OCHRONY SRODOWISKA
Rocznik Ochrona Srodowiska
Tom 13. Rok 2011 ISSN 1506-218X  1635-1652

@ SRODKOWO-POMORSKIE TOWARZYSTWO NAUKOWE

104

Wplyw nanotlenku glinu i nanotlenku glinu
modyfikowanego kobaltem na mikroorganizmy

Paulina Mosdorf, Ewa Karwowska,
Antoni Ryszard Kunicki, Gabriela Karolczak
Politechnika Warszawska

1. Wstep

Zastosowanie materialow w formie nanostrukturalnej stanowi
obecnie jedno z kluczowych rozwigzan w technice i medycynie. Warto$¢
rynku nanotechnologii szacuje si¢ w skali globalnej na ponad 10 bilio-
now dolaréw rocznie. Przewiduje si¢, ze w roku 2015 okoto 15%
wszystkich produktow na rynku bedzie zawieralo komponenty stanowia-
ce efekt badan z tej dziedziny [1].

Przyczyna zainteresowania nanokompozytami Sa ich unikatowe
wlasciwosci fizyczne 1 chemiczne oraz rosnaca liczba potencjalnych za-
stosowan. Wykorzystywane sg one w elektronice, ceramice, optyce,
technikach laserowych, budownictwie, rolnictwie, medycynie, kosmetyce
oraz kosmonautyce. Prowadzone sg badania nad zastosowaniem nanoma-
terialdbw w nowoczesnych systemach podawania lekow, fototerapii czy
leczeniu chorob neurodegradacyjnych takich jak choroba Wilsona, Al-
zhaimera i1 Parkinsona [2]. Nanoczastki o wlasciwosciach magnetycz-
nych wykorzystywane sa w diagnostyce, biologii molekularnej — do ety-
kietowania biomolekut oraz przy bezposrednim podawaniu lekow do
komorek nowotworowych [3], jak rowniez jako s$rodki kontrastowe
w rezonansie magnetycznym [1]. Stanowia sktadniki farb, baterii, $rod-
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kéw konserwujacych i pielegnacyjnych, kosmetykow, katalizatorow,
materiatow dentystycznych, sorbentow i materiatow Sciernych [1].

Nanometryczne czgstki tlenku glinu, w poréwnaniu do swych mi-
krometrycznych odpowiednikow, charakteryzuja si¢ nizszg temperaturg
topnienia, zwickszong absorbcja $wiatta, lepszym zdyspergowaniem za-
rowno w wodnych jak 1 nieorganicznych rozpuszczalnikach oraz duzo
wigkszg powierzchnig wlasciwg. Nanostrukturalny tlenek glinu jest sto-
sowany w przemysle chemicznym do polerowania powtok uktadow pot-
przewodnikowych, jako komponent w ceramice, do preparatdow ogniood-
pornych, ceramicznych membran filtracyjnych, powlok zaréwek i lamp
fluorescencyjnych oraz w zaawansowanych kompozytach [4, 5]. Prowa-
dzone sg badania nad mozliwoscig wykorzystania nanotlenku glinu
w medycynie, miedzy innymi w terapii antynowotworowej oraz immuno-
logicznej.

Modyfikacja nanotlenku glinu poprzez wprowadzenie dodatku ta-
kich pierwiastkow jak srebro, prazeodym czy kobalt pozwala na rozsze-
rzenie obszaru zastosowan tego rodzaju nanoczastek. Przyktadowo, na-
notlenek glinu modyfikowany kobaltem znajduje zastosowanie do pro-
dukcji pigmentéw wykorzystywanych miedzy innymi do barwienia ce-
ramiki 1 szkta.

Wzrostowi zapotrzebowania na nanomateriaty, a W konsekwencji
zwigkszaniu ich produkcji, towarzyszy wzrost emisji nanoczastek do
srodowiska. Oddziatywanie nanopreparatéw na srodowisko zalezy od
roznic w budowie chemicznej, wielkosci czastek, powierzchni wlasciwe;,
ksztatcie, tadunku powierzchniowym czy zdolno$ci do tworzenia aglo-
meratow [6]. Wilasciwosci ekotoksyczne moga ulegaé zmianie w zalez-
nosci od warunkéw srodowiska takich jak pH, promieniowanie UV oraz
obecnos¢ innych substancji chemicznych [7].

