziej powszechnym podejsciem do chemicznych metod wytwarzania AgNPs jest
redukcja soli srebra organicznymi i nieorganicznymi Srodkami redukujgcymi i stabilizacja powstatego
roztworu. Morfologia nanosrebra moze byé kontrolowana przez dobranie odpowiednich parametréw
syntezy oraz stezen odczynnikdéw. Uzyskanie wiekszych nanoczgstek wigze sie ze zmniejszeniem
stosunku molowego soli srebra do reduktora. Natomiast mniejszy stosunek spowoduje powstanie
mniejszych nanoczgsteczek. Réwniez dobierajgc odpowiednig molowos¢ soli i stabilizatora mozna
modyfikowaé wielkos¢ czgstek [Malina i in. 2010].

Najczesciej wykorzystywanym zrédtem atomow srebra, ze wzgledu na state tempo syntezy przez cata
reakcje, jest AgNOs. Ponadto stosuje sie rowniez sole takie jak AgPFs, AgBF4 czy AgClO,4, jednakze
wykazujg sie one zmniejszeniem szybkosci reakcji juz po okoto 10 minutach jej trwania. Do redukcji
jondw srebra stosuje sie: kwas askorbinowy, D-glukoze, etanol, utropine, hydrochinon, formaldehyd,
kwas galusowy, cytrynian sodu, bromowodorek sodu, DMD, odczynnik Tollensa oraz glikol etylenowy.
W procesie syntezy powstaje zawiesina nanoczgstek srebra, ktéra wykazuje predylekcje do tworzenia
agregatow. Dlatego tez istotne jest dodawanie substancji stabilizujgcych. Najczesciej stosuje sie
zwiazki, takie jak: PVP, PVA, SDS, CTAB, oraz PMAA. Warto zaznaczy¢, ze zwigzki takie jak na przyktad
kwas galusowy lub cytrynian sodu mogg petnic role stabilizatora jak i reduktora [Malina i in. 2010,
Iravaniiin. 2014].

Synteze nanoczgstek srebra, wykorzystujgcg redukcje chemiczng, mozna podzieli¢ na trzy etapy. W
pierwszym z nich dochodzi do przekazania elektrondw z reduktora na jony srebra Ag*, co jest
wynikiem reakcji redoks. Po redukcji powstajg wolne atomy srebra Ag®, ktére zderzajac sie ze sobg
tworzg 1-2 nm jadra. W kolejnym etapie dochodzi do wzrostu nanoczgstek polegajgcym na dalszej
redukcji kationdw srebra na powierzchni powstatych jgder. Etap trzeci polega na dodaniu
stabilizatora, ktory zapobiegnie agregacji nanometrycznych czastek [Malina i in. 2010]. Synteze
nanoczgstek na drodze redukcji chemicznej przedstawia ponizszy schemat.

Ill stage
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Ag‘AF. Ag* reducing agent Ag’) Ag" \Ag reducing agent, AEA 2 stabilizer o [ X Ps ® Ag® [2)
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' 2 o5

Ryc. 2. Schemat tworzenia nanoczgsteczek srebra na drodze redukcji chemicznej [Malina D., Sobczak-
Kupiec A., Kowalski Z. 2010. Nanoczastki srebra — przeglad chemicznych metod syntezy. Chemia.
Czasopismo Techniczne, 107, 10: 183- 192.]

Nanostruktury srebra sg rowniez otrzymywane z wykorzystaniem mikroemulsji, ktére tworzg systemy
odwrdconej miceli. Sg to mieszaniny sktadajgce sie z wody, surfaktanta, oleju oraz kosurfaktanta.
Synteza AgNPs polega na potgczeniu dwdch mikroemulsji, gdzie jedna z nich zawiera reduktor,
natomiast druga sole srebra. Metoda ta sktada sie z pieciu etapdw. Pierwszy z nich polega na
zderzeniu odwrotnych miceli i wymianie reagentéw. W kolejny etapie nastepuje otwarcie warstwy
surfaktanta. Prowadzi to do wymiany reagentéw miedzy micelami wskutek dyfuzji. Nastepnie
dochodzi do nukleacji. Ostatnim etapem jest zamkniecie i wzrost miceli zawierajgcej nanoczasteczke
srebra. System odwrdconej miceli pozwala na doktadne okreslenie wielkosci nanoczastek poprzez
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zmiane srednicy mikrokropli [Malina i in. 2010]. Synteze z wykorzystaniem tej metody przedstawia
ponizszy schemat.

