Mechanizmy biosyntezy nanoczastek przez grzyby

STRESZCZENIE

XI wieku nanomaterialy odgrywaja coraz wazniejsza role, znajdujac zastosowanie w
wielu sektorach, w tym: w rolnictwie, medycynie, przemysle chemicznym, tekstylnym,
elektronicznym i energetycznym. Tradycyjne metody syntezy nanoczastek (NPs) oparte na
koniecznosci zastosowania substancji chemicznych wiaza sie ze znaczna toksycznoscia i
wysokim zuzyciem energii. Z tego powodu biologiczna, zielona synteza NPs zyskuje coraz
wieksze zainteresowanie, poniewaz oferuje lagodna alternatywe dla metod chemicznych i
fizycznych. Synteza NPs z wykorzystaniem grzyboéw stanowi interesujaca, wciaz rozwija-
jaca sie dziedzine badan, co zawdziecza swojej prostocie, relatywnie niewielkim nakladom
ekonomicznym i energooszczednosci. Mykosynteza eliminuje potrzebe stosowania szkodli-
wych substancji chemicznych. Ponadto, grzyby produkuja zwiazki pelniace podwoéjna role,
tj. reduktoréw oraz stabilizatorow NPs, co pozwala uzyska¢ stabilne struktury nieulegajace
agregacji, o zwiekszonej aktywnosci biologicznej. R6znorodnoéé metabolitéw, takich jak
enzymy, polisacharydy, polipeptydy, bialka i inne makroczasteczki, uczynila z grzybéw do-
skonatle narzedzie do syntezy nanoczastek. W pracy dokonano przegladu metod syntezy NPs
ze szczegblnym uwzglednieniem wykorzystania w procesie grzybow.

WPROWADZENIE

HISTORIA NANOTECHNOLOGII - KAMIENIE MILOWE

Historia nanotechnologii rozpoczela sie¢ od wizjonerskiego i przelomowe-
go wykladu wygloszonego przez amerykariskiego fizyka Richarda Phillipsa
Feynmana podczas zjazdu Amerykariskiego Towarzystwa Fizycznego w 1959
r. Wyktad zatytulowany , There’s Plenty of Room at the Bottom” stat si¢ funda-
mentem nowej dziedziny wiedzy, znanej dzi$ jako nanonauka. Feynman, ktéry
zostal laureatem Nagrody Nobla w dziedzinie fizyki w 1965 r. za stworzenie
relatywistycznej elektrodynamiki kwantowej, uwazany jest za prekursora inzy-
nierii na poziomie atomowym [1].

Termin ,nanotechnologia” zostal wprowadzony w 1974 r. przez profesora
Norio Taniguchiego z Uniwersytetu Tokijskiego. Taniguchi zdefiniowal nano-
technologie jako technologie produkcji wykorzystujaca precyzyjna obrébke ma-
terialéw na poziomie nanometréw (1 nm = 10 m) [2].

Kamieniem milowym w rozwoju nanotechnologii bylo wynalezienie w Zury-
chu w 1981 r. skaningowego mikroskopu tunelowego (ang. Scanning Tunneling
Microscope, STM) przez Gerda Binniga i Heinricha Rohrera z IBM. Za to osiagnie-
cie badacze otrzymali w 1986 r. Nagrode Nobla. STM umozliwil uzyskanie ob-
razu powierzchni badanych materialéw z rozdzielczoscig atomowa przestrzeni
rzeczywistej, bez posrednictwa dyfrakcji, co pozwolilo naukowcom na manipu-
lowanie pojedynczymi atomami.

W miare rozwoju nanotechnologii pojawilo sie wiele definicji tego terminu.
W 1987 r. Albert Franks opisal nanotechnologie jako dziedzine zwigzana z wy-
twarzaniem elementéw o wymiarach mieszczacych sie w przedziale 0,1-100 nm
[3]. Kim Eric Drexler, nazywany ,Mr Nanotechnology”, zdefiniowat nanotech-
nologie jako technologie przysztosci, polegajaca na kontroli struktur na pozio-
mie molekularnym, gdzie produkty sa wytwarzane poprzez precyzyjne mani-
pulowanie czasteczkami, zgodnie z wymaganiami projektowanego urzadzenia

[4].

W pierwszych dekadach XXI wieku nanotechnologia przeszta od badan labo-
ratoryjnych do praktycznych zastosowar i komercjalizacji. Waznym wydarze-
niem w historii nanotechnologii byto wyizolowanie grafenu, tj. dwuwymiaro-
wego materiatu o niezwyklych wlasciwosciach fizycznych. Odkrycia dokonali
Andre Geim i Konstantin Novoselov w 2004 r., za co zostali uhonorowani Na-
groda Nobla w 2010 r.
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Nanotechnologia stanowi opowies¢ o ciaglym postepie,
zaréwno w zakresie prac naukowo-badawczych, jak i tech-
nologii. Umozliwitla manipulowanie materia na poziomie
molekularnym i atomowym, otwierajac droge do szeregu
innowacyjnych rozwigzan, ktére potencjalnie moga znacza-
co wplynac na rozwéj innych dziedzin nauki.