Istnieje bardzo niewiele danych pozwalajacych wnioskowaé
0 ewentualnym wplywie nanomaterialow na zywe organizmy. Wiekszos¢
prac badawczych prowadzonych jest na komorkach zwierzecych oraz
liniach hodowlanych komorek ludzkich. Praktycznie brak jest informacji
odnos$nie oddzialywania wigkszos$ci nanopreparatéw na komoérki mikro-
organizmow w Srodowisku naturalnym.

Przedmiotem niniejszej pracy byta ocena wptywu nanotlenku gli-
nu oraz nanotlenku glinu modyfikowanego kobaltem na bakterie wyizo-
lowane z roznych elementow srodowiska.
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2. Metodyka

Syntez¢ badanych nanotlenkéw przeprowadzono z wykorzysta-
niem technologii opatentowanej w Zaktadzie Katalizy i Chemii Metalo-
organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Substra-
tami w syntezie byly: trietyloglin (Etz3Al) oraz triizopropoksyglin
(iPro)sAl. Nanotlenek modyfikowany kobaltem otrzymano w ramach
innych prac prowadzonych w laboratorium Katalizy i Chemii Metaloor-
ganicznej, poprzez dodanie w trakcie syntezy prekursora nanotlenku od-
powiedniej ilo$ci diacetyloacetonianu kobaltu ((acac),Co).

Wielko$¢ czastek oraz obraz mikroskopowy badanych nanotlen-
kow przedstawiono na rys. 1 oraz rys. 2.

Tabela 1. Whasciwosci struktury badanych nanopreparatow
Table 1. Structure characteristics of tested nanopowders

Parametr Nano_tlenek Na_notlenek glinu
glinu modyfikowany kobaltem
Powierzchnia wlasciwa (m?/g) 259,7 432,8
Catkowita objetos¢ porow (cm’/g) 2,056 0,659
Sredni promien poréw (A) 158,3 30,31

Szczepy bakterii wykorzystane w trakcie badan wyizolowano
z probek wody rzecznej 1 jeziornej, gleby ogrodowej 1 piaszczyste] oraz
z probek powietrza — atmosferycznego i pobranego w pomieszczeniu
biurowym. Hodowle mikroorganizméw prowadzono na podiozu agaro-
wym odzywczym w temperaturze 26°C.

Wptyw nanotlenkow na mikroorganizmy badano z uzyciem te-
stow wzrostowych na statym podtozu agarowym odzywczym. W tym
celu wykonano posiew bakterii w postaci rysy na powierzchni podtoza.
Nastepnie na kazda z ptytek, prostopadle do linii posiewow, naniesiono
liniowo odpowiedni nanoproszek. Po 72 godzinach inkubacji okreslono
strefy zahamowania wzrostu kazdego z badanych szczepéw wzgledem
zastosowanego nanotlenku.
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Rys. 1. Morfologia i rozktad wielkos$ci aglomeratow (a) oraz czastek (b)
nanoproszku Al,O; (E(d,) — $rednica aglomeratow/czastek)

Fig. 1. Morphology and size distribution of agglomerates and particles of Al,O
nanopowder (E(d,) — the diameter of agglomerates/ particles)
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Rys. 2. Morfologia i rozktad wielkos$ci aglomeratow (a) oraz czastek (b)
nanoproszku CoO/Al,O3 (E(d,) — $rednica aglomeratow/czastek)

Fig. 2. Morphology and size distribution of agglomerates and particles

of CoO/Al,O3 nanopowder (E(d,) — the diameter of agglomerates/ particles)
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Szczepy charakteryzujace si¢ najwigksza oraz najmniejsza wraz-
liwo$cig na badane nanotlenki zidentyfikowano z wykorzystaniem stan-
dardowych testow identyfikacyjnych: API E, APl NE, APl STAPH oraz
API 50CH.

