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1. WSTEP

Wzrost tempa, z jakim ré6znego rodzaju mikro — i nanostruktury zaczety pojawiac si¢
w procesie tworzenia wszelakich urzadzen dla potrzeb zaawansowanych nowoczesnych
technologii jest imponujacy. W poszukiwaniu rozwigzania umozliwiajacego tworzenie
funkcjonalnych, hierarchicznych biokompozytéw o zdefiniowanej strukturze 3D, na duza
skale tatwym procesem i tanim kosztem, czlowiek skierowal swoja uwage na zasoby
naturalne. Przez miliardy lat ewolucji natura wytworzyta catla game¢ funkcjonalnych
biologicznych struktur 3D. Szczegdlnie w mikro- i nanoskali ztozonos$¢ i funkcjonalnos¢
struktur biologicznych jest znacznie wigksza anizeli w przypadku réwnowaznych struktur
syntetycznych, co czyni te biologiczne azurowe struktury odpowiednim substratem (lub
inspiracjg) dla nowoczesnych technologii. Mikrourzadzenia o pozadanej strukturze
1 wlasciwos$ciach mozna zatem otrzymaé, wykorzystujac mikro- lub nanostruktury
biologiczne. W tym aspekcie jednokomoérkowe mikroglony, a mianowicie okrzemki
wydaja si¢ by¢ jednym z najbardziej spektakularnych przyktadow, ze wzgledu na ich
wybitng zdolnos¢ do syntezy amorficznej krzemionki (krzemionkowych egzoszkieletow)
o hierarchicznej, trojwymiarowej strukturze. Niesamowita r6znorodnos¢ precyzyjnych,
troyjwymiarowych struktur krzemionkowych z wiasna, oryginalng, azurowa morfologia
jest reprezentowana przez krzemionkowe pancerze (frustule) ponad 100 000 znanych
gatunkow okrzemek. Te wyjatkowe mozliwosci okrzemek (,,mikrotechnologdéw’’) budza
duze zainteresowanie ze wzgledu na perspektywe kontrolowanej biosyntezy
trojwymiarowych, uporzadkowanych struktur krzemionkowych poprzez hodowle tych
mikroorganizmdéw w sztucznych, przyjaznych dla srodowiska warunkach.

Dodatkowym walorem ptyngcym z biosyntezy trojwymiarowej biokrzemionki przez
okrzemki jest mozliwo$¢ chemicznej modyfikacji ich krzemionkowych pancerzykow

podczas wzrostu komorek ("metaboliczna insercja"). Modyfikacja materialu jest waznym
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podej$ciem do zmiany wlasciwosci fizykochemicznych lub funkcji krzemionkowych
frustul 1 otwiera duze mozliwosci syntezy nowych materiatow krzemionkowych.
Propozycja wlaczenia (domieszkowania) metali, zwlaszcza tytanu, wanadu i neodymu,
do komorek okrzemek opiera si¢ na dobrze znanej zdolnos$ci komorek okrzemek do
metabolicznego wprowadzania $ladowych ilosci domieszek roznych metali do ich
krzemionkowych frustul, oraz mozliwos$ciach izomorficznego podstawiania krzemu
innymi pierwiastkami w strukturze naturalnej krzemionki i mineratow krzemianowych.
Wykorzystanie okrzemek do wytwarzania i metabolicznego domieszkowania 3D
ustrukturyzowanej  biokrzemionki bylo przez prof. Myroslava Sprynskiego
metaforycznie nazwane - “outsourcingiem’ okrzemek.

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki opracowania oryginalnych
metod otrzymywania nowych 3D materialdow krzemionkowych bazujac na
funkcjonalizacji (domieszkowaniu) wybranymi metalami (Ti, V, Nd, Ag) biokrzemionki
okrzemek hodowanych w warunkach laboratoryjnych. W syntezie zaprojektowanych
materiatlow wykorzystano metod¢ metabolicznego domieszkowania komorek okrzemek
przez wybrane metale (Ti, V, Nd) oraz metode impregnacji biokrzemionki roztworem
soli metali (Ag). Opracowane metody pozwolily na uzyskanie nowych mikro-
nanostrukturyzowanych  kompozytow, ktore 1acza w  sobie hierarchiczng,
uporzadkowang, trojwymiarowg strukture biokrzemionkiowych frustul okrzemek z ich
unikalnymi wiasciwo$ciami optycznymi, periodycznym systemem poréw, dobrymi
wlasciwo$ci mechanicznymi i termicznymi, chemiczng obojetnoscia 1 kompatybilno$ciag
biologiczna oraz specyficzne, funkcjonalne wlasciwosci (katalityczne, optyczne,
antybakteryjne) domieszkowanych pierwiastkow. W ramach pracy uzyskano trzy rodzaje
kompozytéw:  mikro-nanokompozyty = biomasy okrzemek 1  biokrzemionki

domieszkowanych nanoczastkami tytanu (Ti/DB 1 Ti/DBioSiO2); kompozyty
10



pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej nanoczgstkami dwutlenku tytanu
1 nanoczastkami metalicznego srebra (AgNPs/TiO2/DBP 1 AgNPs/TiO/DBP);
kompozyty pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej nanoczastkami wanadanu
neodymu (NdVO4/DBP). Cechy morfologiczne i strukturalne, sktad pierwiastkowy, sktad
mineralny i strukture krystaliczng, potencjat zeta, wtasciwosci fotoluminescencyijne,
charakter i1 stabilno$¢ termiczng wigzan strukturalnych otrzymanych materialow oraz
specyfike immobilizacji i dystrybucji pierwiastkow domieszkowanych w strukturze
zsyntezowanych kompozytow zbadano stosujgc szereg metod instrumentalnych (LM,
SEM, SEM-EDS, TEM, TEM-EDS, XRD, FTIR, TGA, ELS, ICP/MS,
spektrofluorometria).  Przeprowadzono badania wlasciwosci  antybakteryjnych
uzyskanych kompozytéw (AgNPs/TiO2/DBP) z wykorzystaniem metod biologicznych,

zwlaszcza metody wyznaczenia minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC).
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2. CZESC LITERATUROWA

2.1. Okrzemki — pigkno zamkniete w 3-D krzemionkowym pancerzyku

»Pastwiska morskie’[1], ,klejnoty morza”, ,,zywy opal” czy ,,krzemowe cuda” to
tylko niektore okreslenia tych jedynych w swoim rodzaju mikroglonéw [2]. Okrzemki to
jednokomodrkowe, eukariotyczne, fotosyntetyzujace glony szeroko rozpowszechnione
w $rodowiskach wodnych [3]. Od momentu pojawienia si¢ (ok. 200 mln lat temu)

okrzemki rozwingtly si¢ w najwigksza grupe glonow eukariotycznych, liczaca ok. 100 tys.

szacowanych gatunkow [4].
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Rys. 1. 1 - ilustracja okrzemek stynnego niemieckiego biologa Ernsta Haeckela; 2 - SEM
pancerzykow okrzemek specyficznych dla danego gatunku (a—f); stupki skali: 10 pm [5]

Fakt, Zze charakteryzuja si¢ one aktywnos$cig fotosyntetyczng prawie taka sama jak
wszystkie lasy deszczowe razem wzigte oraz ze wytwarzaja prawie 20% catkowitego
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tlenu 1 40% rocznej produkcji wegla w oceanie, ilustruje ich ogromne znaczenie
ekologiczne [6]. Ich wyjatkowa cecha jest takze to, ze syntezuja i zamykaja si¢ w wysoce
uporzadkowanej, trjwymiarowej, porowatej §cianie komérkowej, zwanej pancerzykiem
lub frustulg (od angielskiego terminu frustule) (Rys. 1), zbudowanej z amorficznej
krzemionki oraz posiadajacej dwie okrywy, ktére tacza si¢ ze sobg niczym wieczko
z denkiem, przypominajac szalke Petriego [7]. Od tej cechy pochodzi angielska nazwa
tych unikatowych mikroglonéw: diatoms, utworzona od greckich stow dia ‘przez’

1 temnein ‘przeciaé na pot’ [8].

2.1.1. Systematyka

W tradycyjnym podziale opartym na morfologii okrzemki dzielg si¢ na dwie grupy.
Centriceae (obecnie nazywane Biddulphiales), ktore maja prazki zastawkowe utozone
wzgledem punktu, pierScienia lub centralnej otoczki i wydaja si¢ promieniscie
symetryczne, oraz Pennateae (obecnie nazywane Bacillariales), ktore majg prazki
zastawkowe utozone wzgledem linii i wydaja si¢ dwustronnie symetryczne. Podziat ten
jest jednak podziatem sztucznym, ktéry nie posiada odzwierciedlenia w danych
molekularnych. Pomimo ponad stu lat obserwacji morfologicznych i prawie trzech dekad
molekularnych analiz filogenetycznych, badania nad filogeneza okrzemek postgpowaty
powoli i w wigkszosci byly kontrowersyjne [9]. Medlin i wsp. [10] stworzyli pierwsza
filogeneze okrzemek z wykorzystaniem danych molekularnych 1 zasugerowali, ze
okrzemki centryczne 1 pierzaste okrzemki nie posiadajagce szczeliny nie sg
monofiletyczne. W oparciu o prawie 20-letnie niedopasowanie klasyfikacji molekularne;j
1 morfologicznej, Medlin & Kaczmarska [11] zrewidowaly system klasyfikacji okrzemek,
tworzagc dwa nowe podtypy, Coscinodiscophytina: z promienistymi centrami
w zmienionej Coscinodiscophyceae, oraz Bacillariophytina z dwoma klasami: okrzemki

pierzaste w zmienionej Bacillariophyceae i dwubiegunowe centra w nowej klasie -
13



Mediophyceae. Te trzy klasy ((Coscinodiscophyceae = radialne centryczne okrzemki)
(Mediophyceae = polarne centryczne okrzemki + radialne Thalassiosirales;
Bacillariophyceae = pierzaste okrzemki)) doktadniej odzwierciedlaja ewolucje
1 roznorodnos¢ okrzemek niz trojklasowy system okrzemek centrycznych oraz okrzemek
pierzastych zawierajacych i niezawierajacych podtuznej szczeliny w §cianie komorkowe;j

przedstawiony w pracy Rounda i wsp. [12].

2.1.2. Rodzaje 1 warunki zycia okrzemek

Okrzemki to organizmy charakteryzujgce si¢ niesamowitym zréznicowaniem
w przystosowaniu do warunkow panujacych w danym srodowisku. Wystepuja w prawie
wszystkich ekosystemach wodnych oraz w wilgotnych siedliskach np. na skatach,
w glebie czy wsréd mchéw. Okrzemki zyja zard6wno w wodach czystych jak
i zanieczyszczonych. Moga zasiedla¢ kanaly $ciekowe, w ktorych czesto nie
obserwujemy nawet makroorganizmow. Obecno$¢ tych jednokomorkowych alg
odnotowano takze na pustyniach, gdzie wystepuja mgly np. na pustyni Namib
w potudniowo-zachodniej Afryce [14]. Okrzemki potrafig przeczeka¢ niekorzystne
warunki takie jak niedotlenienie, wysychanie lub zupelny brak tlenu przez okres nawet
kilku dziesigcioleci na dnie zbiornika wodnego pod postacig osadu lub w postaci komorek
przetrwalnikowych. Warto wspomnie¢ o tym, iz osady szlamu okrzemkowego zostaty po
raz pierwszy zebrane przez chinski statek badawczy na glebokosci 7000 m w Rowie
Marianskim [15]. Wystgpowanie okrzemek w tak odmiennych 1 zrdéznicowanych
obszarach §wiadczy o ich ogromnych zdolnos$ciach adaptacyjnych w stosunku do
czynnikéw $§rodowiskowych. W celu przystosowania si¢ do rdéznych srodowisk,
organizmy te cechuja si¢ niesamowitg elastycznos$cig. Moga one zmienia¢ swoje cechy
fizjologiczne 1 morfologiczne w odpowiedzi na czynniki zewngtrzne, takie jak

temperatura, zaopatrzenie w zasoby, $§wiatlo, pH 1 zasolenie, co pokrywa si¢ z ich
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globalnym rozmieszczeniem. Reakcja na wymienione czynniki sg zmiany dotyczace

objetosci komorek czy uktadu oraz rozmiaru poréw [16].

Wyjatkowe zdolnosci do przystosowania si¢ do panujacych warunkow pozwolity tym
jednokomoérkowym organizmom zy¢ zaréwno na dnie zbiornikow wodnych, tworzac
zbiorowiska zwane bentosem, jak i na powierzchni wody tworzac plankton. Zyjace w toni
wodnej okrzemki planktonowe wytworzyly cechy umozliwiajagce im unoszenie si¢ na
powierzchni wody, w celu poprawy dostepu do promieniowania slonecznego.
Umiejetnosé t¢ wyksztatcity tworzac komorki o matych rozmiarach, charakteryzujace si¢
niskim skrzemienieniem $cian. Dodatkowo, zdolno$¢ do magazynowania thuszczéw oraz
obecno$¢ wodniczek tetnigcych, ktore stanowig podstawe regulacji objgtosci wody
w komorce pomaga biomasie unosi¢ si¢ na wodzie. Innym sposobem zapewniajacym
okrzemkom unoszenie si¢ na powierzchni wody jest tworzenie kolonii, powodujac
zwigkszenie ich powierzchni a tym samym zapewniajac odpowiednia wypornos¢ [14,17].

Réznorodne formy tworzone przez okrzemki przedstawiono na rysunku (Rys. 2).

Rys. 2. R6znorodne formy tworzone przez okrzemki; A) Cymbella sp. przymocowana do
podloza za pomoca todyzki §luzu; B) Melosira varians, kolonia komorek potaczonych ze
soba 1 przymocowanych do podtoza za pomoca ostonek $luzu; C) Gwiezdna kolonia
Asterionella formosa

Utworzone kolonie mogg by¢ ze sobg potaczone za pomocg §luzu lub chitynowych

nici. Wydzielany przez okrzemki $§luz moze rowniez sluzy¢ do wytworzenia otoczki
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sluzowej, ktora utatwia poruszanie si¢ w toni wodnej [18]. W celu usprawnienia procesu
poruszania si¢ okrzemki wytworzyly takie struktury jak wyrostki i szczecinki, ktore
zwiekszaja powierzchnie plawna. Zyjace w morzach czy jeziorach okrzemki
planktonowe tworza ogromne kolonie, ktére moga przyczyniac si¢ do wyjatawiania wody
z krzemionki, ktora jest niezbednym materiatem budulcowym ich pancerzykow. Na
deficyty krzemionki okrzemki reaguja tworzeniem cienkich $cian komérkowych [17].
Z kolei okrzemki bentosowe maja pancerzyki zdecydowanie grubsze od okrzemek
planktonowych. W bentosie dominujg gatunki z grupy okrzemek pierzastych, ktore moga
przyczepiaé si¢ do podtoza lub roslin za pomoca posiadanej szczeliny (np. Amphora),
galaretowatych rurek (np. Cymbella) lub galaretowatych stylikow (np. Didymosphenia)

[17,18].

2.1.3. Cykl komorkowy

Okrzemki nalezg do organizméw posiadajacych zdolnos$¢ rozmnazania ptciowego
i bezplciowego. Umiejetno$¢ ta jest jednym z przystosowan organizmoéw do
zmieniajacych si¢ warunkow srodowiskowych. Rozmnazanie wegetatywne u okrzemek
jest $cisle zwigzane z ich gtbwng cechg charakterystyczng, czyli §ciang komorkowa (Rys.
3). Ten krzemionkowy pancerzyk, sktada si¢ z dwoch nierd6wnych potowek: wickszego
epivalve (gr. epitheca) 1 mniejszego hypovalve (gr. hypotheca), ktdre pasuja do siebie jak
wieczko do pudetka 1 sg utrzymywane razem przez krzemionkowe struktury, zwane
pasami obwodowymi [12]. Juz ponad 100 lat temu badania mitozy okrzemek
przeprowadzone za pomocg mikroskopii §wietlnej przez Lauterborna (1897 r.) ujawnity,
ze podziat komorek w okrzemkach wykazuje znaczne roznice w pordéwnaniu z
klasycznymi paradygmatami komorek zwierzecych 1 roslinnych [19]. Badania
wewnetrznych struktur komorek okrzemek przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii

elektronowej wykazaly, Ze okrzemki maja unikalne cechy ultrastrukturalne 1
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cytologiczne, co sugeruje istnienie specyficznych cech istotnych dla podziatu komoérek

[20].

Wsréd gatunkow okrzemek istniejg znaczne roznice w liczbie chloroplastow
przypadajacych na jedng komorke, dzielagc tym samym okrzemki na pi¢¢ roznych grup,
w ktorych wyrdzniamy: gatunki monoplastydowe, diplastydowe, tetraplastydowe,
oligoplastydowe i poliplastydowe. We wszystkich gatunkach z wyjatkiem poliplastydow
ruch, podzial i rozwoj chloroplastow sa $cisle powigzane z postepem cyklu komorkowego
[21-23]. Prawdopodobnie przyczynia si¢ to do roéwnego rozkltadu potomnych
chloroplastow po obu stronach przysztej ptaszczyzny podziatu. Obserwacje cytologiczne
1 analiza transkrypcyjna zsynchronizowanych kultur wykazaty, ze podziat chloroplastow
poprzedza podziat jadrowy 1 komoérkowy u okrzemek pierzastych Seminavis robusta [22]
1 Phaeodactylum tricornutum [23]. Jednak molekularne mechanizmy ruchu i podziatu
chloroplastow w okrzemkach nadal pozostajg niejasne. Wykazano, ze w roslinach, algach
czerwonych Cyanidioschyzon merolae 1 okrzemkach zawierajacych wigcej niz dwa
chloroplasty ruch chloroplastow jest zalezny od aktyny [24—26]. Indukcja transkrypcyjna
B-tubuliny w S. robusta podczas segregacji i repozycjonowania chloroplastow sugeruje
udziat mikrotubul, ale nie wyklucza udziatu aktyny w tym procesie. [22]. Komorki
okrzemkowe zazwyczaj posiadaja jedno centrum mikrotubul (ang. microtubule center,
MC). Jest nim geste, kuliste ciato umieszczone obok jadra migdzyfazowego, z ktorego
promieniujg mikrotubule. Okrzemkowe MC przypomina centrum organizacji mikrotubul
(ang. microtubule-organizing center, MTOC) komoérek zwierzecych, zwane
centrosomem, [27] ale bez centrioli [20,28]. Poza r6znicami strukturalnymi okrzemkowe
centrum mikrotubul zachowuje si¢ inaczej w trakcie cyklu komoérkowego. Podczas gdy
centrosomy zwierzece powielajg si¢ przed mitozg i1 daja poczatek biegunom wrzeciona

[29], MC okrzemek bierze udziat w poczatkowej fazie tworzenia wrzeciona, po czym
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rozpada si¢. W czasie mitozy okrzemek pojawiaja si¢ nowe, funkcjonalne MTOC,
okreslane jako kompleksy polarne (ang. polar complex, PC), ktore zakrywaja bieguny
wrzeciona okrzemkowego. PC znikaja podczas cytokinezy, gdy powstaje nowy MC
[19,28]. Ponadto mitoza okrzemek obejmuje dzialanie niezwyklego, wysoce
zorganizowanego ,,centralnego wrzeciona”, ktére poczatkowo tworzy si¢ poza jadrem
1 sktada si¢ z rownoleglych mikrotubul utozonych jako dwa przeplatane pétwrzeciona,

tworzac centralny obszar naktadania si¢ mikrotubul [28,30,31].
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Rys. 3. Cykl komoérkowy okrzemek [34].

Wrzeciono okrzemki jest otoczone gesta matryca, ,,kolierzem”, ktéora ma pomoc
przyczepi¢ wrzeciono do nietypowego typu ,,domniemanych kinetochorow”, czyli miejsc

przyczepu chromosomu [30]. Obserwacje te r6znig si¢ od tego, co jest znane u zwierzat
18



i ro$lin, dlatego okrzemki wydaja si¢ przechodzi¢ podzialy komoérkowe w dosé¢
wyjatkowy sposob [20]. Oprdécz organizacji wrzeciona, cytokineza okrzemek rdzni si¢
rowniez od cytokinezy zwierzat i roslin: podczas gdy komorki roslinne buduja nowa
btong komorkowa i §ciang komoérkowa odsrodkowo (na lewa strong, na zewnatrz),
komorki okrzemek najpierw dzielg si¢ dosrodkowo (na zewnatrz do wewnatrz) przez
wglebienie ich btony plazmatycznej (jak komoérki zwierzgce), a nastgpnie tworzg
odsrodkowo, wewnatrz pecherzyka osadzania krzemionki (ang. silica deposition vesicle,
SDV), nowa hipozastawke. Podczas tego procesu nowy MC jest umieszczony
w sasiedztwie SDV, co sugeruje jego istotng role podczas syntezy zastawki [32,33].
Kiedy nowa hipozastawka jest w pelni wyksztatcona w SDV, jest wydzielana z komorki
przez egzocytozg, po czym komorki potomne moga si¢ rozdzielic. Wieczko
i denko u dojrzatej komodrki potomnej nie sg ze sobg zro$nigte, lecz potaczone za pomoca
pasa obwodowego. Czas syntezy tego pasa jest charakterystyczny dla poszczegdlnych
gatunkow okrzemek. U niektorych gatunkéw synteza pasa obwodowego odbywa si¢ po
utworzeniu ,,zastawki”, ale jeszcze przed separacja komorek. Z kolei u innych gatunkow
najpierw zachodzi separacja komodrek, a dopiero potem tworzony jest pas obwodowy.
Rozwoj 1 rozbudowa komorek zachodza podczas syntezy pasa obwodowego. Proces ten
jest rowniez zalezny od dlugosci cyklu komorkowego wybranych gatunkow.
U niektérych gatunkow rozbudowa wystepuje réwnolegle z tworzeniem pasa
obwodowego, natomiast u innych jest kontynuowana po wytworzeniu tej specyficznej

obreczy [35].

Sezonowa dominacja okrzemek w zbiorowiskach fitoplanktonu ekosystemow
morskich i1 stodkowodnych sugeruje, ze posiadajg one wydajne mechanizmy wykrywania
1 sygnalizacji, ktore pozwalajg im odpowiednio reagowac lub dostosowywac¢ si¢ do

wahan S$rodowiskowych, takich jak natezenie $wiatta 1 dostarczanie skladnikow
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odzywczych. Odbywa si¢ to poprzez aktywacj¢ okreslonych punktow kontrolnych cyklu
komorkowego [36,37]. Dostepnos¢ krzemu w otoczeniu komodrki okrzemki ma duzy
wpltyw na tempo zachodzenia cyklu komoérkowego. Ograniczona dostgpnos¢ tego
surowca wydtuza caly cykl komoérkowy, poprzez rozciagniecie kazdej z faz w czasie.
Brak krzemu w $rodowisku moze doprowadzi¢ do catkowitego wstrzymania podziatu.
Zatrzymanie cyklu komoérkowego w trakcie konkretnej fazy jest elementem réznicujagcym
poszczegblne gatunki okrzemek. Pauza ta zazwyczaj wystepuje w trakcie fazy G1 lub
fazy G2 (faz wzrostowych komorki) oraz bezposrednio przed faza syntezy DNA (G1/S).
Gdy w $rodowisku pojawi si¢ krzem nastgpuje wznowienie cyklu w sposob
zsynchronizowany, dzigki czemu wszelkie braki w postaci biatek, mRNA czy zwigzkow

strukturalnych, niezbednych do progresji cyklu sg uzupetniane [38].

2.1.3.1. Biomineralizacja

Krzemionkowe pancerzyki okrzemek tworzone sa w procesie biomineralizacji,
podczas wegetatywnej fazy wzrostu. Proces biomineralizacji zachodzi w warunkach
fizjologicznych, w temperaturze: 0-36°C, przy obojetnym pH oraz ci$nieniu otoczenia
[39]. Zdolnos¢ do tworzenia krzemionkowych Scian komorkowych u alg odnotowano juz
u chryzofitow 1 sunurofitow, u ktorych $ciana miala posta¢ krzemionkowych tusek.
Tworzenie wzordw i struktur frustul jest jednym z najbardziej intrygujacych aspektow
krzemionkowania u okrzemek. U okrzemek centrycznych tworzenie zaworow w SDV
rozpoczyna si¢ w miejscu krzemionkowania pierwotnego (ang. primary silicification site,
PSS). Miejsce to nazywane jest roOwniez centrum wzoru 1 stanowi punkt centralny,
z ktorego rozchodza si¢ wzory morfologiczne [40]. Nastgpny etap, ekspansja, jest
wspolny dla wszystkich gatunkow centrycznych. Na przyklad u Thalassiosira
pseudonana i Ditylum brightwellii, ktore wytwarzajg bardzo wyrazne zastawki, podobnie

rozgaleziajace si¢ zebra rozchodzg si¢ promieniscie od PSS. Przestrzen pomiedzy tymi
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zebrami wypelnia si¢ w miar¢ ich rozszerzania, pozostawiajac szczeliny dla porow w
skali nano [7,41,42]. Szczegotowa analiza potproduktow tworzenia zastawek w T.
pseudonana przy uzyciu SEM (skaningowej mikroskopii elektronowej, ang. scanning
electron microscopy) ujawnila, ze nanoskalowa morfologia krzemionki osadzonej
migdzy zebrami i wokol porow ma charakter rozgaleziony, idealny do efektywnego
wypelnienia przestrzeni. Otwory porowe w 1. pseudonana bylty poczatkowo
nieregularne, ale ostatecznie staty si¢ gladkie, gdy rozgaleziona krzemionka wypetnita
si¢ wokol nich [43]. Te wczesne etapy formowania zastawek definiujg "warstwe bazowa"
zastawek, ktora istnieje glownie w plaszczyznie X/Y. Po utworzeniu warstwy
podstawowej, krzemionka odklada si¢ w plaszczyznie Z na dystalnej powierzchni
zastawki, tworzac wzorzyste struktury [40,43]. Morfologia krzemionki na powierzchni
dystalnej jest zwykle bardzo zréznicowana w porownaniu do warstwy bazowej. U T.
pseudonana powierzchnia dystalna jest ozdobiona kulistymi czgstkami krzemionki [43].
Podobne procesy zachodza rowniez w tworzeniu zastawek okrzemek pierzastych, cho¢
w przypadku okrzemek pierzastych posiadajacych szczeline (rafe), centralny guzek
osadzonej krzemionki stuzy jako centrum wzoru, z ktoérego rozszerza si¢ rafa, a zebra
nastgpnie rozciggaja sie¢ prostopadle do niej [40]. W ekspansji rafy biorg udzial elementy
cytoszkieletu, szczegdlnie mikrotubule [19,44,45]. W rzeczywisto$ci centrum
organizacyjne mikrotubul znajduje si¢ w sasiedztwie guzka centralnego,
a mikrotubule rozciagaja si¢ od niego na catej dtugosci rafy. Udokumentowano, ze
u okrzemek pierzastych najpierw powstaje SDV, a nastepnie wigze si¢ z nim MC [40].
Mikrotubule umozliwiaja dalekosiezng kontrole nad procesem rozszerzania SDV, co
pozwala na precyzyjne pozycjonowanie. Badanie tworzenia si¢ struktury w okrzemkach
centrycznych i pierzastych wskazuje, ze w procesie tym zaangazowane sg trzy rozne

skale. Polimeryzacja krzemionki z rozpuszczalnych prekursoréw tworzy strukture
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w nanoskali. Przekroje i obrazowanie (ang. atomic force microscope, AFM) ujawniaja,
ze rzeczywista nanoskalowa struktura krzemionki okrzemek jest amalgamatem
polaczonych czastek krzemionki [3,46]. U r6znych badanych gatunkow wielko$¢ czastek
krzemionki miesci si¢ w zakresie 20-200 nm. Mikroskalowa struktura zastawki,
okreslajaca jej ogdlny rozmiar i ksztalt, jest podyktowana ekspansja SDV i elementow
cytoszkieletu, ktére kontroluja ten proces. Struktury mezoskalowe s3a posredniej
wielkosci. Obejmujg one zebra 1 wigksze pory, a procesy ich powstawania sg najstabie;j
poznane, cho¢ za ich powstawanie prawdopodobnie odpowiadaja aktyny i matryce

organiczne.

2.1.4. Funkcja, struktura i morfologia pancerzykow krzemionkowych

Okrzemki to mikroorganizmy, charakteryzujace si¢ najczgsciej dwoma rodzajami
przyjmowane;j struktury. Pierwsza z nich to taka, w ktorej komoérki przyjmuja symetrig
obrotowa, natomiast w drugim rodzaju wystepujacej struktury, komorki cechuje symetria
obustronna. Centrales wykazuja symetri¢ wzgledem wiasnej osi i przyjmuja zazwyczaj
forme okragla. Pennales cechuje forma wydtuzona, a wykazywana przez nich symetria
jest obustronna lub w niektorych przypadkach spiralna. Wedtug doniesien szeregu
badaczy, pierwsze powstaly okrzemki centryczne ktére zidentyfikowano w srodowisku
wodnym. Z perspektywy ewolucyjnej mogly one ewoluowa¢ w okrzemki pierzaste

[18,38].

Krzemionkowe pancerzyki okrzemek tworza dwie zachodzace na siebie czgsci,
ktore przypominajga nalozone na siebie dwie szalki Petriego. Epitheca to gorna czes¢
nazywana réwniez wieczkiem, natomiast hypotheca to dolna cz¢s¢ stanowigca denko
krzemionkowego pancerzyka. Wieczko 1 denko nie s3 ze sobg zros$nigte, a jedynie

szczelnie na siebie zachodzg. Posiadajg gorng warstwe, powierzchni¢ zwang okrywa
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(valve). Dodatkowo w budowie pancerzyka mozemy wyrdzni¢ pas obwodowy bedacy
zespolem obreczy (ang. girdle bands, gbs), sktadajacy si¢ z cienkich warstw krzemionki.
Ponadto, pas obwodowy zawiera wstawki przylegajace do okrywy (valvocopula)
1 wstawki taczace (pleura). Za pas obwodowy przyjmuje si¢ przestrzen znajdujaca si¢

migdzy wieczkiem a denkiem (Rys. 4).

Rys. 4. Schemat budowy krzemionkowego pancerzyka okrzemek; a) Centrales - gorna
powierzchnia wieczka (e - epitheca) i denka (h - hypotheca) to okrywa, zaznaczona
ciemnoszarym kolorem (valve); strzatkami oznaczone sg poszczegdlne obrecze (gbs)
pasa obwodowego; b) Pennales — oznaczenie podstawowych sktadowych pancerzyka jest
analogiczne jak w przypadku okrzemka centrycznego (a); u Pennales mozliwe jest
dodatkowo wyznaczenie raphe, czyli szczeliny przebiegajacej przez s$rodek denka
1 wieczka (albo tylko jednego z nich) oraz centralnego guzka (CN) [38].

Zaleznie od kata patrzenia na komorke okrzemki, przybiera ona rdzne ksztalty
[38]. Pancerzyk okrzemek sktada si¢ z charakterystycznych elementéw strukturalnych
(tworzacych ornamentacj¢ pancerzyka), podluznych (apikalnych) i poprzecznych
(transapikalnych), ktorych rozmieszczenie jest specyficzne dla poszczegdlnych
taksondw. Ornamentacja oraz rozmiary okrzemek s3 podstawa identyfikacji
poszczegdlnych gatunkow, ktora bazujace na elementach morfologicznych (Rys. 5).
Wystepowanie rafy umozliwia kontakt protoplastu ze $rodowiskiem zewnetrznym,
a znajdujacy si¢ w jego centrum guzek petni funkcje wydzielnicza. Wewnatrzkomorkowy

uktad widkien aktynowo-miozynowych, poprzez interakcj¢ z wytwarzanym $luzem,
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umozliwia komorce poruszanie si¢ w wodzie i na przedmiotach zanurzonych. Odmienna

budowa szczeliny moze stanowi¢ istotny element przy identyfikacji okrzemek,

szczegolnie w przypadku, kiedy pozornie dane gatunki wygladaja podobnie [17].

Rys. 5. Zdjecia SEM ukazujace morfologi¢ przedstawicieli okrzemek centrycznych
(Cyclotella sp.) (a) oraz pierzastych (Diploneis sp.) (b) [35]

Ornamentacja okrzemek mozliwa jest do zaobserwowania pod mikroskopem
swietlnym. Przyjmuje ona ksztatt charakterystycznych prazkow czy zeberek widocznych
na obu stronach okryw. Bardziej zaawansowang analiz¢ morfologii okrzemek umozliwia
skaningowa mikroskopia elektronowa. Za pomoca mikroskopu elektronowego mozna
zobaczy¢ (w obszarze pojedynczego prazka), koliste lub wieloboczne struktury zwane
areolami, ktore przechodza przez pokrywe. Areola zwykle jest pokrywa delikatnie
ornamentowang, cienkg krzemionkowg blong — cribrum lub welum. Wewngetrzna strona
okrywy zawiera swego rodzaju zeberka i1 wstawki, ktorych zadaniem jest wzmocnienie
struktury pancerzyka [17,35]. Wszystkie elementy sktadajace si¢ na budowe pancerzyka
okrzemek sg charakterystyczne dla danego gatunku. Przy dokonywaniu klasyfikacji
okrzemek do poszczegdlnych gatunkéw brane sg pod uwage nastepujace jego cechy:
ksztatt, dlugo$¢ 1 szeroko$¢ okrywy wraz z jej zakonczeniem, ilo$¢ prazkoéw, zeberek na
jednostke dtugosci (zazwyczaj na 10 pum), budowe szczeliny oraz wewngtrzng okrywe

pozbawiong prazkow. Zaawansowana analiza wyszczegdlnionych cech morfologicznych
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mozliwa jest do przeprowadzenia w momencie usunig¢cia cze$ci organicznej z komorki

okrzemki [35].

Pancerzykom okrzemek przypisuje si¢ wiele funkcji, wérdd ktérych wymienié
mozna np.: zapewnienie okrzemkom odporno$ci mechanicznej, funkcje ochronng przed
wirusami, umozliwienie absorpcji promieniowania stonecznego, co w konsekwencji
pozwala okrzemkom przeprowadza¢ proces fotosyntezy. Dodatkowo pancerzyk
okrzemek moze zapobiega¢ dostawaniu si¢ szkodliwego promieniowania
ultrafioletowego 1 $wiatla niebieskiego powodujacego stres tlenowy w aparacie
fotosyntetycznym oraz moze wykazywa¢ wlasciwosci soczewki. Funkcja ta jest
niezwykle istotna, poniewaz dzigki skupieniu $wiatla wewnatrz cytoplazmy, mozliwe jest

przemieszczanie si¢ chloroplastow [35].

Nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na to, ze parametry takie jak temperatura oraz
pH wywieraja istotny wplyw na proces tworzenia si¢ pancerzyka. Prowadzenie hodowli
w obrebie jednego szczepu w réznych warunkach temperatury i wartosci pH calego

uktadu, moze doprowadzi¢ do zmian w morfologii pancerzykow [35,47].

2.1.5. Charakterystyka wybranego gatunku okrzemek
2.1.5.1. Pseudostaurosira trainorii E. A. Morales
Pseudostaurosira trainorii jest gatunkiem, ktory po raz pierwszy zostal
scharakteryzowany morfologicznie przez Eduardo A. Moralesa [48,49]. Takson ten byt
powszechnie podawany jako Staurosira elliptica, jednakze wynikato to z blednej
identyfikacji przez wczesniejszych badaczy oraz niewystarczajacych danych
morfologicznych, ktére w podzniejszym czasie daty podstawe wydzielenia nowego

rodzaju Pseudostaurosira. Dokonujac analizy komorek okrzemek opisywanego gatunku
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z perspektywy pasa obwodowego, mozna zauwazy¢, ze charakteryzuja si¢ one
prostokatnym ksztattem i moga tworzy¢ kolonie przyjmujace posta¢ wstegi, gdzie kazda
nastepna komoérka laczy si¢ ze soba za pomocag kolcow. Pseudostaurosira trainorii
posiada okrywy charakteryzujace si¢ okragtym lub lekko eliptycznym ksztattem.
Przednia cz¢$¢ okrywy jest ptaska lub lekko pofalowana, co uwarunkowane jest przez
wystepowanie wystajacych zeberek. Ponadto, jest ona polaczona z ptaszczem okrywy

pod katem ostrym.