CHARAKTERYSTYKA NANOCZASTEK

Nanoczastki (ang. nanoparticles, NPs) definiuje sie jako
czastki o rozmiarze nieprzekraczajacym 100 nm w co naj-
mniej jednym z wymiaréw. Ze wzgledu na swoje nanome-
tryczne rozmiary, NPs wykazuja unikalne wtasciwosci fizy-
kochemiczne, ktére odrézniaja je od ich odpowiednikéw w
skali makro. Zmniejszenie wymiaréw czastek do nanoskali
prowadzi do zwigkszenia stosunku ich powierzchni do ob-
jetosci, co z kolei wptywa na wzrost aktywnosci powierzch-
niowej i zmiane wlasciwosci fizycznych, chemicznych i bio-
logicznych materialow [5].

NPs moga przyjmowac réznorodne ksztatty, tj. kuliste,
cylindryczne, plaskie, a takze bardziej zlozone formy. W

zaleznodci od sktadu materialowego NPs moga by¢ klasy-
fikowane jako: wykonane na bazie wegla (np. fulereny),
organiczne (np. micele), nieorganiczne (np. metale, tlenki
i sole metali), hybrydowe [6], za$ ich powierzchnia moze
posiada¢ wilasciwosci zaréwno hydrofilne jak i hydrofobo-
we. Ciagly postep w dziedzinie nanonauki i nanotechno-
logii doprowadzil do coraz czestszego wlgczania NPs do
produktéw dostepnych na rynku. Stalo sie to impulsem
do inwentaryzacji produktéw konsumenckich zawieraja-
cych nanostruktury. NPs znajduja szerokie zastosowanie
w réznych dziedzinach zaréwno nauki, jak i przemystu.
W medycynie NPs sg wykorzystywane m.in. jako nosniki
lekéw, umozliwiajace precyzyjne dostarczanie substancji
terapeutycznych do komérek docelowych [7] oraz w dia-
gnostyce medycznej [8]. W ochronie sSrodowiska nanoczast-
ki stosuje sie do oczyszczania wéd i gleb z zanieczyszczeri
lub do efektywnej degradacji szkodliwych substancji w wy-
niku dzialania synergistycznego NPs i mikroorganizméw
[9]. Zgodnie z baza produktéw nanotechnologicznych,
opublikowang przez portal StatNano (httpsy/product.stat-
nano.comy/product/all), obecnie zarejestrowanych jest ponad
11 tys. takich produktéw. Najczesciej wykorzystywane sa

METODY SYNTEZY

NANOCZASTEK

ABLACJA
LASEROWA

P
o
%
OITI
Rz
cwv
l

ELEKTRO-
CHEMICZNA

FREZOWANIE
KULOWE
LITOGRAFIA

PIROLIZA

SONO-
CHEMICZNA

FOTO-

CHEMICZNA

Rycina 1. Metody syntezy nanoczastek.
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nanoczastki srebra (AgNPs), tlenku krzemu (SiO,NPs) i
tlenku tytanu (TiO,NPs).

SYNTEZA NANOCZASTEK

Mnogos¢ zastosowan nanoczgstek zwroécita uwage bada-
czy na obszar naukowy obejmujacy ich synteze, ze szczego6l-
nym uwzglednieniem przyjaznych srodowisku metod bio-
logicznych, tzw. zielonej syntezy. Konwencjonalnie nano-
struktury sg syntetyzowane przy uzyciu metod fizycznych,
fizyko-chemicznych i chemicznych (Ryec. 1).

Fizyczne metody syntezy nanoczastek

Synteza nanoczastek metodami fizycznymi polega na ich
bezposrednim wytwarzaniu z materiatéw statych bez ko-
niecznosci stosowania reakcji chemicznych. Metody te opie-
raja sie na mechanicznych, termicznych lub elektrycznych
procesach, ktére rozdrabniaja materiaty lub prowadza do
kondensacji NPs z fazy gazowej. Czesto wykorzystywane sa
w produkgji duzych ilosci NPs i preferowane sg tam, gdzie
istotne jest unikanie wykorzystania substancji chemicznych.
Nie wymagaja stosowania szkodliwych reagentéw, prowa-
dzac tym samym do uzyskania produktéw o wysokiej czy-
stosci. Zaleta tego rodzaju metod jest powstanie NPs jed-
nolitych pod wzgledem wielkosci. Do najpopularniejszych
metod fizycznych nalezy technika odparowania i kondensa-
qji, gdzie material Zrédlowy jest odparowywany w wysokiej
temperaturze w komorze prézniowej. Powstaty w ten spo-
s6b gaz ulega kondensacji tworzac NPs. Wadg metody jest
koniecznosé uzyskania wysokich temperatur, co zwiazane
jest z wykorzystaniem aparatury generujacej wysokie zuzy-
cie energii. Stezenie wytwarzanych w ten sposéb nanocza-
stek, np. AgNPs, wzrasta wraz ze wzrostem temperatury w
procesie, a same NPs charakteryzuja sie sferycznym ksztat-
tem i brakiem agregacji [10]. Inny przykiad fizycznej meto-
dy syntezy nanostruktur to frezowanie kulowe. Jest to me-
toda fizycznego rozdrabniania materialéw statych do skali
nanometrycznej za pomoca obracajacych sie mtynéw kulo-
wych [11]. Proces ten moze by¢ przeprowadzany na sucho
lub w cieczy, przy czym w zadnym razie nie ma mozliwosci
kontroli nad ksztaltem i wielkoscig powstajacych NPs.