W przypadku nanotlenku glinu modyfikowanego kobaltem prze-
prowadzono dodatkowo test majacy na celu okreslenie wptywu tego pre-
paratu na wybrane szczepy mikroorganizmoéw w warunkach hodowli
w podtozu ptynnym. Do zawiesiny bakterii w dwukrotnie rozcienczonym
podtozu bulionowym wprowadzono badany nanotlenek w ilosci odpo-
wiednio 100 mg/l, 500 mg/1 1 1000 mg/l. Rownolegle zatozono hodowle
kontrolng — bez dodatku nanoproszku. Do doswiadczenia wytypowano
siedem szczepow wykazujacych wrazliwos$¢é na nanotlenek glinu modyfi-
kowany kobaltem podczas wczesniejszych testow wzrostowych. Prze-
prowadzono dwie rownolegle serie badawcze. Intensywno$¢ wzrostu
hodowli bakteryjnych oceniano po 24 i 72 godzinach, na podstawie po-
miaru gestosci optycznej hodowli, przy dtugosci fali 800 nm.

3. Wyniki

Z probek gleby, wody 1 powietrza wyizolowano lacznie 71 szcze-
pow bakterii, sposrod ktorych do dalszych eksperymentéw wytypowano
59 — 27 szczepow z gleby, 24 z powietrza oraz 8 z wody.

Wiyniki testow wzrostowych w obecnosci nanotlenkdéw i zaob-
serwowane strefy zahamowania wzrostu przedstawiaja rysunki 3+5. Na
rysunku 6 zamieszczono fotografi¢ ilustrujaca przyktadowe wyniki testu
wzrostowego dla wybranych szczepdéw bakterii wyizolowanych z probek
wody, gleby i powietrza. Zauwazalna jest roznica w aktywno$ci bada-
nych nanotlenkéw w stosunku do drobnoustrojow. Nanotlenek glinu mo-
dyfikowany kobaltem (CoO/Al,03) wykazywal znacznie silniejsze dzia-
fanie antybakteryjne w poréwnaniu z nanotlenkiem glinu bez modyfika-
cji. Sposrdd réznych form morfologicznych najbardziej wrazliwe na
CoO/Al,03 okazaty si¢ gramujemne pateczki (76%) natomiast najmniej —
ziarniaki (50%).

Wsrod 27 szczepdéw bakterii wyizolowanych z gleby (rys. 3)
w przypadku 6 szczepdw wystapito zahamowanie wzrostu w bezposre-
dnim sgsiedztwie nanotlenku glinu, natomiast w obecno$ci nanotlenku
glinu modyfikowanego kobaltem, az 25 szczepow okazalo si¢ wrazliwe
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na obecno$¢ nanopreparatu. Wszystkie szczepy wyizolowane z probek
wody wykazaly wrazliwo$¢ na nanotlenek z dodatkiem kobaltu, podczas
gdy tylko jeden — na nanotlenek glinu nie modyfikowany (rys. 4). Cat-
kowitag opornoscia na nanotlenek nie modyfikowany odznaczaly si¢
szczepy bakterii wyizolowane z probek powietrza, podczas gdy nanotle-
nek glinu modyfikowany kobaltem wykazywat dziatanie hamujace
wzrost 17 sposrod 24 badanych szczepow (rys. 5).

W przypadku 7 szczepow bakterii charakteryzujacych sie naj-
wigksza wrazliwoscia na nanotlenek glinu modyfikowany kobaltem
przeprowadzono dodatkowe badanie, majace na celu oceng¢ wptywu wy-
branych stezen tego nanopreparatu na drobnoustroje w warunkach ho-
dowli w podtozu pltynnym. Jako parametr kontrolny wykorzystano po-
miar ggstosci optycznej hodowli mikroorganizméw po 24 i 72 godzinach
inkubaciji.

W podiozu z dodatkiem nanotlenku modyfikowanego kobaltem
w ilo$ci 100 mg/l po 24h zaobserwowano czg¢$ciowe zahamowanie wzro-
stu 5 sposrod badanych szczepoéw. Po 72h efekt hamujacy stwierdzono
jedynie w przypadku 3 szczepdéw bakterii, przy czym byl on znacznie
mniejszy, w pordwnaniu z hodowla kontrolng, anizeli po 24h (rys. 7).
Moze to sugerowac istnienie mechanizmoéw adaptacyjnych drobnoustro-
Jjow wobec niskich st¢zen nanopreparatu.