Rys. 6. Mikrofotografia SEM okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii: ksztatt
okrywy od owalnej do lekko eliptycznej (1), powierzchnia osiowa lancetowata do
liniowej (2), kolce lite (3), kolce rozmieszczone wzdtuz prazkow (4)[50]

Powierzchnia migdzy krawedzia okrywy a centralng cze$cig komoérki/pancerzyka
jest uwypuklona. P. trainorii posiada wyrazne, naprzemienne prazki, skladajace si¢
z okragtych areol, ktérych rozmiar zmniejsza si¢ od krawedzi okrywy do sternum

(pseudoraty), czyli zgrubienia okrywy o orientacji podluznej (apikalnej). Areolami
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okresla si¢ otwory w S$cianie komorkowej okrzemki o przekroju kolistym, ktore
zazwyczaj s3 zamkni¢te od zewnatrz za pomocg delikatnie ornamentowanej btony
sktadajacej si¢ z SiO2. Nastgpnym elementem, ktéry zaliczy¢ mozna do elementéw
budowy pancerzyka okrzemek sa kolce. Posiadaja tyzeczkowaty ksztalt, sa dos¢
masywne, maja zabkowany brzeg i klapki u podstawy, ktore zakrywaja otwory
sasiadujacych areol. Kolce znajduja si¢ w obrebie prazkow (w ich wnetrzu) na styku
powierzchni okrywy oraz na jej krawedziach. W budowie nie obserwuje si¢
wystepowania wyrostka (rimoportula). Pory utozone s3 w pozycji transapikalne;j,
a apikalne pory sa zazwyczaj nieobecne lub ich ilo$¢ jest mocno zredukowana (Rys. 6)

[50].

2.1.6. Hodowla okrzemek

2.1.6.1.Warunki fizyczne i chemiczne
Najwazniejszymi parametrami regulujacymi wzrost i prawidlowy rozwoj
okrzemek sg: ilo$¢ 1 jako§¢ komponentow odzywczych, pH, $wiatlo, zasolenie,
temperatura oraz napowietrzenie, ktore pozwala utrzyma¢ “hodowle w ciaglym ruchu”

(Tab. 1.) [51].

Okrzemki sg gtownie klasyfikowane jako algi fotosyntetyzujgce. Oznacza to, ze
asymilujg one wegiel nieorganiczny przy uzyciu Swiatla a nastgpnie, poprzez szereg
procesOw, przetwarzaja go na materi¢ organiczng. Istnieje kilka gatunkéw, ktoére moga
wykorzystywac¢ zwigzki organiczne jako sktadniki odzywcze bez uzycia $wiatta. Ten typ
hodowli, w ktorym $wiatlo nie jest istotnym czynnikiem wzrostu glondw, nazywany jest
heterotroficznym. Hodowla ta jest bardzo korzystna dla masowej produkcji alg, poniewaz
eliminuje potrzebg dostgpu do $wiatta. Stuzy ona namnazaniu komoérek okrzemek, ktore

pézniej wykorzystywane sa w procesach fermentacyjnych.

27



Tab. 1. Uogo6lniony zestaw warunkéw hodowlanych dla okrzemek [51].

Parametry Zakres Optimum
Temperatura
o 16-27 18-24
[°C]
Zasolenie
12-40 20-24
[¢/L]
8,5-85,0

Intensywnos$¢ Swiatla

[lux] 21,3-42,5

16:8 (minimum)

Naswietlanie i
[h:h] 24:0 (maksimum)
pH 7,0-9,0 8,2-8,7

“warto$¢ zalezna od objetosci fotobioreaktora oraz gestosci komorek okrzemek

Dla przyktadu: gatunek Nitzschia inconspicua hodowany w obecnosci glukozy
lub octanu moze osiagnac¢ wigksze zageszczenie niz podczas hodowli fotoautotroficznej,
czyli z dostgpem do $wiatta, co moze stanowi¢ idealne rozwigzanie w sytuacji

zwigkszenia produkcji interesujacego metabolitu [51].

2.1.6.1.1. Medium hodowlane

Zwigzkami chemicznymi niezbednymi do prawidlowego wzrostu okrzemek sa
azot, krzem, fosfor (okreslane mianem makroelementéw), a takze pierwiastki w ilosci
sladowej (tzw. mikroelementy), w tym rézne metale, zwlaszcza zelazo w formie
rozpuszczalnej (Tab. 2.). Wymienione elementy zaliczy¢ mozna do grupy pierwiastkow
biogennych, ktore wchodza w sklad organizmoéw roslinnych i zwierzgcych 1 sa
warunkiem zycia. Dodatkowo sg takze materialem budulcowym oraz stanowia sktadowa
enzymow kontrolujacych procesy metaboliczne w organizmie, a takze reguluja
rownowage jonowa. Do niezbednych witamin natomiast nalezg tiamina (B1), biotyna
(B7, H) oraz cyjanokobalamina (B12). Do wykorzystywanych pozywek stosowanych
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przy hodowli okrzemek zaliczy¢ mozna: Walne, Provasoli czy F/2. W celu zwigkszenia
produktywnosci hodowli mozliwe jest modyfikowanie sktadu pozywki hodowlanej
o naturalne krzemiany z metalami alkalicznymi [51,52]. Skuteczna hodowla okrzemek
na duza skal¢ wymaga wykorzystania wody morskiej jako medium i uzupetnienie jej

o konieczne sktadniki odzywcze.

Tab. 2. Sktad chemiczny najpopularniejszego z medium hodowlanego F/2 Guillarda

Roztwér (1 L) Skladnik Masa

NaNO; 84,15 ¢

A roztwor podstawowy azotanoéw i fosforanow
Na,HPO4xH,O 6,0 g

B roztwor podstawowy krzemu Na»Si03x9H,0 330¢g

CuSO4x5H,0 1,96 g

ZnSO4x7TH,O 4,40 g

NaMo0O4*x2H,0 1,26 g

C roztwor podstawowy metali $ladowych MnCl,x4H,0 36,0 g

CoClx6H,0 20g

FeClix6H,0 2,90 g

NaEDTAX2H,O 10,0 g

witamina B; 04¢g
D roztwor podstawowy witamin witamina B, 0,002 mg
biotyna 0,10 mg
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Azot uwazany jest za jeden z najwazniejszych pierwiastkow majacych wplyw na
produktywno$¢ hodowli. Okrzemki sa w stanie wykorzystywa¢ azotany, azotyny
1 amoniak jako zrodta azotu. W pracy Chelf i wsp. [53] wykazano, iz ilo$¢ azotu jest
zmienng, ktora ma najwiekszy wptyw na syntezg obojetnych lipidow oraz ich akumulacje
w AFDW (suchej wadze bezpopiotowej, ang. ash-free dry weigh) u Navicula saprophila.
Wplyw stgzenia N w medium na kultury okrzemek byt badany przez Ketchuma [54], Chu
[55], Vollenweidera [56], Spencera [57] oraz Kaina 1 Fogga [58]. Hodowla prowadzona
w chemostacie (bioreaktorze, do ktérego w sposob ciagly dostarcza si¢ $wieza dawke
pozywki, jednocze$nie odprowadzajac koncowe produkty przemiany materii), wymaga
utrzymania stalego tempa wzrostu i podstawowego metabolizmu kultury poprzez
dostarczanie statej ilosci azotu. Oprocz pigmentéw podstawowych, takich jak chlorofil a,
c i fukoksantyna, marenina jest wytwarzana przez pierzasta okrzemke morska Haslea
ostrearia. Zauwazono, ze niedobor azotu w hodowli komoérkowej tej okrzemki generuje
stres komorkowy zwickszajac synteze lipidow (ktore petnig forme materiatu zapasowego
w sytuacji niedoboru sktadnikéw odzywczych) oraz rozpuszczalnego w wodzie
niebieskiego pigmentu — mareniny. Syntetyzowany pigment posiada dzialanie
alopatyczne, przeciwbakteryjne oraz przeciwwirusowe, co jest czynnikiem hamujgcym
wzrost komorek okrzemek. W przypadku deficytu azotu, marenina dziala jako swoisty
inhibitor wzrostu, alarmujac tym samym komorke, aby zatrzymac jej wzrost. Mechanizm
ten jest formg adaptacji wymienionego wyzej gatunku do zmieniajacych si¢ warunkow

srodowiskowych [51].

Krzemionka to gtéwny sktadnik §ciany komérkowej okrzemek. Jej obecnos¢ ma
znaczacy wpltyw na wzrost okrzemek. Jednakze wnioski dotyczace obecnosci tego
sktadnika odzywczego sa niejednoznaczne. Wykazano, ze obecno$¢ krzemionki

w wiekszym lub mniejszym stopniu niekorzystnie wplywa na produkcje lipidow.
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Przeprowadzone badania dla okrzemek z gatunku Nitzschia inconspicua wykazaty, ze
stezenie krzemionki ma pozytywny wpltyw na wzrost komorek, zawartos¢ zwigzkoéw

biochemicznych i kwasow thuszczowych [51].

2.1.6.1.2. Swiatlo

Dla kazdego fotosyntetyzujacego organizmu, w tym okrzemek, $wiatlo jest
wyjatkowo waznym czynnikiem wptywajacym na wzrost. Z uwagi na to, ze okrzemki
potrafig rosnag¢ w szerokim zakresie dlugosci fal §wiatla oraz jego intensywnosci, uwaza
si¢, ze wyksztatcity one specjalne mechanizmy fotoaklimatyzacji i fotoadaptacji [S9-61].
Podobnie jak u wigkszosci innych gatunkow fitoplanktonu, czas podziatu komoérek
okrzemek moze by¢ regulowany przez naprzemienne okresy $wiatla i ciemnosci, co
sugeruje, ze cykl komorkowy sklada si¢ z segmentéw zaleznych i niezaleznych od $wiatta
[62,63]. Zgodnie z powyzszym, zarbwno poprzez eksperymenty z ograniczeniem, jak
1 nadmierng iloécig $wiatta, u kilku gatunkow okrzemek zidentyfikowano kontrolowane
przez $wiatlo punkty restrykcyjne, odnoszace si¢ albo tylko do fazy G1, albo zaréwno do
fazy G1, jak 1 G2/M cyklu komoérkowego [62,64—67]. Interesujacym jest rowniez fakt, ze
oparte na okresach §wiatla 1 ciemnosci etapy podziatu komérkowego u Thalassiosira
weissflogii moga zosta¢ zablokowane przez podanie okresowych impulséw azotowych,
co sugeruje, ze kontrola odzywcza cyklu komérkowego jest u tej okrzemki usytuowana
ponizej Swietlnego punktu kontrolnego lub ze szlaki regulujagce punkt kontrolny
odzywczy 1 $wietlny moga by¢ ze sobg Scisle powigzane [68].

Whnikliwe badania gtownych grup czynnikéw transkrypcyjnych (ang.
transcription factors, TF) u okrzemek doprowadzity do zidentyfikowania domniemanych

ortologow TF zaangazowanych w przekazywanie sygnatow §wietlnych [69,70]. Ponadto

znaleziono sekwencje podobne do aureochroméw oraz biatka bZIP-PAS, ktoére moga
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reprezentowac klasy fotoreceptorow zawierajacych receptory przypuszczalnie czute na
swiatlo 1 domeny wiazace DNA. Co szczegolnie interesujace, poza domenami bZIP
(podstawowy zamek leucynowy), aureochromy zawieraja réwniez domen¢ LOV
(Swiatto, tlen lub napiecie), ktora takze jest obecna w rodzinie fotoreceptorow $Swiatta
niebieskiego [71,72]. Ostatnie badania biatka Aureochromelau P. tricornutum wskazaty,
ze TF w rzeczywisto$ci funkcjonuje jako sensor $wiatta niebieskiego [73,74]. Z powodu
tego, ze $wiatlo niebieskie (350-500 nm) jest najbardziej dominujagcym pasmem pod
powierzchnia wod oceanicznych [75], spodziewa si¢, ze efektywne mechanizmy
wyczuwania i sygnalizacji $wiatla niebieskiego beda odgrywacé kluczowa role w kontroli
wzrostu okrzemek. W zwigzku z tym, w P. tricornutum zidentyfikowano
1 scharakteryzowano niedawno czujnik $wiatta niebieskiego - kryptochromowg fotolize
z rodziny 1 (ang. cryptochrome/photolyase family 1, CPF1). Nadekspresja tego biatka
wplyneta na indukowang S$wiatlem niebieskim ekspresje genow zaangazowanych
w regulacje cyklu komoérkowego 1 naprawe DNA, co sugeruje role CPF1 w odbieraniu
1 sygnalizacji warunkéw $wietlnych srodowiska oraz zwigzek ich z progresja cyklu

komorkowego [76].

2.1.6.1.3. pH

Optymalny zakres pH dla hodowli wickszos$ci gatunkéw okrzemek wynosi 7 - 9.
Jesli hodowla osiggnie wysoka gestos¢ 1 pH wzrosnie powyzej optymalnego zakresu, jego
warto$¢ mozna dostosowac, stosujgc napowietrzanie dwutlenkiem wegla lub dodajac
wodoroweglanu sodu wraz z pozywka hodowlang. Rownowaga miedzy CO2/HCO3
utrzymuje stabilne pH, a pozywka hodowlana dziata jak bufor. Utrzymanie optymalne;j
wartosci pH jest bardzo wazne, poniewaz gwarantuje prawidtowos$¢ procesow
komorkowych. Przy prowadzeniu hodowli okrzemek wazne jest zachowanie pH

o odczynie lekko kwasowym, gdyz przedktada si¢ to na proces silifikacji $cian
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krzemionkowych okrzemek. Proces formowania pancerzykéw w takich warunkach jest
wydajniejszy 1 szybszy, poniewaz SiO: latwiej agreguja ze soba, tworzac dojrzate
pancerzyki odporne na uszkodzenia mechaniczne. Utrzymywanie optymalnego zakresu
pH wptywa wydajnie na produkcje kwasu eikozapentaecnowego (ang. eicosapentaenoic
acid, EPA) — organicznego zwiazku chemicznego, z grupy kwasow omega-3 oraz

aminokwasow [51,77].

2.1.6.1.4. Napowietrzenie 1 mieszanie
Mikroalgi wytwarzaja tlen podczas fotosyntezy, dlatego tez w zamknigtych
hodowlach tatwo osiggna¢ poziom rozpuszczonego tlenu odpowiadajacy kilkukrotnemu
nasyceniu powietrza. Stgzenia tlenu powyzej nasycenia powietrza generalnie hamuja

fotosynteze w mikroalgach [78] i prowadzg do spadku wydajnosci biomasy [79].

Aby zapewni¢ wszystkim komorkom z populacji jednakowe warunki hodowlane
nalezy poddawac je procesowi mieszania. Jest ono niezbedne, aby zapobiec sedymentacji
glondéw oraz zapewni¢, wszystkim komdrkom populacji dostep do §wiatta 1 skladnikow
odzywczych, aby unikng¢ stratyfikacji termicznej (np. w hodowlach na wolnym
powietrzu) 1 poprawi¢ wymian¢ gazowg mi¢dzy medium hodowlanym a powietrzem. Pod
pojeciem mieszania rozumiemy codzienne r¢czne mieszanie, napowietrzanie lub
stosowanie kot topatkowych 1 pomp strumieniowych. Niemniej jednak, nie wszystkie
gatunki glonow mogg tolerowac energiczne mieszanie. Tak jest w przypadku okrzemek
dennych (np. H. ostrearia). Ze wzgledu na sztywne pancerzyki, okrzemki mogg cierpie¢
z powodu naprezen $cinajacych. Zjawisko to zostato wykazane przez Albijani¢ 1 wsp.
[80] w pionowej kolumnie pecherzykowej przy braku gazu (w celu zapewnienia
homogenizacji cieczy), gdy zastosowano mechaniczne mieszanie. Mate pecherzyki

powietrza pekajace na powierzchni hodowli byly najwyrazniej gldwna przyczyna
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uszkodzenia komorek w hodowlach okresowych w laboratoryjnych kolumnach
pecherzykowych z P. tricornutum [81]. W celu przezwyci¢zenia tej wady wykazano, ze
uzupetnienie medium hodowlanego mikroalg karboksymetyloceluloza (ang.
carboxymethylcellulose, CMC) - modyfikatorem wlasciwosci migdzyfazowych,
w stezeniu co najmniej 0,2%wag. chroni komorki alg przed wywotanym przez
napowietrzanie stresem hydrodynamicznym. CMC miato czysto fizyczny efekt ochronny

1 nie miato zadnego fizjologicznego wptywu na komorki alg [81].

2.1.6.1.5. Temperatura

Temperatura odgrywa wazng rolg we wzroscie komorek i syntezie metabolitow.
Do czasu osiagniecia optymalnej warto$ci temperatury, ciagly jej wzrost prowadzi do
zwigkszenia aktywnosci enzymatycznej i tempa fotosyntezy, jak réwniez poboru
sktadnikow odzywczych. Te wzrosty wskaznikow zyciowych prowadza z kolei do
wyzszych wskaznikow wzrostu [82]. Ponadto, wzrost temperatury moze réwniez
wzmocni¢ kinetyke aktywacji i dezaktywacji aparatu fotosyntetycznego, a tym samym
wptyna¢ na potencjal aklimatyzacyjny [83]. I odwrotnie, wzrost temperatury moze miec
negatywny wpltyw na przezywalnos¢ w ciemnosci niektorych gatunkéw okrzemek [84]
1 moze prowadzi¢ do zwigkszenia oddychania w fazie ciemnej [85,86]. Jak podsumowat
Couteau [87], najczesciej hodowane gatunki mikroalg toleruja temperatury w zakresie

16-27°C. Temperatury nizsze niz 16°C spowalniaja wzrost, natomiast wyzsze niz 35°C

sg zabdjcze dla wielu gatunkow. W razie potrzeby hodowle glon6w moga by¢ chtodzone
przez przepltyw zimnej wody nad powierzchnig naczynia hodowlanego lub przez kontrole

temperatury powietrza za pomocg urzadzen klimatyzacyjnych.
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2.1.6.1.6. Zasolenie

Okrzemki zaliczaja si¢ do glondéw, a te z kolei cechuja si¢ duza tolerancja
zasolenia $rodowiska, w ktérym zyja. Wigkszo$¢ gatunkow preferuje zasolenie nieco
nizsze niz te, ktore jest obecne w ich pierwotnym $rodowisku. Optymalna wartos¢
zasolenia wynosi 20-24 g/L. Takie st¢zenie soli mozna uzyska¢ poprzez rozcienczenie
wody morskiej zwykla woda wodociagowa lub destylowang. Roztwdér mozna
przygotowaé réwniez poprzez wymieszanie wody wodociggowej lub destylowanej
z odpowiednia nawazka soli morskiej [88]. Przy poziomach zasolenia zwykle
spotykanych w morzach, mozna oczekiwac, ze okrzemki beda produkowaé bardziej
uwodniong, mniej skondensowang biokrzemionke, podczas gdy w bardziej stonawych
srodowiskach biokrzemionka okrzemek mogtaby by¢ mniej uwodniona i bardziej gesto

upakowana [89].

2.1.6.1.7. Sterylizacja

Hodowla mikroorganizméw wymaga absolutnej czystosci podtoza i sterylnosci
procesu namnazania biomasy. Sterylne medium hodowlane musi by¢ wolne od wszelkich
organizmow, zarowno ich form wegetatywnych, jak i1 przetrwalnikowych. Pozadang
sterylno$¢ uzyskuje si¢ poprzez wyjalawianie elementow niezbednych do prowadzenia
hodowli. Ryzyko zanieczyszczenia kultur alg heterotrofami jest zmniejszone, gdy
pozywka hodowlana nie posiada prekursorow wegla organicznego. Zainfekowanie
biomasy okrzemek hetero- i fotoautotrofami jest gtownym problemem w efektywnym
prowadzeniu hodowli [51,52,90]. Z tego tez powodu przed zalozeniem hodowli
bioreaktor, w ktérym bedzie prowadzony proces namnazania biomasy powinien zosta¢
doktadnie wysterylizowany. Wszelkie wyposazenie laboratoryjne, niezbedne do
zapoczatkowania hodowli mikroalg powinno by¢ odporne zar6wno na chemiczny jak

1 fizyczny proces sterylizacji. Wymagane jest rowniez zachowanie sterylnosci
35



W postepowaniu z materiatem biologicznym. Proces sterylizacji mozna przeprowadzi¢ na
rézne sposoby, z wykorzystaniem wysokiej temperatury, promieniowania UV, f, vy, X,

zwigzkow chemicznych czy filtracji [90].

Podczas procesu hodowli moga wystapi¢ interakcje migdzy komorkami glonow
a bakteriami. Ten rodzaj interakcji moze mie¢ pozytywny wplyw na namnazany gatunek,
poniewaz bakterie moga wydziela¢ witaminy i sktadniki odzywcze, stymulujac tym
samym komorki okrzemek do efektywnego wzrostu. Ten rodzaj symbiozy moze by¢
pozadany, jesli w trakcie hodowli nie jest wymagana sterylno$¢ gatunkowa. Jednakze,
nie zawsze interakcja migdzy bakteriami a algami musi by¢ pozytywna. Konkurencja
o substancje odzywcze oraz wydalanie metabolitow szkodliwych dla glonow powoduje,
ze bakterie mogg wplywac negatywnie na rozwoj okrzemek. Algicydy wytwarzane przez
niektore szczepy bakterii sa szczegdlnie skuteczne w hamowaniu wzrostu glonow
poprzez degradacj¢ polisacharydéw, co ostatecznie prowadzi do zniszczenia komorek

glonéw. [51].

2.1.6.2. Techniki hodowli okrzemek

2.1.6.2.1. Zasady hodowli okresowe;j

Hodowla okresowa (ang. batch culture) jest najprostsza i najczesciej stosowang
metoda hodowli alg. Podczas tej hodowli nie sg dostarczane §wieze sktadniki odzywcze
1 nie sg usuwane produkty metabolizmu. Warunkiem prowadzenia takiego procesu jest
zachowanie optymalnych warunkéw srodowiskowych dla wybranego szczepu glonow tj.
temperatury, pH, naswietlenia czy napowietrzenia. W hodowlach okresowych wzrost
organizmow jest regulowany obecno$cig substratu i trwa do jego wyczerpania. Z czasem
stezenie produktoéw przemiany materii wzrasta, co jest efektem ubocznym metabolizmu

alg. Jesli stezenie metabolitu osiggnie zbyt wysoka warto$¢, bedzie miato to toksyczny
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wplyw na namnazang biomase, co w konsekwencji spowoduje zahamowanie jej wzrostu
[52,77]. Ten rodzaj hodowli ma wiele zalet. Po pierwsze, takie hodowle s3 latwe
w obstudze, co pozwala na szybka zmian¢ parametrow fizykochemicznych procesu czy
zmiang¢ szczepow hodowlanych. Jednoczes$nie tego typu hodowla charakteryzuje si¢
raczej niska wydajnos$cig. Ponadto, istnieje do$¢ wysokie ryzyko zakazenia hodowli. We
wczesnym stadium namnazania biomasy, gdy liczba komorek okrzemek jest niska,
a dostepnos¢ sktadnikow odzywczych wysoka, srodowisko hodowlane moze zostac tatwo
zdominowane przez inne gatunki glonéw, bakterii lub grzybéw. W celu uniknigcia tego
typu sytuacji tuz przed osiggnieciem fazy stacjonarnej algi zostajg przeniesione do
wigkszej objetosci, umozliwiajacej im wzrost do maksymalnej gestosci, a nastepnie

zebrane w cato$ci plonu [52,91].

2.1.6.2.2. Zasady hodowli ciaglej
Metoda hodowli ciaglej (ang. continuous culture) polega na nieprzerwanym
pompowaniu nawozonej wody morskiej lub medium hodowlanego do komory wzrostu,
podczas gdy nadmiar kultury glonow jest natychmiastowo wyptukiwany. Pozwala ona na
utrzymanie hodowli w stopniu bardzo zblizonym do maksymalnego tempa wzrostu.

Mozna wyr6zni¢ dwie kategorie hodowli cigglych:

1. hodowla turbidostatyczna, w ktorej stezenie glondw jest utrzymywane na
ustalonym poziomie poprzez rozcienczanie kultury §wiezg pozywka przy uzyciu
zautomatyzowanego systemu,

2. hodowla chemostatyczna, w ktorej strumien §wiezej pozywki jest wprowadzany
do hodowli ze stala, z géry okreslong szybkoscig. Koncowy przeptyw dodaje

ograniczajace zycie sktadniki odzywcze (takie jak azotany) ze stalg szybkoscia
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przez co tempo wzrostu, a nie gesto$¢ komorek jest utrzymywane na statym

poziomie.

Laing [52] opisat budowg i dzialanie systemu ciaglego o pojemnosci 40L,
odpowiedniego do hodowli wiciowcow, takich jak Tetraselmis suecica i Isochrysis
galbana. Zbiornik hodowlany sktadat si¢ z wewngtrznie oswietlonej rury polietylenowej
wspartej na metalowej ramie. Ten system turbidostatu wytwarzat 30L. biomasy dziennie
przy gestosci komorek, ktoéra zapewnia optymalne plony dla kazdego gatunku wici.
Stosunkowo tatwy i niedrogi w budowie system chemostatyczny jest produkowany przez
firme¢ Seasalter Shellfish Co. Ltd. w Wielkiej Brytanii. Ta firma hoduje Paviova lutheri,
Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica, Phaeodactylum tricornutum, Dunaliella
tertiolecta 1 Skeletonema costatum przy uzyciu pionowych workéw polietylenowych
o pojemnosci 400L, wspartych na ramach. Jedng z wad tego systemu jest duza $rednica
worka (60 cm), co prowadzi do samozacieniania i stosunkowo niskiego zageszczenia
pozyskiwanych alg. Wada systemow ciaglych jest ich stosunkowo wysoki koszt
1 niesamowita zlozono$¢. Wymagania dotyczace stalego oswietlenia i odpowiedniej
temperatury ograniczajg ciggle systemy do zamknigtych przestrzeni. Powoduje to
mozliwos¢ zastosowania tej metody hodowli tylko w przypadku matej skali produkc;i.
Jednakze ciggla hodowla ma t¢ zalete, ze produkuje glony o bardziej przewidywalnej
jakosci. Ponadto proces hodowli ciaggltej nadaje si¢ do kontroli technicznej
1 automatyzacji, co zwieksza niezawodno$¢ systemu 1 zmniejsza zapotrzebowanie na site

robocza.

2.1.6.2.3. Systemy produkcji alg
Istniejg rézne systemy produkcji glonoéw, a wybdr odpowiedniego rozwigzania

zalezy od wiedzy hodowcy, dostepnych funduszy i warunkéw srodowiskowych. Systemy
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produkcji alg mozna podzieli¢ na naturalne i sztuczne, gdzie mozna precyzyjnie
kontrolowa¢ proces rozmnazania i by¢ niezaleznym od warunkéw $rodowiskowych.
Obecnie stosuje si¢ stawy hodowlane lub fotobioreaktory (ang. photobioreactors, PBRs)
- kolumnowe, panelowe i cylindryczne (Rys. 7.) [92-96]. Oba typy systeméw roznig si¢
wydajnoscig, kosztami utrzymania i potencjatem uprawowym. Chcgc produkowac
biomase z glonow na skale przemystowa wykorzystuje si¢ hodowle ciagte, stanowiace
systemy otwarte np. stawy na otwartym powietrzu lub zamkniete fotobioreaktory.
Hodowla glonéw w otwartych stawach jest mniej kosztowna niz w fotobioreaktorach,
jednak wydajno$¢ produkcji biomasy w takich zamknigetych uktadach jest znacznie

wyzsza [77,97].

(=2
(—= %1
(———~=~ L]

Otwarty Staw Fotobioreaktor Fotobioreaktor Fotobioreaktor
panelowy kolumnowy cylindryczny

—

Rys. 7. Rozne typy systeméw produkcji alg [77].
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2.1.6.2.4. Dynamika wzrostu okrzemek
Wzrost okrzemek, podobnie jak i innych glonow, w hodowli okresowej mozna opisaé

w sposob graficzny (Rys. 8).

a

4
3—

InN
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Rys. 8. Krzywa wzrostu okrzemek w hodowli okresowej; 1-faza lag; 2-faza
przyspieszenia; 3-faza log; 4-faza spowolnionego wzrostu; 5-faza stacjonarna; 6-faza
zamierania [77]

Krzywa wzrostu drobnoustrojow przedstawia zaleznos¢ liczby komoérek/biomasy
od czasu prowadzenia hodowli. Komorki glondw umieszczone w $wiezym i bogatym
w substancje odzywcze $rodowisku wykazuja typowe tempo wzrostu skladajace sig

z szesciu faz [77,98].

1) Faza adaptacyjna — na tym etapie komorki nie rozmnazajg si¢. Jest to okres
przygotowawczy, w ktorym algi przystosowuja si¢ fizjologicznie do podziatu
komorek, na przyktad wzrastajg poziomy wymaganych enzyméow. Ta faza moze
by¢ krotsza lub dluzsza w zaleznosci od tego, jak powazne sg zmiany
srodowiskowe 1 jakie jest aktualne stadium wzrostu zaszczepionych komorek.

2) Fazaprzyspieszenia — jest to krotka faza, w ktorej rozpoczyna si¢ podziat komorki
1 przyspiesza do najwyzszego tempa podziatu (najkrotszy cykl komorkowy).

40



3) Faza wykladnicza — podczas tej fazy tempo podziatu pozostaje na statym,
maksymalnym poziomie, a liczba zywych komoérek wzrasta logarytmicznie. Ten
etap jest stosunkowo krotki. Jest to zwigzane z faktem, iz komoérki szybko
zaczynajg rosna¢ jedna na drugiej, co powoduje spadek tempa wzrostu.

4) Faza spowolnionego wzrostu — w tej fazie wspotczynnik podziatu maleje, gldwnie
ze wzgledu na zmniejszong ilo$¢ Swiatla wpadajacego do powstatej zawiesiny czy
wyczerpywania sktadnikow odzywczych.

5) Faza stacjonarna — na tym etapie szybko$¢ podziatu i liczba komoérek utrzymuja
si¢ na stalym poziomie. Z biegiem czasu jako$¢ komoérek moze ulec pogorszeniu,
moga pojawié si¢ toksyczne metabolity wtorne, a sklad chemiczny komorki
okrzemki ulec degradacji.

6) Faza zamierania — w tej fazie liczba komodrek zaczyna spada¢ w wyniku braku
sktadnikéw odzywczych, a takze nadmiernych zmian pH lub infekcji. Komorki
zachowuja zywotno$¢ do wyczerpania materialu magazynowego. Czasami
w procesie rozpadu komoérkowego powstaja réznego rodzaju zarodniki, ktére

zaczng rosngc¢, gdy tylko poprawig si¢ warunki zewnetrzne [77,91,98].

Kazda z tych faz charakteryzuje si¢ odmiennymi stanami metabolizmu
komoérkowego oraz przebiegiem proceséw fizjologicznych, takich jak fotosynteza,
oddychanie, pobieranie skladnikéw pokarmowych, absorpcja jonow czy wytwarzanie
metabolitow. Wszystkie te procesy determinujg tempo podziatu i wzrostu komorek, co
znajduje odzwierciedlenie w dynamice wzrostu populacji w trakcie kazdej z wyzej

wymienionych faz.
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2.1.6.3.Metody zbioru biomasy okrzemek

Zbieranie biomasy okrzemek jest procesem wymagajacym najwigcej energii
i zalezy od koncentracji komorek, ich wielkos$ci i tadunku powierzchniowego, zwtaszcza
gdy hodowle prowadzone sg w otwartych stawach [99]. Wazne jest, aby rozpoczaé proces
zbierania zanim okrzemki osiaggng stacjonarng faz¢ wzrostu. Najlepszym momentem na
zbiory jest koncowy etap wyktadniczej fazy wzrostu, gdyz zebrana biomasa powinna
sktadaé si¢ z samych zywych komorek. Zbieranie przeprowadza si¢ w celu oddzielenia
komorek od ptynnej pozywki hodowlanej. Ta procedura daje skoncentrowang zawiesing
komorek, ktora stanowi 5-25% jej suchej masy. Bardzo waznym czynnikiem jest
pozyskanie biomasy o stosunkowo niskiej wilgotnosci. Zbyt duza wilgotnos¢ lub
zawilgocenie powstalej biomasy moze niekorzystnie wptywaé na kolejne procesy,
ktérym jest poddawana. Czgsto konieczne jest odwodnienie probki na goragco w celu
usuni¢cia nadmiaru wody. Flokulacja, sedymentacja 1 filtracja s3 powszechnie

stosowanymi technikami zbioru [100].

2.1.6.4. Metody izolacji biokrzemionki

Od dawna wiadomym jest, ze frustule okrzemek mogg pochodzi¢ z dwoch zrodet:
z ziemi okrzemkowej (diatomitu) i z zywych komorek okrzemek. Diatomit sktada si¢
w 70-90% z dwutlenku krzemu (roztozone komorki okrzemek) 1 kilku tlenkéw metali
(np. tlenku glinu 1 tlenku Zelaza). Jako rodzaj taniego materiatu, duze rezerwy diatomitu
sg dostgpne na calym $wiecie (np. 390 milionéw ton diatomitu moze znajdowac si¢
w Chinach). Diatomity sg szeroko stosowane w wielu produktach przemystowych, takich
jak adsorbenty, ztoza filtracyjne, no$niki katalizatorow, srodki owadobdjcze 1 materiaty
budowlane [101-104]. W ostatnich badaniach nad okrzemkami w nanoskali stwierdzono
dwie gltowne wady diatomitu. Po pierwsze, wielopoziomowe struktury porowe

(zwlaszcza pory sitowe i cribrum) frustul w diatomitach tatwo ulegaty uszkodzeniu
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i kalcynacji w 600 - 900°C [105], znacznie zmniejszajac powierzchnie tych frustul, a tym
samym zmniejszajac ich wpltyw na aplikacje filtracyjne, mikroprzeptywowe
1 biosensoryczne. Po drugie, liczba rodzajow okrzemek, ktore mozna znalezé
w diatomicie jest o wiele mniejsza niz zywych gatunkéw okrzemek. W Chinach sg tylko
trzy rodzaje diatomitdw o wysokiej czysto$ci, z ktorych wszystkie osobno zawieraja
pancerzyki roznych gatunkoéw okrzemek. W przeciwienstwie do nich, frustule zywych
komorek okrzemek wystepuja w tysigcach réznych rozmiardéw i tréjwymiarowych
ksztattoéw, ze $wiezymi 1 kompletnymi strukturami w mikro- i nanoskali oraz
oryginalnymi wlasciwosciami fizycznymi i chemicznymi (takimi jak adsorpcyjnosé
i fotoluminescencja) [106]. Dlatego tez, pancerzyki zywych komoérek moga by¢
najlepszym materiatem do badan nad nanotechnologia, aplikacjg urzadzen i biologia
okrzemek. Istniejagce metody zbierania pancerzykéw okrzemek obejmuja czyszczenie
tlenem, wypalanie oraz trawienie plazmg tlenowa. Kwas siarkowy [107,108], nadtlenek
wodoru [109-112], kwas azotowy [108] lub roztwory dodecylosiarczanu sodu kwasu
etylenodiaminotetraoctowego [113] sa powszechnie stosowane jako utleniacze do
usuwania materii organicznej, ktora pokrywa struktur¢ krzemionki lub znajduje si¢
w niej. Po oczyszczeniu zwykle nastepuje odwirowanie, rozcienczenie lub filtracja, aby
usung¢ utleniacze 1 uzyskac¢ czyste frustule (biokrzemionke¢). Wypalanie komorek
w temperaturze 400-800°C moze rdwniez usuna¢ sktadniki organiczne z frustul okrzemek
[114], jednak dlugotrwale wypalanie moze powigkszy¢ pory i uszkodzi¢ cribrum.
Ponadto, produkty reakcji (wegiel) moga adsorbowac si¢ na frustulach i sta¢ si¢ trudne
do oczyszczenia. Wytrawianie w plazmie Oz jest jedng z nowszych, opisanych metod
oczyszczania biomasy [115]. W tradycyjnej metodzie izolacji biokrzemionki, stezony
kwas siarkowy, kwas azotowy lub nadtlenek wodoru, uzywane sa jako utleniacze do

oczyszczania frustul. Proces izolacji czgéci nieorganicznej od fazy organicznej
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prowadzony jest w temperaturze 60°C i trwa od 5 do 10 minut. PdZniejszy proces
wirowania lub rozcienczania moze wigzac si¢ z kilkunastogodzinnym usuwaniem kwasu
i wegla. Ponadto wydajno$¢ oczyszczania ta metoda jest ograniczona. Metoda
czyszczenia wyzej wymienionymi utleniaczami powszechnie oczyszcza niewielka ilo$¢
komorek okrzemek zebranych z ~5 mL do 100 mL podtoza do hodowli okrzemek.
Przetwarzanie duzych ilosci komorek mogloby zmniejszy¢ efekty izolacji. Na przyktad,
biomasa okrzemek z 500 mL podtoza hodowlanego (hodowanych przez 2-3 tygodnie)
bedzie wymagata co najmniej 300 mL stezonego H>SO4/HNO3/H20- 1 1 h trwania reakcji
oraz wytworzenia 1 - 2 L cieczy odpadowej. Dodatkowo, czesto zdarza si¢, iz materiat
organiczny jest nickompletnie usuwany z powodu spictrzenia komorek okrzemek
i stabego kontaktu migedzy utleniaczem a cze¢$cig organiczng biomasy. Istniejace metody
ekstrakcji biokrzemionki musza by¢ zatem udoskonalone, aby sprosta¢ wymaganiom
badan nad okrzemkami wykorzystujacymi wigksze ilosci krzemionkowych

pancerzykow.
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2.1.7. Zastosowanie okrzemek w przemysle

Koncepcja zastosowania biokrzemionki okrzemkowej jako materiatu
wdrozeniowego w nowoczesnych technologiach, zwlaszcza w nanotechnologii, byta
zaproponowana stosunkowo niedawno, bo dopiero w 1994 roku przez Gordon R. i Drum
R.W. [116]. Od tego czasu fenomenalna zdolno$¢ okrzemek do syntezy unikalnych
trojwymiarowych struktur z amorficznej krzemionki o specyficznych wlasciwosciach
fizykochemicznych  (optycznych, elektrycznych, filtracyjnych, termicznych,
mechanicznych) wywotuje rosngca fascynacje biologéw, chemikéw 1 fizykow.
[2,117,118]. Rozmiar i morfologia okrzemek sag S$ciSle uzaleznione od gatunku,
a krzemionkowe frustule wykazuja réznorodno$¢ wzorow i unikalnych mikro-

i nanostruktur, ktore moga by¢ rozwazane jako nowe biofunkcjonalne materiaty.