Aggregation

Growth

Ryc. 3. Schemat tworzenia nanoczgsteczek srebra w systemie odwrotnej miceli [Zhang W., Qiao X.,
Chen J. 2007. Synthesis of silver nanoparticles—Effects of concerned parameters in water/oil
microemulsion. Materials Science and Engineering: B, 142, 1: 1-15.]

Jednym z fizykochemicznych sposobdéw syntezy nanoczastek srebra jest wykorzystanie ablacji
laserowej. Jest to metoda polegajgca na odparowaniu materiatu z powierzchni ciata statego do
plazmy lub stanu gazowego, pomijajac stan ciekty. Do ablacji wykorzystuje sie lasery pracy ciagtej,
badz impulsowe, gdzie stosuje sie wigzke lasera o duzej mocy. Zrédtem srebra jest ,target”, ktéry
wykonany jest z czystego metalu. Z jego powierzchni, przy uzyciu lasera, odparowuje sie atomy
metalu. Przedostajg sie one do roztworu, gdzie sg otaczane przez czasteczki substancji stabilizujgcej,
na przyktad przez SDS. W ten sposéb dochodzi do formowania nanoczasteczek srebra [Krajczewki i
Kudelski 2015].

Nanosrebro wytwarzane jest takze z uzyciem metody sonochemicznej. Polega ona na redukcji jonéw
Ag* w atmosferze gazu obojetnego wykorzystujgc ultradzwieki o czestotliwosci 20-50 kHz. Synteza
przeprowadzana jest w temperaturze 10°C w wodzie. Rozpada sie ona pod wptywem ultradzwiekéw
wytwarzajgc wolne rodniki He oraz HOe. Nastepnie jony srebra reagujg z rodnikiem wodorowym
zgodnie z ponizszym réwnaniem:

Ag'+ He > Agl + H*
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Wadg tej metody jest niski stopien kontroli morfologii nanoczastek. Ich rozmiar jest zalezny przede
wszystkim od stezenia prekursora w roztworze, ktory jest poddawany dziataniu ultradzwiekéw
[Zelechowska 2014, Wolska i in. 2017].

Fotochemiczna metoda syntezy AgNPs polega na redukcji jondw srebra przy uzyciu promieniowania
ultrafioletowego. W jednym z zastosowan tej metody stosuje sie sole srebra, izopropanol oraz
aceton. Pod wptywem UV czasteczka acetonu jest wzbudzana i reagujac z czgsteczka izopropanolu
uwalnia dwa wolne rodniki. Nastepnie reagujg one z jonami srebra i redukuje je do Ag®, jak na
rownaniu:

(o] OH hv
o+ : — OH
/C\ /C\ |
H,C” "CH, H,C"HCH, 2 H,C—C—CH,
OH 0

I
Ad+ c_. *tH
H,.C” “CH,

+

H,C—C—CH, + ag’

Zaletg fotochemicznej syntezy jest precyzyjna kontrola rozmiaru nanoczastek poprzez zmiane
dtugosci fali stosowanego swiatta. Pozwala to otrzymac maty rozrzut wymiardw nanostruktur srebra,
ktére majg wielkos¢ kilku nanometréw. Z kolei wadg tej, jak i wiekszosci metod fotochemicznych, jest
ograniczenie objetosci roztworu poddawanego naswietlaniu [Zelechowska 2014, Krajczewki i
Kudelski 2015].

Elektrochemiczna metoda syntezy nanoczastek srebra jest stosunkowo rzadko stosowana ze wzgledu
na duze koszty prowadzenia procesu. Przy jej uzyciu uzyskuje sie materiaty o bardzo duzej czystosci,
dzieki czemu znajdujg one zastosowanie w farmacji, medycynie oraz kosmetyce. Wytwarzanie
nanoczasteczek odbywa sie poprzez redukcje srebra przy uzyciu cyklicznej woltamerii lub metody
galwanostatycznej. Pierwsza z nich polega na wykorzystaniu platynowej blaszki (elektroda
pomocnicza), srebrnego preta (elektroda pracujgca) oraz elektrody odniesienia — Ag/AgCl. System ten
zanurzany jest w roztworze NaNOs. Druga z metod wykorzystuje dwa srebrne druty, ktére stuzg jako
katody, oraz trzy srebrne elektrody anodowe [Malina i in. 2010]. Poczatkowo elektrochemiczna
synteza nanoczgstek metali przeprowadzana byta w uktadzie dwuelektrodowym, gdzie anodg byta
srebrna blaszka, natomiast katoda wykonana byta z platyny. Elektrody zanurzane byty w mieszaninie
acetonitrylu oraz tetrahydrofuranu z dodatkiem soli tetraalkiloamoniowej [Zelechowska 2014].
Pierwotng metoda przedstawia Rycina 4.
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Ryc. 4. Schemat tworzenia nanoczgsteczek srebra na drodze elektrochemicznej [Zelechowska K.
2014. Nanotechnologia w chemii i medycynie. Wydawnictwo Politechniki Gdanskiej. Gdansk.]