Fizyko-chemiczne metody syntezy

Nanoczastki moga by¢ syntetyzowane metodami fizyko-
-chemicznymi m.in. przy zastosowaniu ablacji laserowej,
ktéra polega na skierowaniu impulsu lasera w material, np.
metal, co doprowadza do jego parowania i wytworzenia sie
NPs. Wydajnos¢ procesu oraz charakterystyka wytwarza-
nych NPs zalezy od parametréw takich jak: diugosé fali la-
sera, czas ablacji, wykorzystane medium. Ablacje laserowa
przeprowadza sie zazwyczaj w roztworach cytrynianu sodu
lub laurylosiarczanu sodu (SDS, SLS). Wykazano, ze Sredni-
ca wytwarzanych NPs zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem ste-
zenia SDS [12]. Inng fizykochemiczng metoda syntezy NPs
jest metoda elektrochemiczna, wykorzystujaca procesy elek-
trochemiczne do redukcji jonéw metali i formowania NPs
na elektrodach. Mozliwo$é precyzyjnej kontroli potencjatu
elektrody, pradu i warunkéw otoczenia, pozwala dokfad-
nie kontrolowac wielkos¢ i ksztalt stabilnych NPs. Niekiedy
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proces wymaga uzycia stabilizatora, ktérym najczesciej jest
glikol polietylenowy (PEG), poliwinylopirolidon (PVP) lub
sole tetraoctyloamonowe [13]. Z kolei synteza NPs metoda
sonochemiczng wykorzystuje ultradzwieki do inicjowania
reakcji chemicznych, ktére prowadza do formowania sie
NPs. Energia ultradzwiekéw wywoluje zjawisko kawitaciji,
podczas ktérej powstaja pecherzyki gazu w cieczy, a ich im-
plozja generuje ekstremalne warunki, tj. wysokie ci$nienie
i temperature, co sprzyja inicjowaniu reakcji chemicznych
oraz rozdrobnieniu materialéw, a tym samym umozliwia
synteze nanoczastek. Parametry procesu, takie jak: tempe-
ratura, czas i moc sonikacji, odgrywaja istotna role w wiel-
kosci i morfologii produktow koricowych [14]. Nanoczastki
moga powstawac rowniez w reakcji fotochemicznej. Meto-
da polega na wykorzystaniu $wiatla, przy czym najczesciej
do inicjowania reakcji chemicznych, np. redukcji jonéw
metali, prowadzacych do powstania NPs, wykorzystywa-
ne jest promieniowanie UV. Stezenie odczynnikéw, rodzaj
$wiatla, czas napromieniowania, stosowanie lub brak $rod-
koéw redukujacych/stabilizujacych, pH mieszaniny reak-
cyjnych itp. sg kluczowymi parametrami, ktére wplywaja
na wlasciwosci syntetyzowanych NPs, takich jak: wielkos¢,
ksztatt i stabilnos¢ koloidalna [15]. Metoda ogranicza sie do
wykorzystania materialéw fotoreaktywnych, ktére moga
zosta¢ niezamierzenie wzbudzone przez $wiatlo, co jest jej
niewatpliwa wada.

Chemiczne metody syntezy

Najpopularniejsze i najbardziej liczne sa chemiczne me-
tody syntezy nanoczastek. Polegaja one na redukcji w roz-
tworze jonow, ktérych zrédlem sa najczesciej sole metali
(w przypadku srebra Zrédiem jonéw jest gléwnie azotan
(V) srebra) do formy metalicznej w obecnosci odpowied-
niego reduktora. Dostarcza on elektronéw niezbednych do
przeksztalcenia jondw w nanoczastki. Reduktorem moze
by¢ np. cytrynian sodu (pelnigcy réwniez czesto funkcje
stabilizatora zapobiegajacego agregacji NPs), borowodorki,
wodor pierwiastkowy [16]. W procesie niezbedne jest zasto-
sowanie stabilizatoréw, bedacych np. polimerami jak poli-
winylopirolidon (PVP), ktére zapobiegaja agregacji nowo
powstatych struktur [17]. Precyzyjna kontrola parametréw
takich jak: stezenie substancji, temperatura, pH, pozwala na
uzyskanie nanoczgstek o okreslonych wilasciwosciach, wiel-
kosci i ksztalcie. Zaletami syntezy chemicznej jest prostota
i relatywnie niski koszt przeprowadzenia reakcji oraz kon-
trola parametréw procesu. Do wad metody nalezy koniecz-
nos¢ zastosowania stabilizatoréw, co z kolei moze wptywaé
na wilasciwosci produktu, oraz niekiedy wymoég dodatko-
wego oczyszczenia z pozostalodci zwigzkéw chemicznych
uzytych w procesie syntezy.