CAUINIKI GAZOW { SYSTEMY FILTRUJACE

‘OGNIWA SLONECZNE

_ - BIOKRZEMIONKA
OKRZEMKOWA

MAGAZYNOWANIE ENERGIL

Rys. 9. Schemat przedstawiajagcy gamg zastosowan biokrzemionki okrzemkowej
w nowoczesnych technologiach [34]

Unikalna, hierarchicznie porowata struktura 3D pancerzykoéw okrzemek powoduje,

ze staja si¢ one atrakcyjnym zrédlem rozwigzan dla rozwoju nowoczesnej inzynierii
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materiatowej. Takie materialy dostarczaja szerokiego wachlarza mozliwosci ich
wykorzystania (Rys. 9), chociazby w produkcji biosensorow, urzadzen optycznych,
katalizatorow, potprzewodnikow, efektywnych adsorbentow, szablonow dla

nanolitografii, w projektowaniu no$nikow lekéw czy implantow kosci [118—120]

2.1.7.1. Zastosowanie okrzemek w biodegradacji zanieczyszczen srodowiska

Substancja zanieczyszczajaca srodowisko moze by¢ zdefiniowana jako czynnik
wplywajacy na estetyczng, fizyczna, chemiczng i biologiczng jakos$¢ 1 zdrowotno$é
srodowiska [121-123]. Materialy powodujace zanieczyszczenia powinny by¢ zarzadzane
i kontrolowane. Na caltym $wiecie stosuje si¢ pewne metody, aby przezwycigzy¢ ten
problem. Rozwigzania te polegaja na degradacji fizycznej, chemicznej lub biologiczne;.
Ze wzgledu na uwalnianie czesto toksycznych materiatow, metody chemiczne i fizyczne
nie s3 uwazane za odpowiednie do pozbycia si¢ tych zanieczyszczen. Dlatego tez metody
biologiczne i ich unikalne cechy kwalifikuja je do zastosowania w biodegradacji
odpadow. Okrzemki, ze wzgledu na swoje cechy strukturalne i fizjologiczne, moga by¢
wykorzystywane w degradacji materiatow. Na przyklad, niektore okrzemki usuwajg
odpady w S$rodowisku 1 inne zanieczyszczenia. W Malezji badano degradacje
zanieczyszczen wodnych w dorzeczu rzeki Penang przez okrzemki [124]. W tym badaniu
zastosowano rozne gatunki okrzemek na roznych probkach zebranych z wielu stacji
pomiarowych. Wyniki pokazaty, ze strukturg zbiorowiska okrzemek i ich specyficzng
wrazliwo$¢ mozna powigza¢ ze stopniem jakosci wody w badanym dorzeczu [124].
W kolejnym badaniu dowiedziono, ze niektdre stodkowodne zielone algi (np. Chlorella
vulgaris, Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda i Selenastrum
capricornutum) s3 zdolne do pobierania 1 degradacji wielopierscieniowych
weglowodoréw aromatycznych (ang. polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH) [125—

129]. Laminaria joapnica, znana makroalga, rosngca w wodach przybrzeznych wzdhuz
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wschodniego wybrzeza Chin, pobiera i degraduje dwa WWA (wielopier§cieniowe
weglowodory aromatyczne) - fenantren i piren, bedacymi glownymi skladnikami
trwalych zanieczyszczen organicznych [130]. Mikroglony te, uprawiane w roéznych
stezeniach fenantrenu i pirenu, wykazywaty zmienne reakcje na stres, okreslane przez ich
aktywno$¢ enzymatyczng. Metabolizm fenantrenu i pirenu w okrzemkach odbywat sie
gléwnie poprzez proces enzymatycznego utleniania, przeksztatcajacy WWA do mniej lub

bardziej nietoksycznych form zwiazkow [130].

2.1.7.2. Biopaliwa
Biodiesel jest odnawialnym, wydajnym i czystym paliwem, ktore jest
produkowane z ré6znych biozasobow [131]. Powstaje w wyniku dhugotrwalej konwersji
oleju i tluszczu z alg, roslin i zwierzat do (bio)oleju napedowego [132,133]. Profil
kwasow thuszczowych zmienia si¢ zar6wno jakosciowo jak i ilo§ciowo w zaleznos$ci od
warunkéw $rodowiskowych 1 stanu fizjologicznego okrzemki. Okrzemki moga
produkowaé znaczng ilo$¢ bogatych w energi¢ olejow, majac potencjat do gromadzenia

duzej ich ilosci w suchej biomasie.

Naturalnie okrzemki produkuja nowatorskie zwigzki bioaktywne i1 drobne
substancje chemiczne, takie jak pigmenty, zwigzki halogenopochodne, kwas domoikowy
1jego izomery, atraktanty i detergenty oraz poliaminy. Zaréwno 7. pseudonana, jak i P.
tricornutum mogg dostarczy¢ duzej iloSci gldwnych kwasow tluszczowych omega-3,
gdzie P. tricornutum gromadzi 30% EPA 1 §ladowe ilo$ci kwasu dokozaheksaenowego
(ang. docosahexaenoic acid, DHA), podczas gdy T. pseudonana gromadzi 26% EPA
1 nieco wyzszy poziom DHA niz P. tricornutum z catkowitej zawartos$ci lipidow. Wiele
gatunkow ro$lin zostato odkrytych jako wysoce odpowiednie zrédto oleju do produkeji

biodiesla. Jednakze wszystkie wymagaja zyznej ziemi do uprawy, przez co bezposrednio
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konkurujg o ziemig z roslinami spozywczymi. Jest to powod, dla ktorego okrzemki moga
stanowi¢ lepszy substrat do produkcji biopaliw, anizeli ro§liny. Dodatkowo, pozostatosci
utylizowanej biomasy okrzemek moga by¢ dalej wykorzystywane do tworzenia innych
bioproduktow i nawozoéw (Rys. 10). W rezultacie czyni to okrzemki idealnymi

kandydatami do sekwestracji CO», produkcji biodiesla i fitoremediacji Sciekdéw [134].

Osady, odcieki (pozywka) Nawodz

A 4

Hodowla Pozyskiwanie i
l:' > |:' > Biofermentor
glonéw olei
Biopaliwa ;
B
ciekle s

Co, ﬂ
Kogeneracja

§ 1

Cieplo

Prad
elektryczny

Rys. 10. Przyktadowy schemat uktadu technologicznego wykorzystania biomasy glonow

[135].

2.1.7.3. Perspektywy zastosowania okrzemek w nanotechnologii

Amorficzna krzemionka budujagca pancerzyki okrzemek wyrdznia si¢ dzigki
wyjatkowym cechom swojej $cisle zdefiniowanej struktury, zwlaszcza dzigki misternie
ornamentowanym trojwymiarowym uktadom porowatym (Rys. 11). Dzigki unikatowym
wlasciwosciom fizykochemicznym i fotonicznym, ktdre zmieniajg si¢ pod wpltywem
roznych domieszkujacych substancji chemicznych, poszerza si¢ skala ich zastosowan
[142,143]. Polaczenie oryginalnej hierarchicznej, trojwymiarowej  struktury
biokrzemionkowych pancerzykéw okrzemek z ich unikatowymi wlasciwo$ciami

optycznymi, periodycznym systemem porow [108], dobrymi wlasciwosci
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mechanicznymi i termicznymi, chemiczng obojetnoscia i kompatybilno$cia biologiczng
oraz mozliwos$cig funkcjonalizacji powierzchni pancerzykow [144] sprawia, ze stajg si¢

one pozadanym materiatem w rozwoju licznych nowoczesnych technologii.

10nm §

200 nm
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! ’

Rys. 11. Schemat hierarchicznej, porowatej struktury pancerzyka okrzemki [136]

2.1.7.3.1. Filtracja

Ze wzgledu na wysoki potencjat filtracji ziemia okrzemkowa (ang. diatomaceous
earth, DE) zostata zbadana pod katem zastosowania w oczyszczaniu wody [145,146].
Poniewaz to rozmiar najwigkszych porow w medium okresla jego przepuszczalnosc,
wlasciwosci filtracyjne DE zaleza od upakowania materiatu krzemionkowego. Jesli
mozemy zidentyfikowa¢ 1 wybra¢ te wlasciwosci szkielecikow okrzemek, ktore
prowadza do zmniejszenia wielko$ci poréw miedzyfrustulowych, powinnismy by¢
w stanie zaprojektowac szereg pancerzykoéw frustratow okrzemek zdolnych do dziatania
jako media filtracyjne o potencjalnie zwiekszonym zakresie. Ze wzgledu na jednorodng
natur¢ biomasy uzytej do uzyskania materiatu krzemionkowego, przepuszczalnos$¢ bedzie

stala 1 bedzie zalezala od gatunku okrzemek uzytego do wytworzenia materiatu oraz
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sposobu upakowania frustul. Oprocz porow migdzyfrustulowych, niektore gatunki
okrzemek posiadaja pory na powierzchni pancerzyka, ktére roéwniez moga byé
wykorzystane do celow filtracyjnych. Te wewnatrzfustrulowe pory wydaja si¢ miec
jednolita s$rednicg, a ich wielko$¢ jest specyficzna dla danego gatunku. Chociaz
sugerowano, ze pory moga powstawac z obecnosci czynnikéw blokujacych w SDV [147],
wykazano, ze wielko$¢ porow moze by¢ funkcja temperatury 1 wlasciwosci
powierzchniowych czasteczek ulegajacych wytraceniu [35]. Mozliwe jest zatem, ze
wielko$¢ porow mozna kontrolowa¢ poprzez zmiang tych parametrow, a by¢ moze takze
innych, takich jak chociazby stezenia soli w medium hodowlanym [148]. Konstrukcja
takich frustul w potaczeniu z ich wzgledna obojetnoscia chemiczng miataby wazne

zastosowanie w wielu specjalistycznych procedurach filtracji.

Filtracja zelowa jest technikg powszechnie stosowang w oczyszczaniu materiatow
takich jak biatka. Metoda ta polega na zastosowaniu materiatow na bazie dekstranu (np.
Sephadex™) w postaci porowatych kulek; wielko§¢ poréw oznacza, ze s3a one
niedostgpne dla duzych czasteczek, a zatem materiat przechodzacy przez te media jest
filtrowany w taki sposob, ze mniejsze czasteczki przechodzg jako pierwsze. Manipulujac
warunkami hodowli okrzemek mozna zaprojektowac pancerzyki okrzemek tak, aby
posiadaty pory o statej, okreslonej wielkosci, ktore nastepnie mozna wykorzystaé jako
medium filtracyjne. Jak wspomniano wczesniej, biologiczna natura okrzemek
umozliwilaby produkcje duzych iloSci stosunkowo taniego materiatu. Ponadto,
w przeciwienstwie do materiatow opartych na dekstranie, pory okrzemek nie sg
ograniczone do ustalonej liczby rozmiaréw, ale mogg si¢ zmienia¢ w zalezno$ci od

warunkow wzrostu [35].
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2.1.7.3.2. Biosensory

Dodanie do biokrzemionki przeciwciat, enzymoéw, lekéw i aptamerow DNA jako
elementow rozpoznawczych moze by¢ wykorzystane do uzyskania szeregu obiecujacych
biosensorow. W jednym z badan chemiczna modyfikacja struktur biokrzemionki
z okrzemek Chaetoceros sp. zostata przeprowadzona przy uzyciu nanoczastek (ang.
nanoparticles, NPs) tlenku zelaza w celu uzyskania innowacyjnego funkcjonalizowanego
systemu zawierajacego przeciwcialo trastuzumab do wykrywania/r6znicowania od siebie
komorek raka piersi i komoérek prawidlowych [149]. Funkcjonalizacja szkielecikow
okrzemek Amphora sp. zostala przeprowadzona przy uzyciu APTES ((3-
aminopropyl)trietoksysilanu) do wykrywania albuminy surowicy bydlecej. Ponadto,
biomarkery biatkowe uktadu krazenia (mieloperoksydaza i biatko C-reaktywne) z probek
ludzkiej surowicy mozna bylo wykry¢é za pomoca szybkich, pozbawionych etykiet
funkcji elektrochemicznych, stosujgc nanoporowate materiaty biokrzemionkowe (chip
krzemowy) z uktadem zlotych elektrod. De Stefano i wsp. [108] ujawnili, ze
biokrzemionkowe frustule okrzemki Coscinodiscus concinnus moga by¢ wykorzystane
jako odpowiednie biosensory optyczne o znacznej czuto$ci i LOD wynoszacym ~100
nM. Te innowacyjne systemy moga by¢ atrakcyjng alternatywa dla zastosowan typu ,,lab-
on-particle”. Kaminska i wsp. [150] skonstruowali nanoczastki ztota (AuNPs)
zintegrowane z opartym na biokrzemionce ultraczulym testem immunologicznym ze
wzmocniong powierzchniowo spektroskopia Ramana (SERS) do wykrywania
interleukiny 8, IL-8, w ludzkiej krwi. Ponadto, biokrzemionka okrzemkowa zostata
wykorzystana do  produkcji  ultraczutych  biosensoro6w  immunologicznych
o wlasciwosciach wzmocnionej spektroskopii fluorescencyjnej [151]. W innym badaniu,
ekonomiczna 1 przyjazna Srodowisku biokrzemionka z ziemi okrzemkowej zostala

wykorzystana do produkcji czujnikdw nanoplazmonicznych (opartych na SERS) poprzez
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wzrost in situ nanoczastek srebra (AgNPs). Czujniki te moga mie¢ wiele zastosowan,
zwlaszcza w wykrywaniu zywnosci, monitorowaniu jako$ci powietrza/wody oraz
w badaniach medycznych/biomedycznych (wykrywanie biomolekut) [152] Kompozyty
NPs/porowata krzemionka moga by¢ stosowane w obrazowaniu optycznym
1 obrazowaniu rezonansu magnetycznego (MRI) [153]. Rézne czasteczki barwnika
fluorescencyjnego dodane do NPs opartych na krzemionce moga zwigkszy¢ emisje
w porownaniu z pojedynczg czasteczka barwnika. W badaniu Herr i wsp. [154] poréwnali
intensywno$¢ fluorescencji migdzy NPs opartymi na krzemionce z domieszkg barwnika
i samym barwnikiem-aptamerem. Najwazniejszg zaleta NPs opartych na krzemionce
z domieszka barwnika bylo to, ze matryca krzemionkowa pozwolita unikngé
wyptowienia barwnika i zapewnita obrazowanie komorek/tkanek nowotworowych
o dlugim czasie dziatania, co czyni je odpowiednimi jako wysoce czule biosensory [155].
Manago i wsp. [156] wykazali, ze NPs/okrzemki skoniugowane z niecelujagcym siRNA
moga by¢ zlokalizowane w komoérkach raka ptuc H1355 dluzej niz 72 h poprzez
zastosowanie obrazowania ramanowskiego. Te NPs moga by¢ stosowane jako skuteczne
srodki terapeutyczne i nano-wektory przeciwko nowotworom z zaletami niskiej
toksycznos$ci systemowej, stabilno$ci chemicznej/termicznej i efektywnosci kosztowe;.
Skonstruowano NP sprzezone z aptamerem do ekstrakcji komérek nowotworowych wraz
z ich obrazowaniem fluorescencyjnym [157]. Magnetyczne NP pokryte krzemionka oraz
NP na bazie krzemionki domieszkowane fluorem zostaly wykorzystane do precyzyjnego
wykrywania i izolowania komoérek nowotworowych [158]. Ponadto, pancerzyki
okrzemek zostaly wykorzystane jako platformy immunologiczne do obrazowania
fluorescencyjnego w celu wykrycia waznego biomarkera chordb ukiadu krazenia,

hormonalnego N-koncowego peptydu natriuretycznego typu B (NT-proBNP) [159].
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2.1.7.3.3. Krysztaly biofotoniczne

Krysztalty fotoniczne to materiaty o przestrzennie uporzadkowanych
1 periodycznych nanostrukturach, ktére moga kontrolowa¢ propagacje S$wiatla,
pozwalajac na przejscie przez krysztal tylko pewnych dlugosci fal (podobnie jak
propagacja elektrondw w krysztale potprzewodnika) [160]. Sg one w stanie kontrolowac
fotony, wytwarzajac niezwykte efekty, ktore sa niemozliwe do uzyskania
w konwencjonalnej optyce, i maja potencjal, aby zrewolucjonizowac istniejgce
technologie elektroniczne i obliczeniowe [160]. Fotoniczne wiasciwosci krysztatow
pasmowych struktur okrzemek zostaly juz potwierdzone [161-163], co sugeruje, ze
okrzemki sg zywymi krysztatami fotonicznymi. Nanotechnologia okrzemek pozwala nam
obecnie na wyhodowanie ogromnej réznorodnosci krysztatow biofotonicznych. To
niezwykte odkrycie rodzi pytania o biologiczne znaczenie fotonicznych witasciwosci
okrzemek i ich praktyczne wykorzystanie. Motyle, chrzaszcze i wiele innych organizmow
od wiekow wykorzystuje krysztaty fotoniczne [164,165]. Ich funkcja jest rozna, od
komunikacji, kamuflazu i wymiany termicznej po ochrong przed promieniowaniem UV.
Receptory fotosyntetyczne okrzemek znajduja si¢ w chloroplastach blisko
krzemionkowej $ciany, a wlasciwosci kanalizujace i1 skupiajace $wiatlo [166] ich
krzemionkowej struktury mogltyby poméc w transmisji 1 zbieraniu wigkszej ilosci swiatta
do fotoreceptorow w celu poprawy wydajnosci fotosyntezy [162]. Kolejng unikatowa
wlasciwos$cig, ktora pochodzi od okrzemek jest fotoluminescencja [108,161,167].
Wizualny efekt luminescencji z okrzemek jest wyraznie widoczny po naswietleniu
struktur krzemionkowych $wiattem UV z szerokim niebieskim pikiem luminescencji
w regionie widzialnym (450 nm). Stwierdzono, ze efekt ten jest podobny do

fotoluminescencji sztucznie wytworzonego porowatego krzemu.
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Fotoluminescencja okrzemek jest silnie zalezna od gatunku i wynika zaréwno
z budowy ich pancerzykéw, jak i otaczajacego srodowiska. Cechy te zostaly juz
wykorzystane [108] do stworzenia pierwszych fotoluminescencyjnych czujnikéw gazu
opartych na okrzemkach [168]. Wykazano ultraczute wykrywanie szeregu par zwigzkow
organicznych (takich jak etanol, aceton, ksylen i pirydyna) i gazow (dwutlenek azotu,
metan, tlenek wegla) [107]. W oparciu o te wyniki i r6znorodnos¢ dostepnych okrzemek
cechujacych si¢ odmiennymi charakterystykami fotoluminescencji w stosunku do
réznych gazéw, mozna przewidzie¢ rozwoj uniwersalnej platformy fotoluminescencyjnej

do wykrywania gazéw toksycznych lub monitorowania zanieczyszczen powietrza.

2.1.7.3.4. Komputery z okrzemek

By¢ moze najbardziej wyrafinowanym marzeniem zwigzanym z okrzemkami jest
jak dotad nadzieja na wyhodowanie z nich duzej liczby trojwymiarowych
nanokomputerow lub komponentéw komputerowych. Idea wyhodowania komputera
sigga co najmniej eksperymentdw zabawkarza Roberta Stewarta nad dendrytami
zelaznymi w kwasie azotowym [169,170], ktére wyprowadzit on z modelu Zelaznego
drutu Lillie'ego dla propagacji sygnalu komoérek nerwowych [171,172].
Dotychczasowym osiggnigciem jest przeksztalcenie trojwymiarowego ksztattu
amorficznej krzemionki budujacej pancerzyk okrzemki w krzem, z zachowaniem
morfologii oryginalnej okrzemki [173]. Szczegdlnie satysfakcjonujace moze by¢
polaczenie nanotechnologii 3D okrzemek 2z nanotechnologia 3D DNA [174]
1 elektronicznymi wiasciwosciami DNA [175]. Wykazano juz wigzanie DNA
bezposrednio lub posrednio z krzemionka [176] 1 krzemem [177,178], a nalezy pamigtac
o zaleznym od krzemionki charakterze replikacji DNA u okrzemek [179]. Wyjas$nienie
tego zjawiska opiera si¢ na fakcie, ze komorki potrzebujg czasu, by ustabilizowaé

integralno$¢ systemu komorkowego podczas stresu replikacyjnego [180]. Mozna sobie
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wyobrazi¢, ze transkrypcja komérkowa wykorzystuje inng strategi¢ awaryjng w glodzie
krzemowym, ktora promuje chronologiczng reorganizacje replikacyjnych czynnikow
transkrypcyjnych: zmniejszonych, zahamowanych lub aktywowanych z opo6znieniem

[181].

2.2.Metody modyfikacji biokrzemionki okrzemkowej

Modyfikacja materiatu jest waznym podejciem do zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych lub funkcji biokrzemionki okrzemkowej i otwiera duze mozliwos$ci
syntezy nowych materiatbw o strukturze 3D. Obecne badania sugeruja kilka
funkcjonalnych czynnikdw do dodania lub zastgpienia w pancerzykach okrzemek metoda
chemiczna, hodowlang lub replikacyjng przy zachowaniu oryginalnej struktury frustul.
Rozwijana jest rowniez hodowlana metoda metabolicznej modyfikacji szkielecikow
okrzemek podczas ich naturalnego wzrostu. Niektore opublikowane w ostatnich latach
badania §wiadczg réwniez o tym, ze okrzemki potrafia wbudowywaé w strukture swoich
krzemionkowych pancerzykow tlenki innych metali, takich jak tytan, cyrkon czy gal
[182—-184]. Istniejg takze wyniki badan nad mozliwoscig izomorficznego zastgpienia
atomow krzemu atomami germanu i tytanu w krzemionce okrzemkowej w celu uzyskania
materiatow tytanowych domieszkowanych o wlasciwosciach fotoluminescencyjnych

i elektroluminescencyjnych.

Stworzenie pancerzykow sktadajacych si¢ z wigcej niz jednego materiatu stanowi
wyzwanie, gdyz okrzemki rozwijaja si¢ od srodka na zewnatrz. Zdolnos$¢ okrzemek do
wbudowywania w swojg strukture réznych materiatdéw zalezy rowniez od czasu w jakim
formuja si¢ pancerzyki: pierwotny model pancerzyka jest tworzony migdzy 3 a 4
minutami, natomiast samo wzrastanie na grubos¢ trwa godzing do dwoch. Proces wzrostu

okrzemek mozna nieco spowolni¢, aby zwigkszy¢ szans¢ wbudowania nowych
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pierwiastkdw. Mozna to osiggnaé poprzez obnizenie temperatury hodowli lub poprzez
ograniczenie dostepu $wiatla lub zwiazkéw odzywczych w hodowli. Nalezy jednak
uwazaé, aby nie nastgpila zbyt ekstremalna zmiana warunkéw, gdyz moze to powodowac
pewne zmiany morfologiczne pancerzykéw (tzw. teratologii) lub w skrajnych
przypadkach moze dojs¢ do nieodwracalnego uszkodzenia komorek. Bardziej
bezpiecznym sposobem na zmiang pierwotnego budulca jakim jest krzemionka na inny
materiat jest zmodyfikowanie szlaku metabolizmu krzemionki opartym na SDV i STV.
Metoda ta zaklada zidentyfikowanie i wyizolowanie biatka odpowiedzialnego za
transport krzemionki do pecherzyka depozytowego (SDV) przez system transportujacy
STV. Nastepnie takie biatko poddaje si¢ modyfikacji, wprowadzajac mutacje, ktorej
efektem byloby transportowanie nowych pierwiastkow tym samym szlakiem, ktorym
odbywa sig¢ transport krzemionki. Czynnikiem fizycznym uruchamiajagcym wprowadzong
zmian¢ w biatku bytaby temperatura. Wprowadzenie takiego zmodyfikowanego biatka
do okrzemki posiadajacej oryginalny wariant biatka niezmodyfikowanego, umozliwi
poprzez zmian¢ temperatury w hodowli sterowanie procesem wbudowywania réznych
pierwiastkow do pancerzyka okrzemek. Wbudowywanie do pancerzykow okrzemek
innych surowcow niz krzemionka powoduje nadanie pancerzykom nowych unikatowych

wilasciwosci [2,118].

Okrzemkom przypisuje si¢ funkcj¢ specyficznej ,,mikrofabryki” produkujace;j
szeroka game¢ materiatow, ktére moga z powodzeniem zosta¢é wykorzystane
w nanotechnologii czy biotechnologii. Porowato$¢, trojwymiarowa struktura
1 hierarchiczno$¢ porow oraz mozliwos¢ wprowadzania réznych pierwiastkow
1 modyfikowanie ich struktury czyni z okrzemek materiat biologiczny o wysokim

potencjale [35].
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2.3."Outsourcing" okrzemek w wytwarzaniu domieszkowanej metalami
biokrzemionki o strukturze 3D
Wykorzystujac niezwykta zdolnos¢ okrzemek do izomorficznego podstawienia
w swoich pancerzykach atomow krzemu innymi atomami metali przejSciowych
1 poimetali, mozna uzyska¢ materiat, ktory charakteryzowac si¢ bedzie wzmocnieniem
wlasciwos$ci  optycznych biokrzemionki okrzemkowej, nabywajac przy tym
specyficznych dla domieszkowanego pierwiastka wtasciwosci [185]. Coraz to nowsze
badania donosza o mozliwos$ci zastosowania biokrzemionki okrzemkowej powlekanej
TiO2 w szeroko rozumianej fotokatalizie. Nalezy tez zwrdci¢ uwage na fakt, ze
opracowano techniki osadzania innych zwigzkéw na powierzchni pancerzykow
okrzemek, co pozwolilo na otrzymanie materiatu o wtasciwosciach potprzewodnikowych
[186—188]. Biokrzemionka okrzemkowa jest produkowana w sposob przyjazny dla
srodowiska 1 dzigki temu moze stanowi¢ idealny materiat do zastosowania

w urzadzeniach ,,zielonej energii”.

Niezwykle ekscytujaca propozycja modyfikacji biokrzemionki jest jej redukcja
do czystego krzemu, bez niszczenia jej tréjwymiarowej struktury, co wigzatoby si¢
z nowymi, szerokimi mozliwosciami w dziedzinie mikroelektroniki [118,173].
Obiecujace wyniki uzyskano stosujgc egzoszkielety okrzemek jako matryce w syntezie
nanomateriatow metoda chemiczng [2,111,189,190]. Umemura i wsp. zaproponowali
wykorzystanie fragmentow egzoszkieletow biokrzemionki okrzemkowej, jako matrycy
do luminescencji w fazie ciektej [191]. Mozliwos¢ umieszczenia w strukturze pancerzyka
okrzemek specyficznych biatek, enzymoéw czy przeciwcial tworzy doskonaly
perspektywe dla produkcji hybrydowych bioczujnikow, wielkos$ci mikroczipa, bedacych

przelomowym rozwigzaniem w dziedzinie medycyny [118,192,193].
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Zgodnie z dostgpnymi wynikami badan duzym potencjatem aplikacyjnym
wykazuje si¢ zastosowanie krzemionki okrzemkowej jako sktadnika ogniw stonecznych,
zastepujac tym samym drozszy dwutlenek tytanu [115,194—196]. Niezwykle ciekawym,
ale jeszcze nie do konca rozwinigtym pomystem jest mozliwos¢ modyfikacji struktury
biokrzemionki okrzemkowej. Istnieja dwie podstawowe metody funkcjonalizacji
okrzemek [197]. Pierwsza z nich to metoda in vitro polegajaca na przytaczaniu, na drodze
reakcji kondensacji, grup funkcyjnych na powierzchni pancerzyka okrzemki po jego
oczyszczeniu, czyli usunigciu organicznej matrycy komorki okrzemki. Druga to metoda
in vivo oparta na stabilnym wbudowaniu elementu modyfikujacego w nanostrukturalng
architekture biokrzemionki okrzemkowej w trakcie hodowli [198]. Metoda in vitro moze
by¢ wykorzystana do nadania wtasciwosci magnetycznych frustuli okrzemkowej poprzez
dodanie nanoczastek zelaza poddanych dziataniu dopaminy [199], a takze do tworzenia
matryc przeciwcial, ktore moga by¢ =zastosowane w takich technikach jak
immunoprecypitacja [111]. Funkcjonalizacja okrzemek in vivo jest mozliwa po dodaniu
do medium hodowlanego elementéw modyfikujacych. Umozliwia to wbudowanie
elementu domieszkowanego w struktur¢ pancerzyka okrzemki. Dotychczas kilka
publikacji donosi o zdolno$ci okrzemek do metabolicznego wprowadzania tlenkow
metali takich jak tytan czy german w strukturg krzemionkowego szkielecika [200-212].
Istniejg rowniez wyniki wstepnych badan nad mozliwo$cia metabolicznego podstawienia
atomow krzemu niklem, cyrkonem, cyna, cynkiem, wapniem, aluminium, Zzelazem

1 europem w biokrzemionce okrzemkowej [161,201,213-220].

2.3.1. Tytan
Istnieje  duze zainteresowanie bioinspirowanymi metodami  syntezy
pOtprzewodnikow 1 tlenkow metali, zwlaszcza nanomateriatow z dwutlenku tytanu,

poniewaz dajg one mozliwo$§¢ samoorganizacji w tréjwymiarowe, hierarchiczne
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struktury. Systemy hodowli komoérkowych zostaly szczegdlnie wskazane jako podstawa

biosyntezy nanostruktur fotonicznych [205].

Metoda metabolicznego wprowadzania jonéw tytanu do komodrek okrzemek,
ktorej schemat przedstawiono na Rys. 12 [221], zostata po raz pierwszy opracowana
przez C. Jeffryesa 1 wsp. [205] z wykorzystaniem nienazwanego gatunku

reprezentujacego rodzaj Pinnularia.

tlenek nanostrukturalny

gwaltowny wzrost Si+Ge
formowanie SDV

1 podzial komarki

Ge(OH),  Si(OH),

(b TIOH),) frustula macierzysta

Rys. 12. Prawdopodobny schemat metabolicznego wprowadzania Ge lub Ti do komoérki
okrzemki podczas hodowli [221].

Domieszkowanie bylo prowadzone w procesie dwuetapowym, w specjalnie
przygotowanym do tego celu fotobioreaktorze. W pierwszym etapie okrzemki hodowano
bez obecnosci prekursora tytanu w medium hodowlanym, az do catkowitego zuzycia
krzemu (poczatkowe stezenie krzemu wynosito 0,5 mM). W drugim etapie medium
hodowlane zasilano roztworem zawierajacym 30 mM metakrzemianu sodu i 0,5-4,5 mM
rozpuszczalnego zwigzku tytanu TiCls, powstatego w wyniku syntezy TiOSO4 1 NaOH
oraz rozpuszczeniu w 500 mM HCI. Skolem [208] podazyta tym samym tropem,
wykorzystujac  schemat dwuetapowego procesu domieszkowania okrzemek

w fotobioreaktorze i przeprowadzita szereg eksperymentow domieszkowania jonami
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tytanu krzemionkowych pancerzykow okrzemek =z gatunku Pinnularia  sp.
1 Coscinodiscus sp., testujac, w pierwszym etapie, r6zne kombinacje poziomu gltodu
krzemowego. Drugi etap polegat na dodawaniu do medium hodowlanego roztworu
zasilajacego zawierajacego 3,6 — 8,9 mM Si i 0,36 — 0,62 mM Ti w postaci TiCls.
W badaniach Chauton 1 wsp. [207] takze wykorzystano dwuetapowy proces
domieszkowania jonami tytanu okrzemek z gatunku Pinnularia sp. i taki sam prekursor
tychze jonow, inicjujac pobieranie tytanu w momencie, gdy st¢zenie krzemu w pozywce
hodowlanej byto mniejsze niz 0,5 pM. W pracy Eynde i wsp. [206] analogicznym bylo
zastosowanie schematu dwuetapowego procesu domieszkowania Pinnularia sp., z ta
roéznica, iz dodanie prekursora tytanu nastagpito w momencie zakonczenia wzrostu
komorek, a nie w momencie pojawienia si¢ gtodu krzemowego. Natomiast, Maeda i wsp.
[209] zastosowali w procesie dwuetapowego domieszkowania Fistulifera solaris jonami
tytanu, uzywajac TIBALDH (ang. titanium(IV) bis(ammonium lactato)dihydroxide) jako

jego prekursora.