Stabilizatorami stosowanymi w tej metodzie s miedzy innymi sole tetraoctyloamonowe, PEG, PVP
oraz DNA. Wykorzystanie matrycy DNA umozliwia wytworzenie nanoczgstek srebra o réznej dtugosci
[Jiniin. 2011]. Synteza elektrochemiczna jest stosowania rowniez bez uzycia zwigzkéw
stabilizujgcych, gdzie morfologia powstajgcych nanostruktur jest modyfikowana poprzez zmiane
parametréw procesu, takich jak gestos¢ pradu oraz potencjat elektrod [Wolska i in. 2017].

Poza fizykochemicznymi i chemicznymi metodami, do wytwarzania nanoczgsteczek srebra, stosuje sie
synteze fizycznga. Polega ona na ogrzewaniu srebra w wysokiej temperaturze, wskutek czego zostaje
ono odparowane, co prowadzi do powstawania jondw srebra. Nastepnie w procesie nukleacji
powstajg zarodki, ktére przeksztatcajg sie w nanoczastki. Podczas chtodzenia nastepuje kondensacja
nanosrebra. Z uzyciem tej metody powstajg nanoczgsteczki, ktére sg jednolite wielkoSciowo. Ponadto
nie stosuje sie zwigzkow, ktédre mogtyby zanieczysci¢ syntetyzowany materiat. Natomiast jedng z wad
fizycznego wytwarzania AgNPs jest zastosowanie pieca, ktéry zajmuje duzg powierzchnie oraz
wymaga uzycia energii powyzej kilku kilowatéw [Iravani i in. 2014].

Biologiczne metody syntezy nanoczgstek sg szybkie oraz generujg niskie koszty. Ponadto sg przyjazne
dla sSrodowiska, co sprawia, Ze stajg sie one konkurencyjne dla metod chemicznych. W celu
wytworzenia nanosrebra stosuje sie mikroorganizmy, biatka, witaminy oraz ekstrakty roslinne.
Synteza AgNPs przy uzyciu biatek wymaga obecnosci niewielkich skupisk srebra metalicznego, do
ktdrego, poprzez adhezje, przytaczaja sie peptydy. W nastepstwie tego tworzy sie srodowisko
redukcyjne, gdzie kationy srebra sg redukowane i dochodzi do wzrostu krysztatu, ktéry osigga
rozmiar od 60 do 150 nm [Naik i in. 2002].

Zastosowanie mikroorganizmoéw w syntezie moze dziwié, ze wzgledu na biobdjcze wtasciwosci
nanosrebra. Wybrane drobnoustroje posiadaja takie zdolnosci ze wzgledu na zwiekszong opornosc
na toksycznos¢. Do tej pory opisanych zostato kilkanascie organizmdéw mogacych prowadzi¢ synteze.
Pierwsza informacja dotyczgca biosyntezy AgNPs dotyczyta bakterii Pseudomonas stutzeri AG259,
ktdra jest organizmem naturalnie wystepujgcym w kopalniach srebra. Hodowana na podtozu
ptynnym z dodatkiem AgNOs; gromadzi wewnatrz swoich komérek czgstki srebra o rozmiarach 20-50
nm [Klaus i in. 1999]. Grzyb Alternaria alternata posiada podobne zdolnosci. Wykazuje sie on
zewnatrzkomorkowa syntezg nanostruktur srebra o wymiarach 20-60 nm [Gajbhiye i in. 2009].
Rowniez Bacillus subtilis potrafi syntetyzowac poza swojg komarka nanoczastki w obecnosci jondw
srebra. Tak jak w przypadku chemicznych metod, biosynteza polega na redukcji jondw srebra do
wolnego metalu. Mikroorganizmy wykorzystujg do tego wysokga aktywnos¢ reduktazy azotanowej,

IKG»

TECHNOLOGY



IKG»

TECHNOLOGY

ktdra indukowana jonami srebra, redukuje je w obecnosci NADH i innych biatek [Wolska i in. 2017].
Enzym ten z powodzeniem jest stosowany réwniez w warunkach in vitro tworzgc nanostruktury
srebra o rozmiarach 10-25 nm, ktdre stabilizuje sie fitochelatyng [Kumar iin. 2007].