Skuteczna metoda wytwarzania wysokiej jakosci nano-
czastek tlenkéw metali, w poréwnaniu z innymi metodami
fizycznymi i chemicznymi, jest synteza chemiczna droga
zol-zel, polegajaca na przeksztalceniu ptynnego roztworuy,
tj. zolu, w sieciowy uklad péistaly, tj. zel. Proces obejmuje
hydrolize i kondensacje zwiazkéw prekursorowych, najcze-
Sciej tlenkéw metali, takich jak: TiO,, SnO,, WO, i ZnO, co
zostalo dokladnie opisane w literaturze [18]. Synteza ta jest
prosta, szybka i korzystniejsza ekonomicznie niz pozostate
metody chemiczne.
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Biologiczne metody syntezy

Fizyczne, fizykochemiczne i chemiczne metody syntezy
nanoczastek, pomimo wielu niewatpliwych zalet, sa poten-
cjalnie niebezpieczne i wymagaja toksycznych chemikaliow
oraz wysokich temperatur, pH i ci$nienia do syntezy. Po-
nadto metody te wiaza sie z duzym zuzyciem energii i sa
kosztowne. Dlatego duze zainteresowanie srodowiska na-
ukowego, ze wzgledu na ekologicznos¢, efektywnosé oraz
mozliwoé¢ wytwarzania nanostruktur o precyzyjnie kon-
trolowanych wlasciwosciach zyskaly biologiczne metody
syntezy NPs. Metody te wykorzystuja mikroorganizmy,
roéliny, grzyby oraz ich enzymy i biatka, ktére moga redu-
kowa¢ jony metali oraz jednoczeénie je stabilizowa¢ w pro-
cesach biosyntezy [19]. Nanoczastki zlota, srebra, kadmu,
cynku czy zelaza z powodzeniem moga by¢ wytwarzane
przy wykorzystaniu bakterii, natomiast NPs srebra, selenu,
palladu i dwutlenku tytanu mozna syntetyzowac z uzyciem
drozdzy [20].

Metody biosyntezy sa duzo bardziej korzystne z punku
widzenia ochrony srodowiska, poniewaz czesto prowadzo-
ne sa w fagodnych warunkach, tj. temperaturze pokojowej,
ci$nieniu atmosferycznym i pH zblizonym do neutralnego.
Co wiecej, nie wymagaja stosowania dodatkowych, szkodli-
wych substancji chemicznych, co czyni je przyjaznymi dla
srodowiska, w przeciwienstwie do metod tradycyjnych.

Biosynteza nanoczastek, jako element tzw. zielonej na-
notechnologii, stanowi obiecujaca alternatywe dla konwen-
cjonalnych metod syntezy, tj. fizycznej, fizyko-chemicznej i
chemicznej [21,22]. Ekologiczne podejscie do syntezy NPs
zmniejsza negatywny wplyw procesu na srodowisko, na co
ukierunkowane sa obecne trendy badawcze.

Biosynteza nanoczastek mozliwa jest przy wykorzysta-
niu wielu ré6znych organizmoéw i ich metabolitéw, ale szcze-
golna role przypisuje sie mykosyntezie, czyli wykorzysta-
niu w wytwarzaniu nanoczastek grzyboéw. Mykosynteza
moze stanowi energooszczedna i przyjazna dla srodowiska
alternatywe dla konwencjonalnych procedur. Réznorod-
nos¢ grzybowych metabolitéw, takich jak: enzymy, poli-
sacharydy, polipeptydy, biatka i inne makroczasteczki, ich
tolerancja i potencjal biologicznej akumulacji metali oraz
tatwos¢ ich hodowli laboratoryjnej, zwlaszcza w duzych
ilosciach, czyni z grzybéw wyjatkowe narzedzie do biosyn-
tezy nanoczastek.

GRZYBY JAKO NANOFABRYKI

MECHANIZMY TOLERANCJI GRZYBOW NA METALE
Grzyby charakteryzuja sie relatywnie wysoka odpor-
noscig na toksycznos$¢ metali. W wyniku dlugiego proce-
su ewolucyjnego organizmy te wyksztalcily mechanizmy
obronne obnizajace stezenia metali dostajacych sie do ich
komoérek (np. tworzenie mineraléw biogennych), ostabia-
jace toksycznos¢ metali w Srodowisku wewnatrzkomorko-
wym (np. kompartmentalizacja). Mechanizmy te pomagaja
réwniez w usuwaniu nadmiernych iloéci metali z wewnetrz-
nego srodowiska komoérkowego. Grzyby produkuja rézno-
rodne czgsteczki organiczne pelniace istotna role w wytra-
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caniu lub detoksykacji metali w érodowisku zewnetrznym i
wewnetrznym grzybéw [23].