Metoda prowadzenia jednoetapowego procesu domieszkowania biokrzemionki
okrzemek byta wykorzystywana przez inne grupy badawcze. W pracy Basharina 1 wsp.
[201] hodowla okrzemek z gatunku Synedra acus prowadzona byta w mikroinkubatorach
do ktoérych jednocze$nie dodawano roztwor podstawowy, zawierajacy 10 mM NazSiO3
1 10 mM TiCls. Podobne podejscie przyjal Lang 1 wsp. [210], dodajac do medium
hodowlanego, w hodowli Thalassiosira weissflogii, 0,2 — 2,0 mM TiBALDH.
Poréwnanie zastosowanych metod, parametrow hodowli oraz rodzajow prekursoréw

jonow tytanu znajduje si¢ w Tab. 3.
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Tab. 3. Zestawienie stosowanych metod metabolicznego domieszkowania biokrzemionki
okrzemkowej jonami tytanu:

Ref. [205]  [208] [201]  [206] [210] [207] [209]
P.sp.; S. .
Gatunek P. sp. Cos. e, P. sp. T. weiss. P. sp. F. sol.
Medium F2 F2 DM  WC F/2 F/2 F/2
hodowlane
Swiatlo 13-
[mol/ 149 130 i 30 246 130 140
2
m-/s]
Teml[’fé?t“ra 22 20 12 20 16-22 20 25
84—  8,0- 8,0
pH 3.6 g35 T4 76-84 ; i 6.4
Typ procesu II II I II I II II

Prekursor TiOSO4 TiOSO4 TiCls TiBALDH TiBALDH TiOSOs TiBALDH

[Si]

(mM] 048 3,689 10 - 0.2 6,2 -

Uwagi: Ref. - Referencje; P. sp. - Pinnularia sp.; Cos. — Coscinodiscus, S. ac. - Synedra
acus, T. weiss. - Thalassiosira weissflogii; F. sol. - Fistulifera solaris; 1 — proces
jednoetapowy; II — proces dwuetapowy; TiOSO4 - TiOSO4+NaOH/HCI; [Si], [Ti] —
zawarto$¢ Si 1 Ti1 w medium hodowlanym;

Prace opisujace wplyw wprowadzenia tytanu do struktury pancerzykow
okrzemek [207,208,210] wskazuja na brak toksycznego efektu jonu na komorki
okrzemek. Badania SEM i TEM przeprowadzone na domieszkowanych szkielecikach
ilustrowaty prawidlowo rozwinigte struktury bez jakichkolwiek abberacji w uktadzie
porow. Nie zaobserwowano réwniez ingerencji jondw tytanu w cykl komoérkowy

domieszkowanych okrzemek. Jedynie w pracy Basharina 1 wsp. [201] odnalez¢ mozna
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adnotacje dotyczaca spadku wytrzymatosci mechanicznej domieszkowanych struktur
pancerzykéw okrzemek. W wiekszos$ci przypadkdéw, podczas prowadzenia metabolicznej
insercji jonow tytanu, zaobserwowano istotne zwigkszenie ilosci wyprodukowanej
biomasy. Tylko w eksperymencie przeprowadzonym przez Skolem i1 wsp. [208],

odnotowano mniejsza wydajno$¢ biomasy okrzemek w poréwnaniu z proba kontrolna.

Stezenie [mg/L]
s

Ti-H.0. Ti-TEA TiBALDH Ti-EDTA Ti-HCI Ti- P25

Typ prekursora

Rys. 13. Warto$¢ granicznego stezenia inhibicji w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego
prekursora tytanu: Ti — H2O»: Ti- nadtlenek wodoru; Ti - TEA: Ti — trietanoloamina;
TiBALDH: diwodorotlenek tytanu(IV) bis(mleczanu amonu); Ti-EDTA: Ti - kwas
etylenodiaminotetraoctowy; Ti-HCI: tytan trawiony kwasem, hydrolizowany; Ti - P25:
tlenek tytanu(IV);

Badania przeprowadzone przez Eynde i wsp. [206] ukazaty, iz inhibicja procesu wzrostu
komorek jest zalezna od rodzaju zastosowanego prekursora tytanu w medium
hodowlanym w hodowli Pinnularia sp. (Rys. 13).

Maeda 1 wsp. [209] zauwazyli, ze wplyw prekursora na wzrost komorek okrzemek
jest odmienny dla réznych gatunkéow okrzemek. Stosujac TiBALDH jako prekursor
jonow tytanu wykazat, ze wzrost P. tricornutum 1 T. pseudonana zostal calkowicie
zahamowany przez obecnos$¢ 2,0 mM TiBALDH, podczas gdy zahamowanie wzrostu

F. solaris przez to samo stezenie TIBALDH nie byl znaczace. Statystycznie istotne
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hamowanie wzrostu komorek F. solaris wystapito przy 5,0 mM TiBALDH, podczas gdy
stezenia P. tricornutum i T. pseudonana byly hamowane przy 1,0 mM i 0,5 mM
TiBALDH, odpowiednio. Wedlug danych badan Lang i wsp. [210] wzrost komorek
T. weissflogii byl hamowany przez 2,0 mM TiBLADH.

Tab. 4. Zestawienie stosowanych warunkéw hodowli okrzemek oraz stopnia inkorporacji
tytanu do biokrzemionki okrzemkowe;.

Ref. [205] [208] [201] [206] [210] [207] [209]

P. sp.

Gatunek  P. sp. Cos

S. ac. P. sp. T. weiss. P. sp. F. sol.

Prekursor TiOSO; TiOSO4 TiCl;  TiBALDH TiBALDH TiOSO4+ TiBALDH

[Ti]  0,0085- 0,36

10 00-056 0,220 0,36 0,25-20
[mM] 0,073 0,62 T e : :

Ti:Si 0,6 0,34 0,16 3’2 20 0,62 6,02
[Yoat.]
Ti:Si 23 0,93 0,6 10,4 34 2,37 10,6
[Yowag.]
Metoda ICP-

. EDS ICP-MS  ICP-MS EDS ICP-MS  ICP-AES
analizy AES

Poréwnujac wyniki badan wbudowywania tytanu w pancerzyki okrzemek mozna
zauwazy¢, iz w kazdym eksperymencie uzyskano nieréwnomierng dystrybucje tytanu
w strukturze krzemionkowego pancerzyka. Zauwazono, ze wigksze stgzenie tytanu
wystepuje w poblizu pordéw, anizeli w poblizu zebra pancerzyka. Sama zawartos$¢
domieszkowanego tytanu w szkielecikach okrzemek rozni si¢ jednak znaczaco
w opublikowanych wynikach réznych grup badawczych. Ponadto, rozne stezenia
inkorporowanego tytanu przez okrzemki byly wykryte przez rozne grupy badawcze, ktore
stosowaly w eksperymencie taki sam prekursor jonow tytanu. Jeffryes i wsp. [205]
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uzyskali zawarto$¢ inkorporowanego tytanu do biokrzemionki okrzemkowej na poziomie
0,6% at. Ti/Si. Zar6wno Maeda [209], Van Eynde [206] jak i Lang [210] uzyskali wyzsze
warto$ci stezenia tytanu inkorporowanego do struktury pancerzyka okrzemek.
Najwyzsza. jak do tej pory zawarto$¢ inkorporowanego tytanu uzyskano przy uzyciu
TiBALDH jako prekursora tytanu. Zestawienie uzyskanych wynikéw domieszkowania
jonow tytanu do biokrzemionki okrzemkowej zamieszczono w Tab. 4.
2.3.2. German

Istnieje duze zainteresowanie osadzaniem germanu w skali nano w krzemionce
o wlasciwos$ciach dielektrycznych dla zastosowan optoelektronicznych. Kontrolowane,
metaboliczne wprowadzanie germanu do krzemionki moze wytworzy¢ nanokompozyt
krzemowo-germanowy osadzony w mikrostrukturze egzoszkieletu. Ten nanokompozyt
Si-Ge moglby nadac tej trojwymiarowe] strukturze wlasciwosci optoelektroniczne
1 jednoczes$nie w sposob kontrolowany zmienia¢ mikrostrukturg [212]. Wczesne badania
zawarto$ci germanu w okrzemkach byly zwigzane z toksyczno$cig tego pierwiastka dla
komorek okrzemek, zwlaszcza z jego wplywem na hamowanie tworzenia si¢

krzemionkowego pancerzyka okrzemek [222-224].

Lewin w swojej pracy [222] zauwazyt, iz zawartos¢ zaledwie 1,0 uM GeO: znaczaco
hamuje wzrost okrzemek. Wykazat rowniez, iz najmniej wrazliwymi na hamujacy wptyw
GeOy byly okrzemki z gatunku Phaeodactylum tricornutum, ktére posiadaly takze
najmniejszg 1lo$¢ krzemionki w swoim pancerzyku. Okazato si¢, ze dzialanie GeO:
hamujace wzrost okrzemek mozna obnizy¢, dodajac odpowiednio wigkszg ilos¢ SiO»> do
pozywki hodowlanej [222]. Taki wniosek tez zgadza si¢ z zatozeniem, ktére wysnut
Richter [225] mOowigcym o tym, iz okrzemki wykazujg bezwzgledne zapotrzebowanie na

Si0, w fazie swojego wzrostu. Wyniki te oraz chemiczne podobienstwo germanu
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i krzemu moga sugerowaé, ze toksyczne dziatanie krzemu powoduje hamowanie
tworzenia si¢ krzemionkowego pancerzyka okrzemek. Wplyw germanu na procesy
metaboliczne okrzemek wykazat Werner [223] wskazujac, iz Ge(OH)s catkowicie
zatrzymuje syntez¢ chlorofilu w Cyclotella crypitica i mniej skutecznie synteze bialek.
Podobne wnioski dotyczace wplywu germanu na metabolizm okrzemek wyciaggnat Azam
[224] obrazujac, ze wysokie stgezenia Ge(OH)4 hamuja synteze chlorofilu
i fotosyntetyczne wigzanie wegla przez okrzemki. Wyniki badan uzyskane catkiem
niedawno przez Basharina i wsp. [201] takze potwierdzily toksyczny wplyw jonow
germanu(IV) na komorki okrzemek. Zaobserwowano, iz zmianie ulega ksztalt
pancerzykow oraz ich pogrubienie, wygladajace jak dodatkowa warstwa krzemionki.
Wilaczenie germanu do struktury pancerzyka okrzemek prowadzito do réznego stopnia
jego abberacji [201]. Mubarak Ali [204] wykazal rowniez, iz zwigkszenie stgzenia
germanu w medium zasilajacym hodowle Stauroneis sp. powodowato zwickszenie
stopnia aberracji pancerzyka. W pracy Qin i wsp. [202] zauwazono, iz metaboliczna
insercja germanu powoduje zmniejszenie w pancerzykach $rednicy poréw. Odmienng
obserwacje¢ opisat Gale [203] wskazujac na to, 1z metaboliczne domieszkowanie germanu
powoduje stopienie si¢ mniejszych porow w wieksze, przyjmujac postaé szczelin.
Wedtug Basharina i wsp. [201] toksyczny wptyw Ge(OH)s moze by¢ zwigzany
z przedwczesng kondensacja Si(OH)s, ktora zachodzi bez kontroli komorkowej
1 powoduje powstawanie zl0z statej krzemionki w niewtasciwych miejscach.
W przeprowadzonych badaniach metabolicznej insercji biokrzemionki okrzemkowe;j
jonami germanu stosowano dwuetapowa [200,202—-204,211], jak rowniez jednoetapowa
metod¢ hodowli okrzemek [200,201]. Zestawienie stosowanych warunkow hodowli

okrzemek oraz stopnia inkorporacji germanu umieszczono w Tab. 5.
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Tab. 5. Zestawienie stosowanych warunkéw hodowli okrzemek oraz stopnia inkorporacji
germanu do biokrzemionki okrzemkowej

Ref. [211] [212]  [201] [200] [202] [203] [204]
T.
Gatunek N. frust. P.sp. S ac pseudo. N. frust. P.sp Stauro.
Medium UTEX UTEX
hodowlane LDM LDM DM i #2042 #B679 k2
Swiatlo
[umol/ 125 50 13-16 - 150 150 164
m?/s]
Tempoeratura 2 2 D ) 2 2 i
[°C]
pH 8,2-8,4 8,3 7,4 - 8,4-8,9 - -
Typ procesu II II I I II II I
Prekursor Ge(OH)s GeO, TiCls Ge(OH)s  GeOs GeO> GeO»
[Ge] 0,384 0,53 0,11 0,1 0,72 0,78 1,07
[mM]
0
274mg 965 1% o400 0411 0,965%
Geinkorp. Gelg R mol o bd
DCW Yowag. Ge/Si wag. Yowag. wag.

Uwagi: N. frust. - Nitzschia frustulum,; T. pseudo. - Thalassiosira pseudonana, Stauro. -
Stauroneis sp.; [Ge] — zawarto$¢ Ge w medium hodowlanym/zasilajacym; Geinkorp. -
zawarto$¢ germanu zainkorporowanego do pancerzyka okrzemek; LDM — Lewina
medium hodowlane okrzemek morskich (Lewin's marine diatom medium); DCW — sucha
masa komorek (ang. dry cell weight); % wag.- % wagowy biokrzemionki;bd — brak

danych;

We wszystkich pracach dotyczacych badah metabolicznej inkorporacji germanu

wykryto nierownomierng jego dystrybucje w strukturze biokrzemionki okrzemkowej
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[200-204,211,212]. Jeffryes [212] zauwazyl, iz german =zostal zdyspergowany
w krzemionce w postaci skupisk zaréwno w skali submikronowe;j jak i nanometrowe;.
Podobne wyniki badan uzyskat Mubarak Ali [204], wskazujac na brak jednorodnosci
rozmieszczenia germanu w komorkach okrzemek. Zawarto§¢ germanu w strukturze
pancerzykéw okrzemek oscyluje w okolicach 1,0% wagowego we wszystkich dotychczas
opublikowanych pracach. Widoczna w nich jest takze zalezno§¢ ilosci
zainkorporowanego germanu do krzemionkowego pancerzyka od poczatkowego

stosunku stezenia Ge/Si w medium hodowlanym (Rys. 14).

10 T
09 +
0.8 +
07 +
0,6 +
05 +

04 1
03 T
02 +
0,1 1

0,0 +

]

llo$¢ zainkorporowanego
germanu |%wag.|

Ge:Si=1:14 Ge:Si=1:16 Ge :Si=1:20
[203] [202] [200]

Rys. 14. Zalezno$¢ ilosci zainkorporowanego germanu do krzemionkowego pancerzyka
od poczatkowego stosunku stezenia Ge/Si w medium hodowlanym

Przekroczenie pewnej granicznej wartosci stosunku stezenia Ge/Si (Ge:Si =
1:100) powoduje spadek inkorporacji germanu do struktury pancerzyka [200]. Obnizenie
stopnia wbudowywania jondw germanu do szkielecika okrzemki widoczne jest takze w

momencie, gdy stosunek Ge/Si jest nizszy niz Ge:Si = 1:4,5 [211]. Optymalnym
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stosunkiem Ge/Si, przy ktorym uwidacznia si¢ liniowa zalezno$¢ pomiedzy iloscia

zainkorporowanego germanu, a ilo$cig biomasy jest stosunek Ge/Si = 0,1 [224].

2.3.3. Glin

Machil i wsp. [216] przeprowadzili badania dotyczace wprowadzenia aluminium
do struktury morskiej okrzemki Stephanopyxis turris. W badaniach stosowano sztuczng
wode morska zawierajaca rozne stezenia glinu (10,5; 42,5; 105,5 oraz 1055 uM)
w postaci AICl;. Stezenia te odpowiadajg stosunkom masy Al/Si wynoszacym
odpowiednio 1:10; 1:2,5; 1:1 1 10:1. Zaobserwowano, iz st¢zenie 10,5 uM pozwala

unikna¢ niekontrolowanego wytracania glinu.

Analiza SEM, wykonana w celu oceny wptywu aluminium na morfologi¢ §cian
komoérkowych okrzemek, nie wykazala zadnych znaczacych réznic morfologicznych
w poréwnaniu z morfologia okrzemek hodowanych bez dodatku glinu do pozywki
hodowlanej. Zar6wno dla probki zawierajacej okrzemki wzbogacone jonami glinu jak
1 probki okrzemek naturalnych wykryto taki sam rozmiar i strukture Sciany komorkowe;.
Wiaczenie glinu do biokrzemionki wykryto za pomocg analizy ICP-OES (emisyjnej
atomowej spektrometrii z indukcyjnie sprzezong plazma; ang. inductively coupled plasma
— optical emission spectroscopy) wyekstrahowanych $cian komérkowych. Kwantyfikacja
wykazata, ze ilo§¢ wbudowanego aluminium w pancerzykach okrzemek gwaltownie
wzrosta w Srodowisku wzbogaconym w aluminium, aczkolwiek nie podano wartosci
zawartoSci zainkorporowanego glinu. Zaobserwowano, iz najwigkszym otrzymanym
stosunkiem Al:Si byt stosunek 1:15. Biokrzemionka okrzemkowa domieszkowana
jonami glinu moze by¢ bardzo cennym materiatem stosowanym w katalizie ze wzgledu

na wysoka aktywnos$¢ katalityczng [199].
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2.3.4. Nikiel

W pracy Townley i wsp. [161] zaprezentowano wyniki badan domieszkowania
jonami niklu komorek Coscinodiscus wailesii, zastosowanego w celu modyfikacji
wlasciwosci optycznych pancerzykow tego gatunku. Hodowle wybranego gatunku
okrzemki prowadzono w medium sterylnie przefiltrowanej wody morskiej zawierajacej
pozywke Alga-Gro z dodatkiem siarczanu(VI) niklu o st¢zeniu odpowiednio 5,0; 1,0; 0,5
10,1 mg/L. Zaobserwowano, iz maksymalnym st¢zeniem niklu, w obecnosci ktérego nie
sa widoczne znaczace zmiany we wzroscie okrzemek jest stgzenie rowne 0,5 mg/L.
Analiza SEM okrzemek wzbogaconych w nikiel wykazata, iz pory w ich szkielecikach
wykazuja bardziej nieregularny wzor, sg wicksze i mniej jednolite w ksztalcie. Badania
morfologii cytoplazmatycznej C. wailesii hodowanej w obecno$ci siarczanu niklu
wykazaly przerwanie stosow tylakoidow oraz obrzgk mitochondriow. Wraz ze wzrostem
stezenia niklu w pozywce hodowlanej zostata takze wygaszona fotoluminescencja
krzemionkowych frustul. Zawarto$¢ niklu w pancerzykach okrzemek wynosita ok.
0,1%wag. 1 zostala potwierdzona metoda EDX. Biokrzemionka okrzemkowa
domieszkowana jonami niklu moze by¢ wykorzystana w zastosowaniach

biotechnologicznych ze wzgledu na swoje unikalne wtasciwosci optyczne.

2.3.5. Europ
Luminofory krzemianowe sg obiecujagcymi materiatami luminescencyjnymi ze
wzgledu na ich stabilno$¢ chemiczng, odporno$¢ na wilgo¢ 1 niski koszt. Materiaty te
moga by¢ stosowane w roznych rodzajach ekspozycji, takich jak lampy fluorescencyjne,
panele plazmowe, wyswietlacze z emisjg polowa 1 lampy katodowe. Zhang 1 wsp. [220]
opublikowali wyniki dotyczace domieszkowania biokrzemionki okrzemkowej europem.
Domieszkowanie to zostato przeprowadzono stosujac hodowle okrzemek Navicula sp.

z dodatkiem w postaci prekursora europu, jakim byl sze§ciowodny azotan(V) europu(I1I)
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((Eu(NO3)3x6H20) w stosunku 1 mol Eu na 4 mol Si w medium hodowlanym [220].
Hodowla byla prowadzona przez 96 h, nastgpnie komorki okrzemkowe byty
ekstrahowane etanolem w celu usuniecia rozpuszczalnego w alkoholu materiatu
organicznego i pozostatosci state wyzarzano termicznie w powietrzu w temperaturze
1000°C. Badanie XRD (dyfrakcji promieniowania rentgenowskiego; ang. X-ray
diffraction) wykazalo obecno$¢ europu w postaci EuxO3 1 EuySiOs. Domieszkowana
europem biokrzemionka okrzemkowa wykazywala wlasciwosci fotoluminescencyjne

z emisjg w zakresie §wiatta czerwonego (614 nm) i wzbudzeniu przy 394 nm.

2.3.6. Wapn

Wyniki badan domieszkowania biokrzemionki okrzemkowej kationami wapnia
w celu wykorzystania uzyskanego materialu w biomedycynie opublikowano niedawno
przez Leone i wsp. [214]. Idea tej pracy bazowata na wiadomosciach, ze fibroblasty
1 osteoblasty bardzo dobrze rosng na podlozach krzemionkowych czy ceramicznych,
a obecno$¢ jonéw wapnia stymuluje wzrost tych komoérek. Domieszkowang wapniem
biokrzemionk¢ uzyskano w trakcie hodowli okrzemek Thalassiosira weissflogii
w autoklawowane;j i ultrafiltrowanej wodzie morskiej przy kontrolowanej temperaturze
18-22°C z dodatkiem wapnia w postaci CaCl, (14 mM) do pozywki hodowlane;.
Przeprowadzone badania SEM dowiodty, ze wprowadzanie wapnia do hodowli okrzemek
nie wpltywa na ich ksztalt i strukture. Badania FTIR wykazaty, ze w uzyskanej
biokrzemionce nie wystepuja kowalencyjne wigzania z wapniem, ale, co interesujace,
wapn pozostaje w pancerzykach, pomimo dziatania 30% nadtlenkiem wodoru
usuwajacego z komorek okrzemek materi¢ organiczng. Wykryta zawarto§¢ wapnia
w domieszkowanych pancerzykach znajdowala si¢ w przedziale 0,9+0,05%wag.

Otrzymane wyniki potwierdzity takze, ze domieszkowana wapniem biokrzemionka moze
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stuzy¢ jako skuteczne podtoze do wzrostu fibroblastoéw i1 osteoblastow z mozliwymi

zastosowaniami w medycynie regeneracyjnej.

Li i wsp. [215] rowniez podjeli problem zwigzany z domieszkowaniem okrzemek
jonami wapnia. W swoich badaniach zajmowali si¢ szczepem Coscinodiscus sp.
Wiaczanie wapnia do okrzemkowych frustul osiggano poprzez wprowadzanie chlorku
wapnia CaCl> do pozywki hodowlanej o stgzeniach 0,125; 0,25; 0,50; 1,0 1 2,0 mM.
Okrzemki hodowano w ultrafiltrowanej i autoklawowanej wodzie morskiej wzbogaconej

roztworem F/2 Guillard w temperaturze 21°C.

Tab. 6. Zestawienie parametrow dotyczacych domieszkowania biokrzemionki
okrzemkowej jonami wapnia;

Ref. [214] [215]
Gatunek T. weiss. Cos.
Prekursor CaCl,
Medium
hodowlane F/2 F/2
Swiatlo
[wmol/ bd 246
m?/s]
Temperatura
o 18-22 21
[°C]
pH bd
Cainkorp.
[Yewag.] 0,9 bd

bd — brak danych

Obecnos¢ jondw wapnia w strukturze pancerzykéw okrzemek potwierdzono za
pomocg XRD i EDX, jednak nie podano konkretnych wartosci. Podobnie jak

w przypadku Leone [214], rowniez w pracy Li i wsp. [215] obecno$¢ jonéw wapnia
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w medium hodowlanym nie spowodowala istotnych zmian w morfologii okrzemek,
a autorzy wskazali, ze otrzymany material moze by¢ stosowany jako hemostatyk.
Szczegolowe dane dotyczace warunkow domieszkowania biokrzemionki okrzemkowe;j

jonami wapnia przedstawiono w Tab. 6.

2.3.7. Cyrkonicyna

Wplyw cyrkonu i cyny na wzrost, morfologi¢ i sktad chemiczny stodkowodnej
okrzemki Synedra acus byl zbadany przez Basharina i wsp. [201]. W badaniach
stosowano mikroinkubatory, zawierajagce medium hodowlane z dodatkiem 10 mM
NazSiO3 1 10 mM NaxSnOs3 lub ZrCls. Odnotowano, ze domieszki jondéw cyrkonu i cyny
powodowaty niewielki spadek tempa wzrostu komorek okrzemek. Komorki okrzemek
domieszkowanych cyng i cyrkonem cechowaty si¢ nieregularnoscig otoczek, a takze
zmniejszeniem wytrzymatosci mechanicznej $ciany pancerzykéw. Analiza uzyskanej
biomasy oraz oczyszczonej biokrzemionki okrzemkowej wykazala obecno$¢ cyny
i cyrkonu w komorkach, aczkolwiek zawarto$¢ tych pierwiastkow byta stosunkowo

niewielka (3,4 % mol Zr/Si i 0,91% mol Sn/Si).

W celu uzyskania nanoporowatych kompozytéw okrzemki-ZrO, Gannavarapu
1 wsp. [213] przeprowadzili badania hodowli okrzemki Phaeodactylum tricornutum,
stosujac jako medium hodowlany sztuczng wody morska przy pH réwnym 9 z dodatkiem
0,8 mM ZrOCl>2x8H20. Obecnos¢ tlenkow cyrkonu ZrOz na powierzchni pancerzykow
P. tricornutum, byto potwierdzone za pomocg analizy EDX. Zaobserwowano przy tym
takze znaczace zmniejszenie wielkosci komorek okrzemek. Uzyskany kompozyt byt
testowany z powodzeniem jako czujnik elektrochemiczny w kierunku wykrywania

parationu metylowego - pestycydu fosforoorganicznego.
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2.3.8. Cynki zelazo

W celu sprawdzenia czy okrzemki sg w stanie inkorporowac znaczace ilosci cynku
1 zelaza Ellwood 1 Hunter [219] hodowali morskie okrzemki z gatunku Thalassiosira
pseudonana w wodzie morskiej z dodawaniem soli Zn lub Fe. Zauwazono, iz wraz ze
wzrostem stezenia wolnego Zn>" w pozywce wzrastata szybko$é wzrostu komorek
okrzemek. 1 odwrotnie — im mniej wolnego Zn** w pozywce, tym obserwowano
wolniejsze tempo wzrostu okrzemek. Dowiedziono, ze ograniczenie dost¢pu okrzemek
do wolnego Zn?>" powoduje zmniejszenie rozmiaru komoérek 7. pseudonana,
w porownaniu z okrzemkami hodowanymi w warunkach nieograniczonego dostepu do
wolnego Zn?*. Analiza skladu chemicznego uzyskanej biokrzemionki potwierdzita
wlaczenie jonow cynku i zelaza do struktury biokrzemionki okrzemkowej. W przypadku
inkorporacji jonéw cynku stwierdzono, ze iloé¢ Zn** wprowadzona do okrzemkowe;j
frustuli (2-5x107'7 mol/komérkaxdzien) jest bezposrednio zwigzana z iloécig cynku
pobrang przez okrzemke, a to z kolei zwigzane jest bezposrednio ze stezeniem wolnego
Zn** w $rodowisku hodowlanym. W przypadku inkorporacji jonéw zelaza nie wykryto
wprost proporcjonalnej zaleznosci zawartosci inkorporowanego zelaza do jego stezenia
w pozywce hodowlanej. Nie okreslono takze konkretnej wartosci ilosci

zainkorporowanego zelaza do komorki okrzemki.

Kontynuacja badan opisanych w pracy Ellwood i Hunter [219], byly badania
Jaccard 1 wsp. [218]. Hodowali oni okrzemki z gatunku Stephanodiscus hantzschii
w zmodyfikowanym medium CHU-10 [226] z dodatkiem kompleksu Zn-EDTA,

o zawartosci jonow cynku 10716107 M.
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Tab. 7. Zestawienie wynikéw domieszkowania okrzemek jonami metali

Al Ni Eu Zr/Sn Zn Fe

Referencje [216] [161]  [220] [201]  [213] [219] [218]  [219]

Gatunek S. tur. Cos. Navi. S. ac. P. trico. L S. hanz. L
pseudo. pseudo.
Medium Alga- ,Ningbo . CHU-
hodowlane ASW Gro 3” DM Aquil F/2 10 F/2
Swiatlo
[pmol/ 82 - 246 13-16 - 120 50 120
m?/s]
Teml[’oeé;‘t“” 18 22 25 12 19 20-22 20 20-22
8,0- 7,2
pH 8.2 - - 7,4 9 83 6,4 8,0
Typ I I 11 I I 11 11 11
procesu
. Eu(NO3)3 ZrOCl, Zn- Zn- Fe-
Prekursor AICl; NiSOq «6H,0 Z1Cly «8H,0 EDTA EDTA EDTA
2-5
3,4% x10717
X, ) ~0,1% ) mol Zr/Si; i mol i i
nkorp- wag. 0,91% Zn/kom.
mol Sn/Si xdzien

Uwagi: S. tur.- Stephanopyxis turris, Navi. - Navicula;, P. trico.- Phaeodactylum
tricornutum, S. hanz - Stephanodiscus hantzschii; Xinkorp.- zawarto$¢ zainkorporowanego
pierwiastka do pancerzyka okrzemek, gdzie X = Al, Ni, Eu, Zr, Sn, Zn, Fe; kom. —
komorki;
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Obecnos$¢ jondow cynku w strukturze pancerzykéw okrzemek potwierdzono
badaniem ICP-MS. Nie podano warto$ci zawarto$ci zainkorporowanego cynku.
Stwierdzono tylko, iz najwigkszy stopien inkorporacji jondw cynku do struktury

pancerzyka okrzemek osiagnieto przy stezeniu Zn>* wynoszacym 103M.

Zestawienie stosowanych warunkow hodowli okrzemek oraz stopnia
metabolicznej insercji pierwiastkow (Al, Ni, Eu, Zr, Sn, Zn, Fe) do biokrzemionki

okrzemkowej przedstawiono w Tab. 7.
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3. CEL PRACY

Nadrz¢dnym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo wytworzenie nowych 3D mikro-
nanostrukturyzowanych kompozytéw krzemionkowych na bazie biokrzemionki
okrzemkowej, ktore taczylyby w sobie hierarchiczng uporzadkowang tréjwymiarowa
strukture biokrzemionkowych frustul okrzemek z ich unikalnymi wilasciwosciami
optycznymi, periodycznym systemem porow, dobrymi wilasciwosci mechanicznymi
1 termicznymi, chemiczng obojetnoscia i kompatybilno$cia biologiczng oraz specyficzne
funkcjonalne wtasciwosci (katalityczne, optyczne, antybakteryjne) domieszkowanych
pierwiastkéw (Ti, V, Nd, Ag). W syntezie zaprojektowanych kompozytow zakladano
wykorzystanie metody metabolicznego domieszkowania komorek okrzemek przez
wybrane metale w trakcie hodowli wybranego gatunku okrzemek (Pseudostaurosira
trainorii) w warunkach laboratoryjnych manipulujac warunkami hodowli, skladem
pozywki i stezeniem domieszkowanych pierwiastkbw oraz metode impregnacji
uzyskanej biokrzemionki roztworem soli metali. Propozycja wiaczenia wybranych
pierwiastkow do biokrzemionki okrzemek opierata si¢ na znanych zdolno$ciach tych
pierwiastkéw do 1izomorficznego zastgpowania atomow krzemu w strukturze krzemionki
1 mineralow krzemianowych, jak rowniez mozliwosciach komorek okrzemek do

metabolicznego wprowadzania réznych metali do ich krzemionkowych frustul.

Hipotezy i zadania badawcze:

1. Uzyskanie mikro-nanokompozytow 3D ustrukturyzowanej biokrzemionki
okrzemkowej oraz biomasy okrzemek domieszkowanych nanoczastkami tytanu
(Ti/DBi0SiO2 1 Ti/DB) z wykorzystaniem oryginalnej metody metabolicznej
insercji tytanem podczas kontrolowanej hodowli okrzemek w warunkach

laboratoryjnych. Po raz pierwszy do tego celu wykorzystano organiczny prekursor
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jonoéw tytanu, jakim jest tertbutanolan tytanu. Zadaniem badawczym bylo
przeprowadzenie serii eksperymentéw zwigzanych z doborem odpowiedniego
pH, poczatkowego stezenia tytanu i krzemu oraz optymalnego stosunku st¢zenia
tytanu do krzemu w medium hodowlanym okrzemek, w celu okreslenia
optymalnych warunkéw metabolicznego wprowadzania tytanu do komorek
okrzemek. W celu optymizacji procesu biosyntezy zaprojektowanych
kompozytéw zaplanowane byly rowniez badania kinetyki absorpcji azotanow,
fosforanow, krzemu i tytanu przez komorki okrzemek z medium hodowlanego.
Synteza nowych hybrydowych kompozytow AgNPs/TiOz/pirolizowana biomasa
okrzemek zawierajacych nanoczgstki ditlenku tytanu pokrytych epitaksjalng
warstwg nanoczastek metalicznego srebra z konsekwentnym wykorzystaniem
metody metabolicznego domieszkowania komorek okrzemek tytanem w trakcie
hodowli okrzemek oraz metody impregnacji domieszkowanej tytanem
1 pirolizowanej biomasy okrzemek roztworem azotanu srebra. Syntezg
kompozytow zaprojektowano roéwniez w celu zbadania ich aktywnosci
przeciwbakteryjnej wobec szczepow Gram-dodatnich Staphylococcus aureus
oraz Gram-ujemnych Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli namnazanych
laboratoryjnie jak réwniez z izolatéw klinicznych. Spodziewano si¢ wysokiej
aktywnos$ci przeciwbakteryjnej kompozytéw, zakladajac synergistyczny efekt
zawartych w nich nanoczastek dwutlenku tytanu i metalicznego srebra. Nalezy
réwniez podkresli¢, iz chemiczna redukcja srebra miata by¢ prowadzona przy
uzyciu nadtlenku wodoru jako ekologicznego $rodka redukujacego,
przestrzegajac zasad ,,zielonej chemii”.

Opracowanie oryginalnej metody otrzymywania nowych mikro-nano

ustrukturyzowanych kompozytéw krzemionkowych o wlasciwosciach anty-
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Stokesowskiej luminescencji na bazie pirolizowanej biomasy okrzemek
domieszkowanej  metabolicznie  nanoczastkami ~ wanadanu  neodymu
(NdVO4/DBP). Waznym aspektem metody jest to, ze biosynteza krystalicznych
nanoczgstek NdVO4 wlasciwie jest przeprowadzana przez jednokomorkowe
mikroalgi (okrzemki) w warunkach przyjaznych dla srodowiska, w temperaturze
pokojowej i w atmosferze otoczenia. Jest to nowatorskie podejscie w rozwoju
oryginalnych, ekologicznych metod syntezy nanoczastek NdVOg4 i otrzymania
innych nowych materiatéw kompozytowych z dodatkiem REE o specyficznej
luminescencji up-konwersyjne;j.

. Badanie wtasciwosci fizykochemicznych zsyntezowanych kompozytéw (cech
morfologicznych i strukturalnych, sktadu pierwiastkowego, sktadu mineralnego
i struktury krystalicznej, potencjalu zeta, wlasciwosci fotoluminescencyjnych,
charakteru 1 stabilno$ci termicznej wigzan strukturalnych otrzymanych
materialdbw oraz specyfiki immobilizacji 1 dystrybucji pierwiastkow
domieszkowanych) stosujac szereg metod instrumentalnych (LM, SEM, SEM-

EDS, TEM, TEM-EDS, XRD, FTIR, TGA, ELS, ICP/MS, spektrofluorometria).
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4. CZESC EKSPERYMENTALNA

4.1. Hodowla wybranego gatunku okrzemek bez dodatku do medium hodowlanego
pierwiastkdw modyfikujacych
Czysty szczep okrzemki Pseudostaurosira trainorii uzyskano z Kolekcji Kultur
Glonow Battyckich (CCBA) Instytutu Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego. Gatunek
okrzemek zostat zdefiniowany przez CCBA jako Opephora sp. jednak wyniki badan cech
morfologicznych pancerzykow przy uzyciu skaningowej mikroskopii elektronowe;j

pozwolily na zdefiniowanie tego gatunku jako Pseudostaurosira trainorii [4].

Fotobioreaktor o pojemnosci 25 L z pozywka Guillarda F/2 [227] (dostosowang do
koncowego pH wynoszacego 8,4) 1 kulturg okrzemek inkubowano w temperaturze 20°C,
z zastosowaniem ciaglego napowietrzenia, w rezimie 24 h $wiatla przy oswietleniu
dwoma lampami fluorescencyjnymi o natezeniu 1500 lux. Poczatkowe stezenie

rozpuszczalnego krzemu (NaxS103x5H20) w pozywce wynosito 7 mg/L.

4.1.1. Badanie kinetyki wzrostu biomasy komorek okrzemek
Tempo wzrostu komorek okrzemek kontrolowano przez codzienne pomiary
optycznej gestosci biomasy za pomocg densytometru BIOSAN DEN-1B (Ryga, Lotwa)

przy 565 nm.

4.1.2. Badanie kinetyki pobierania (absorpcji) przez komorki okrzemek sktadnikow
odzywczych (Si, N, P) 1 zmiany wartosci pH w medium hodowanym

Pobieranie przez komorki okrzemek pierwiastkow zwigzanych z tworzeniem

1 wzrostem komodrek monitorowano fotometrycznie za pomocg testow Spectroquant®.

Wykonane testy byly kompatybilne ze spektrofotometrem Spectroquant NOVA 60

1 dotyczyly poboru krzemu (Merck Spectroquant® test kit nr 1.14794, Kenilworth, NJ,
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USA), fosforu (Merck Spectroquant® test kit nr 1.14848) 1 azotu (Merck Spectroquant®

test kit nr 1.09713).