Biosynteza nanosrebra moze zachodzic¢ takze przy uzyciu ekstraktow roslinnych. Shankar (i in.) opisali
wytwarzanie nanoczastek przez redukcje AgNOs z wykorzystaniem wyciggu z pelargonii pachnacej
(Pelargonium graveolens). Powstate struktury miaty wielko$¢ od 16 do 40 nm [Shankar i in.]. Do
redukcji srebra przyczyniajg sie obecne w roslinie polifenole. Do syntezy nanoczasteczek srebra
stosowane sg rowniez ekstrakty z roslin takich jak bazylia, aloes, sosna, magnolia czy mitorzgb. W
biosyntezie znane jest takze zastosowanie ekstraktéw z warzyw oraz owocéw takich jak banany czy
pomarancze [Siemieniec i Kruk 2014].

Mechanizmy dziatania nanosrebra na bakterie

Coraz czestszym zastosowaniem sposrdod najnowszych rodzajéw srodkow biobdjczych wyrdznia sie
nanosrebro. Jego antybakteryjne wtasciwosci znane sg od dawna. Sole oraz koloidy srebra byty
stosowane juz w wieku XIX w prewencji i leczeniu infekcji wywotywanych przez mikroorganizmy
[Sintubin iin. 2012]. Wspdtczesnie terapeutyczne znaczenie nanoczgsteczek srebra wzrasta ze
wzgledu na brak skutecznych lekéw przeciwdrobnoustrojowych. Srebro jonowe zostato wyparte z
uzycia na rzecz nanoczastek srebra, poniewaz byto podatne na tworzenie komplekséw precypitacji,
przez co ulegato inaktywacji. Nanosrebro jest potencjalnie bezpieczniejsze, a jego wtasciwosci
bakteriobdjcze mogg by¢ dodatkowo wzmacniane, miedzy innymi, przez dodatek stabilizatoréw
[Wolska i in. 2017].

Sciana komérkowa bakterii zbudowana jest gléwnie z mureiny, ktéra sktada sie z dtugich tacuchow
polisacharydowych, potagczonych mostkami peptydowymi. W przypadku bakterii Gram-dodatnich jest
ona wielowarstwowa, natomiast Gram-ujemne cechuja sie pojedynczg warstwg mureiny, lecz
dodatkowo jest ona otoczona btong zewnetrzng. Jednym z bakteriobdjczych mechanizmoéw dziatania
jest wigzanie sie jondw srebra, uwalnianych z powierzchni nanoczastek, ze sciang komdrkowa
[Wzorek i Konopka 2007]. Wykazano, ze nanostruktury srebra o rozmiarach od kilku do kilkunastu
nanometrow doprowadzajg do powstawania perforacji w Scianie bakterii, doprowadzajgc do ich
$mierci [Gogoi i in. 2006]. Jony srebra moga takze powodowac odklejanie sie $ciany od btony
komoérkowej u bakterii z gatunku Staphylococcus aureus i Escherichia coli, powodujac ich
unicestwienie [Feng i in. 2000]. Bakterie Gram-dodatnie wykazujg sie wiekszg odpornoscig na
dziatanie nanosrebra niz Gram-ujemne, z faktu posiadania wiekszej ilosci mureiny, ktéra posiadajac
tadunek ujemny, wigze kationy srebra w obrebie sciany komdrkowej, przez co ogranicza
przedostawanie sie ich do wnetrza bakterii [Wzorek i Konopka 2007].