Do zwiazkéw chelatujacych wspierajacych odpornosé
grzybow na metale naleza m.in. peptydy zawierajace grupy
tiolowe, takie jak zredukowany glutation, ktéry odgrywa
tez kluczowa role w stresie oksydacyjnym wywolanym me-
talami oraz metalotioneiny - biatka o niskiej masie czastecz-
kowej, bogate w cysteing, ktére sa w stanie wigzac toksycz-
ne metale. Inna grupa zwigzkéw chelatujacych to grzybowe
substancje polimeryczne, skladajace sie z polisacharydow,
biatek, kwaséw nukleinowych, lipidéw, kwasu uronowego
i innych pomniejszych zwigzkéw organicznych i nieorga-
nicznych. Duza liczba grup karboksylowych i hydroksylo-
wych odpowiada za ich wlasciwosci sorpcyjne, a ich am-
fifilowa natura umozliwia wychwyt jonéw metali przez
przyciaganie elektrostatyczne i wymiane jonowa. Wazng
grupe zwiazkéw chelatujacych wytwarzanych przez grzy-
by stanowia melaniny, ktére u tych organizméw odgrywaja
rézne role w ochronie przed stresem, w tym stresem: spo-
wodowanym promieniowaniem jonizujgcym, termicznym
(wysoka i niska temperatura), osmotycznym (susza), enzy-
moéw hydrolitycznych, a ponadto stresem spowodowanym
akumulacja potencjalnie toksycznych pierwiastkéw, w tym
metali [24]. Sktad melanin jest r6zny i czesto zawieraja one
weglowodory alifatyczne, jednostki fenolowe, peptydy i
kilka grup funkcyjnych, co zapewnia wiele miejsc aktyw-
nych do wiazania metali. Innym mechanizmem radzenia
sobie ze stresem zwigzanym z obecno$cig metali jest syn-
teza kwasoéw organicznych, ktére maja zdolnosé¢ zaréwno
rozpuszczania metali, jak i tworzenia trudno rozpuszczal-
nych zwigzkéw - najczesciej szczawiandéw. Procesy chela-
towania metali kwasami organicznymi zachodzg zaréwno
w $rodowisku wewnatrzkomoérkowym, jak i zewnatrzko-
moérkowym. Uwolnione szczawiany moga tworzy¢ krysz-
taly poza komorka, aby zmniejszy¢ biodostepnosé metali w
srodowisku wewnatrzkomérkowym [25].

Kolejnym mechanizmem ograniczajacym grzybom liczbe
jonéw metali, ktére dostaja sie do komoérek jest biosorpcja
na powierzchni éciany komoérkowej [25]. Sciana komérkowa
grzybéw ma wiele miejsc sorpcji, z ktérych wiekszosé ma
tadunek ujemny. Jest on wynikiem obecnoéci ré6znorodnych
grup funkcyjnych, w tym: -COOH, -O-CH,, -OH, -NH,,
=NH, -O-PO(OH), i grup -SH na powierzchni $ciany ko-
morkowej. Sklada sie ona gléwnie z polisacharydéw, takich
jak chityna i p1,3-glukan, a takze bialek, polifosforanéw,
polipeptydéw i innych czgsteczek. Poza pasywna sorpcja,
do mechanizméw ochrony grzybéw przed szkodliwym
wplywem metali naleza zalezne od metabolizmu procesy
bioakumulacji i kompartmentacji. Po dostaniu sie toksycz-
nej ilosci jondw metali do komoérki grzybowej, odpowiednie
systemy transportu przenosza je do okreslonych czesci ko-
morki, najczesciej wakuoli. Proces sekwestracji i wytracania
metali w organellach komoérki (kompartmentacja) zalezy od
warunkéw srodowiskowych takich jak: pH, stezenia innych
pierwiastkoéw i zwiazkéw oraz od rodzaju biatek, ktére wy-
twarza organizm [23]. Czynniki te determinuja rodzaj jonéw
metali, jakie dany gatunek moze kompartmentalizowac.
Mechanizmem obronnym na podwyzszone stezenie metali
w komorce jest tez uruchomienie systeméw ich aktywnego
usuwania poprzez systemy transportowe specyficzne dla
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danego jonu lub przez transportery metali o podobnych
wlasciwosciach.

MECHANIZMY MYKOSYNTEZY NANOCZASTEK

Zwiazki i mechanizmy wystepujace w komorkach grzy-
béw odpowiedzialne za ich ochrone przed toksycznym
wplywem jonéw metali sg czesto zaangazowane takze w
synteze nanoczastek pochodzenia biologicznego. Nano-
czastki wytwarzane przez mykosynteze za posrednictwem
bioczgsteczek moga réznic sie od swoich odpowiednikéw
wytwarzanych metodami chemicznymi lub fizycznymi [26].

Metodyka syntezy nanoczastek przy wykorzystaniu
grzybéow obejmuje kilka statych etapéw, ktére prowadza
do efektywnego wytwarzania nanostruktur o unikalnych
wlasciwosciach (Ryc. 2). Mykosynteza moze przebiegac ze-
wnatrzkomérkowo lub wewnatrzkomérkowo. W obu przy-
padkach proces rozpoczyna sie od izolacji odpowiednich
gatunkéw, czy tez szczepdw grzybéw. Nastepnie sa one
hodowane w warunkach laboratoryjnych na pozywkach
wzrostowych, dostarczajacych im niezbednych sktadnikéw
odzywczych. Rozwdj grzybni przyczynia sie do produkeji
metabolitéw wymaganych w kolejnych etapach syntezy. W
przypadku syntezy zewnatrzkomoérkowej przygotowywa-
ny jest filtrat grzybowy zawierajacy biatka, enzymy i inne
elementy pelnigce kluczowa role w redukgji i stabilizacji
jonéw metali podczas formowania NPs. Mozna réwniez
wykorzysta¢ samo medium wzrostowe grzybni, bez jej fi-