Nanotlenek glinu modyfikowany kobaltem, wprowadzony do
podtoza hodowlanego w ilosci 500 mg/l oraz 1000 mg/l (rys. 8 i rys.9)
hamowat w r6znym stopniu wzrost wszystkich badanych szczepow, przy
czym efekt hamowania byl znacznie bardziej widoczny po 72h hodowli,
siegajac nawet 100% w poréwaniu z hodowlg kontrolng.

Do badan identyfikacyjnych wytypowano 6 szczepow bakterii
charakteryzujacych si¢ wrazliwo$cig na oba nanoproszki, 7 wrazliwych
tylko na nanotlenek glinu modyfikowany kobaltem oraz 6 szczepdéw nie
wykazujgcych wrazliwosci na zaden z badanych nanopreparatow. Wyni-
ki identyfikacji przedstawiono w tabeli 2.
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Rys. 3. Hamowanie wzrostu bakterii wyizolowanych z probek gleby w obecnosci badanych nanopreparatow
Fig. 3. The inhibition of the growth of soil bacteria in presence of tested nanopowders
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Rys. 4. Hamowanie wzrostu bakterii wyizolowanych z prébek wody w obecnosci badanych nanopreparatow
Fig. 4. The inhibition of the growth of bacteria isolated from water in presence of tested nanopowders
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Rys. 5. Hamowanie wzrostu bakterii wyizolowanych z probek powietrza w obecnosci badanych nanopreparatéw
Fig. 5. The inhibition of the growth of bacteria isolated from the air in presence of tested nanopowders



N

Szczepy z probek gleby : Szczepy z probek wody | Szczepy z probek powietrza

R

Rys. 6. Wzrost bakterii w obecnosci badanych nanoproszkow
Fig. 6. The growth of bacteria in presence of tested nanopowders
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Rys. 7. Hamowanie wzrostu wybranych szczepow bakterii w hodowli ptynne;j
z dodatkiem nanotlenku glinu modyfikowanego kobaltem w ilosci 100 mg/1
Fig. 7. The inhibition of the growth of chosen bacterial strains in liquid culture
with addition of cobalt-modified alumina nanopowder in amount of 100 mg/I
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Rys. 8. Hamowanie wzrostu wybranych szczepow bakterii w hodowli ptynnej
z dodatkiem nanotlenku glinu modyfikowanego kobaltem w ilosci 500 mg/1
Fig. 8. The inhibition of the growth of chosen bacterial strains in liquid culture
with addition of cobalt-modified alumina nanopowder in amount of 500 mg/I
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Rys. 9. Hamowanie wzrostu wybranych szczepow bakterii w hodowli ptynne;j
z dodatkiem nanotlenku glinu modyfikowanego kobaltem w ilosci 1000 mg/1

Fig. 9. The inhibition of the growth of chosen bacterial strains in liquid culture
with addition of cobalt-modified alumina nanopowder in amount of 1000 mg/I

Tabela 2. Wyniki identyfikacji szczepéw bakterii
Table 2. The results of identification of bacteria

Bakterie wrazliwe tylko

- Bakterie niewrazliwe na
na nanotlenek glinu mo-

badane nanopreparaty

Bakterie wrazliwe na
oba nanopreparaty

dyfikowany kobaltem
G9 Bacillus cereus G19 Bac!llus G16 Bacillus mycoides
megaterium
G1 Pseudomonas sp. G4 Sphl_ngomqnas G17 Burlgholderla
paucimobilis cepacia (1)
G2 Pseudomonas W?7 Burkholderia P17 Staphylococcus
putida (1) cepacia (1) lentus
G5 Pseudomonas . P18 Staphylococcus
outida(ll) W2 Micrococcus sp (1) hominis (1)
W5 Pseudomonas P11 Staphylococcus P20 Staphylococcus
luteola lugdunensis sciuri
G25 Pseudomonas P8 Stap_hy_lococcus P3 Micrococcus sp (I1)
fluorescens hominis (I1)