Absorpcje¢ tytanu przez komorki okrzemek monitorowano przy uzyciu spektrometru
masowego z plazma indukcyjnie sprzezong Shimadzu ICP-MS 2030 (Kyoto, Japonia).
Probki 5 mL zawierajagce medium hodowlane byly pobierane codziennie przez 12 dni
hodowli. Zebrane probki byty nastgpnie rozcienczane 100-krotnie w ultraczystym 1%

HNO:s.

4.2. Synteza kompozytdw na bazie okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii

4.2.1. Synteza kompozytéw biokrzemionki okrzemek domieszkowanej tytanem

Biomas¢ okrzemkowa (DB) hodowano w fotobioreaktorach o pojemnosci 25 L
zawierajagcych medium hodowlane Guillarda F/2. Do pozywki dodawano zrédto
rozpuszczalnego krzemu w postaci metakrzemianu sodu (Na;SiO3 x 5H>0) o stezeniu 7-
300 mg Si/L oraz zrodio rozpuszczalnego tytanu o stezeniu od 2,5 do 90 mg Ti/L.
Rozpuszczalne zrodio tytanu otrzymano przez rozpuszczenie tertbutanolanu tytanu(IV)
(C16H3604T1) w 37% kwasie solnym. pH podtoza hodowlanego zostato dostosowane do
8,9 za pomocg 0,1 M NaOH. Hodowl¢ prowadzono w temperaturze pokojowej (okoto
25°C) przy stalym napowietrzaniu 1 oswietleniu 1500 lux w odstepach dzien/noc 12:12 h
przez 12 dni. Po okresie wzrostu uzyskang biomase filtrowano przez filtry Macherey
Nagel 616 G (Diiren, Niemcy) przy uzyciu pompy prozniowej, przemywano woda

destylowang i suszono w temperaturze 70°C. Tq metoda otrzymano kompozyt Ti/DB.

Biokrzemionka okrzemkowa (DBi0oSiOz) domieszkowana jonami tytanu zostata
wyizolowana z wysuszonej biomasy przy uzyciu 30% roztworu H>O, w celu usunigcia
materii organicznej z komorek okrzemek. Proces prowadzono w temperaturze 80°C przez

4 h. Pod koniec procesu dodano kilka kropel 37% kwasu solnego w celu usunigcia
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weglanéw wapnia i1 resztek H2Oz. Otrzymang biokrzemionke okrzemkowa przemyto
woda destylowang i pozostawiono do sedymentacji na 24 h. Nastepnie zdekantowano
roztwor znad czystej biokrzemionki. Powstaly osad odwirowano na wir6wce Eppendorf
Centrifuge 5810 R (Hamburg, Niemcy) przy 10 000 obr/min przez 10 min. Nastepnie
czysta biokrzemionk¢ przemywano i ponownie odwirowywano. Proces mycia
1 odwirowywania powtarzano pigciokrotnie. Na koniec, otrzymang biokrzemionke
okrzemkowa z domieszka jonami tytanu pozostawiono do wysuszenia w temperaturze

120°C. Tak otrzymano kompozyt Ti/DBi0SiO».

4.2.2. Synteza kompozytow pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej
tytanem 1 srebrem w postaci nanoczatek

Fotobioreaktor o pojemnosci 25 L wypelniony medium hodowlanym Guillarda F/2

(o statej wartosci pH = 8,4) oraz wybranym szczepem okrzemek inkubowano

w temperaturze 20°C w rezimie $wietlnym 24 h jasnosci przez dwie swietldowki o mocy

1500 lux. Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego krzemu (NaxSiO3x5H»0) w podlozu

wynosito 7 mg Si/L. Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego tytanu (TiCl3) w pozywce

wynosito 50 mg Ti/L. Tg metoda otrzymano kompozyt TiO»/DB.

Nastepnie, biomase¢ okrzemkowa metabolicznie domieszkowang jonami tytanu
poddano pirolizie. TiO2/DB umieszczono w ceramicznym tyglu znajdujacym si¢
w kwarcowej rurze. Rure ta poddano prozni, wypelniono argonem i ogrzewano pod
statym przeptywem argonu (Ar 5,0) (25 mL/min) w programowanym poziomym piecu
rurowym (Czylok, Polska) z szybkoscig grzania 100°C/h do koncowej temperatury 800°C

1 utrzymywano w tej temperaturze przez 2 h. Tak otrzymano kompozyt TiO2/DBP.

Syntez¢ kompozytu AgNPs/TiO2/DBP przeprowadzono poprzez impregnacje

pirolizowanej biomasy okrzemkowej uprzednio zmodyfikowanej metabolicznie tytanem
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(TiO2/DBP) roztworem azotanu srebra. Przygotowano wstepny roztwor AgNO3 (Sigma
Aldrich) o stezeniu 200 mg/L. Do roztworu azotanu srebra (50 mL) o okreslonym
stezeniu jonow Ag dodano TiO2/DBP o masie 100 mg. Syntez¢ kompozytu
AgNPs/TiO2/DBP  przeprowadzono z wykorzystaniem roztworéw azotanu srebra
0 dwoch roznych stezeniach jonow Ag: 51 10% w stosunku do uzytej masy TiO»/DBP.

Impregnacje prowadzono przez 12 h w temperaturze pokojowe;.

Podczas oddziatywania roztworu azotanu srebra z TiO2/DBP, zgodnie z chemig
nieorganiczng srebra [228] przyjeto, ze jony srebra Ag w srodowisku alkalicznym ulegaja

utlenieniu do tlenkéw srebra wedlug ponizszej reakcji:
2AgNOs(aq) + 2NaOH(aq) — 2NaNOs(aq) + Ag2O(s)| + H2O

Dalsza redukcj¢ otrzymanego tlenku srebra prowadzono za pomoca nadtlenku wodoru.
Czynnik redukujacy dodawano w stosunku molowym 1:3 AgNO3/H»0,. Zawiesing

mieszano przez 15 minut przy 300 obr/min do momentu catkowitej redukcji jondw srebra:
Ag0(s)| + H20:(aq) — 2Ag"(s)] + H20(aq) + O2(g)T (2)
Tak otrzymano kompozyt AgNPs/TiO2/ DBP.

Dodanie czynnika redukujgcego zmienito pH roztworu z 9,02 do 6,88. Nastepnie
kompozyt TiO2/AgNPs/DBP przemyto pigciokrotnie wodg dejonizowang, odwirowano
na wirowce (Wirdéwka 9000, MPW-251 obr/min) 1 suszono w temperaturze 110°C przez

12 h.

4.2.3. Synteza kompozytow pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej
nanoczgstkami wanadanu neodymu
Wyzej wymieniony gatunek okrzemek hodowano w fotobioreaktorach o pojemnosci

25 L w temperaturze 20°C, z pozywka Guillard F/2 (o pH = 8,4) 1 w rezimie §wietlnym
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24 h jasnoSci przez dwie $wietlowki o mocy 1500 lux. Poczatkowe stezenie
rozpuszczalnego krzemu (Na2Si03x5H20) w medium hodowlanym wynosito 7 mg Si/L.
Poczatkowe stezenie neodymu (Nd(NO3)3) w pozywce wynosito 10 mg Nd/L, a wanadu
(VCl3) 10 mg V/L. Caly eksperyment hodowli biomasy okrzemek w obecnosci

pierwiastkow domieszkujacych prowadzono przez 12 dni.

Otrzymang biomas¢ okrzemek domieszkowang jonami neodymu i wanadu
podzielono na dwie czgsci. Jedng czg$¢ biomasy wysuszono w temperaturze 70°C,
a drugg poddano pirolizie w atmosferze azotu z szybkoscia ogrzewania 10°C/min do
temperatury koncowej 800°C. Suszona biomasa okrzemkowa domieszkowana
neodymem 1 wanadem zostala okre§lona skrotem NdVO4/DB, a biomasa

domieszkowana, ktéra zostata poddana pirolizie - NdVO4/DBP.

4.3. Charakterystyka uzyskanych kompozytow
4.3.1. Metody mikroskopowe

4.3.1.1. Mikroskopia optyczna (LM)

Jedna z pierwszych technik stosowanych do badania topografii powierzchni jest
mikroskopia optyczna, zwana rowniez mikroskopig $wietlng. Mikroskopia optyczna
pozwala na obserwacje ogolnej struktury kolonii okrzemek, formowania si¢ komorek
w poszczegdlnych dniach hodowli oraz monitorowania zachodzacej inhibicji wzrostu
[229]. W trakcie prowadzonych badan wzrost komorek okrzemek monitorowano za
pomoca mikroskopu swietlnego Microscope Axio Observer.D1 przy uzyciu obiektywow

40x - 100x.

4.3.1.2. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)
Do analizy morfologii powierzchni 1 struktury otrzymanych materiatow

wykorzystano skaningowy mikroskop elektronowy SEM/FIB Quanta 3D FEG
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o zdolnosci rozdzielczej 1,2 nm i detekcji sygnatu SE (Boynton Beach, FL, USA). Przed
analiza probki napylano nanometryczng warstwag ztota. Analize prowadzono w trybie
zmiennej prozni. Sktad pierwiastkowy i rozmieszczenie tytanu badano metoda SEM-

EDX.

4.3.1.3. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Cechy morfologiczne, struktur¢ poréw oraz sktad pierwiastkowy uzyskanych
kompozytéw analizowano metoda transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
1 skaningowej transmisyjnej mikroskopii elektronowej (STEM-EDS) przy uzyciu aparatu
TEM (FEITecnai F20 X-Twintool, Lincoln, NE, USA) sprzezonego z detektorem
dyspersji energii promieniowania rentgenowskiego (EDX) z umieszczeniem probki na

siatce miedzianej pokrytej weglem (Lacey Carbon Support Film 400 mesh).

4.3.2. Rentgenowska dyfraktometria proszkowa (XRD)

Analizy dyfrakcji proszkowej promieniowania X (XRD, Malvern Panalytical Ltd.,
Malvern, UK) przeprowadzono przy uzyciu urzadzenia Philips X'Pert Pro
z promieniowaniem Cu-Ka (A = 0,1541 nm, 40 kV, 30 mA). Otrzymane kompozyty byty

skanowane w zakresie katowym 5-120° 20 z krokiem 0,01.

4.3.3. Potencjat zeta ({)

Wartosci potencjatu zeta biokrzemionki i biomasy domieszkowanej jonami tytanu
oraz kompozytow AgNPs/Ti02/DB 1 AgNPs/TiO2/DBP wyznaczono przy uzyciu aparatu
Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments). Przed pomiarem analizowane probki
(o stezeniu 0,25 mg/mL) zawieszano w wodzie o okreslonym pH (zakres 1-12)
1 sonifikowano w tazni ultradzwigkowej Polsonic przez 360 min w temperaturze 25°C.

Pomiary obejmowaty trzy powtorzenia dla kazdej probki.
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4.3.4. Analiza termograwimetryczna (TG)

Stabilno$¢ termiczng biokrzemionki i biomasy domieszkowanej jonami tytanu oraz
kompozytu NdVO4/DBP badano w zakresie temperatur 20-1000°C za pomoca
termoanalizatora Jupiter STA 449 F5 firmy Netzsch (Selb, Niemcy). Probki ogrzewano

1

z szybkoscig ogrzewania 10°C min~' w atmosferze azotu. Po zakonczeniu analizy probki

wykorzystano jako probki pirolityczne i zbadano metodg XRD.

4.3.5. Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (FT-IR)

Wiazania strukturalne i grupy funkcyjne biokrzemionki i biomasy domieszkowanej
jonami tytanu rejestrowano przy uzyciu spektrofotometru w podczerwieni
z transformacja Fouriera (FTIR) (FTIR ATR, Vertex 70, Bruker Optik, Billerica, MA,
USA) wyposazonego w detektor DLaTGS oraz dyspersyjnego spektrometru Ramana
Senterra (Bruker Optik). Widma FTIR rejestrowano usredniajac 64 skany w zakresie

liczb falowych od 400 cm™ do 4000 cm™ z rozdzielczoscig 4 cm™.

4.3.6. Fotoluminescencja (PL)

Wiasciwosci fotoluminescencyjne uzyskanych kompozytow analizowano przy
uzyciu spektrofotometru fluorescencyjnego Hitachi F-2500 wyposazonego w lampe¢
ksenonowa. Widma PL rejestrowano przy dtugosci fali wzbudzenia 235 nm, 337 nm, 425
nm (kompozyty na bazie biomasy i biokrzemionki okrzemkowej domieszkowanych
jonami tytanu), 270 nm, 420 nm (kompozyty zawierajace AgNPs/TiO2) i 270 nm, 325
nm, 420 nm, 532 nm oraz 800 nm (kompozyty zawierajace NdVO4). Pomiary
prowadzono w temperaturze okoto 20°C. Analizie poddawano probki state, ktore
umieszczano w specjalnej celi. Zakres pomiarowy wynosit od 250 do 700 nm, zgodnie

z mozliwos$ciami przyrzadu.
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4.4. Badania wlasciwosci antybakteryjnych

Wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe kompozytow zawierajacych AgNPs/TiO»
badano wobec szesciu szczepéw. Wyselekcjonowano dwa gram-ujemne i jeden gram-
dodatni szczepy bakterii nalezace do gatunkéw Klebsiella pneumoniae (Gram-ujemna),
Escherichia coli (Gram-ujemna) i Staphylococcus aureus (Gram-dodatnia). Trzy z nich
to izolaty fotogeniczne =zakupione z kolekcji Interdyscyplinarnego Centrum
Nowoczesnych Technologii (CMITC), natomiast trzy pozostale typy - z repozytorium

szczepow bakteryjnych American Type Culture Collection (ATCC) (Tab. 8).

Tab. 8. Wybrane szczepy wykorzystane w pracy do badania potencjatu
przeciwdrobnoustrojowego.

CMITC ATCC
Staphylococcus aureus ATCC33591 THL
(DFI), Staphylococcus aureus ATCC 700699,
Klebsiella pneumoniae 9295 1 CHB Klebsiella pneumoniae ATCC 10031,
(W1), Escherichia coli MB 11464 1 CHB Escherichia coli ATCC 10031
(WD)

*DFI - wyizolowany z zakazenia stopy cukrzycowej;

*WI - wyizolowany z zakazenia ran.

Wrazliwo$¢ wybranych szczepow bakterii zbadano po oznaczeniu minimalnego
stezenia hamujacego (MIC) zgodnie z procedurami Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). W tym celu zbadano dwa rodzaje kompozytow
AgNPs/TiOz/pyrolizowanej biomasy okrzemek (1,13% AgNPs/TiO2/DBP 1 2,42%
AgNPs/TiO2/DBP) w réznych stezeniach: 10 mg/mL, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL, 1,25 mg/mL,
0,625 mg/mL, 0,312 mg/mL, 0,156 mg/mL. Przygotowane st¢zenia zmieszano
w stosunku 1:1 z wyhodowanym szczepem bakterii (1x10® CFU/mL) i inkubowano

w temperaturze 37°C. Po uptywie 24 h do kazdego dotka dodano 12 pL zestawu do badan
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toksykologicznych in vitro, opartego na rezazurynie (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) (Rys.15). Zgodnie z zaleceniem producenta, na podstawie zmian koloru
z niebieskiego na rozowy, okreslono wartos¢ MIC. Kazdy eksperyment zostat wykonany
w trzech egzemplarzach. Nietraktowane komoérki i kompozyty TiOaz/sprolizowana

biomasa okrzemkowa stuzyly jako probki kontrolne.

Rys. 15. Oznaczanie minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) metoda ptytkowa
z dodatkiem rezazuryny.
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4.5. Metaboliczne domieszkowanie 3D biokrzemionki okrzemkowej tytanem

4.5.1. Wprowadzenie do problematyki badawczej

Glowng przeszkoda ograniczajaca szybko$¢ opracowywania prototypowych
urzadzen jest wytwarzanie materialdéw o trojwymiarowej strukturze, ktora czesto jest
niezbedna do osiggniecia pozadanej wydajnosci i funkcjonalnosci [138]. W poszukiwaniu
rozwigzania  umozliwiajacego  tworzenie  funkcjonalnych,  tréjwymiarowych
biokompozytéw o zdefiniowanej, hierarchicznej strukturze wielu biologéw, chemikow
i fizykow zwrocito swoja uwage na mikroorganizmy [118,192,201]. To wlasnie w skali
mikro- i nano- ztozonos$¢ i funkcjonalnos¢ struktur biologicznych jest znacznie wigksza,
anizeli w przypadku réwnowaznych urzadzen wytworzonych przez cztowieka [139,140].
Z tego tez powodu unikatowe wiasciwosci okrzemek doprowadzity w 1988 r. do
powstania nowego, interdyscyplinarnego obszaru badan, zwanego nanotechnologia
okrzemek [141]. Od tego czasu charakterystyczna zdolnos¢ tych jednokomorkowych
mikroalg do tworzenia krzemionkowych pancerzykow o precyzyjnej, hierarchicznej
strukturze 3D wzbudza tak duze zainteresowanie naukowcow, ze czyni te biologiczne,
azurowe struktury mozliwym elementem budulcowym nowej generacji mikro-

1 nanourzadzen [162,192,230-235].

Modyfikacja materialu jest waznym podejsciem do zmiany wlasciwosci
fizykochemicznych lub funkcji krzemionkowych pancerzykow okrzemek i otwiera
ogromne mozliwo$ci syntezy nowych materiatéw o nanostrukturze 3D [236]. Dzieki
temu mozna uzyska¢ material, ktory charakteryzowaé si¢ bedzie wzmocnieniem
unikatowych wlasciwos$ci optycznych biokrzemionki okrzemkowej, nabywajac przy tym
specyficznych dla domieszkowanego pierwiastka wiasciwosci [185]. Zwtlaszcza
obiecujaco wygladaja juz uzyskane wyniki badan dotyczace mozliwosci domieszkowania

tytanem  biokrzemionki  okrzemkowej w celu  wytworzenia  materialow
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charakteryzujacych si¢ specyficznymi wiasciwosciami foto- i elektroluminescencyjnymi

[201,205,207-210,237-240].

W dominujacej ilosci w przyrodzie tytan wystepuje pod postacig tlenku tytanu,
w ktoérym to przyjmuje +IV stopien utlenienia [241]. TiO; jest réwniez najbardziej
stabilnym tlenkiem tytanu [242]. Dwutlenek tytanu wystgpuje w trzech r6znych formach
krystalograficznych: rutylu, anatazu (o strukturze tetragonalnej) i brukitu (o strukturze
ortorombicznej). Tylko fazy rutylu i anatazu maja znaczenie praktyczne [243]. W obu
strukturach podstawowym budulcem jest atom tytanu otoczony przez sze$¢ atomow tlenu
w mniej lub bardziej znieksztatconej konfiguracji oktaedrycznej [244]. TiO: jest takze
dobrze znany jako tlenek potprzewodnikowy. Jest on niedrogi, chemicznie stabilny
1 nieszkodliwy oraz nie wykazuje absorpcji w obszarze $wiatta widzialnego. Natomiast
absorbuje $wiatto UV generujac pare elektronow i1 dziur, ktéra wywoluje reakcje
chemiczne na jego powierzchni. Z tego powodu najbardziej obiecujaca cechg sg jego
wlasciwosci fotochemiczne takie jak wysoka aktywnos¢ fotokatalityczna [245]. Juz od
lat 50 XX wieku TiO: byt szeroko badany w celu wykorzystania go jako fotokatalizatora
[246-248], elementu ogniwa stonecznego [249] oraz czujnika gazu [250]. Dodatkowo
nanoczastki dwutlenku tytanu sg wykorzystywane w fotokatalitycznej degradacji
toksycznych substancji chemicznych w wodzie [251,252] (Rys. 16). Jednakze, proces
wytwarzania nanoczastek tytanu wymaga wysokiej temperatury, cisnienia i toksycznych
substancji chemicznych, co ogranicza ich produkcje i potencjalne zastosowanie [253].
W zwiagzku z tym potrzebne jest przyjazne dla $rodowiska i efektywne kosztowo
podejscie do syntezy tych nanorozmiarowych materiatow na wigksza skale z mniejszymi

zagrozeniami.

89



UZDATNIANIE WODY

CZUJNIKI GAZU

Ti

e 4
e

PRZEMIANY CHEMICZNE

PANELE SLONECZNE

FOTOKATALIZATORY

anataz/rutyl

Rys. 16. Gama mozliwych zastosowan dwutlenku tytanu w nowoczesnych technologiach.

Naturalnym rozwigzaniem tego problemu wydaje si¢ by¢ modyfikacja tlenkami
tytanu naturalnego nos$nika, ktéry bytby produkowany w sposéb przyjazny dla
srodowiska, po niskich kosztach oraz taki, ktéry wykazywatby si¢ biokompatybilnoscia
[254]. Idealnym tego typu ,no$nikiem” wydaja si¢ by¢ okrzemki wraz ze swoimi
zdolno$ciami adsorpcyjnymi i zdolnoscig inkorporowania atomow innych niz krzem
pierwiastkow do swojego pancerzyka [140]. Zgodnie z wcze$niej opublikowanymi
doniesieniami, biokrzemionka okrzemkowa zostata juz sfunkcjonalizowana TiO2 w celu
wykorzystania jako efektywny fotokatalizator do oczyszczania powietrza
w pomieszczeniach [255,256], do fotokatalitycznej degradacji rodaminy B [239,257],
jako katalizator fotodegradacji bigkitu metylowego [258] oraz jako fotokatalizator

w redukcji aldehydu octowego [206].
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Metoda metabolicznego wprowadzania jonow tytanu do komorek okrzemek zostata
po raz pierwszy opracowana przez C. Jeffryesa i wsp. [205] z wykorzystaniem
dwuetapowego procesu hodowli nienazwanego gatunku reprezentujacego Pinnularia.
Prekursorem tytanu byt roztwor TiCls. Skolem [208] podazyta tym samym tropem,
stosujac  dwuetapowy proces domieszkowania krzemionkowych frustul okrzemek
z gatunku Pinnularia sp. 1 Coscinodiscus sp. jonami tytanu w fotobioreaktorze
z zastosowaniem tego samego prekursora jonow tytanu co Jeffryes. Chauton i wsp. [207]
réwniez zastosowali dwuetapowy proces domieszkowania Pinnularia sp. jonami tytanu
przy czym uzywajac tego samego prekursora, zainicjowali oni pobor tytanu, gdy stezenie
krzemu w podtozu hodowlanym spadto do poziomu ponizej 0,5 uM. W badaniach Eynde
1 wsp. [206], dwuetapowy schemat procesu domieszkowania Pinnularia sp. byt
analogiczny, réznigc si¢ jedynie czasem dodania prekursora tytanu, co miato miejsce pod
koniec wzrostu komorek, a nie po jego zakonczeniu. Badania nad dwuetapowym
domieszkowaniem Fistulifera solaris przez Maeda 1 wsp. [209] uzyto diwodorotlenku
tytanu(IV) bis(mleczanu amonu) (TiBALDH) jako prekursora. Inne grupy badawcze
stosowaly jednoetapowy proces domieszkowania. W pracy Bashariny [201] hodowle
Synedra acus prowadzono w mikroinkubatorach, w ktorych 10 mM Na;SiO3 i 10 mM
TiCls dodano jednoczesnie do roztworu zasady. Podobne podej$cie zastosowali Lang

1 wsp. [210] przez dodanie 0,2-2,0 mM TiBALDH do pozywki Thalassiosira weissflogii.

W tym rozdziale opisano metode biosyntezy trojwymiarowej biokrzemionki
okrzemkowej domieszkowanej jonami tytanu podczas kontrolowanej hodowli
wyselekcjonowanego gatunku okrzemek Pseudostaurosira trainorii. Biologiczna
integracja TiO; ze $cianami komoérkowymi krzemionki zostata ostatnio wykazana
poprzez prostg hodowle komoérek okrzemek w obecnosci rozpuszczalnych w wodzie

prekursorow Ti (np. tlenosiarczan tytanu, TiOSOs; chlorek tytanu(IV), TiCl4
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1 diwodorotlenek tytanu(IV) bis(mleczanu amonu), TiIBALDH) [205,207,210]. Podejscia
te wskazuja, ze najwyzszy procent inkorporacji tytanu uzyskano w przypadku TIBALDH,
ktory jest organicznym prekursorem tytanu. Z tego powodu w przeprowadzonej syntezie
po raz pierwszy zastosowano organiczny prekursor tytanu jakim jest tertbutanolan tytanu.
W ponizszych podrozdziatach przedstawiono opis badan dotyczacych cech
morfologicznych i1 strukturalnych, skladu  pierwiastkowego,  wiasciwosci
fotoluminescencyjnych oraz stabilnosci termicznej uzyskanych biokompozytow przy
uzyciu szeregu metod instrumentalnych obejmujacych skaningowa mikroskopie
elektronowa, transmisyjng mikroskopie elektronowa, spektroskopi¢ fotoluminescencyjng
UV/Vis, spektroskopi¢ FTIR, rentgenowska dyfrakcje proszkowa, termograwimetri¢

oraz potencjal zeta.

4.5.2. Wplyw wartosci pH, poczatkowego stezenia Ti 1 stosunku Ti:S1 w medium
hodowlanym na absorpcj¢ tytanu przez komorki okrzemek

Badanie réwnowagi (warto$ci badane w ostatnim dniu hodowli) inkorporacji tytanu
do komorek okrzemek, jak réwniez wzrostu gestosci komorek gatunku okrzemek
Pseudostaurosira  trainorii, przeprowadzono w czterech oddzielnych seriach
doswiadczen. Eksperyment poczatkowy (Seria I) polegal na doborze odpowiedniej
wartosci pH, bedacej kompromisem pomiedzy optymalnym stopniem wzrostu okrzemek,
a stopniem inkorporacji jonow tytanu do okrzemkowego pancerzyka. Druga seria (Seria
IT) dotyczyta doboru optymalnego poczatkowego stezenia jonow tytanu, dodawanego do
medium hodowlanego, w celu uzyskania jak najlepszej wydajnosci produkcji biomasy
oraz ilosci zainkorporowanego tytanu. Seria trzecia i czwarta (Seria III, Seria 1V)
polegaly na ustaleniu odpowiedniego stosunku masowego poczatkowych stezen
rozpuszczonego w medium tytanu i1 krzemu, aby uzyska¢ optymalng ilo§¢ materiatu

zawierajacego najwiekszy procent wagowy wbudowanego tytanu.
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W badaniach wykorzystano pomiary McFarlanda niedomieszkowanej biomasy
okrzemek w celu standaryzacji pomiarow kinetyki domieszkowanych materialow.
Policzono rowniez komorki okrzemek bez domieszki tytanu w hemocytometrze
i ustalilono, Ze zawiesina o zmetnieniu 1 jednostki McFarlanda odpowiada okoto 4 x 10°
komorek/mL [4]. Wydajno$¢ produkcyjna niedomieszkowanych komorek z gatunku
Pseudostaurosira trainorii wynosita ok. 0,39 mg/mL. Warto$¢ ta zostata zaprezentowana

w formie zielonej linii na Rys. 17.

Tab. 9. Uogo6lniony zestaw warunkow hodowli w trakcie poszczegdlnych serii.

Serie (I-1V)

Temperatura [°C] 25
Intensywnos$¢ Swiatla [lux] 1500
Cykl dzien:noc [h:h] 12:12
Pojemnosé fotobioreaktora [mL] 3000
Medium hodowlane Guilarda F/2
Prekursor Si NaySi03x5H20
Prekursor Ti Ci16H3604T1 in 37% HClaqg
Czas hodowli [dni] 12

Rys. 17 przedstawia histogramy obrazujace ilo$¢ pozyskanej biomasy [w mg/mL]
w ostatnim, 12 dniu hodowli dla poszczegdlnych serii. Ogdlne warunki kontrolowane;j
hodowli okrzemek domieszkowanych jonami tytanu dla wszystkich przeprowadzonych

seril zestawiono w Tab. 9.
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Rys. 17. Ilo$¢ wyhodowanej biomasy w ostatnim dniu hodowli (12 dzien) w funkcji (A)
wartosci pH; (B) stezenia Ti; (C, D) stosunku Ti:Si w odniesieniu do zawarto$ci tytanu
w biomasie okrzemek w % masy (linia pomaranczowa). Warto$¢ produkcji komorek
Pseudostaurosira trainorii bez domieszki jondw tytanu jest wskazana przez zielong lini¢.
Czerwony prostokat wskazuje probki cechujace si¢ najlepszym stosunkiem pomig¢dzy
iloscig uzyskanej biomasy a zawarto$cig w niej tytanu.
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Seria [

Badania przeprowadzono dla czterech wartosci pH, ktére wynosity odpowiednio 6,5;
7,5; 8,51 8,9. Wybor zakresu pH do eksperymentu byl motywowany zakresem pH dla
zywych komorek okrzemek Pseudostaurosira trainorii. Ponadto, wraz ze wzrostem pH
wzrasta mozliwo$¢ zniszczenia krzemionkowej powloki okrzemek [259], co bytoby
efektem niepozadanym, gdyz intencjg bylo zachowanie nienaruszonej, trojwymiarowe;j
struktury pancerzykéw okrzemek. Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego krzemu
wynosito 7,0 mg/L, natomiast poczatkowe stezenie rozpuszczalnego tytanu 2,5 mg/L.
Wyniki przeprowadzonych eksperymentow zwigzanych z Serig I przedstawiono na Rys.
17A. Zaobserwowano, ze ilo$¢ uzyskanej biomasy wzrastala wraz ze wzrostem pH. Po
12 dniach najwigkszg ilo$¢ odnotowano w kolbie zawierajacej medium hodowlane
z domieszka tytanu przy pH = 8,9. Uzyskane wyniki znajduja potwierdzenie w danych
literaturowych [51], w ktorych optymalne warto$ci pH dla hodowli mikroalg oszacowano
w zakresie 8,2-8,9. Ilo§¢ inkorporowanego tytanu w komorkach okrzemek wzrasta
rowniez wraz ze wzrostem wartosci pH (Rys. 17A). Moze to by¢ zwigzane z faktem, ze
w zasadowym zakresie pH tytan wystepuje gtownie jako Ti(OH)4, a krzem jest
absorbowany przez okrzemki jako Si(OH)4. Z tego tez powodu tytan w tej postaci moze
by¢ wchlaniany do komoérki w taki sam sposob jak krzem [212]. Niezaleznie od pH
medium hodowlanego, warto$¢ biomasy w ostatnim dniu hodowli byla wyzsza niz
warto$¢ referencyjna ilosci biomasy komorek okrzemek bez domieszki (dotyczy to
wszystkich serii). W pracach zwigzanych z metabolicznym wprowadzaniem jonow tytanu
do komorek okrzemek obserwowano znaczny wzrost biomasy w trakcie trwania
eksperymentu [207,210]. Jedynie w eksperymencie przeprowadzonym przez Skolem

[208] wydajno$¢ biomasy okrzemek byla nizsza w poréwnaniu z proba $lepa.
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Seria 11

W tej serii do§wiadczen przeprowadzono badania dla dziewigciu poczatkowych
warto$ci stezenia rozpuszczalnego tytanu w podiozu hodowlanym, ktére wynosity
odpowiednio 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0; 30,0; 60,0 1 90,0 mg/L. Poczatkowe stezenie
rozpuszczalnego krzemu wynosito 7,0 mg/L, a pH roztworéw hodowlanych
utrzymywano na poziomie 8,9. Wybdr warto$ci pH byt wynikiem przeprowadzonych
eksperymentéw w serii I. Wyniki badan dotyczace Serii Il przedstawiono na Rys. 17B.
Analizujac uzyskane wartosci mozna zauwazyc¢, ze do pewnej wartosci stezenia tytanu,
zwanego stezeniem granicznym, ilo$¢ uzyskanej biomasy wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia. Po przekroczeniu stezenia granicznego masa komoérek okrzemek
inkorporowanych tytanem zmniejszata si¢. Takie zachowanie moze by¢ spowodowane
przekroczeniem progu tolerancji stresora, jakim sg jony tytanu dla komoérek okrzemek
[260]. Ponadto badania przeprowadzone przez Eynde i wsp. [255] na kulturach
Pinnularia sp. wykazaly, ze zahamowanie procesu wzrostu komoérek moze zaleze¢
rowniez od rodzaju prekursora tytanu uzytego w podtozu hodowlanym. Biorac pod uwage
uzyskane wyniki zawarto$¢ inkorporowanego tytanu zalezy od wzrastajacego stezenia
tego pierwiastka w podtozu hodowlanym, nie ma jednak widocznej zalezno$ci pomigdzy
iloScig biomasy a iloscig zaabsorbowanego tytanu. Najwiekszg warto$¢ inkorporacji
domieszkowanego pierwiastka (8,98% wag.) uzyskano dla materiatu, w ktérym stezenie

rozpuszczalnego tytanu w medium hodowlanym wynosito 15 mg/L.

Seria III

Seria ta skladata si¢ z jedenastu prob, w ktorych stosunki masowe Ti:Si wynosity
odpowiednio: 1:1, 1:2, 1:3, 1:5, 1:7,5, 1:10, 1:12,5, 1:15, 1:17,5, 1:20 1 1:25. Poczatkowe
stezenie rozpuszczalnego tytanu w medium hodowlanym wynosito 15 mg/L (co bylo
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konsekwencja wynikow doswiadczen z Serii II) i bylo state dla wszystkich doswiadczen.
Stezenie krzemu w podtozu hodowlanym zmieniato si¢ w zaleznos$ci od eksperymentu
1 wynosito od 15 mg/L dla pierwszej proby (1:1) do 375 mg/L dla proby 1:25. Graficzng
prezentacj¢ wynikow Serii III przedstawiono na Rys. 17C. Wida¢, ze podobnie jak
w przypadku zwigkszania stezenia tytanu w Serii 11, rowniez w tej serii wzrost st¢zenia
krzemu w medium hodowlanym powoduje wzrost ilo$ci uzyskanej biomasy. Wzrost ten
nastgpuje do momentu osiggnigcia stezenia granicznego (przy stosunku Ti:Si = 1:17,5),
po przekroczeniu ktérego obserwuje si¢ spadek uzyskanej masy komorek okrzemek.
Moze to wynika¢ z faktu, ze inkorporacja Si zwigzana jest gldwnie z czasem trwania
syntezy $ciany komodrkowej. Ze wzgledu na szybkie tempo wzrostu szczepu
Pseudostaurosira, przekroczenie granicznego st¢zenia krzemu powoduje zmniejszenie
inkorporacji krzemu do pancerzyka, a tym samym spadek liczby komorek [261,262].
Tloé¢ biomasy (1,94 x 10° mg/L) w punkcie odpowiadajacym stezeniu krytycznemu byta
najwyzsza w porownaniu z ilo$cig biomasy uzyskang w pozostatych seriach. Analizujac
wyniki wartosci inkorporowanego tytanu mozna zauwazyc¢, ze nie ma widocznej korelacji
pomiedzy wzrostem stezenia krzemu a wzrostem poboru tytanu do komorek okrzemek.
Wida¢ jednak, ze uzyskane wartosci zawartosci tytanu w domieszkowanej biomasie sg
nizsze niz w przypadku Serii II, gdzie poczatkowe stezenie Si wynosito 7 mg/L. Wynika
to prawdopodobnie z niewystarczajacego stezenia tytanu w podtozu hodowlanym

w stosunku do ilosci krzemu w nim zawartego.
Seria IV

Badania przeprowadzono dla o$miu wartosci stosunkow masowych Ti:Si, w ktorych
tytan byl pierwiastkiem dominujagcym. Warto$ci tych stosunkow wynosity odpowiednio:

2:1, 3:1, 4:1, 6:1, 8:1, 10:1, 12,5:1 1 15:1. Stezenie inicjujace rozpuszczalnego tytanu
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w medium hodowlanym wynosito 15 mg/L (co bylo konsekwencja wynikow
doswiadczen z Serii 1) we wszystkich do$wiadczeniach tej serii. Zawarto$¢ krzemu
w medium hodowlanym zmieniala si¢ w zalezno$ci od eksperymentu i wynosita od
1 mg/L dla ostatniego testu (15:1) do 7,5 mg/L dla testu 2:1. Wyniki eksperymentéw
zwigzanych z Serig IV przedstawiono na Rys. 17D. Mozna zauwazy¢, ze ilo$¢ uzyskanej
biomasy maleje wraz ze spadkiem stezenia krzemu w medium hodowlanym. Wynik ten
jest zgodny z rezultatami uzyskanymi w Serii III. Moze to wynika¢ z faktu, ze ilo§¢
krzemu dostarczana do medium hodowlanego nie wystarcza na pokrycie
zapotrzebowania komorek okrzemek na ten pierwiastek w cyklu tworzenia $ciany
komorkowej, ze wzgledu na szybkie tempo wzrostu tego gatunku [49]. Obserwowany
spadek ilosci uzyskanej biomasy jest widoczny do momentu, gdy poczatkowe stezenie
krzemu w pozywce wynosi 1,5 mg/L. Gdy warto$¢ stezenia krzemu spada do 1,2 mg/L,
widoczny jest niewielki wzrost biomasy okrzemek. Gdy warto$¢ ta spada do 1 mg/L,
nastepuje kolejny spadek ilosci biomasy. Biorac pod uwage uzyskane wyniki zalezno$ci
zawartosci inkorporowanego tytanu od malejacego stezenia krzemu w podtozu
hodowlanym wida¢, ze wraz ze spadkiem ilo$ci krzemu w podlozu wzrasta ilos¢ tytanu
absorbowanego przez komorki. Dzieje si¢ tak do punktu, w ktorym stezenie krzemu
w pozywce wynosi 1,2 mg/L. Jest to punkt, dla ktérego zawarto$¢ tytanu w komodrkach
okrzemek jest najwyzsza i wynosi 6,57%. Po przekroczeniu tej warto$ci i zmniejszeniu
zawarto$ci krzemu w pozywce do 1 mg/L widoczny jest niewielki spadek ilo$ci
wbudowanego tytanu do komorek okrzemek. Po przeprowadzeniu powyzszej serii
eksperymentdw zwigzanych z doborem odpowiedniego pH, st¢zenia tytanu oraz
odpowiedniego stosunku st¢zenia tytanu do krzemu, wybrano reprezentatywny material,
ktory okazat sie kompromisem pomigdzy iloscig uzyskanej biomasy, a zawartosciag w nim

tytanu. Materialem tym okazala si¢ biomasa domieszkowana jonami tytanu
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o poczatkowym stezeniu 15 mg/L (i poczatkowym stgzeniu krzemu 1,2 mg/L), poddana
dalszym analizom, ktérych wyniki opisano w niniejszym rozdziale. W dalszej cze$ci
niniejszej pracy biomasa domieszkowana jonami tytanu o poczatkowym stezeniu 15
mg/L bedzie oznaczana jako Ti/DB, natomiast domieszkowana biokrzemionka bedzie
okreslana jako Ti/DBioSiO. Materialy referencyjne takie jak biomasa bez domieszek
jondw tytanu oraz czysta biokrzemionka okrzemkowa beda wyrazane odpowiednio

symbolami DB i DBioSiO».