ptukanie ‘
———

grzyby w wodzie

\ separacja b/omasy \

grzybowa grzybowy
biomasa ekstrakt

grzyby w pozywce
wzrostowej

JONY
METALU

5

NPs w lub na NPs w roztworze
komorkach grzybow

SYNTEZA WEWNATRZKOMORKOWA
SYNTEZA ZEWNATRZKOMORKOWA

Rycina 2. Wewnatrzkomérkowa i zewnatrzkomérkowa synteza nanoczastek
przez grzyby (na podst. [23]).
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zycznego udziatu. Do tak uzyskanej matrycy nalezy nastep-
nie doda¢ zwigzek metalu, prekursor syntezy nanoczastek,
ktory bedzie podlegat procesowi redukcji. Grzybowe biatka
i enzymy przeksztalcaja jony metali w ich formy pierwiast-
kowe. W przypadku syntezy wewnatrzkomoérkowej odpo-
wiednie prekursory dodaje sie bezposrednio do otrzymanej
biomasy grzybowej (Ryc. 2). Ostatnim etapem procesu jest
analiza nowopowstalych struktur. Badania pozwalajace
okresli¢ strukture, rozmiar i wladciwosci zsyntetyzowanych
NPs obejmuja np. wykorzystanie transmisyjnej lub skanin-
gowej mikroskopii elektronowej, spektroskopii UV-Vis, dy-
frakcji rentgenowskiej [23].

Przebieg procesu biosyntezy nanoczgstek i wiasciwo-
Sci otrzymanych czastek (ksztalt, rozmiar) zaleza od wielu
czynnikéw takich jak: temperatura, pH, czas reakcji, ste-
Zenie jonéw, sklad pozywki i gatunek/szczep grzyba. W
zaleznosci od podioza hodowlanego i warunkéw wzrostu
grzyby wytwarzaja rézne metabolity i biatka. Dodatek do
podioza specyficznych substratéw, stymulujacych synteze
enzyméw i innych metabolitow kluczowych w procesie
syntezy NPs przy uzyciu grzybéw, moze istotnie zwiekszac
wydajnosé tego procesu [27]. W przeciwienstwie do fizyko-
chemicznych metod syntezy nanoczastek, ktére wymagaja
dodatkowych etapoéw funkcjonalizacji powierzchni, w me-
todach biologicznych synteza i funkcjonalizacja zachodza
jednoczesnie. Wytwarzane przez grzyby enzymy, peptydy i
biatka odgrywaja istotng role zaréwno jako srodki reduku-
jace, jak i stabilizujgce oraz funkcjonalizujace powierzchnie
nanoczastek.

Za pierwszy etap syntezy nanoczastek, proces biore-
dukacji, odpowiedzialne sa najczesciej enzymy - pozako-
morkowe oraz wewnatrzkomoérkowe. Mozna wsrdd nich
wymienic¢ takie enzymy jak:, celobiohydrolaza D, glukozy-
daza i beta-glukozydaza czy reduktaza azotanowa. Podczas
formowania NPs elektrony moga by¢ transportowane przez
mediatory redoks o niskiej masie czasteczkowej, takie jak
ubichinol, NADH, tlen/nadtlenek lub przez bezposrednia
interakcje miedzy biatkami redoks cytochroméw typu c i
jonem metalu [23,26]. Jako czynniki redukujace moga réw-
niez stluzy¢ inne czasteczki: glukoza, rézne kofaktory, czy
aminokwasy (np. L-histydyna, kwas glutaminowy czy ami-
nokwasy histydynowe). Te bioczgsteczki dziataja nie tylko
jako czynniki redukujace, ale moga wplywac ograniczajaco
na rozmiar powstajacych nanoczastek. Wykazano, ze za-
warto$¢ aminokwaséw ma zazwyczaj odwrotny wpltyw na
wielkos¢é NPs - ich wieksze stezenie skutkuje synteza cza-
stek o mniejszych rozmiarach. Z kolei za redukcje jonéw i
tworzenie stabilizujacej powtoki na powierzchni nanocza-
stek moga by¢ odpowiedzialne grupy aminowe i karboksy-
lowe w aminokwasach [28]. R6znorodnos¢ chemiczna wy-
twarzanych przez grzyby zwiazkéw umozliwia projekto-
wanie syntezy NPs o okreslonej morfologii, formie chemicz-
nej i rozmiarze. Bioczgsteczki poprzez tworzenie warstwy
na powierzchni nanoczastek ograniczaja proces agregacji.
Komercyjne érodki powierzchniowo czynne moga pelnic
podobna funkcje, ale nie ulegaja one biodegradaciji i sa nie-
bezpieczne dla srodowiska. Do najwazniejszych czynnikéw
jednoczesnie redukujacych i stabilizujacych zalicza sie en-
zymy, aminokwasy, peptydy i biatka. Inne zwigzki, biorace
udzial w syntezie nanoczastek to: chityna i pochodzacy z
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deacetylacji chityny chitozan, ktéry moze tworzy¢ powloke
na powierzchni mykosyntetyzowanych nanoczastek, ogra-
niczajac tym samym ich rozmiar w trakcie syntezy. Podob-
na funkcje moze pemnié¢ dekstran, ktéry jest biokompatybil-