P19 Staphylococcus
hominis (111)
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Stwierdzono, ze wsrdd bakterii wrazliwych na oba testowane na-
nopreparaty wigkszos¢ stanowity gramujemne pateczki z rodzaju Pseu-
domonas. Nanotlenek glinu modyfikowany kobaltem wplywat nieko-
rzystnie na drobnoustroje nalezace do réznych grup systematycznych.
Wisréd bakterii opornych na oba nanotlenki wigkszo$¢ stanowily ziarnia-
ki, gldwnie z rodzaju Staphylococcus.

4. Dyskusja i podsumowanie wynikow

Wplyw nanoczastek na bakterie jest wcigz stabo poznany. Stwier-
dzono, ze wiasciwosci bakteriobojcze wykazuja np. nanotlenki tytanu oraz
srebra [8]. Pewne dziatanie inhibicyjne stwierdzono dla fulerenéw (Cgo)
w stosunku do bakterii Escherichia coli oraz Bacillus subtilis, przy czym
bakterie gramujemne charakteryzowaty si¢ wigksza wrazliwoscia na fule-
reny [9]. W przypadku nanotlenku cynku jako mechanizm oddziatywania
zidentyfikowano zaburzenie przez nanoczastki tadunku powierzchniowego
bton komorkowych [10, 11]. Badania dotyczace toksycznosci nanoczastek
MgO oraz ZnO wykazaly obecno$¢ tych nanopreparatow w cytoplazmie
zar6wno zywych jak 1 martwych bakterii. Przyjeto, ze jedyna mozliwa
droga pobierania nanoczastek z otoczenia jest ich wchtanianie przez pory
obecne w blonie komoérkowej, prawdopodobnie stuzace do sekrecji biatek.
Pory takie moglyby przepusci¢ nanoczastki o wymiarach od 1 do 9 nm
[12+14]. Innym mechanizmem antybakteryjnego dziatania nanoczastek
jest peroksydacja lipidow wchodzacych w sktad btony bakterii, poprzez
utworzenie reaktywnych form tlenu (ROS) [10]

W przeprowadzonych wczesniej pracach do$wiadczalnych po-
twierdzone zostaly antybakteryjne wlasciwosci nanotlenku glinu modyfi-
kowanego srebrem, natomiast dotychczas brak bylo danych odnos$nie
wplywu na drobnoustroje nanotlenku glinu zawierajacego kobalt.
W niniejszej pracy stwierdzono zahamowanie wzrostu bakterii pocho-
dzacych z r6znych srodowisk w obecnosci CoO/Al,Os, przy czym wptyw
tego nanopreparatu na drobnoustroje byt znacznie wigkszy anizeli nie
modyfikowanego nanoproszku Al,Os.

Nanoczgstki wykorzystane w badaniach roznity si¢ zaréwno po-
wierzchnig wlasciwg jak i wielko$cig czagstek. Istniejace dane literaturo-
we potwierdzaja znaczacag role czynnikOw na oddzialywania pomigdzy
btong biologiczng a nanoczastka [9]. Nanotlenek glinu modyfikowany
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kobaltem charakteryzowatl si¢ bardziej rozwinigta powierzchni¢ wiasci-
w3, nieco wigkszym rozmiarem czastek oraz mniejszg $rednicg poréw
W poréwnaniu z nanotlenkiem glinu nie modyfikowanym. Wiadomo jed-
nak, ze wielkos$¢ czastek oraz efekty zwigzane z rozwini¢ta powierzchnia
wlasciwg s3 tylko czgéciowo odpowiedzialne za ekotoksycznos¢.
W przypadku badanych nanopreparatow przyczyna moze by¢ roéwniez
wigksza toksycznos¢ kobaltu w poréwnaniu z glinem. Istnieja dane od-
nosnie wlasciwosci chorobotworczych nanoczastek samego kobaltu [15].
Na podstawie przeprowadzonych do§wiadczen, nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, ktory z parametréw badanych nanokompozytow miatl naj-
wieksze znaczenie dla aktywnosci biologiczne;j.