4.5.3. Kinetyka pobierania (absorpcji) sktadnikow (Si, N, P 1 Ti) przez komorki
okrzemek z medium hodowlanego

Szybkos¢ pobierania azotandow, fosforanéw i1 krzemu przez komorki okrzemek
Pseudostaurosira trainorii (bez domieszki i w obecnos$ci jondw tytanu o poczatkowym
stezeniu w medium hodowlanym wynoszacym 15 mg/L) oceniano podczas 12-dniowych
eksperymentdéw za pomoca testow fotometrycznych. Dodatkowo, w trakcie catego cyklu
hodowlanego, przeprowadzono analizy probek podtoza hodowlanego przy uzyciu ICP-
MS w celu wykazania absorpcji jondw tytanu przez komorki okrzemek. Uzyskane wyniki
przedstawiono na Rys. 18. Najwieksza cz¢s$¢ tych pierwiastkow jest absorbowana
w pierwszych dniach. Otrzymane wyniki potwierdzajg badania literaturowe zwigzane
z kinetyka wzrostu mikroalg, ktore wskazuja, ze w ciggu pierwszych kilku dni nastepuje
faza intensywnego wzrostu komorek okrzemek [210,263-266]. W tym okresie sktadniki
pokarmowe nie ograniczajag wzrostu mikroalg. W fazie wzrostu podzialy komorek
okrzemek ulegaja spowolnieniu, powodujac, ze biomasa mikroalg gromadzi si¢ w stalym
tempie, az do momentu, gdy skladniki w podtozu hodowlanym stang si¢ czynnikami
ograniczajacymi [267]. Wowczas osiagaja faze stacjonarng, ktéra zbiega si¢

z wyczerpaniem fosforu 1 krzemu w podtozu hodowlanym.
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Rys. 18. Kinetyka pobierania sktadnikow: P (A), N (B), Si (C) i Ti (D) przez

Pseudostaurosira trainorii z medium hodowlanego.

Podczas prowadzenia badan kinetyki pochfaniania sktadnikéw medium hodowlanego

stezenie PO4> zmniejszylo sie do <0,008 mg/L (Rys. 18A). Dodatkowo, stezenie SiO
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znacznie si¢ zmniejszylo, osiagajac <0,011 mg/L (Rys. 18C), natomiast NO3™ zmniejszato
si¢ praktycznie liniowo, nie stajac si¢ pierwiastkiem ograniczajagcym (Rys. 18B). Fakt, ze
NOs™ nie stat si¢ czynnikiem ograniczajacym moze wskazywacé, ze nie jest on glownym
zrodtem N w pozywee. Zrodtem produkeji azotu w podtozu hodowlanym moze byé azot
organiczny, pochodzacy z wydalin mikroalg wystepujacych podczas $mierci lub lizy,
a takze w fazie wzrostu produktywnego [268]. Ze wzgledu na duza koncentracje
uzyskanej biomasy oraz szybkie tempo wzrostu i podzialdéw, mozna by spodziewac si¢
wysokiego stezenia azotu organicznego w medium [269,270], jednak takie badania nie
byly przedmiotem niniejszych badan. Analizujac krzywa absorpcji jondéw tytanu przez
okrzemki (Rys. 18D) mozna zauwazy¢, ze jej ksztalt jest podobny do ksztattu krzywej
absorpcji krzemu. Podobnie jak w przypadku rozpuszczalnego krzemu najwigksza
absorpcja tytanu do komoérek okrzemek nastepowala w pierwszych dniach hodowli.
Zaobserwowano, ze w 6smym dniu ilo§¢ rozpuszczalnego tytanu w medium hodowlanym
spadta do <0,1 mg/L. W zwiazku z tym spadkiem jony tytanu staly si¢ pierwiastkiem
limitujagcym, co spowodowato zahamowanie poboru tytanu do komorek okrzemek.
Bioragc pod uwagg, ze absorpcja tytanu z medium hodowlanego przez biomas¢ byta
podobna do absorpcji krzemu (Rys. 18C, D), mozna stwierdzié, ze schemat pobierania
tytanu 1 krzemu przez okrzemki do komorek jest taki sam [212],

a absorpcja tych pierwiastkow odbywa si¢ rownolegle.

4.5.4. Analiza zsyntezowanych kompozytow za pomocg skaningowej mikroskopii
elektronowe;j
Na Rys. 19 przedstawiono przeglad zdje¢ SEM otrzymanych materiatow. Na Rys.

19A przedstawiono oczyszczong 1 wysuszong biokrzemionke okrzemkowa pochodzaca

z okrzemki Pseudostaurosira trainorii bez domieszek. Widaé¢, ze zachowana zostala
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misternie zdobiona, trojwymiarowa struktura frustul okrzemek wraz z cata, okresowo

rozmieszczong siecig porow. Poszczegdlne pancerzyki okrzemek majg ksztatt

eliptycznych lub sptaszczonych sferoid, a ich $rednica waha si¢ od 4 do 5 um [48].
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Rys. 19. Przeglad obrazow SEM 1 widm SEM-EDX, sktadu pierwiastkowego

1 rozmieszczenia tytanu: (A) oczyszczona biokrzemionka okrzemkowa, (B) wysuszona
biomasa, (C) biokrzemionka okrzemkowa domieszkowana jonami tytanu, (D) biomasa

okrzemkowa zawierajaca tytan.
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Przez $rodek zastawek przebiega silnie skrzemionkowany mostek, ktory dzieli je na
dwie potowy z o$mioma do dwunastu transapikalnych rozstepéw. Rozstepy sktadaja sie
z okoto 3-5 poréw, ktorych wielko$¢ maleje od brzegu zastawki do jej srodka [4]. Analiza
SEM-EDX potwierdzita, ze frustule okrzemek sktadaja si¢ z tlenu i krzemu, co §wiadczy
o tym, ze w wyniku procesu oczyszczania doszlo do catkowitego usunigcia organiki
komorki okrzemki, tj. protoplazmy i chloroplastow [271]. Na Rys. 19B przedstawiono
przefiltrowang i wysuszong biomas¢ bez domieszki. Mozna zauwazy¢, ze komorki
P. trainorii z perspektywy opasania maja prostokatny ksztatt i tworza wstggowe kolonie
potaczone kolcami [60]. Sktad pierwiastkowy biomasy okrzemek uzyskano za pomoca
SEM-EDX. Dodatkowo, w celu uzupelnienia analizy pierwiastkowej uzyskanego
materialu, mozna wykona¢ badania XPS, o czym $wiadcza prace Uthappa i wsp. [272]

oraz Aw 1 wsp. [273].

Z danych dotyczacych analizy pierwiastkowej wynika, ze gldwnymi sktadnikami
biomasy okrzemek byty: tlen, wegiel, krzem i wapn. Obecnos¢ wapnia moze $wiadczy¢
o tworzeniu si¢ weglanow wapnia, ktore sg widoczne na mapowaniu EDX jako zielone
formy zielone (Rys. 19D). Uzyskane formy sg zblizone do postaci weglanow wapnia
uzyskanych w pracy El-Naas i wsp. [274]. Dodatkowo, w pracy Nowaka i wsp. obecnos¢
weglanow wapnia w biomasie okrzemek P. trainorii zostala potwierdzona analizg XRD,
TG 1 FTIR [275]. Znaczna zawarto$¢ wegla w probce wskazuje na obecnos¢ organiczne;j
czeSci komorki okrzemek. Na Rys. 19C przedstawiono oczyszczong i wysuszong
biokrzemionke okrzemkowa domieszkowang jonami tytanu, natomiast na Rys. 19D
przefiltrowang 1 wysuszong biomas¢ domieszkowang tytanem. Pod wpltywem jonow
tytanu owalny ksztatt komorek okrzemek pozostat nienaruszony. Regularne uktady
porow tworzg periodyczne wzory, ktore sktadajg sie na ornamentacj¢ szkielecikéw [238].

Otrzymane materialty wykazuja morfologie¢ zblizong do pancerzykéw okrzemek
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niedomieszkowanych. Na Rys. 19D wida¢, ze powierzchnie komorek okrzemek sa
cze$ciowo chropowate. Moze to wynika¢ z nalozonych na nie substancji organicznych,
ktore tworza organiczne struktury komérkowe [239]. Po procesie oczyszczania usuni¢to
substancje organiczne 1 odstoni¢to krzemionkowe pancerzyki okrzemek, co
przedstawiono na Rys. 19C. Powierzchnia oczyszczonych frustul okrzemek jest gladsza,
co $wiadczy o tym, ze proces usuwania substancji organicznych z komorek okrzemek
zakonczyt si¢ sukcesem. Analiza SEM-EDX wykazata rowniez obecno$¢ tytanu w obu
probkach. Mapowanie wskazuje na rownomierne rozmieszczenie domieszkowanego
pierwiastka w materialach. Procent masowy tytanu w oczyszczonej biokrzemionce byt
wyzszy (8,59%) niz w biomasie (6,57%). Obecnos¢ Fe i P w oczyszczonej biokrzemionce
moze by¢ wynikiem tego, ze proces oczyszczania nie usungt catkowicie pozostatosci

z podtoza hodowlanego.

4.5.5. Analiza zsyntezowanych kompozytéw za pomocg transmisyjnej mikroskopii
elektronowe;j

Rys. 20 przedstawia poréwnanie obrazow transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
oczyszczonej biokrzemionki z metabolicznie wprowadzonym tytanem (Rys. 20A),
z biomasg domieszkowang jonami tytanu (Rys. 20B). Obrazy TEM pokazuja
szczegdtowo skomplikowang strukture okrzemkowych pancerzykéw. Widoczna jest
zarowno architektura catej skorupy okrzemek, jak i szczeg6ly struktury poszczego6lnych
poréw. Mozna zauwazy¢, ze wplyw tytanu na morfologi¢ komorek okrzemek jest
nieznaczny. Podobnie jak w pracy Bashariny [201] zaobserwowano taczenie si¢
niektorych pojedynczych porow w wigksze pory, jednak ogolna struktura poszczegdlnych
porow nie ulegla zmianie. Jeffryes 1 wsp. [212] uzyskali podobny wynik w badaniach nad
metaboliczng inkorporacja germanu do biokrzemionki okrzemkowej. Jednak zjawisko to

byto bardziej intensywne niz w tym przypadku. Nie obserwowano takich zmian podczas
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domieszkowania komorek okrzemek z gatunku Pinnularia sp. jonami tytanu [205]. Van

Eynde w swojej pracy [206] zauwazyt, ze zwickszona ilo§¢ tytanu w hierarchicznej

strukturze pancerzyka okrzemek powoduje efekty deformacji i wypaczenia, powodujac

nieregularno$ci w strukturze [201,206,276].
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Rys. 20. Obrazy TEM biokrzemionki okrzemkowej (A) 1 biomasy (B) domieszkowanej
jonami tytanu (A), widma STEM-EDX oraz skany linii elementarnych Ti i Si w czterech
reprezentatywnych miejscach komorek okrzemek: na powierzchni platka oczyszczonej
biokrzemionki (A1), na zebrach (A2) w przekroju poréw (A3) oraz na powierzchni ptatka
inkorporowanego na komoérce nieoczyszczonej biomasy (B4). W powigkszeniu rysunku
A1l przerywana czarna linia pokazuje tytanowg forme¢ quasi-ooidow3.
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Na powierzchni pancerzykow znajduja si¢ fragmenty cienkiego ptaszcza w postaci
falistych platkow o rdéznej wielkosci. Struktura tych ptlatkéw jest amorficzna
1 nieregularna, przypominajagca puch. Zawiera rowniez osadzone, kuliste formy
nanoczastek (ooidy) o wymiarach 10-20 nm. Miejsca wystepowania i rozmiary tych
ptatkdw sg rozne dla poszczegdlnych frustul. Ich obecno$¢ jest jednak charakterystyczna
dla wszystkich frustul oczyszczonej biokrzemionki oraz komodrek surowej biomasy
domieszkowanej jonami tytanu. Grubos¢ wspomnianych powlok prawdopodobnie nie
przekracza 20 nm. Wielkos¢ ptatkow waha si¢ od 200 nm do 2 um. Skany liniowe (Rys.
20A1 i1 20B1) wskazuja, ze cienki ptatek obserwowany na powierzchni pancerzykow
zawiera takie pierwiastki jak wapn i tytan, a obecno$¢ Si 1 O potwierdza, ze ptatek ten
jest bezposrednio zwigzany z powierzchnig krzemionkowej powtoki okrzemek, pomimo

wytrawiania go roztworem H>O> i HCI.

Dotychczas w literaturze naukowej nie odnotowano doniesien o powstawaniu
podobnych powtlok. Niewyjasniony pozostaje charakter zjawiska wigzania pomigdzy
powstatym ptatkiem a krzemionkowg powierzchnig pancerzykow okrzemek. Wigzanie to
jest prawdopodobnie wynikiem przytaczania si¢ grup silanolowych znajdujacych si¢ na
powierzchni kompozytu do tytanowych ptatkow. Przeprowadzono analizy STEM-EDX
oraz skany liniowe STEM-EDX w trzech reprezentatywnych miejscach frustuli
okrzemek: na powierzchni (Rys. 20A1), na zebrze (Rys. 20A2), wewnatrz porow (Rys.
20A3) oraz w jednym miejscu komorki okrzemek - na powierzchni "ptatka" (Rys. 20 B4).
Liniowe skany (Rys. 20A2, A3) pokazuja, ze Si, Ti i O byly gtéwnymi pierwiastkami
obecnymi w szkielecikach. Liniowe skany STEM-EDX dla tytanu i krzemu wskazaty, ze
sygnaty Ti byly réwniez wykrywalne w miejscach wolnych od ptatkéw. Moze to
sugerowaé, ze w biokrzemionce krzem zostal prawdopodobnie czesciowo zastgpiony

metabolicznie przez tytan. Moze to by¢ mozliwe ze wzgledu na fakt, Ze tytan 1 krzem
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maja podobne promienie kowalencyjne [206,276]. Dodatkowo, skany liniowe wskazaty,
ze najwigksze ilosci Ti koncentrowaly si¢ na powierzchni ptatkow, nastgpnie wewnatrz
porow, a najmniejsze w strukturze skorupy (w zebrze). Nalezy jednak podkreslic, ze
liczba zliczen sygnatu jest przyblizona, poniewaz pomiar EDS zalezy od penetracji
i rozpraszania wigzki promieniowania X w probce [277] oraz chropowato$ci powierzchni

[278].

4.5.6. Widma rentgenowskiej dyfrakcji proszkowe;j

Widma rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej biokrzemionki okrzemkowej
domieszkowanej jonami tytanu, suszonej w temperaturze 50°C oraz biokrzemionki
okrzemkowej Ti, pirolizowanej w temperaturze 1000°C, przedstawiono na Rys. 21.
Widmo XRD otrzymane z wysuszonej biokrzemionki okrzemkowej zawierajacej tytan
wykazato szeroki pik przy 15-30° 260, ktory mozna przypisa¢ krzemionce amorficznej,
takiej jak opal A [279,280]. W powyzszym zakresie katow wystepuje rowniez 25° 20,
ktory jest charakterystyczny dla fazy krystalicznej TiO> w postaci anatazu. Brak
widocznosci wyzej wymienionej fazy krystalicznej moze wynika¢ z niskiej zawarto$ci
tytanu w biokrzemionce w pordéwnaniu z duza matrycg krzemionki amorficznej, co
utrudnia doktadng detekcje fazy krystalicznej 1 sprawia, ze probka Ti/DBioSiO> bez
pirolizy jest amorficzna [206]. Wzrost temperatury do 1000°C spowodowat przejscie
z fazy amorficznej biokrzemionki domieszkowanej tytanem do jej faz krystalicznych.
Zaobserwowano dwie formy krystaliczne TiO; (takie jak anataz i rutyl) oraz SiO; (takie
jak kwarc 1 trydymit). Widmo XRD otrzymane dla zawierajacej tytan biokrzemionki
okrzemkowej, wyzarzane] w temperaturze 1000°C, wykazato piki dyfrakcyjne przy
25,22°147,85°, ktore sg zgodne z pikami formy krystalicznej anatazu. Piki dyfrakcyjne
przy 27,39°; 35,97°; 41,11° 1 54.12° odpowiadajg pikom charakterystycznym dla rutylu

Ti10,. Pojawienie si¢ krystalicznej fazy rutylowej jest uwarunkowane nieodwracalnym
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przej$ciem fazowym z formy anatazowej, ktore zachodzi w temperaturze powyzej 600°C
[281]. Wczesniejsze badania wskazuja, ze stracanie TiO> lub TiP>O7 z rozpuszczalnych
prekursoréw za pomoca peptydow lub biatek powoduje powstanie amorficznych form
wyzej wymienionych zwigzkéw. Natomiast wyzarzanie termiczne moze spowodowac

przejscie fazowe z formy amorficznej do krystalicznej [282-284].

Trydymit (T)
A Kware (Q)
B Rutyl (R)
B Anataz (A)
Q Hl 1i0,/DBi0SIOP
B Ti/DBicSiO,

Intensywnosé

2 Theta []

Rys. 21. Rentgenowskie dyfraktogramy proszkowe wysuszonej biokrzemionki
okrzemkowej domieszkowanej jonami tytanu i biokrzemionki okrzemkowej Ti poddane;j
pirolizie w temperaturze 1000°C. Wzory XRD dla wzorcéw zostaly pobrane z bazy
danych ICDD 1 charakteryzujg si¢ nastgpujacymi liczbami: anataz: JCPDS 21-1272,
rutyl: JCPDS 21-1276, trydymit: JCPDS 18-1170 i kwarc: JCPDS 46-1045.;
Ti02/DBi10Si02P — biokrzemionka domieszkowana jonami tytanu o stezeniu
poczatkowym 15 mg Ti/L poddana pirolizie w temperaturze 1000°C.
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W kilku badaniach wykorzystujacych podejscie biomimetyczne otrzymano
krystaliczne formy TiO> bez wygrzewania termicznego. Kroger i wsp. [285]
zaobserwowali, ze wytracanie dwutlenku tytanu z prekursora TiBALDH przez
rekombinowane biatko silafinowe rSilC spowodowato powstanie rutylowego TiO».
Dicerson i wsp. [286] zaobserwowali, ze 12-merowe peptydy fazowe wytwarzaja
mieszaning amorficznych, anatazowych i monoklinicznych (B) form TiO». Bansal i wsp.
[287] wykorzystali prekursor tytanu K> TiFs do wytracenia, w temperaturze pokojowe;j,
brukitowej formy TiO2 z pomoca biatek wydzielanych z grzyba Fusarium oxysporum.
Jeffryes 1 wsp. [205] poprzez termiczne wyzarzanie materialu otrzymanego podczas
metabolicznego wprowadzania jonéw tytanu do biokrzemionki okrzemkowej z gatunku
Pinnularia, uzyskali mieszaning dwoch rodzajéw form krystalicznych TiO»: anatazu
i rutylu. W widmie XRD TiO2/DBioSiO2P zaobserwowano réwniez piki dyfrakcyjne
przy 20,87°; 26,64° i 36,54°, ktore byty zgodne z pikami charakterystycznymi dla
kwarcu. Zauwazono rowniez piki dyfrakcyjne przy 20,47° i 29,96°, ktére odpowiadaja
pikom charakterystycznym dla formy krystalicznej SiO, jaka jest trydymit. Obecnie
wiadomo, ze a-kwarc jest stabilny w temperaturze okoto 570°C. Powyzej tej temperatury
przeksztalca si¢ w -kwarc poprzez co najmniej jedng nieproporcjonalng faze posrednig
w zakresie temperatur od 573 do 574,1°C [288]. W temperaturze ok. 870°C nastepuje

przejscie fazowe z B-kwarcu do B2-trydymitu, ktory jest wysoce stabilny do 1470°C.

4.5.7. Pomiary potencjalu zeta
Stabilno$¢ otrzymanych biomaterialdow oceniano poprzez pomiar potencjalu zeta.
Potencjat zeta (ZP) definiuje si¢ jako potencjat elektrokinetyczny wystepujacy na granicy
miedzy cieczg zwigzang 1 wolng, migdzy jonami zwigzanymi nieruchomo w warstwie
adsorpcyjnej 1 wolnymi jonami przeciwnymi w warstwie dyfuzyjnej, nazwanej

plaszczyzng $cinania. W konsekwencji potencjat zeta jest proporcjonalny do gestosci
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tadunku na powierzchni koloidu, ktéra zalezy od pH [289]. Zalezno$¢ potencjatu zeta od

pH dla otrzymanych materiatéw przedstawiono na Rys. 22.
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Rys. 22. Potencjat zeta wykonany w zakresie pH o warto$ciach 1-12, dla analizowanych
materiatow

Mozna zauwazy¢, ze dla biomaterialow niedomieszkowanych tytanem potencjat zeta
wykazuje wartosci dodatnie w zakresie pH od 1-2 (potencjat { od +1,1 mV do +4,6 mV)
oraz wartosci ujemne od 2 do 12 (potencjal £ od -9,8 mV do -58,1 mV). Potencjal zeta
materiatdw domieszkowanych tytanem przyjmuje wartosci dodatnie w zakresie pH od
1 do 3 (potencjat { od +0,8 mV do +4,3 mV) i ujemne od 3 do 12 (potencjal £ od -0,4 mV
do -52,9 mV). Gwaltowny spadek potencjatu zeta w zakresie pH od 1 do 4 mozna
przypisac jonizacji grup karboksylowych [290], szczegélnie w przypadku materialow
otrzymanych z biomasy okrzemek. Wystgpowanie ujemnej warto$ci potencjatu zeta

w tak szerokim zakresie pH mozna przypisa¢ obfitosci grup silanolowych na powierzchni
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frustuli [291], a takze adsorpcji kationéw obecnych w wodzie morskiej (np. Ca**, Mg?")
na powierzchniach frustul, ktére powoduja, ze na powierzchniach pancerzykow
okrzemek adsorbuje si¢ wiecej czastek nano-TiO; [292]. Wedtug danych literaturowych
wiekszos¢ mikroorganizmow wykazuje ujemny potencjat zeta. Na przyktad zielona alga
Chlorella sp. miata stosunkowo niski ZP pomigdzy -17,4 a 19,8 mV niezaleznie od pH
(4-10) [290], a ZP okrzemki Nitzschia sp. wynosil -28 mV w fazie stacjonarnej [293].
Pozorny punkt izoelektryczny (IEP) w okolicach pH = 2 dla materialow
niedomieszkowanych tytanem, co pokrywa si¢ z punktem izoelektrycznym amorficznej
krzemionki SiO; [294]. Przesunigcie punktu izoelektrycznego z pH = 2 do pH = 3

w materiatach domieszkowanych wynika z obecnosci tytanu w analizowanych probkach.

Wedhug literatury punkt izoelektryczny nanoczastek TiO» zawieszonych w wodzie
destylowanej znajduje si¢ w okolicach pH = 7 [295]. Liao i wsp. badali wptyw réznych
prekursorow TiO2 na warto$§¢ potencjatu zeta w funkcji pH. Stosujac tertbutanolan
tytanu(IV), zaobserwowali przesuniecie punktu izoelektrycznego w rejon pH = 3 [296].
Nizszy punkt izoelektryczny sugeruje lepsza stabilno$¢ dyspersji czastek w okolicach
neutralnego pH ze wzgledu na silniejsze odpychajace oddziatywanie elektrostatyczne.
Ponadto, nizszy IEP nanoczastek TiO> moze by¢ przypisany obecnos$ci weglanow na
powierzchni nanoczastek TiO2, o czym moze $wiadczy¢ sygnat weglowy w wynikach
EDX (Rys. 19). Kosmulski i wsp. [297] stwierdzili, ze obecnos¢ weglandéw przesuwa IEP
tlenkow metali w kierunku nizszego pH. Otrzymane kompozyty wykazuja najwyzsza
stabilnos¢ przy pH 11 1 12, gdyz dla tych wartosci pH kazdy biomateriat ma potencjat

zeta nizszy niz -30 mV, ktory jest potencjalem granicznym dla stabilnosci zawiesin [298].
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4.5.8. Analiza termograwimetryczna
Analize termograwimetryczng (TG) przeprowadzono w atmosferze azotu w celu
zbadania stabilno$ci termicznej otrzymanych materialdow (Rys. 23A). Dodatkowo
podczas analizy TG zmierzono zalezno$¢ przepltywu ciepta od temperatury metoda

réznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) (Rys. 23B).
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Rys. 23. Wykresy uzyskane z analizy termograwimetrycznej (A) i skaningowej

kalorymetrii r6znicowej (B) otrzymanych materiatéw.
W procesie kontrolowanego ogrzewania [299] analizowanych prébek mozemy
wyrdzni¢ pigc etapow utraty masy. Pierwszy etap objawia si¢ na krzywej TG w zakresie
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temperatur od 40 do okoto 125°C. Utrata masy w tej fazie jest rézna w zaleznosci od
analizowanej probki. Dla probki zawierajacej niedomieszkowang biokrzemionke ubytek
masy wynosit okoto 3%. Probki biomasy z domieszka i bez domieszki wykazaty ubytek
masy na poziomie okoto 5%, natomiast probka zawierajaca biokrzemionke okrzemkowa
domieszkowang jonami tytanu charakteryzowala si¢ ubytkiem masy w okolicach 11%.
Ubytek masy w tej fazie moze odpowiada¢ procesom dehydratacji (uwolnienia fizycznie
zwigzanej wody) otrzymanych materiatow [4]. Proces dehydratacji potwierdza roéwniez
niewielki pik endotermiczny na krzywych DSC. Druga faza pojawita si¢ w zakresie
temperatur od ok. 265°C do ok. 360°C, ze zmniejszeniem masy o ok. 2% dla probki
DBi0SiO; oraz warto$ciag w zakresie ok. 7%-13% dla pozostatych probek. Towarzyszy
temu efekt endotermiczny na krzywych DSC. Faza ta moze by¢ zwigzana z pierwszym
etapem procesu dehydroksylacji. Moze ona korelowa¢ z desorpcja wicynalnych grup
hydroksylowych zwigzanych wigzaniami wodorowymi z powierzchnig frustul okrzemek
[300]. Wszystkie probki prezentowaly znaczny ubytek masy (od 3% dla DBio do 22%
dla DB) w zakresie od okoto 400°C do okoto 700°C, odpowiadajacy silnym pikom
egzotermicznym na krzywych DSC. W rzeczywistosci, utrata ta moze by¢ spowodowana
rozktadem materii organicznej biomasy okrzemek [275] zawierajacej czasteczki takie jak
lipidy 1 biatka [301,302]. Dodatkowo, dla materiatow domieszkowanych tytanem, zakres
ten pokrywa si¢ z zakresem temperatur (400°C-480°C), odpowiadajacym amorficznej
przemianie TiO> w form¢ anatazu [303]. Czwarta faza zostala wyrdzniona w zakresie
temperatur od okoto 690°C do 800°C, z efektem endotermicznym i utrata masy
odpowiadajaca 16% dla DB, 20% Ti/DB, 2% Ti/DBioSiO; i 2% dla DBi0SiO,. Faza ta
charakteryzowata si¢ silnymi asymetrycznymi pikami DSC i1 mogta by¢ spowodowana
rozktadem weglanu wapnia 1 towarzyszaca temu emisja dwutlenku wegla [304].

Jednoczesnie dla probek domieszkowanych tytanem zakres ten obejmuje réwniez
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przemian¢ anatazowej formy TiOz w rutyl (690-750°C) [303], na co wskazuja rowniez

wyniki XRD (Rys. 21). Niewielki ubytek masy analizowanych probek z efektem

endotermicznym na krzywych DSC zaobserwowano w zakresie temperatur od okoto

800°C do 1000°C. Etap ten moze by¢ zwigzany z usuwaniem wewngtrznie

wyodrebn

ionych grup hydroksylowych [305]. Mozna zauwazy¢, ze koncowa pozostatosé

byta najwyzsza dla probek oczyszczonej biokrzemionki i biokrzemionki z domieszka

tytanu (ok. 90% dla DBi0SiO> i ok. 68% dla Ti/DBi0SiO2), w poréwnaniu z probkami

biomasy (

4.5.9.

ok. 44% dla DB i 50% Ti/DB).

Widma FT-IR

Na Rys. 24 przedstawiono widma FTIR-ATR otrzymanych materiatow. W niektérych

rejonach widma probek zawierajacych tytan réznig si¢ od tych, ktore go nie zawieraja.
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Taka sama sytuacja wystepuje przy poroéwnywaniu probek biomasy z probkami
biokrzemionki. R6znice te moga wynika¢ z zawartosci pierwiastka domieszkowanego
(przy porownywaniu materiatow domieszkowanych i niedomieszkowanych), jak réwniez
z obecnosci w materiale cze$ci organicznej (przy poréwnywaniu biomasy
1 biokrzemionki). Analizujac otrzymane widma FTIR mozna zaobserwowac obecnos¢ 12
charakterystycznych sygnatow w postaci pikow oraz dwoch reprezentatywnych zakreséw
dtugosci fal. Pasmo przy 3649 cm™! prawdopodobnie odpowiada wyodrebnionym grupom
hydroksylowym [306]. Szerokie pasmo od 3500-3000 cm™ zwigzane jest z drganiami
rozciggajacymi O-H wody molekularnej z wigzaniami wodorowymi. Moze réwniez
wynika¢ z obecno$ci wigzania N-H zwigzanego z resztami bialek wytracajacych
biokrzemionke, do ktorych naleza dlugotancuchowe poliaminy i sylafiny, ktore braty
udzial w tworzeniu pancerzykéw okrzemek [307,308]. Pojawienie si¢ dwdch ostrych
pikéw przy 2916 cm™ i 2848 cm™! prawdopodobnie odpowiada drganiom rozciagajacym
grup metylowych i metylenowych (CHs- i CH»-), ktore sg zwigzane z lipidami i dlatego
sa najbardziej widoczne w probkach biomasy. Trzy pasma przy 1623 cm™, 1543 cm’!
i 1404 cm™ odpowiadaja aromatycznym drganiom rozciagajacym =C-C [309]. Ostry pik
przy 1539 cm’! moze byé spowodowany obecno$cig drugorzedowych grup amidowych
[310]. Pasmo przy 1439 cm™ odpowiada drganiom rozciagajacym C-O, a pasmo przy 711
cm’! zwigzane jest z wigzaniami Ca-O w strukturze CaCOs [311]. Asymetryczne drgania

rozciggajace wigzan Si-O-Si odzwierciedla najintensywniejsze pasmo zlokalizowane

1 1

przy 1061 cm™. Pasmo wykryte przy 944 cm™ przypisywane jest drganiom

rozciaggajacym grup Si. Dodatkowo jest ono charakterystyczne dla okrzemek morskich
[312] i wigze si¢ z ich amorficzng powloka krzemionkowa [313,314]. Ostry pik przy 871
1

cm, wykryty w probkach zawierajacych cze$¢ organiczng, moze by¢ zwigzany

z wystepowaniem drgan zginajacych C-H [310]. Pasmo pojawiajace sie przy 794 cm’!
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przypisywane jest symetrycznym drganiom rozciagajacym wigzan Si. Wedlug Adamo
[315] pasmo to jest charakterystyczne dla krzemionki amorficznej, takiej jak opal A.
Szerokie pasmo w zakresie 730-463 cm™!, obecne w widmach probek domieszkowanych
tytanem, przypisywane jest drganiom rozciggajacym Ti-O oraz mostkowi Ti-O-Ti [316].

Dla czystego TiO: piki przy 463 i 728 cm’!

sa charakterystyczne dla TiO> w postaci
anatazu. Dodatkowo sygnat przy 463 cm™ jest przypisany drganiom wigzania Ti-O
w sieci TiO», a sygnal przy 730 cm™! jest przypisany drganiom rozciggajacym Ti-O-Ti

[317]. Ostatnie pasmo, wystepujace przy 443 cm™!, zwigzane jest z drganiami zginajacymi
Jacym

Si-OH w grupach siloksanowych [307,313,315,318].

4.5.10. Wiasciwosci fotoluminescencyjne

Analizujac otrzymane widma fotoluminescencji (Rys. 25) nalezy zauwazy¢, ze we
wszystkich materialach mozna wyrdzni¢ cztery glowne typy aktywnosci (PL). Pierwszy
typ zwigzany jest z intensywng emisja w rejonie ultrafioletowym (380-450 nm). W tym
regionie najbardziej silna fotoluminescencja pojawia si¢ w pikach przy dlugosci fali 399
nm, 410 nm i 421 nm, przy fali wzbudzenia 305 nm. Drugi typ zwigzany jest z ostra
emisjg w regionie niebieskim widma $wiatta widzialnego (wzbudzenie przy 337 nm
1 emisja przy 469nm oraz wzbudzenie przy 425 nm i emisja przy dtugosciach fali 457 nm
1 469 nm). Trzeci typ aktywnosci fotoluminescencyjnej charakteryzuje si¢ emisjg
w regionie zielonym. W tym rejonie widma swiatta widzialnego wystepuje emisja przy
dlugosci fali 526 nm przy dwoch falach wzbudzenia: 337 nm 1 425 nm. Czwarty typ
fotoluminescencji wystepuje w czerwonym regionie $wiatta widzianego. W tym regionie
emisja fotoluminescencji wystepuje przy dtugosci fali 644 nm przy fali wzbudzenia 425
nm. Pigty typ aktywnos$ci fotoluminescencyjnej pojawia si¢ na widmach PL uzyskanych

dla biokrzemionki domieszkowanej jonami tytanu. Typ ten zwigzany jest z szerokim
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pikiem emisji przechodzacym przez region z6tty i pomaranczowy (od 565 nm do 635 nm

przy fali wzbudzenia 425 nm).
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Rys. 25. Widma emisyjne fotoluminescencji pochodzacej od pirolizowanej
biokrzemionki okrzemkowej oraz pirolizowanych kompozytéw na bazie biomasy
1 biokrzemionki okrzemkowej, domieszkowanych jonami tytanu: widmo w zakresie od
350 nm do 450 nm, przy dtugosci fali wzbudzajacej 235 nm (A), widmo w zakresie od
355 nm do 635 nm, przy dlugosci fali wzbudzajacej 337 nm (B) oraz widmo w zakresie
od 440 nm do 800 nm, przy dtugosci fali wzbudzajacej 425 nm (C).