SYNTEZA
WEWNATRZKOMORKOWA

jony metali

L § czynniki redukdja NPs

ny i nietoksyczny [23, 26]. & powierzchniowe l

Jak wspomniano wyzej, nanoczastki zawierajace me- S Npe
jony metali NPs

tale moga by¢ wytwarzane przez grzyby poprzez dwie
rézne Sciezki: synteze wewnatrzkomérkowa, zachodzaca

redukcja
reduktory i stabilizatory

wewnatrz komoérek grzyba, ktéra wymaga dodatkowe- SYNTEZA
go etapu ekstrakgji (I) oraz synteze zewnatrzkomoérkowa, ZEWNATRZKOMORKOWA
ktéra obejmuje zaréwno synteze w podlozu wzrostowym N

jony metali NPs

grzybni w obecnosci grzybéw, jak i synteze z ekstraktami
grzybowymi bezkomoérkowymi, ktére wykorzystuja liczne
bioczgsteczki grzybowe do mineralizacji i stabilizacji wy-
tworzonych NPs (II) (Ryc. 3). Mechanizmy syntezy sa cze-
sto zwigzane z mechanizmami tolerancji grzybéw na jony
metali. Enzymami wewnatrzkomérkowymi odpowiedzial-

Rycina 3. Mechanizmy syntezy nanoczastek (na podst. [23,26]).

nymi za synteze nanoczastek u grzybéw sa m.in. dehydro-
genazy i komérkowe ATPazy. Antyoksydanty grzybowe sa
réwniez odpowiedzialne za wytracanie NPs, ktére stanowi

Tabela 1. Przyklady gatunkéw grzybow wykorzystywanych w biosyntezie nanoczastek.

Cechy powstatych NPs

Gatunek grzyba Rodzaj NPs

Wielkosé Ksztatt Whasciwosci

Czas formowania NPs zalezny od pH srodowiska
reakcji - w Srodowisku zasadowym czas [37]
ten ulega skréoceniu z 72 do 1 godz.

Coriolus versicolor AgNPs 10 nm Kulisty

ZnONPs

Ganoderma lucidum

44,62 nm Kulisty Silne dzialanie przeciwgrzybicze [40]

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa na poziomie 9,08-64,71%

TiO2NPs Sl nm przy stezeniu 6,25-100 pg/ml wobec komorek rakowych A549

Pleurotus djamor Kulisty [42]

Dzialanie przeciwbakteryjne wobec Streptococcus
pyogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, [44]
Shigella flexneri, Aspergillus fumigatus

Pleurotus florida AgNPs 11 nm Kulisty

Pleurotus ostreatus ZnONPs 7,5 nm Kulisty Wysoka cytotoksycznos$é na komoérkach Hek293 i HepG2 [46]

AuNPs 20-150 nm Kulis.ty, tréjkatny, Ks.ztalt zale?ny od temperatury ekstraktu. Au.NPs 53
szeciokatny wigzane z biatkami poprzez wolne grupy aminowe
Volvariella volvacea [48]

AgNPs 15 nm AgNPs sa wigzane z biatkami poprzez grupy

Kulisty karboksylowe reszt aminokwasowych
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mechanizm obronny przed toksycznymi jonami metali w
srodowisku. Ekstrakt wewnatrzkomérkowy jest zwykle
przygotowywany przez fizyczne lub chemiczne rozerwanie
komoérki grzyba w celu uwolnienia aktywnych czasteczek.
Wiekszoé¢ grzybow produkuje biatka pozakomoérkowe,
polisacharydy, chinony, peptydy, oksydoreduktazy i inne
czgsteczki w wyniku swojego metabolizmu i/lub mecha-
nizmu obronnego przed niezréwnowazonymi warunkami
srodowiskowymi, np. wysokim stezeniem jonéw metali. W
reakcjach tych, jony metali sa redukowane przez organicz-
ne czasteczki wytwarzane przez grzyby, a nastepnie sta-
bilizowane poprzez wytracanie, agregacje, biosprzeganie
lub biosorpcje [29]. Reduktazy pozakomoérkowe, takie jak:
tyrozynazy, peroksydazy lakazy i fenoloksydazy, odgrywa-
ja gtéwna role w dostarczaniu wysoce stabilnych, rozpusz-
czalnych w wodzie NPs zawierajacych metale, poprzez re-
dukcje jonéw metali [30]. Zaleta wydzielanych pozakomor-
kowo czasteczek jest ich fatwiejsze oddzielenie od biomasy
w poréwnaniu z wewnatrzkomorkowa, gdzie konieczne
jest zapewnienie rozbicia komorek.

Zachodzace w trakcie biosyntezy NPs reakcje sa przyja-
zne dla srodowiska, ze wzgledu na brak koniecznosci stoso-
wania toksycznych substancji chemicznych. Powstaja NPs,
ktérych ksztalty i rozmiary zaleza od warunkéw syntezy.
Substancje obecne w grzybach pelnig réwniez funkcje sta-
bilizatoréw, co zapobiega agregowaniu NPs, tworzac ich
stabilne struktury.