Badania wpltywu nanotlenku zawierajacego kobalt przeprowadzo-
ne w hodowlach ptynnych wybranych szczepdéw bakterii potwierdzity
znaczenie stezenia nanokompozytu w srodowisku. Podczas gdy przy do-
datku nanopreparatu do podtoza w ilosci 100 mg/l obserwowano jednie
czgsciowe zahamowanie wzrostu lub brak widocznego efektu, to w ste-
zeniu pigciokrotnie wyzszym dochodzito do wyraznego zahamowanie
wzrostu juz po 24 godzinach kontaktu. Stwierdzono ponadto, ze wrazli-
wos¢ na nanotlenki jest cechg okreslonego szczepu bakterii, co potwier-
dzity odmienne wyniki uzyskane dla réznych szczepow nalezacych do
tego samego gatunku.

5. Wnioski

1. Nanotlenek glinu modyfikowany kobaltem charakteryzowat sie
znacznie silniejszymi wtasciwo$ciami antybakteryjnymi w poréwna-
niu z nanotlenkiem glinu nie modyfikowanym.

2. Najwigksza wrazliwoscia na oba nanotlenki glinu, zwlaszcza
CoO/Al,O3 charakteryzowatly sie szczepy bakterii wyizolowane ze
srodowiska glebowego. W obecnosci nanotlenku modyfikowanego
kobaltem w przypadku 93% szczepdéw doszto do zahamowania wzro-
stu. Nanotlenek nie modyfikowany wptywat negatywnie na wzrost
okoto 20% bakterii glebowych, gltownie gramujemnych pateczek
z rodzaju Pseudomonas.

3. Najmniej wrazliwe na nanotlenek glinu okazaty si¢ drobnoustroje
wyizolowane z probek powietrza, zwlaszcza bakterie z rodzaju Sta-
phylococccus. Czgs¢ sposrod nich wykazywata natomiast wrazliwo$é
na nanotlenek modyfikowany kobaltem.



1650 P. Mosdorf, E. Karwowska, A.R. Kunicki, G. Karolczak

4.

Przy niskich stezeniach nanopreparatu mozliwe sg procesy adaptacji
drobnoustrojéw do wzrostu w obecnosci nanotlenku glinu, nawet
w przypadku nadtlenku modyfikowanego kobaltem, o silniejszych
wiasciwosciach antybakteryjnych.

Wrazliwo$¢ na dziatanie nanotlenku glinu oraz nanotlenku glinu mo-
dyfikowanego kobaltem charakteryzowata okreslone szczepy bakterii
i nie byta cecha gatunkowa.
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Impact of Alumina and Cobalt-modified Alumina
on Microorganisms

Abstract

The growing interest in nanostructural materials and their common ap-
plication in various areas of life and industry, results in their increasing emis-
sion into the natural environment. Most of the present research on the influence
of nanoparticles on living cells is carried out using animal or cultured human
cells. However there are few data concerning the impact of nanoproducts on
microorganisms isolated from the natural environment.

The aim of this work was to determine the influence of alumina na-
nopowder as well as cobalt-modified alumina nanopowder on bacteria isolated
from soil, water and air samples. The growth tests allowed to observe that Co-
modified alumina nanopowder revealed the stronger antibacterial activity com-
paring with alumina without modification. The strains of soil bacteria were the
most sensitive to both tested nanopowders, especially to CoO/Al,Os. The
growth of 93% of bacteria isolated from soil samples was inhibited by cobalt-
modified alumina nanopowder, but only about 20% — by alumina without modi-
fication (mainly gram negative rods from genus Pseudomonas). Bacteria isolat-
ed from the air, especially from genus Staphylococcus were the less sensitive to
alumina nanoparticles. However some of them were sensitive to cobalt-
modified alumina nanopowder. It was noticed that in low concentration of na-
noproduct, some adaptation processes, allowing bacteria to grow in a presence
of nanopowder may be observed, even in case of cobalt-modified alumina char-
acterized by more significant antibacterial properties. Moreover, the sensitivity
to tested preparations was attributed to the particular bacterial strains, that was
proved by different results obtained for the various strains of the same bacterial
species.