Aktywno$¢ fotoluminescencyjna biokrzemionki okrzemkowej w  regionie
ultrafioletowym moze by¢ przypisana fluorescencji resztek organicznych wbudowanych
w strukture biokrzemionki [319,320]. Dodatkowo, w materiatach domieszkowanych
jonami tytanu, aktywno$¢ fotoluminescencji w obszarze ultrafioletowym moze by¢
zwigzana ze wzbudzeniami samouwigzionymi zlokalizowanymi na oktaedrze TiOs,
wynikajacymi z obecnosci anatazowej formy TiO2 w probee [321,322]. Zrodlem emisji

w regionach niebieskiego 1 zielonego $wiatta widzialnego moga by¢ defekty
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powierzchniowe -Si-O-, zwigzane z nanoporowata krzemionka [203], a takze
niemostkujace centra dziur tlenowych (¢O-Si=), samouwigzione ekscytony (-O-O-) oraz
neutralne wakancje tlenowe (=Si Si=) [106,323-325]. Niewielka aktywnos¢
fotoluminescencyjna w rejonie $wiatta czerwonego moze wynikac z pozostatosci czgsci
organicznych. Za emisj¢ w rejonie zOltym i1 pomaranczowym w biokrzemionce
domieszkowanej jonami tytanu moga by¢ odpowiedzialne defekty powierzchniowe
zwigzane z wakancjami tlenowymi lub defekty zwiazane z obecnoscia jonow Ti*'
sgsiadujacymi z wakancjami tlenowymi [326]. Wu 1 wsp. [327] wspomnieli, ze emisja
fotoluminescencji obserwowana w zakresie widzialnym moze by¢é spowodowana
rekombinacjg koncentracji no$nikdw pomigdzy pasmem walencyjnym a wakancjami
tlenowymi pelnigcymi role pozioméw donorowych. Interpretujgc otrzymane widma
fotoluminescencji materiatéw domieszkowanych jonami tytanu mozna zauwazy¢ wzrost
intensywnos$ci sygnalu w rejonach $wiatta ultrafioletowego, niebieskiego i zielonego
w porownaniu z czystg biokrzemionka. Wynika to z faktu, ze przy 421 nm, 469 nm i 526
nm wystepuja wakancje tlenowe w anatazowej formie TiO2, ktore wzmacniajga wakancje
tlenowe pochodzace z krzemionki [322,328]. Nanoczastki TiO2 prezentujg silng
absorpcje w UV, co znajduje odzwierciedlenie we wzmocnieniu fotoluminescencji
biokrzemionki w niebieskim i zielonym regionie §wiatta widzianego. Charakter takiego
wzmocnienia emisji moze by¢ spowodowany aktywnoscia fotoluminescencyjng
nanoczgstek TiO2» w waskim zakresie pasm UV i aktywacja wakancji tlenowych
biokrzemionki, a takze tym, ze TiO, w formie anatazowej rowniez wykazuje szeroka
emisj¢ w regionie $wiatla niebieskiego i zielonego przy wzbudzeniu UV [329,330] co

mogltoby wzmacnia¢ niebieska i zielong fluorescencje z biokrzemionki.
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4.6. Kompozyty piroizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej
heteroepitaksjalnie rosngcymi nanoczastkami Ag/TiOz: synteza, charakterystyka
1 zastosowanie antybakteryjne

4.6.1. Zarys problematyki badawczej
Wiele analiz epidemiologicznych wykazato, ze skazenie mikrobiologiczne zawsze
wigzalo si¢ z podwyzszonym ryzykiem przenoszenia chordb zakaznych. Liczne patogeny
takie jak bakterie, grzyby, wirusy i pierwotniaki, moga by¢ przyczyna réznych choréb.
Wykazano, ze antybiotyki sa skuteczne w zwalczaniu drobnoustrojéw chorobotworczych
i uratowaty wiele istnien ludzkich w ostatnim stuleciu [331-333]. Niestety czeste
1 nadmierne stosowanie konwencjonalnych antybiotykow spowodowato rozlegly
wielolekowa oporno$¢ w zakazeniach bakteryjnych [334-336]. Dlatego konieczne jest
opracowanie skutecznych i bezpiecznych $rodkow przeciwbakteryjnych [337-339].
Z tego tez powodu wielu badaczy skierowalo swoje zainteresowanie w strong
nanokompozytow, gdyz sa one wydajnym i niedrogim materiatem do leczenia réznych
chorob [340-342]. Szczegdlng uwage poswigcono nanoczgstkom srebra, poniewaz
wiadomo, i1z wykazuja one silne dziatlanie przeciwdrobnoustrojowe 1 s3 szeroko
stosowane w medycynie ze wzgledu na ich wysoka aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa
1 stosunkowo dobrag biokompatybilnos¢ [343-345]. Jednakze efekty cytotoksyczne
1 dziatanie bakteriobojcze AgNP pozostaja dwiema gléwnymi sprzecznosciami,
poniewaz mechanizmy zaangazowane W  toksyczno$¢ nanoczgsteczek dla
mikroorganizméw moga by¢ rowniez aktywne przeciwko komorkom ssakow.
Stosunkowo silne dziatanie toksyczne na komorki ludzkie i1 niska wydajno$¢ penetracji
AgNPs przez biofilmy bakteryjne sa dwiema gldéwnymi przeszkodami w ich
zastosowaniach biomedycznych [346]. Poszukiwanie nowych nanokompozytow

zawierajacych nanometryczne srebro jest istotnym wyzwaniem dla wspoétczesnej nauki,
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poniewaz musi ono zaklada¢ minimalizacje toksycznego dziatania AgNPs, co jest
nadrzgdnym warunkiem jego zastosowania medycznego. Idealnym rozwigzaniem tego
problemu wydaja si¢ by¢ hybrydowe kompozyty stworzone =z nanoczastek
polprzewodnika i zredukowanego srebra [347-349]. W produkcji tego typu materialow
jako substancj¢ pétprzewodnikowsa dla nanoczastek Ag zastosowano szerokie spektrum
surowcow, w tym tlenki metali, np. tlenek miedzi (CuO) [350], tlenek cynku (ZnO) [351]
i tlenek tytanu (TiOz) [352]. Potaczenie nanokompozytu Ag/TiO, okazato si¢
obiecujagcym materialem antybakteryjnym, wykazujacym niska biotoksycznosé. Jako
srodek przeciwbakteryjny, materiaty nanokompozytowe z dwutlenkiem srebra i tytanu sg
powszechnie znane ze swoich wlasciwosci przeciwpatogennych; badania wykazaty
skuteczno$¢ przeciwko réznym szczepom bakterii Gram-dodatnich (B. subtilis, S. aureus,
MRSA), Gram-ujemnym (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa) i grzybom (C. albicans)
[353-356]. Nanoczastki TiO: sa jednym z najczesciej stosowanych materiatlow do
fotokatalitycznych zastosowan antybakteryjnych ze wzgledu na ich niski koszt, stabilno$¢
chemiczng i nietoksyczno$¢ dla cztowieka [357]. Jednakze, TiO; jest potprzewodnikiem
z szeroka przerwa energetyczng 3,26 eV dla anatazu [358], co powoduje, ze moze by¢ on
stosowany tylko w promieniowaniu UV, ktore stanowi ~5% energii stonecznej, podczas
gdy $wiatlo widzialne zawiera okoto 45% energii stonecznej. Przeprowadzone badania
wykazaty jednak, ze nanoczastki Ag zwigkszaja fotoaktywnos¢ TiO> poprzez obnizenie
szybko$ci rekombinacji jego fotowzbudzonych nos$nikow tadunku. W rezultacie
domieszkowany srebrem TiO2 znacznie poprawit fotokatalityczng inaktywacje bakterii
[359,360]. Z drugiej strony Ag/TiO, maja tendencj¢ do agregacji, co powoduje
uwalnianie nanoczastek do srodowiska podczas procesu oczyszczania [361]. Aby tego
unikna¢ 1 moéc bezpiecznie wykorzysta¢ Ag/TiOz jako §rodek przeciwbakteryjny, nalezy

je nalozy¢ na odpowiednie podioze, charakteryzujace si¢ wysoka biokompatybilnoscia
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1 nietoksycznos$ciag oraz doskonala sorpcja, uniemozliwiajaca uwalnianie si¢ czynnika
toksycznego do otoczenia. Idealnym podlozem dla tego rodzaju nanokompozytow
wydaja si¢ by¢ jednokomodrkowe mikroalgi — okrzemki. Juz od lat 60. XIX wieku, kiedy
to Alfred Nobel uzyt ziemi okrzemkowej do stabilizacji nitrogliceryny przy wytwarzaniu
dynamitu [362] wiadomym bylo, iz potencjat drzemigcy w okrzemkach jako naturalnym
adsorbencie, jest niezwykle wysoki. Ze wzgledu na naturalng zdolno$¢ okrzemek do
syntezy amorficznej krzemionki (krzemionkowych egzoszkieletow) o hierarchicznej,
trojwymiarowej strukturze [4] ci ,,naturalni mikrotechnologowie” moga by¢ istotng
inspiracja w projektowaniu i wytwarzaniu nowych, nanokompozytowych materiatéw
nieorganicznych. Wyjatkowe wtasciwosci okrzemek budzg duze zainteresowanie ze
wzgledu na mozliwo$¢ wykorzystana ich jako efektywnych adsorbentow czy szablonow.
Opublikowano juz wyniki badan zeolityzacji hierarchicznych nanostruktur okrzemek
[363] oraz wykorzystania ich trojwymiarowych struktur egzoszkieletow jako wzorca

(repliki) w syntezie nanomateriatow metodami chemicznymi [111,273,364].

W niniejszym rozdziale pracy po raz pierwszy opisana zostala synteza, charakterystyka
i dziatanie przeciwbakteryjne nanokompozytow Ag/TiO»/pirolizowana biomasa
okrzemek z gatunku  Pseudostaurosira  trainorii  (DBP). Nanokompozyty
scharakteryzowano za pomoca dyfrakcji rentgenowskiej (XRD), potencjatu zeta (C-
potencjat) oraz wtasciwosci fotoluminescencyjnych (PL). Morfologia, rozktad wielko$ci
1 wielkos$¢ czastek nanokompozytu zostaly ocenione za pomocg skaningowej mikroskopii
elektronowe;j 1 transmisyjnej mikroskopii elektronowej ze spektrometrem rentgenowskim
z dyspersja energii (SEM-EDX i TEM - EDX). Zsyntetyzowane nanokompozyty
Ag/TiOo/DBP dziataty znakomicie jako $rodek przeciwbakteryjny przeciwko

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae 1 Escherichia coli.
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4.6.2. Badania przy uzyciu spektroskopii rentgenowskiej z dyspersja energii (EDX).
Skiad elementarny pirolizowanej biomasy okrzemek (DBP) z metabolicznie
domieszkowanym TiO; (TiO2/DBP) oraz jej srebrowych kompozytéw AgNPs/TiO>/DBP

okreslono przy uzyciu SEM-EDX (Rys. 26).
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Rys. 26. Widma SEM-EDX, sktad pierwiastkowy kompozytéw i mapy dystrybucji
domieszkowanych pierwiastkbw w kompozytach: (A) biomasa okrzemek (DBP)
z metaboliczng domieszkg TiO2 (TiO2/DBP), (B 1 C) TiO»/DBP oraz z chemiczng
domieszka AgNPs (odpowiednio 1,13% (B) 1 2,42% (C)).
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Analiza ta wykazata, ze gtéwnymi sktadnikami uzyskanych materialow byty tlen oraz
krzem. Wyzsza zawarto$¢ wegla w probkach §wiadczy o obecnosci grafityzowanej po
pirolizie czgéci organicznej komorek okrzemek [275]. Obecnos¢ Ca i P moze wynikad
z faktu, ze te pierwiastki byly zwigzane z materiag organiczng i pozostaty w jej
grafityzowanej cze$ci po pirolizie. SEM-EDX uwidocznil takze porownywalng
zawarto$¢ tytanu we wszystkich badanych kompozytach (odpowiednio 4,57%, 4,22%
1 4,75%), co wskazuje, ze proces osadzania TiO> na komorkach okrzemek przebiegh
z wysokg wydajnos$cia. Zawarto$¢ srebra w kompozytach AgNPs/TiO»/DBP byta r6zna,
co wynika z zastosowania w syntezie nanoczastek metalicznego srebra roztworow
azotanu srebra o dwoch réznych stgzeniach. Analizujac uzyskane wartosci procentow
wagowych srebra w obu kompozytach (Rys. 26B i 26C) mozna stwierdzi¢, iz proces
osadzania AgNPs na biomasie okrzemek przebiegt z wydajnoscia ok. 22,6% dla
kompozytu o zawartos$ci srebra 1,13% AgNPs/TiO2/DBP oraz z wydajnoscia ok. 24,2%
dla kompozytu o zawartos$ci srebra 2,42% AgNPs/TiO2/DBP. Stosunek srebra do tytanu
w kompozytach wynosit 0,27 oraz 0,51. Stosunek Ag:Ti wynoszace 0,42 otrzymat
Krishnan i wsp. w trakcie ,zielonej syntezy” kompozytu glinki bentonitowej
wspomaganej srebrem i dwutlenkiem tytanu [365]. Wykonany mapping dla uzyskanych

kompozytow wskazuje na rownomierny rozktad tytanu oraz srebra w tych materiatach.

4.6.3. Badania przy uzyciu transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j
Wyniki transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM) przedstawiono na Rys. 27.
Mikrofotografie TEM (Rys. 27A 1 27B) pokazuja morfologi¢, ksztalt 1 wymiary
nanoczastek srebra oraz tytanu w probce TiO2/DBP po adsorpcji srebra z roztworu

0 poczatkowym stezeniu srebra 10 mg/L.
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Rys. 27. Obrazy TEM nanokompozytu AgNPs/TiO2/DBP: rozmieszczenie AgNPs i TiO>
(A), pojedyncza polikrystaliczna forma AgNPs/TiO2 (B), widmo TEM-EDX
AgNPs/TiO; (C) oraz skan liniowy STEM-EDX AgNPS/TiO, wraz z modelem wzrostu
epitaksjalnego Volmera — Webera (D).

Widocznym jest, ze quasi-sferyczne formy nanoczastek AgNPs i1 TiO: sa
rOwnomiernie rozproszone na powierzchni pirolizowanej biomasy. Co ciekawe,
nanoczastki metalicznego srebra i dwutlenku tytanu czesto tworza hybrydowe blizniacze
pary i znacznie rzadziej wystepuja w formie pojedynczych nanoczastek. Analiza STEM-
EDX (Rys. 27C) dwoch potaczonych ze sobg nanoczastek (Rys. 27B) wykazata rowniez,
iz wigksze nanoczastki sktadaja si¢ glownie ze metalicznego srebra, a mniejsze -
dwutlenku tytanu TiO>. Niewielka zawarto$¢ krzemu moze by¢ efektem matrycy
pirolizowanej biomasy [366]. Widoczna na zdjeciach TEM (Fig. 27B) wielkos$¢
nanoczgstek srebra oscyluje w granicach 20 nm. Jest to zgodne z warunkami prowadzenia
przez nas syntezy AgNPs, gdyz w badaniach Gontijo i wsp. [367] wykazali, ze w pH = 7
nanoczastki srebra charakteryzujg si¢ rozmiarem okolo 20 nm. Nanoczastki srebra
w zakresie od 2 do 50 nm uzyskali takze inni badacze przygotowujacy nanokompozyty
srebra korzystajac z réznych reduktorow oraz montmorylonitu jako no$nika statego

[361,368]. Rozmiary nanoczastek TiO> mieszcza si¢ w okolicach w zakresie 10 nm (Rys.
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27D). Natomiast, profil pierwiastkowy liniowego skanowania STEM-EDX (Rys. 27D),
przeprowadzonego wzdtuz pary hybrydowych, nanoczastek AgNPs i TiO» wykazat
heterogenicznos$¢ ich sktadu i struktury. Wedtug danych z tego profilu, substratem dla
zarodkowania i formowania si¢ AgNPs sa wcze$niej sformowane nanoczastki TiO».
Zjawisko te jest znane jako heteroepitaksja (wzrost heteroepitaktyczny), kiedy nowy
krysztat rosnie na krystalicznym podtozu z innego materiatu [369,370]. Metoda wzrostu
epitaksjalnego jest komercyjnie stosowana do wytwarzania zintegrowanych warstw
krystalicznych z réznych materiatow w przemysle potprzewodnikowym [370].
Z doniesien literaturowych wiadomo o mozliwosci heteroepitaksjalnego wzrostu
nanoczgstek SrZrOs; na podtozu SrTiOs3 [371], nanoczastek Ag na nanorurkach Si [372],
nanoczgstek NiO na tlenku tytanianu strontu [373] czy tez monokrystalicznego grafenu
na heksagonalnym azotku boru [374]. Mechanizm powstawania tego typu
polikrystalicznych form nanoczastek w rozpatrywanym przypadku (osadzanie AgNPs na
TiO2) mozna szczegblowo wyjasni¢ w oparciu o klasyczng teori¢ nukleacji,
a w szczegbélnosci o wzrost epitaksjalny Volmera-Webera jako jednego z trzech
podstawowych modeli wzrostu epitaksjalnego (Volmer-Weber, Frank-van der Merwe
i Stranski-Krastanov) [375,376]. Zgodnie z trybem osadzania Volmera-Webera, warstwa
epitaksjalna wyrasta z trojwymiarowych jader na powierzchni wzrostu podioza, gdy
adsorbat-adsorbat sg silniej przyciaggane do siebie niz do podtoza. W konsekwencji
w wyniku lokalnej nukleacji powstaja wyspy 1 tworzy si¢ nieplanarna warstwa
epitaksjalna. Sciezka reakcji jest napedzana przez minimalizacje (kompensacje)

swobodnej energii powierzchniowej [372,377].
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4.6.4. Analiza technikg proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej
Rentgenowskie dyfraktogramy proszkowe pirolizowanej biomasy
z unieruchomionym TiO> (TiO2/DBP) oraz kompozytow AgNPs/TiO/DBP

przedstawiono na Rys. 28.
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Rys. 28. Dyfraktogramy rentgenowskie badanych préobek pirolizowanej biomasy (DBP):
(A) z metabolicznie domieszkowanym tlenkiem tytanu(IV) (TiO2/DBP), TiO./DBP
z domieszkowanym srebrem: 1,13% (B)12,42% (C). T — trydymit, Q — kwarc, A — anataz,
Ag — srebro metaliczne.
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Widma rentgenowskie potwierdzajg zarowno obecno$¢ nanoczastek TiO2 w formie
anatazu (Rys. 28A-C) jak i zredukowanych nanoczastek metalicznego srebra (Rys. 28B,
C). Widmo XRD otrzymane dla TiO2/DBP (Rys. 28A) ukazato charakterystyczne piki
dla anatazowej formy TiO; przy katach 20 rownych 25,28° i1 48,01° (RRUFF ID:
R070582.9). Mimo, iz temperatura pirolizy réwna 800°C moglaby wskazywaé na
przejsécie z amorficznej formy tlenku tytanu(IV) do formy krystalicznej jaka jest rutyl to
w przypadku nanoczastek bardziej stabilng formg TiO> okazuje si¢ anataz [378]. Roznica
ta wynika z wptywu zmian energii powierzchniowej na przemiany fazowe. W przypadku
materialdw o strukturze mikrometrycznej prawdopodobienstwo zaj$cia przemiany
fazowej okreslone jest zmiang wybranej funkcji termodynamicznej (entalpii swobodnej,
catkowite] zmiany energii, entropii), ktora zdefiniowana jest przez odpowiednie
parametry t. j. temperatura, ci$nienie, liczba moli, a udzial zmian wielkos$ci powierzchni
jest zaniedbywany. Natomiast w przypadku nanomateriatow bardzo istotny wptyw na
przemiany fazowe ma zmiana energii powierzchniowej [379,380]. Dodatkowo,
wlasciwosci termodynamiczne nanomaterialdw 1 zwigzane z nimi przemiany fazowe
scisle zalezg od rozmiarow 1 ksztattow ziaren, a takze powierzchni wlasciwej. Tlenek
tytanu (IV) w postaci anatazu jest preferowang formg dla ziaren mniejszych od 11 nm
[380], czyli takich ktére otrzymano w niniejszej pracy (Rys. 27B). Widmo przedstawione
na Rys. 28A przedstawia takze sygnaly odpowiadajace krystalicznym formom
krzemionki: kwarcowi —26,66°; 39,51°160,02° (RRUFF ID: R040031) oraz trydymitowi
—19,28°; 21,64°132,66° (RRUFF ID: R090042). Obecnie dobrze wiadomo, ze a-kwarc
uzyskuje stabilno$¢ w temperaturze ok. 570°C. Powyzej tej temperatury przechodzi
w P-kwarc przez co najmniej jedng posrednig faze niewspdtmierna w przedziale

temperatur od 573 do 574.1°C [381]. W temperaturze prowadzenia pirolizy nastgpuje
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przejscie fazowe z B-kwarcu do B2-trydymitu, ktéry do 1470°C charakteryzuje si¢
wysoka stabilnoscig, stad tez wyrazne piki od obu tych form krystalicznych. Sygnaty od
anatazu, kwarcu i trydymitu zaobserwowano takze na widmach przedstawionych na Rys.
28B 1 28C. Dodatkowo, na powyzszych widmach widoczne sg piki dyfrakcyjne przy
38,17°; 44,35°; 64,48° oraz 77,43° (RRUFF ID: R070416) begdace zgodnymi z pikami

charakterystycznymi dla metalicznego srebra.

4.6.5. Badania potencjatu zeta

Zalezno$¢ potencjatu zeta od pH otrzymanych materiatow przedstawiono na Rys. 29.
Zauwazalne jest, ze we wszystkich badanych kompozytach potencjat zeta wykazuje
warto$ci dodatnie w zakresie pH od ok. 2 — 2,5 (potencjat { od 0,00 mV do +26,23 mV),
natomiast wartosci ujemne od ok. 2,5 do 12 ({-potencjat od 0,00 mV do -65,97 mV).
Gwaltowny spadek potencjatu zeta w zakresie pH od ok. 2,5 do 5 mozna przypisaé

jonizacji grup karboksylowych [290]:

R —COOH + H,0 & R—CO0~ + H;0*

Wystepowanie ujemnej wartosci potencjalu zeta w tak szerokim zakresie pH mozna
przypisac obfitosci grup silanolowych na powierzchni pancerzykow [291]. Pozorny punkt
izoelektryczny (IEP) przy pH = 2,5 dla materialu niezawierajacego zredukowanych
nanoczastek srebra wynika z obecnosci tytanu w analizowanym kompozycie. Ponizej pH
= 3,5 nanoczgstki TiO> sg natadowane dodatnio [382], natomiast na powierzchni frustul
wystepuja silnie ujemne grupy silanolowe — stad przesunigcie IEP od pH = 2,
charakterystycznego dla czystej krzemionki [294] do pH = ok. 2.5 dla biomasy.
Przesunigcie IEP w kierunku nizszych wartosci pH w przypadku kompozytow
zawierajacych AgNPs jest spowodowane dodatnim tadunkiem powierzchniowym AgNPs

w zakresie pH od 2 do 3 [383]. Nizszy punkt izoelektryczny sugeruje lepsza stabilnos¢
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dyspersji czastek wokdét obojetnego pH ze wzgledu na silniejsze odpychajace

oddziatywanie elektrostatyczne. Potwierdzaja to przedstawione na Rys. 29 wyniki, gdyz

widocznym jest, iz stabilno$cig w najszerszym zakresie pH (od 3 do 12) charakteryzowat

si¢ kompozyt z najwicksza zawarto$cig srebra 2.42% AgNPs/TiO2/DBP.
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Rys. 29. Wplyw pH na warto$¢ potencjatu zeta dla TiO»/DBP 1 jego kompozytow

srebrowych.

Powyze; pH = 5 kazdy otrzymany kompozyt charakteryzowal si¢ wysoka

stabilnoscia, gdyz powyzej tego punktu kazdy materiat posiada potencjat zeta nizszy niz
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-30 mV, co uwaza si¢ za potencjat ograniczajacy stabilno$¢ zawiesin [298]. Kompozyt
1.13% AgNPs/TiO2/DBP ze wzgledu na wysoka, dodatnig warto$¢ potencjatu zeta oraz
bardzo dobrag stabilno$¢ dyspersji moze by¢ niezwykle pozadanym substratem do

tworzenia nowych urzadzen optoelektronicznych [384].

4.6.6. Wiasciwosci fotoluminescencyjne
Widma fotoluminescencji (ang. photoluminescence, PL) otrzymanych materiatow dla

r6znych dhugosci fali wzbudzenia (270 nm i 420 nm) przedstawiono na Rys. 30.
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Rys. 30. Widma emisyjne fotoluminescencji pirolizowanej biomasy z metabolicznie
osadzonym TiO; (TiO2/DBP) 1 jej kompozytoéw zawierajacych rozne st¢zenia AgNPs:
widmo w zakresie od 435 nm do 800 nm, przy dlugosci fali wzbudzajacej 420 nm (A),
charakterystyczny zakres emisji TiO2/DBP przy dtugosci fali wzbudzajacej 270 nm (B).

Analizujac otrzymane widma PL nalezy zauwazy¢, ze we wszystkich materialach

mozna wyrézni¢ cztery gtowne typy aktywnosci fotoluminescencji. Pierwszy typ PL
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zwigzany jest ze wzbudzeniem (270 nm) i emisja w rejonie ultrafioletu (325 nm - 425
nm). W tym regionie najbardziej intensywna fotoluminescencja wystepuje przy 333 nm,
343 nm, 379, nm, 397 nm, 410 nm, 416 nm i 419 (Rys. 30B). Drugi typ zwigzany jest
z emisjg w niebieskim regionie widma widzialnego (451 - 483 nm). Piki emisyjne przy
451 nm i przy 483 nm przy wzbudzeniu 420 nm sg widoczne dla wszystkich typow
kompozytéw (Rys. 30A). Trzeci rodzaj aktywnos$ci fotoluminescencyjnej charakteryzuje
si¢ emisja w rejonie zielonym (508 nm - 524 nm). W tym regionie widma $wiatla
widzialnego najintensywniejsza fotoluminescencja pojawia si¢ przy dlugosci fali 518 nm
przy wzbudzeniu 420 nm. Ostatni, czwarty rodzaj aktywnos$ci PL zwigzany jest z emisja
w regionie $wiatla czerwonego (630 nm - 640 nm). Najbardziej intensywny pik wystepuje
przy 635 nm przy wzbudzeniu 420 nm. Aktywnos$¢ fotoluminescencyjna otrzymanych
kompozytéw w rejonie ultrafioletu moze by¢ spowodowana fluorescencja resztek czesci
organicznej w pirolizowanej biomasie [319,320]. Piki emisji w UV w zakresie od 340 nm
do 416 nm moga by¢ zwigzane z bezposrednimi przejSciami pasmowymi w TiO», ktére
wptywaja na krawedz X strefy Brillouina (BZ), a mianowicie przejscie Xip — Xia 1 Xib
— I'3, przej$cie posrednie 'ty — Xob 1 I'ib — Xia [328,385] lub moze by¢ spowodowane
samouwi¢zionymi ekscytonami, lub wolnymi ekscytonami zlokalizowanymi na
oktaedrze TiOs [386] wynikajacymi z obecnosci w probce anatazowej formy TiO»
[321,322], potwierdzonej badaniami XRD (Rys. 28). Analizujagc aktywno$é
fotoluminescencyjng kompozytow w rejonie $wiatla niebieskiego, zaobserwowano dwa
rodzaje piku emisji fluorescencji. Te dwa piki emisji fluorescencji odpowiadaja
obecno$ci AgNPs w zsyntetyzowanych kompozytach i sg zwigzane z relaksacja ruchu
elektronowego plazmondéw powierzchniowych oraz rekombinacjg elektronéw sp
z dziurami w pasmie d [387]. Dodatkowo, emisja przy 483 nm moze by¢ spowodowana

przeniesieniem ladunku z Ti** na anion tlenowy w kompleksie TiO¢> zwigzany
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z wakancjami tlenowymi (V) [388,389]. Zrédlem emisji w zielonych zakresach $wiatta
widzialnego otrzymanych kompozytow moga by¢ defekty powierzchniowe -Si-O-
zwigzane z nanoporowata krzemionka [203], a takze niemostkujace centra dziur
tlenowych, uwig¢zione ekscytony oraz neutralne wakancje tlenowe [323]. Garcia i wsp.
[327] wspomnieli, ze emisja fotoluminescencji obserwowana w widmie widzialnym
moze by¢ spowodowana $rednio skoncentrowang rekombinacjag pomigedzy pasmem
walencyjnym a wakancjami tlenowymi pelnigcymi role poziomoéw donorowych.
Charakter takiej emisji w zakresie zielonym moze wynika¢ z aktywnoSci
fotoluminescencyjnej nanoczastek TiO» w waskim zakresie pasm UV 1 aktywacji
biokrzemionkowych wakancji tlenowych, jak rowniez z faktu, ze TiO> w postaci anatazu
rowniez wykazuje szeroka emisje w zakresie $wiatla zielonego pod wplywem
wzbudzenia UV [328] Emisja w zakresie czerwonym widzialnym przy dlugosci fali 635
nm moze by¢é przypisana wakancjom tlenowym zwigzanym z Ti*" w anatazowej postaci
tytanu [328,385,386,388,389]. Wakancje tlenowe w siatce TiO2 sg rodzajem defektu
wewnetrznego, ktory tworzy posrednie stany energetyczne w pasmie dwutlenku tytanu.
Te wakancje tlenowe dziataja jako centra fotoindukowanej rekombinacji dla par
elektronow (e) i dziur (h™). Dlatego tez emisja ta wystapita w wyniku rekombinacji par
e/h"” poprzez luki tlenowe. Ponadto, zaobserwowano zmniejszong intensywno$¢ emisji
dla kompozytow AgNPs/TiO2/DBP w poréwnaniu z TiO2/DBP bez domieszkowania, co
oznacza, ze domieszkowanie jonow Ag skutecznie zminimalizowalo niekorzystna
rekombinacj¢ e/h", powodujac powstanie wigkszej ilosci wolnych no$nikéw tadunku

biorgcych udzial w reakcjach fotokatalitycznych [390].
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4.6.7. Wlasciwos$ci antybakteryjne
Tab. 10 1 Rys. 31 przedstawiaja wartosci MIC dwoch preparatow
nanokompozytowych zawierajacych rozne st¢zenia srebra (1,13% AgNPs/TiO./DBP

12,42% AgNPs/TiO2/DBP), ktére byly badane przeciwko wybranym szczepom bakterii.

Tab. 10. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) AgNPs/TiO2/DBP. DFI - izolat zakazenia
stopy cukrzycowej; ATCC — repozytorium szczepdédw bakteryjnych — American Type
Culture Collection; WI - izolat rany.

Minimalne stezenie hamujace AgNPs/TiO2/DBP

[mg/ml]
Szczep bakteryjny
. 1,13% 2,42%
TiO/DBP \ /NP§/TiO./DBP AgNPs/TiO»/DBP
Staphylococcus ATCC — 2,5(0,0283 Ag mg/ml) 2,5 (0,0605 Ag mg/ml)
aureus DFI — 2,5(0.0283 Agmg/ml) 2,5 (0,0605 Ag mg/ml)
Klebsiella ~ ATCC — —  125(0.0142 Agmg/ml) 1,25 (0,0303 Ag mg/ml)
pneumoniae WI — 2,5(0.0283 Ag mg/ml) 2,5 (0,0605 Ag mg/ml)
ATCC — 2,5(0.0283 Agmg/ml) 2,5 (0,0605 Ag mg/ml)
Escherichia coli

WI — 2,5(0.0283 Agmg/ml) 2.5 (0,0605 Ag mg/ml)

Wyniki wskazuja, ze wszystkie otrzymane preparaty nanokompozytowe
wykazuja potencjat przeciwdrobnoustrojowy wobec szczepow ATCC, DFI, jak rowniez
izolatow WI, wykazujac wartos¢ MIC okoto 2,5 mg/mL wobec wszystkich badanych
szczepow z wyjatkiem Klebsiella pneumoniae ATCC, gdzie wartos¢ MIC byta o potowe
nizsza (1,25 mg/mL). W pordéwnaniu z nanokompozytem TiO2/DBP bez zawartosci
srebra, preparaty zawierajace 1,13% 1 2,42% srebra wykazywaly potencjat
przeciwdrobnoustrojowy wobec wszystkich badanych gatunkéw. Warto zauwazy¢, ze

uzyskane wyniki nie wskazuja na zalezno$¢ od stezenia nanokompozytéw, ale na

133



zalezno$¢ zawarto$ci srebra od potencjalu przeciwdrobnoustrojowego. Sugeruje si¢
zatem, ze o efekcie inhibicyjnym decydowata zawartos¢ srebra (0,0283 mg i 0,0605 mg)
zawarta w 2,5 mg nanokompozytdw. Ponadto, mimo ze wartosci MIC obu badanych
nanokompozytow (1,13% AgNPs/TiO2/DBP i 2,42% AgNPs/TiO2/DBP) wynosity 2,5
mg/mL, to zawartos$¢ srebra 0,0283 mg/mL byta wystarczajaca do zahamowania wzrostu
badanych szczepow ATCC, DFI i WL Jedynie Klebsiella pneumoniae ATCC byla
bardziej wrazliwa na nizszg zawarto$¢ srebra (0,0142 mg/mL) w poréwnaniu do
pozostalych badanych szczepow. Nie jest wykluczone, ze wielkos¢ nanoczastek wptywa
na potencjatl przeciwdrobnoustrojowy, gdy wzrost stezenia jondéw srebra generuje

wigksze rozmiary nanoczastek.
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Rys. 31. Potencjat aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej otrzymanych nanokompozytow
AgNPs/TiO2/DBP wobec wybranych szczepdw bakteryjnych. ATCC — repozytorium
szczepow bakteryjnych — American Type Culture Collection, DFI - izolat zakazenia stopy
cukrzycowej, WI - izolat rany, NI - brak efektu hamujacego.

Z drugiej strony - morfologia, ksztatt i wymiary nanoczastek srebra i tytanu
w probece TiO2/DBP moga rowniez decydowac o potencjale przeciwdrobnoustrojowym,

gdy wigksze nanoczastki sktadaja si¢ glownie z metalicznego srebra, a mniejsze
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z dwutlenku tytanu TiO2. Ponadto, hybrydowe nanoczastki sa rownomiernie rozproszone
na powierzchni pirolizowanej biomasy i tworza hybrydowe wyspy epitaksialne, co

zostato zarejestrowane w badaniu mikroskopowym.

Szereg interakcji biochemicznych wyjasnia potencjat przeciwdrobnoustrojowy
preparatow srebra [391,392]. Jednakze doktadny mechanizm dzialania jest nadal
przedmiotem dyskusji. Zdolno$¢ nanokompozytu srebra do wuszkodzenia btony
komorkowej bakterii jest szeroko opisywana i uwaza si¢ ja za mechanizm podstawowy.
Z kolei wptyw wtornych jonow srebra poprzez mechanizm "konia trojanskiego" rowniez
byt opisywany [393]. W kontek$cie nanokompozytéw o wlasciwosciach
fotokatalitycznych, wykazano, ze gatunki ROS sa dominujgcym mechanizmem
zwigkszajacym aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa poprzez efekty fotoekscytacji [394].
W obecnych badaniach stwierdzono, Ze otrzymane preparaty AgNPs/TiO/DBP
wykazuja wysoka aktywnos$¢ fotoluminescencyjng. Mozna zatem postawic hipoteze, ze
czgsciowo efekt przeciwdrobnoustrojowy jest skorelowany z  aktywnoS$cia
fotoluminescencyjng. Jednak, aby udowodni¢ taka teorig, nalezatoby zaprojektowac

1 przeprowadzi¢ dodatkowe badania.