Nanoczgsteczki srebra odpowiedzialne sg réwniez za uszkodzenia btony komadrkowej. Naruszajac jg
prowadzg do przerwania fancucha transportu elektronéw, czego wynikiem sg zaburzenia
metabolizmu [Li i in. 2010]. Takie dziatanie zwigzane jest ze zdolnos$cig nanosrebra do pochtaniania
tlenu oraz katalizowania reakcji utleniania. Tlen zaabsorbowany na powierzchni jonéw srebra usuwa
atom wodoru z grup tiolowych (-SH) cysteiny. Usuniecie wodoru wigze sie z powstaniem wigzania -S-
S- pomiedzy aminokwasami. Jesli taka reakcja zajdzie wewnatrz kanatu przenoszenia elektronéw, to
dojdzie do jego zamkniecia, przez co bakteria straci mozliwos¢ oddychania komdrkowego, w
konsekwencji czego ginie [Wzorek i Konopka 2007]. Nanoczastki srebra sg takze w stanie
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akumulowad sie w obrebie bakteryjnej btony komdrkowej, przez co zwieksza sie jej przepuszczalnosé
i nastepuje smier¢ komorki [Nel i in. 2006].

Jony srebra, a takze cate nanoczgsteczki, majg mozliwos¢ wnikania do wnetrza komérki. Przedostajac
sie do cytoplazmy majg mozliwosc¢ katalizowania wewngtrzkomaorkowych reakcji oraz oddziatywania z
komérkowymi strukturami. Reagujgc z grupami funkcyjnymi aminokwasow siarkowych,
odpowiedzialne s3 za uszkodzenia biatek receptorowych, transportowych, jak i enzymdw, co zaburza
prawidtowe funkcjonowanie komdrki. Udowodniono, ze kationy srebra wptywajg takze na materiat
genetyczny. Sg one w stanie zaburzaé ekspresje gendw, przez co hamowana jest synteza biatek, ktére
koduja. Jony srebra reagujg rowniez z resztami fosforanowymi nukleotyddw, przez co DNA bakterii
traci potencjat replikacyjny [Krzosek 2015].

Bakteriobojcze wtasciwosci nanoczgstek srebra wigzg sie takze z powstawaniem reaktywnych form
tlenu (ROS). Sg to reaktywne indywidua chemiczne, zawierajgce atomy tlenu z niesparowanym
elektronem. Wywierajg one szkodliwy wptyw na metabolizm mikroorganizmoéw [Marambio-Jones i
Hoek 2010]. Wykazano, ze nanostruktury srebra o wielkosci 15 nm odpowiadaty za wzrost stezenia
ROS wewnatrz komorek bakterii nitryfikacyjnych. Zauwazono, ze duze stezenie reaktywnych form
tlenu wykazato silng korelacje ze stopniem zahamowania wzrostu drobnoustrojéw [Choi i Hu 2008].

Rycina 5 obrazuje omawiane wyzej mechanizmy dziatania nanoczasteczek srebra na komérki bakterii.

Sclana komérkowa

Blona komdrkowa

9%
a2

Enzymy tancucha oddechowego

mANA

Ryc. 5. Mechanizm dziatania jonéw srebra na komadrke bakterii na przyktadzie bakterii Gram-
dodatniej [Kedziora A., Sobik K. 2013. Opornos¢ bakterii na nanosrebro — problem stary czy nowy?
Kosmos, 301, 62: 557-570.]

1) Wigzanie do warstwy fosfolipidowej btony komérkowej; 2) Tworzenie poréw w ostonach
zewnetrznych bakterii, ich destabilizacja i wzrost przepuszczalnosci; 3) Akumulacja srebra w btonie i
Scianie komorkowej; 4) Wigzanie srebra do grup funkcyjnych oraz centrum aktywnego enzymow i
biatek sciany komadrkowej; 5) Powinowactwo do grup sulfhydrylowych cytochromu b; 6) Wzmozona
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produkcja reaktywnych form tlenu (ROS); 7) Oddziatywanie srebra z DNA; 8) Interakcja srebra z
rybosomem; 9) Denaturacja biatek komérkowych; 10) Niekontrolowany transport jondw, wyciek
metabolitéw i protonéw z wnetrza komarki bakterii.

Coraz wieksze obawy stwarza opornos¢ bakterii Srodowiskowych jak i izolatéw klinicznych na
nanosrebro. Pierwsze informacje dotyczace mikroorganizmow opornych na dziatanie srebra pojawity
sie w roku 1975 [McHugh i in. 1975]. Od tego czasu obserwowany jest ciggty wzrost opornosci na ten
metal. Moze ona wynikac z posiadania przez bakterie wrodzonych jak i nabytych mechanizmoéw
obronnych [Kedziora i Sobik 2013]. Ze wzgledu na te drugie nalezy ograniczy¢ niekontrolowane
wykorzystywanie nanoczgsteczek srebra w wielu dziedzinach zycia.
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