Wiele badan wykazalo potencjalne zastosowanie preparatow srebra w farmakologii
1 kosmetologii [395-397]. Wlaczenie kompozytdow na bazie srebra do masci lub hydrozeli
moze zapobiec dostarczaniu wolnych jondw do $rodowiska [396,398,399]. Z drugiej
strony, wykazano synergistyczne dzialanie nanoczastek srebra wobec izolatow
klinicznych [400]. SAH Jalali i wsp. wykazuja wzrost dziatania przeciwbakteryjnego po
dodaniu TiO2 do nanoczastek srebra, spadek wartosci MIC z 12,5 i 25 ppm do 6,25 (E.
coli) 1 12,5 ppm (S. aureus) [401]. To samo zjawisko zaobserwowano w przypadku

niniejszego badania, ktore wykazato zwigkszenie efektu przeciwdrobnoustrojowego
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TiO2/DBP poprzez obecno$¢ zawartosci srebra. Co wigcej, otrzymane preparaty srebra,
oparte na TiO2/DBP, wykazuja wyzszy potencjat przeciwdrobnoustrojowy wobec tych
samych szczepow bakterii, w porownaniu do nanokompozytu kaolinitowego, gdzie
warto§¢ MIC wynosita 10 mg/mL, a zawarto$¢ srebra 0,06 mg/mL [402]. Co wigcej,
wyniki  niniejszych ~ badan  wykazuja  prawie taka samg  aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa, jak opisana przez S.A.H. Jalali i wsp., nawet dla szczepow
klinicznych [401]. Zjawisko to mozna tlumaczy¢ efektem synergicznym generowanym
przez zaréwno srebro jak i tlenek tytanu w konteks$cie aktywnos$ci fotoluminescencyjne;.
Ponadto, w przypadku nanokompozytow ze srebrem kaolinitowym potencjat
przeciwdrobnoustrojowy wykazuje zaleznos$¢ od stezenia, natomiast w przypadku srebra

TiO2/DBP — nie.

4.7. Biosynteza nowych materiatow kompozytowych (NdVO4NPs/pirolizowana

biomasa okrzemkowa) o luminescencji up-konwersyjnej

4.7.1. Problematyka badawcza

Pierwiastki ziem rzadkich (REE) wzbudzity w ostatnich latach duze zainteresowanie.
Wigkszo$¢ z nich nie jest w rzeczywisto$ci rzadka pod wzgledem obfitosci, a termin
"rzadki" powinien dotyczy¢ raczej trudnego procesu ich wydobycia, poniewaz takie
pierwiastki maja tendencj¢ do wystepowania razem w przyrodzie i nie ulegaja separacji
w konwencjonalny sposéb [403]. Chociaz REE sa czesto charakteryzowane jako unikalna
grupa, w praktyce kazdy pojedynczy pierwiastek ma okre§lony zestaw zastosowan
koncowych. Ich ciekawe wiasciwosci optyczne, takie jak luminescencja, konwersja
w gore, szeroka transparentno$¢ optyczna czy wysoka dwojtomno$¢, wynikaja gléwnie
z mnogosci przej$¢ w obrebie standw elektronowych 4f n [404]. Wydajnos¢ wzbudzenia
4f n w jonie lantanowca moze by¢ zwigkszona poprzez transfer ladunku z materiatu

gospodarza o wyzszym wspdtczynniku absorpcji. Grupa ortowanadanowa, VO4*, jest
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dobrym kandydatem na gospodarza jonu trjwartosciowego, poniewaz moze wzbudzi¢
wiekszo$¢ jonow lantanowcéw poprzez transfer tadunku w grupie VO4*, po ktorym
nastgpuje transfer energii do emisyjnego jonu lantanowca. Ortowanadany ziem rzadkich
sg zatem jedna z kluczowych klas nieorganicznych materiatow funkcjonalnych opartych
na REE. Wsréd wanadanow ziem rzadkich, NdVO4 nalezy do struktury cyrkonowe;j
z grupg przestrzenng Dup'® [405]. W zwiazku z tym jon lantanowca w tym krysztale ma
niskg symetrie, co sprzyja elektrycznym przemianom dipolowym, co skutkuje wyzszymi
statymi szybko$ci promieniowania i zmniejszeniem procesOw wygaszania. Wanadan
neodymu jest jednym z najlepiej zbadanych ortowanadanéw lantanowcow typu ABOs.
Krystalizuja one w strukturze tetragonalnej utworzonej z lekko znieksztalconego
tetraedru jonu VO4> i jonu pierwiastka ziem rzadkich Nd*" pomiedzy sgsiednimi

tetraedrami. Kazdy jon Nd** otoczony jest dwusciennie przez osiem jonow tlenu [406].

Przeprowadzono liczne badania materiatow optycznych na bazie NdVO4 [407—409].
NdVO4 domieszkowany Y jest znanym materialem laserowym o wspotczynniku
absorpcji na poziomie pigciokrotnie wyzszym przy dtugosci fali 808 nm niz dioda
laserowa Nd:Y3AlsO [408]. Ponadto wykazano, ze NdVOs wykazuje aktywno$¢
fotokatalityczng w degradacji barwnikdw 1 zanieczyszczen organicznych, ktéra jest
poréwnywalna lub nawet wyzsza od komercyjnego TiO, [407,410]. Dzigki duzej
powierzchni wilasciwej 1 efektom rozmiaru kwantowego, materialy nanokrystaliczne
oferuja wiasciwosci, ktore zwykle nie s3 obserwowane w duzych czastkach.
W konsekwencji, ortowanadany lantanowcOéw w postaci nanokrystalicznej wykazuja
wlasciwosci, ktore czynig je potencjalnymi materiatami do fluorescencji wielofotonowej,
znacznikami biochemicznymi, ogniwami stonecznymi, diodami
elektroluminescencyjnymi (LED), sensorami utleniajgcymi i $§rodkami kontrastowymi

Ww obrazowaniu rezonansu magnetycznego [411-415]. Dotychczas opracowano jednak
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kilka metod syntezy nanostruktur NdVOs (synteza hydrotermalna, mikrofalowa lub
sonochemiczna, wspotstracanie, reakcje metatezy). Wszystkie te metody maja okreslone
wady - konieczno$¢ obrobki cieplnej w wysokich temperaturach, dlugi czas reakcji (do
kilku dni), kosztowne oprzyrzadowanie czy stosowanie toksycznych rozpuszczalnikow

[406].

W rozdziale przedstawiono wyniki badan biosyntezy nowych kompozytow
NdVOsNPs/biomasa okrzemkowa 0 anty-Stokesowskiej luminescencji
z wykorzystaniem metabolicznego domieszkowania komorek okrzemek neodymem
i wanadem w procesie hodowli okrzemek. Opisano zielong metod¢ otrzymywania
krystalicznych nanoczastek NdVOs pokrywajacych komorki okrzemek w postaci

klastrow.

4.7.2. Badania mikroskopowe

Wyniki analizy spektralnej SEM-EDS suchej 1 pirolizowane; biomasy
domieszkowane; NdVOs4 przedstawiono na rysunku 36A. Analiza ta wykazala, ze
glownymi sktadnikami otrzymanych materiatow byty tlen, wegiel, krzem 1 wapn. Spadek
zawartosci wegla w probee pirolizowanej w poréwnaniu z probka bez obrobki termiczne;j
wskazuje na obecnos¢ grafityzowanej czgsci organicznej komorek okrzemek pozostatych
po procesie pirolizy [275]. Wysoka zawarto$¢ wapnia w probkach sugeruje obecnosé
weglanow wapnia (w probce bez pirolizy) lub ortokrzemiandw wapnia (w probce po
pirolizie), co potwierdzaja wyniki XRD (Rys. 33). Obie probki charakteryzowaly sig¢
rowniez wysoka zawarto$cig neodymu i wanadu, wynoszacg odpowiednio 4,98% Nd
1 1,07% V dla NdVO4/DB oraz 10,43% Nd i 2,45% V dla NdVO4+/DBP. Mapowanie
przeprowadzone dla otrzymanych kompozytow wskazuje na réwnomierny rozktad

neodymu i wanadu w tych materiatach.
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Rys. 32. Widma SEM-EDS, sktad pierwiastkowy otrzymanych kompozytéw oraz mapa
rozktadu pierwiastkbw domieszkowanych w NdAVO4/DBP (A). Obrazy STEM
przedstawiajace morfologie i strukture pirolizowanych komorek okrzemek ozdobionych
formami klastrowymi NdVO4NPs w réznych powiekszeniach (B.1-5), B.1 - komorki
okrzemek w postaci kolonialnych wsteg, B.4 - pojedyncza komorka okrzemek, obraz
TEM jednowarstwowego ptatkowego klastra nanokrystalitow NdVO4 (C).

Probki zostaly rowniez zbadane przy uzyciu skaningowego transmisyjnego
mikroskopu elektronowego w celu analizy morfologii, rozmieszczenia, ksztaltu

i rozmiaru powstatych nanoczastek. Rys. 32B przedstawia poréwnanie obrazow STEM
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okrzemkowych kompozytéw zawierajacych NdVO4NPs bez pirolizy (Rys. 32B1) i po
pirolizie (Rys. 32B2). Obrazy te szczegdlowo pokazuja skomplikowang strukturg
okrzemek. Mozna dostrzec architekture calego pancerzyka okrzemek, szczegoty
struktury poréw oraz rozktad, ksztatt i rozmiar powstatych nanoczastek NdVOas. Rys. 32C
przedstawia obraz TEM krystalitow (nanoczastek) NdVOs o wymiarach 30-40 nm
tworzacych skupiska krystalitéw w cienkiej warstwie nieregularnych form ptatkowych.
Mozliwe jest zaobserwowanie form trygonalnych pryzmatycznych lub kwadratowych
ptytek nanokrystalitéw NdVO4. Morfologia kwadratowych plytek jest charakterystyczna
dla nanoczastek homologow pierwiastkow ziem rzadkich, takich jak NdVO4 [416].
Rozmiar i lokalizacja tych ptatkéw na skorupach okrzemek sg rozne, jednak ich obecno$¢
jest charakterystyczna dla wszystkich kompozytow, niezaleznie od obrobki termiczne;.
W rozdziale dotyczacym domieszkowania biomasy i biokrzemionki okrzemowej jonami
tytanu (Rozdz. 4.3.) uzyskano podobne powloki [112], ale nadal charakter wigzania
powstalych ptatkow z krzemionkowa powierzchnig pancerzyka okrzemek pozostaje
niewyjasniony. Wigzanie to moze wynika¢ z polaczenia grup silanolowych 1 resztek
bialek odpowiedzialnych za tworzenie krzemionkowej powloki (sylafiny)

z nanoczasteczkowym ptatkiem.

4.7.3. Badania technikg proszkowej dyfrakcji rentgenowskiej

Proszkowe wzory dyfrakcyjne promieniowania X suszonej i pirolizowanej biomasy
immobilizowanej NdVO4 przedstawiono na Rys. 33. Dyfraktogramy rentgenowskie
uzyskane dla NdVO4/DB i NdVO4/DBP wykazaty te same wyrazne piki krystaliczne
zlokalizowane w przyblizeniu przy 26 = 18,73°, 24,56°, 40,25°, 48,36°. Wykryte piki
krystaliczne zostaty zidentyfikowane jako charakterystyczne piki dyfrakcyjne wanadanu

neodymu (kod ref.: 00-015-0769, NdVOs).
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Rys. 33. Dyfraktogramy rentgenowskie otrzymanych kompozytow.

Widmo XRD wysuszonej biomasy okrzemkowej domieszkowanej metabolicznie
NdVOs4 pokazuje intensywne piki zlokalizowane przy 20 = 29,54°, 36,12° 1 39,57°, ktore
odzwierciedlaja piki weglanu wapnia (kod ref.: 00-001-0837, CaCOs). Wskazuje to, ze
mineralizacja weglanu wapnia w biomasie okrzemek nastgpita juz na etapie jej suszenia.
Zaobserwowano rowniez charakterystyczny pik przy 20 = 23,12°, wskazujacy na
obecnos¢ MgOALO3Si0, w probee (kod ref.: 00-024-0346, MgOAI03Si0»).
Dyfraktogram rentgenowski otrzymany dla NdVO4/DBP wykazuje wyrazne piki (26:
32.17°,32.65°,39.67° 141.38°) charakterystyczne dla krzemianu wapnia wg standardow

JCPDS (kod ref.: 00-003-0753, CazSiOs).

4.7.4. Analiza termograwimetryczna
Obrobka termiczna biomasy okrzemek w temperaturze 800°C spowodowata
catkowity rozktad kalcytu CaCOs do tlenku wapnia CaO. Obecno$¢ krzemianu wapnia

moze by¢ spowodowana reakcjg typu cialo stale-ciato state zachodzaca w procesie
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pirolizy pomig¢dzy faza statag CaO a amorficzng biokrzemionkg frustul okrzemek [275].
Dane dotyczace stabilnosci termicznej i przemian fazowych biomasy okrzemkowe;j
z domieszka NdVO4 uzyskane za pomocg analizy termograwimetrycznej (analiza
termograwimetryczna TG, termograwimetryczna analiza pochodna DTG oraz réznicowa

kalorymetria skaningowa DSC) przedstawiono na Rys. 34.
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Rys. 34. PrzejScia fazowe 1 stabilno$¢ termiczna kompozytow zawierajacych klastry
NdVO4

Krzywe termografometryczne pokazujg trzy rézne fazy utraty masy. Pierwsza faza
z ubytkiem masy okoto 12,35% pojawita si¢ w zakresie temperatur 111-199°C. Ubytek
masy zwigzany byl z procesami dehydratacji (uwalniania fizycznie zwigzanej; wody)
biomasy, czemu towarzyszyl efekt endotermiczny na krzywej DTA oraz wyrazny pik na
krzywej DTG. Druga faza wystapita w zakresie temperatur 394-529°C z redukcjg masy
o okoto 18,72%. Charakteryzowala si¢ ona efektem egzotermicznym widocznym na
krzywej DTA oraz intensywnym pikiem DTG skupionym w temperaturze 500°C. Faza
ta zwigzana byla z rozktadem organicznych sktadnikéw biomasy okrzemek. Trzecia faza
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wystapita w zakresie temperatur 602-764°C z efektem endotermicznym i ubytkiem masy
okoto 29,95%. Faza ta charakteryzowata si¢ asymetrycznym pikiem DTG i moze by¢
przypisana destrukcji weglanu wapnia z emisja dwutlenku wegla [417]. Czwarta faza
objawiajaca si¢ w temperaturze powyzej 900°C charakteryzowata si¢ wyraznym efektem
egzotermicznym krzywej DTA przy braku widocznego ubytku masy na krzywej TG. Jej
wystepowanie mozna przypisa¢ tworzeniu si¢ ortokrzemianu wapnia [418] w reakcji

tlenku wapnia z tlenkiem krzemu, co potwierdzita analiza XRD (Rys. 33).

4.7.5. Wilasciwosci fotoluminescencyjne

Badanie witasciwosci fotoluminescencyjnych otrzymanych kompozytéw wykazato,
ze posiadaja one wysokie intensywnosci emisji w $wietle ultrafioletowym (376 nm),
niebieskim (465 nm), zielonym (535 nm), pomaranczowym (635 nm) i czerwonym (677
nm), przy réznych dlugosciach fal wzbudzenia (Rys. 35). Po wzbudzeniu w bliskiej
podczerwieni (Awz. = 800 nm) otrzymane kompozyty wykazuja cztery anty-Stokesowskie

pasma emisyjne w obszarze widzialnym, co pokazuje widmo emisyjne na Rys. 36.

Emisja w regionie ultrafioletowym (~261 nm) jest najprawdopodobniej wynikiem
przejscia elektronowego w VO.*, ktore odpowiada przejsciu elektrondow ze stanow
wiazacych 3d V 1 2p O do stanow niewigzacych [419,420]. Emisja $wiatta zielonego,
pomarafnczowego i czerwonego wynika glownie z przej$¢ elektronowych w Nd** [416].
Silne pasmo emisji zielonej (~523 nm) mozna przypisaé przejsciom (*Gon-*G112) — L2
oraz (*G72-*Gopn) — “lop, natomiast emisja pomaraficzowa (~590 nm) moze by¢
przypisana przejsciom (*Gon-*Gii2) — *lisn, *Lisn oraz (*Gra- *Gon) — “Lia, *Lizn.
Emisja w zakresie §wiatta czerwonego (~675 nm) moze by¢ spowodowana przej$ciami

4
(*Gsn-2G72) — o, 12
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Rys. 35. Widma emisyjne fotoluminescencji otrzymanych kompozytow: widmo

w zakresie od 350 nm do 530 nm, przy dtugosci fali wzbudzajacej 270 nm (A), w zakresie
od 350 nm do 600 nm, przy dlugosci fali wzbudzajacej 325 nm (B), w zakresie od 440
nm do 800 nm, przy dtugosci fali wzbudzajacej 420 nm (C), w zakresie od 550 nm do

800 nm, przy dtugosci fali wzbudzajacej 532 nm (D).
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Mozna réwniez zauwazyC, ze luminescencje up-konwersyjng uzyskano dla
syntezowanego kompozytu tylko przy uzyciu lampy ksenonowej, a nie laseréw dajacych

bardzo duze gestosci fotonéw wzbudzajacych.
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Rys. 36. Widma up-konwersyjnej luminescencji otrzymanych kompozytow przy
dhugosci fali wzbudzajacej 800 nm dla: zakresu 500-700 nm (A) oraz zakresu 257-265
nm (B). Schemat pozioméw energetycznych odpowiedzialnych za poszczeg6lne piki
(wstawka).

Weczesniej uzyskano kilka dobrze rozdzielonych waskich pasm w zakresie
widmowym 660-760 nm pod wzbudzeniem przy 785 nm dla nanoperowskitow

ortoaluminianu itru domieszkowanego Nd** (Nd**:YAIO;] [421]. Blisko podczerwong

anty-Stokesowska luminescencj¢ przy 740 nm i 800 nm wykazywang pod wplywem
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wzbudzenia przy 980 nm zaobserwowano dla perowskitowych czasteczek tytanianu
wapnia CaTiOs wspotdomieszkowanych jonami Yb>* i Nd** [422]. Ostatnio Singh i wsp.
[423] doniesli o luminescencji z emisjg anty-Stokesa w obszarze widzialnym przy 489
nm, 540 nm, 605 nm i 671 nm pod wzbudzeniem 806 nm dla szkiet borofosforanowych

domieszkowanych Nd»Os.

Nalezy réwniez zauwazyé, ze otrzymany kompozyt pirolizowanej biomasy
okrzemkowej domieszkowany nanoczastkami ortowanadanu neodymu, oprocz
wykrytych wiasciwosci luminescencyjnych (luminescencja up-konwersyjna, waskie
pasmo i duze przesunig¢cia emisji anty-Stokesa), charakteryzuje si¢ jako materiat
biokompatybilny, nietoksyczny, stabilny termicznie i chemicznie. Materialy o takich
wlasciwosciach s3 poszukiwane do =zastosowan w fototerapii, bioobrazowaniu

i biosensingu [406] czy w konwersji widma slonecznego [424].
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5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

W ramach przedtozonej rozprawy doktorskiej z powodzeniem zsynetyzowano nowe
materialy krzemionkowe o trojwymiarowej, azurowej strukturze na bazie biokrzemionki
okrzemkowej funkcjonalizowanej nanoczastkami wybranych metali (Ti, V, Nd, Ag)
z wykorzystaniem oryginalnych metodyk metabolicznego domieszkowania komorek
okrzemek hodowanych w warunkach laboratoryjnych (Ti, V, Nd) oraz impregnacji
pirolizowanej biomasy okrzemek roztworem soli metali (Ag). Uzyskane 3D mikro-
nanostrukturyzowane kompozyty krzemionkowe 1acza w sobie hierarchiczna,
uporzadkowanag, trojwymiarowa strukture biokrzemionkowych frustul okrzemek z ich
unikalnymi wlasciwos$ciami optycznymi, periodycznym systemem porow, dobrymi
wlasciwo$ci mechanicznymi i termicznymi, chemiczng obojetno$cia i kompatybilnoscia
biologiczng oraz specyficzne funkcjonalne wiasciwosci (katalityczne, optyczne,
antybakteryjne) domieszkowanych metali.

W ramach pracy uzyskano trzy rodzaje nowych kompozytéw krzemionkowych:
mikro-nanokompozyty biomasy okrzemek i biokrzemionki domieszkowanych
nanoczastkami tytanu (Ti/DB i Ti/DBioSiO2); kompozyty pirolizowanej biomasy
okrzemek domieszkowane] nanoczgstkami dwutlenku tytanu 1 nanoczgstkami
metalicznego srebra (AgNPs/TiO2/DBP); kompozyty pirolizowanej biomasy okrzemek
domieszkowanej nanoczastkami wanadanu neodymu (NdVO4/DBP). Wilasciwosci
fizykochemiczne zsyntezowanych kompozytéw (cechy morfologiczne i strukturalne,
sklad pierwiastkowy, sktad mineralny i strukture krystaliczna, potencjal zeta, wtasciwosci
fotoluminescencyjne, charakter 1 stabilno$¢ termiczng wigzan strukturalnych
otrzymanych materialow oraz specyfike immobilizacji 1 dystrybucji pierwiastkéw
domieszkowanych) scharakterezywano na podstawie przeprowadzonych badan

z wykorzystaniem szeregu metod instrumentalnych (LM, SEM, SEM-EDS, TEM, TEM-
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EDS, XRD, FTIR, TGA, ELS, ICP/MS, spektrofluorometria). Ponadto, w pracy uzyskano
wyniki badan aktywnos$ci przeciwbakteryjnej kompozytu AgNPs/TiO2/DBP wobec
szczepow Gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz Gram-ujemnych Klebsiella
pneumoniae 1 Escherichia coli namnazanych laboratoryjnie jak réwniez z izolatow
klinicznych.

Na podstawie wynikow badan uzyskanych w ramach przedstawionej rozprawy
doktorskiej sformulowane zostaly wnioski w odniesieniu do syntezy poszczegdlnych

kompozytow.

1. Metaboliczne domieszkowanie 3D biokrzemionki okrzemkowej tytanem

synteza nowych mikro-nanokompozytow 3D ustrukturyzowanej biokrzemionki
okrzemkowej oraz biomasy okrzemek domieszkowanych nanoczastkami tytanu
(Ti/DBi0Si02 1 Ti/DB) z wykorzystaniem oryginalnej metody metabolicznej insercji
tytanem podczas kontrolowanej hodowli okrzemek w warunkach laboratoryjnych.
W syntezie po raz pierwszy wykorzystano organiczny prekursor jondéw tytanu -
tertbutanolan tytanu.

poczatkowe stezenie tytanu 15 mg/L, warto§¢ pH 8,9 oraz poczatkowe stezenie
krzemu 1,2 mg/L (Ti:Si = 1:17,5) w medium hodowlanym zostaty okreslone jako
optymalne warunki metabolicznego wprowadzania tytanu do komorek okrzemek.
zsyntezowane kompozyty Ti/DBioSiO2 i Ti/DB zawieraja tytan w ilosciach 8,6%
1 6,6% odpowiednio, w postaci jednowarstwowych klastrow nanokrystalitow (10-20
nm) dwutlenku tytanu w formie ooidow. Badania TEM wykazaly takze mozliwos¢
czgsciowego wbudowania tytanu w strukture pancerzyka okrzemki poprzez
izomorficzne podstawienie atomow krzemu. Morfologia i struktura frustul okrzemek
domieszkowanych tytanem pozostaje niezmienna w odniesieniu do frustul okrzemek

niedomieszkowanych.
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badania kinetyki absorpcji azotandéw, fosforanow, krzemu i tytanu przez komorki
okrzemek z medium hodowlanego wykazaty, ze absorpcja tytanu przebiega podobnie
do absorpcji krzemu (podobne ksztatty krzywych kinetycznych), co moze sugerowaé
podobny mechanizm ich pobierania.

analiza XRD biokrzemionki okrzemkowej domieszkowanej tytanem i1 poddanej
pirolizie w temperaturze 1000°C wykazata przejécie fazowe tlenkow krzemu i tytanu
z fazy amorficznej do ich form krystalicznych (kwarcu i trydymitu oraz anatazu
i rutylu).

otrzymana biokrzemionka domieszkowana tytanem charakteryzuje si¢ czterema
rodzajami aktywnosci fotoluminescencyjnej w obszarze ultrafioletowym, niebieskim,

zielonym i czerwonym widma widzialnego

Kompozyty pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej heteroepitaksjalnie
rosngcymi nanoczgstkami Ag/TiOz: synteza, charakterystyka 1 zastosowanie
antybakteryjne

synteza nowych hybrydowych kompozytow AgNPs/TiO»/pirolizowana biomasa
okrzemkowa (AgNPs/TiO2/DBP) zawierajgcych nanoczastki ditlenku tytanu (Ti=4,2
- 4,7%) pokrytych epitaksjalng warstwg nanoczastek metalicznego srebra (1,1 - 2,4%)
z wykorzystaniem  konsekwentnie = potagczonych metod metabolicznego
domieszkowania komorek okrzemek tytanem w trakcie hodowli okrzemek oraz
impregnacji domieszkowanej tytanem i pirolizowanej biomasy okrzemek roztworem
azotanu srebra.

kompozyty AgNPs/TiO2/DBP wykazuja intensywng fotoluminescencj¢ w regionie

Swiatta niebieskiego.
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wykrycie wysokiej aktywnosci przeciwbakteryjnej (minimalne st¢zenie hamujace
MIC w zakresie 0,01 — 0,06 mg/1) uzyskanych kompozytéw AgNPs/TiO2/DBP wobec
szczepow Gram-dodatnich Staphylococcus aureus oraz Gram-ujemnych Klebsiella
pneumoniae 1 Escherichia coli namnazanych laboratoryjnie jak réwniez z izolatow
klinicznych. Hipotetyczna przyczyna wysokiej aktywno$ci przeciwbakteryjnej
kompozytéw - synergistyczny efekt fotokatalityczny zawartych w nich nanoczastek
dwutlenku tytanu i metalicznego srebra.

zastosowanie w syntezie kompozytow AgNPs/TiO»/DBP metody metabolicznej
insercji tytanem komorek hodowanych okrzemek oraz chemiczng redukcj¢ srebra
przy uzyciu nadtlenku wodoru jako ekologicznego S$rodka redukujacego jest

odpowiednie do zasad ,,zielonej chemii”.

Biosynteza nowych materialow kompozytowych (NdVO4NPs/pirolizowana biomasa
okrzemkowa) o luminescencji up-konwersyjnej

opracowana oryginalna metoda syntezy nowych 3D mikro-nanoustrukturyzowanych
kompozytéw krzemionkowych o wlasciwosciach anty-Stokesowskiej luminescencji
na bazie pirolizowanej biomasy okrzemek domieszkowanej metabolicznie
nanoczgstkami wanadanu neodymu (NdVO4/DBP) o zawartosci neodymu 4,9 —
10,5% i wanadu 1,1 — 2,5%.

biosynteza krystalicznych nanoczastek NdVOs w postaci jednowarstwowych
nieregularnych klastrow nanokrystalitow (30-40 nm) na powierzchni komorek
okrzemek odbywa si¢ przy bezposrednim udziale jednokomoérkowych mikroalg
w medium hodowlanym, w warunkach przyjaznych dla srodowiska, w temperaturze

pokojowej i w atmosferze otoczenia.
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zsyntetyzowane kompozyty NdVO4NPs/DB i NdVO4NPs/DBP wykazujg intensywna
emisj¢ fluorescencyjng anty-Stokesowska w obszarach ultrafioletowym (261 nm),
zielonym (523 nm), pomaranczowym (590 nm) i czerwonym (675 nm) oraz zwykla,
intensywna emisje¢ fluorescencyjng w swietle ultrafioletowym (376 nm), niebieskim

(465 nm), zielonym (535 nm), pomaranczowym (635 nm) i czerwonym (677 nm).

Uzyskane w ramach pracy doktorskiej nowe mikro-nanostrukturyzowane kompozyty
krzemionkowe funkcjonalizowane nanoczastkami wybranych metali (Ti, V, Nd, Ag)
odpowiednio do swoich charakterystycznych wtasciwosci (strukturalnych, porowatych,
optycznych, fotokatalitycznych, termicznych, mechanicznych) moga znalez¢
zastosowanie w nowoczesnych technologiach do produkcji biosensorow, urzadzen
optycznych, fotokatalizatoréw, potprzewodnikow, ogniw fotowoltaicznych, wydajnych
adsorbentow, materiatéw bakteriobojczych, nosnikéw lekow czy matryc do

nanolitografii.

Zaprezentowane 1 omoOwione w ramach niniejsze] rozprawy doktorskiej wyniki

pozwalaja stwierdzi¢, iz zatozone cele pracy zostaly w pelni osiagnicte.

151



6. STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

6.1. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku polskim

Uniwersytet Szczecinski

Instytut Nauk o Morzu i Srodowisku

mgr Weronika Brzozowska

Tytul rozprawy doktorskie;j:

»Outsourcing” okrzemek w syntezie 3D ustrukturyzowanej biokrzemionki
funkcjonalizowanej nanoczastkami metali (Ti, V, Nd, Ag)

promotor: dr hab. inz. Myreslav Sprynskyy, prof. UMK

promotor pomocniczy: dr Przemystaw Dabek

Streszczenie rozprawy doktorskiej

W poszukiwaniu innowacyjnych rozwigzan dla nowoczesnych technologii,
a zwlaszcza w projektowaniu 1 wytwarzaniu nowych nanokompozytowych materiatow
nieorganicznych, mikroorganizmy funkcjonujgce jako "naturalni mikrotechnologowie"
moga stanowi€ znaczacg inspiracje. Okrzemki stanowig, pod wzgledem liczby gatunkow,
jedng z najwiekszych grup mikroalg posiadajagcych zdolno$¢ syntezy kompozytow
mineralnych charakteryzujacych si¢ zlozonymi strukturami hierarchicznymi. Ich
pancerzyki, zwane frustulami, tworza misternie zdobione struktury, przypominajace
najbardziej wyrafinowane, naturalne mozaiki. Uporzadkowane systemy porow perforujg
krzemionkowe $ciany frustul o srednicach od nano- do mikrometréw, tworzac azurowe,
trojwymiarowe struktury krzemionkowe. Wykorzystanie tych cech jest jednym

z gtdwnych wyzwan w opracowywaniu nowych rozwigzan technologicznych.
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W ramach przedlozonej rozprawy doktorskiej z powodzeniem zsynetyzowano
nowe materialy krzemionkowe o trojwymiarowej, azurowej strukturze na bazie
biokrzemionki okrzemkowej funkcjonalizowanej nanoczastkami wybranych metali (Ti,
V, Nd, Ag) z wykorzystaniem oryginalnych metodyk metabolicznego domieszkowania
komorek okrzemek hodowanych w warunkach laboratoryjnych (Ti, V, Nd) oraz
impregnacji pirolizowanej biomasy okrzemek roztworem soli metali (Ag). Podczas
prowadzonych badan okreSlono zdolno$¢ wybranego gatunku  okrzemki
(Pseudostaurosira trainorii) do metabolicznego wprowadzania rozpuszczalnego tytanu
z medium hodowlanego w strukture $cian komodrkowych poprzez jej hodowle
W warunkach laboratoryjnych. Ponadto zsyntezowano kompozyty
AgNPs/TiOy/pirolizowana biomasa okrzemkowa (DBP) metoda bezposredniej
impregnacji wodnymi roztworami azotanu srebra. Analiza TEM wykazata epitaksje
AgNPs na powierzchni nanoczastek TiO>. Potencjal przeciwdrobnoustrojowy
zsyntezowanych kompozytow badano metoda MIC wobec najczesciej wystepujacych
w medycynie mikroorganizméw lekoopornych: gram-dodatniego Staphylococcus aureus
i gram-ujemnego Klebsiella pneumoniae. Wykazano, ze otrzymane kompozyty
hybrydowe AgNPs/TiO2/DBP posiadajag wysoka aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
Dodatkowo, wuzyskano nowe kompozyty NdVO4NPs/DBP stosujac metode
metabolicznego domieszkowania komorek okrzemkowych neodymem i wanadem oraz
pirolizy domieszkowanej biomasy okrzemkowej w temperaturze 800°C. Badania
wykazaly, ze powierzchnia pancerzykow okrzemek pokryta jest nanokrystalitami
(nanoczastkami) NdVOs o wymiarach 30-40 nm tworzacymi skupiska krystalitow
w postaci jednowarstwowych nieregularnych ptatkow. Zsyntetyzowane kompozyty

wytwarzaly intensywna anty-Stokesowska emisj¢ fluorescencyjng w obszarach
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zielonym, pomaranczowym i czerwonym pod wptywem wzbudzenia lampa ksenonowa

w bliskiej podczerwieni w temperaturze pokojowej i w atmosferze otoczenia.

Data, podpis

sfowa Kkluczowe w jezyku polskim: okrzemki, biokrzemionka okrzemkowa,
metaboliczne domieszkowanie, biokrzemionka domieszkowana tytanem, nanoczastki
TiO2, nanoczastki srebra, wanadan neodymu, heteroepitaksjalny wzrost nanoczastek
Ag/TiO2, aktywno$¢ antybakteryjna, wlasciwosci fotoluminescencyjne, emisja anty-

Stokes'a, luminescencja up-konwersyjna;
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6.2. Streszczenie rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim

University of Szczecin

Institute of Marine and Environmental Sciences

Weronika Brzozowska, MSc

Doctoral dissertation title:

"Outsourcing" of diatoms in the synthesis of 3D structured biosilica functionalized
with metal nanoparticles (Ti, V, Nd, Ag)

Supervisor: Myroslav Sprynskyy, PhD, Associate Professor
Associate Supervisor: Przemystaw Dabek, PhD

Summary of the doctoral dissertation

In the search for innovative solutions for modern technologies, and especially in
the design and manufacture of new nanocomposite inorganic materials, micro-organisms
functioning as 'matural microtechnologists' can provide significant inspiration. Diatoms
represent, in terms of number of species, one of the largest groups of microalgae with the
ability to synthesise mineral composites characterised by complex hierarchical structures.
Their shells, called frustules, form intricately decorated structures reminiscent of the most
sophisticated natural mosaics. Structured pore systems perforate the silica walls of
frustules with diameters ranging from nano- to micrometres, creating openworked, three-
dimensional silica structures. Exploiting these features is one of the main challenges in

developing new technological solutions.

Within the framework of the submitted dissertation, new silica materials with

a three-dimensional openwork structure based on diatom biosilica functionalized with
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nanoparticles of selected metals (Ti, V, Nd, Ag) were successfully synthesized using
original methodologies of metabolic doping of diatom cells grown under laboratory
conditions (Ti, V, Nd) and impregnation of pyrolysed diatom biomass with a solution of
metal salts (Ag). During the present study, the ability of a selected diatom species
(Pseudostaurosira trainorii) to metabolically incorporate soluble titanium from the
culture medium into the cell wall structure by culturing it under laboratory conditions was
determined. Furthermore, AgNPs/TiO2/pyrolysed diatom biomass (DBP) composites
were synthesised by direct impregnation with aqueous silver nitrate solutions. TEM
analysis showed epitaxy of AgNPs on the surface of TiO; nanoparticles. The
antimicrobial potential of the synthesised composites was tested by MIC against the most
common drug-resistant microorganisms in medicine: gram-positive Staphylococcus
aureus and gram-negative Klebsiella pneumoniae. The obtained AgNPs/TiO./DBP
hybrid composites were shown to have high antimicrobial activity. In addition, new
NdVO4/DBP composites were obtained using the method of metabolic doping of diatom
cells with neodymium and vanadium and pyrolysis of doped diatom biomass at 800°C.
The study showed that the surface of the diatom frustule is covered with nanocrystallites
(nanoparticles) of NdVO4 with dimensions of 30-40 nm forming clusters of crystallites
in the form of monolayer irregular flakes. The synthesised composites produced intense
anti-Stokes fluorescence emission in the green, orange and red areas under near-infrared

xenon lamp excitation at room temperature and ambient atmosphere.

Date, signature
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Keywords in English: diatoms, diatomaceous biosilica, metabolic doping, titanium-
doped biosilica, TiO: nanoparticles, silver nanoparticles, neodymium vanadate,
heteroepitaxial —growth of Ag/TiO» nanoparticles, antibacterial activity,

photoluminescence properties, anti-Stokes emission, up-conversion luminescence;
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