Grzyby wytwarzaja duze ilosci bialek, co prowadzi do
wysokiej wydajnosci procesu syntezy NPs. Dodatkowo, w
poréwnaniu do roélin i innych mikroorganizméw, grzyb-
nia charakteryzuje sie duza wytrzymatoscia. Umozliwia to
uzyskanie duzych ilosci biomasy w bioreaktorach lub ko-
morach hodowlanych [31]. Wysoka wydajnos¢ i stabilnos¢
procesu oraz mnogosc¢ bioaktywnych zwigzkéw sprawiaja,
ze grzyby sa atrakcyjnymi biofabrykami do produkcji na-
nostruktur [32]. Grzyby owocnikowe charakteryzuja sie
niskg zawartoscia tluszczu a ponadto bogactwem bialek,
weglowodandéw, blonnika pokarmowego, mineratéw (m.in.
potasu i miedzi) oraz witamin (np. niacyn, ryboflawin) [33].
Obecnosé licznych zwigzkéw bioaktywnych czyni grzyby,
zaréwno owocniki, jak i sama grzybnie, doskonalym mate-
rialem do syntezy NPs. Hodowla grzybéw na duza skale
jest relatywnie prosta, co czyni je swoistymi nanofabryka-
mi, umozliwiajacymi produkcje NPs o zréznicowanych,
precyzyjnych ksztattach i rozmiarach. Wszystko to stanowi
ekonomiczng zalete tej metody [34], za§ mykonanotechno-
logia, bedaca innowacja naukowa i technologiczna, staje sie
interesujagcym kierunkiem badan [21].

PRZYKEADY GATUNKOW WYKORZYSTYWANYCH
W BIOSYNTEZIE NANOCZASTEK

W literaturze opisano szeroka game gatunkéw grzybow
zdolnych do biosyntezy nanoczastek metali, takich jak sre-
bro (Ag), ztoto (Au), miedz (Cu), cynk (Zn) oraz tlenki me-
tali, w tym tlenek cynku (ZnO) i dwutlenek tytanu (TiO,).

Grzyby oferuja szerokie mozliwosci jako Zrédio do synte-
zy NPs, co czyni je cennymi organizmami do wykorzystania
m.in. w biotechnologii i medycynie (Tab. 1). Ich zdoInos¢ do
produkgji ekologicznych nanostruktur o unikalnych wtasci-
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wosciach stanowi atrakcyjna alternatywe dla konwencjo-
nalnych metod syntezy nanomateriatéw.

PODSUMOWANIE

Rosnaca swiadomosé na temat zielonej chemii oraz po-
trzeba opracowywania przyjaznych dla srodowiska metod
syntezy nanoczastek (NPs) sklaniaja naukowcéow do wy-
korzystywania grzybéw, w tym gatunkéw jadalnych, jako
potencjalnych biofabryk. Zaleta stosowania grzybéw jest
wysoka zawartos¢ réoznorodnych zwigzkéw i metabolitow
oraz prostota hodowli, co czyni je atrakcyjnym Zrédiem do
produkcji NPs. Gtéwna role w tym procesie odgrywaja re-
duktazy, enzymy kluczowe w syntezie NPs zaréwno we-
wnatrz, jak i zewnatrzkomérkowej. Mnogos¢ metod prowa-
dzacych do uzyskania NPs zacheca naukowcéw do dalszej
analizy mechanizméw odpowiedzialnych za ich formowa-
nie. Zrozumienie proceséw, ktére determinuja wielkos¢ i
ksztalt NPs, pozwoli na ich optymalizacje i pelng kontrole
nad powstawaniem struktur o pozadanych wlasciwosciach.

Dalsze badania nad mechanizmami formowania NPs
przez rézne gatunki grzybéw otwieraja droge do stworze-
nia NPs o unikalnych wiasciwosciach fizykochemicznych.
Ma to ogromne znaczenie dla szerokiego spektrum zasto-
sowann w chemii, medycynie, rolnictwie i innych galteziach
przemystu. Potencjalnym kierunkiem rozwoju jest rowniez
wykorzystanie genetycznie modyfikowanych grzybow,
ktére moglyby produkowac wieksze ilosci enzymoéw zaan-
gazowanych w proces syntezy NPs. Dzieki optymalizacji
technik produkcyjnych mozliwa bedzie szybka produkcja
duzych iloéci NPs, co z kolei przyczyni sie do efektywnego
wykorzystywania nanomaterialow.
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ABSTRACT

In the 21st century, nanomaterials play an increasingly important role, being used in many sectors, including: agriculture, medicine, chemical,
textile, electronics and energy industries. Traditional nanoparticle (NP) synthesis methods rely on chemicals, leading to toxicity and high
energy use. Green biological synthesis of NPs offers a safe, more sustainable alternative. The synthesis of NPs using fungi is an interesting,
constantly developing field of research due to its simplicity, relatively low economic outlays and energy efficiency. Mycosynthesis eliminates
the need for harmful chemicals. Moreover, fungi produce compounds that serve dual functions, acting as both reducing agents and stabili-
zers for NPs, allowing for stable, non-aggregating structures with enhanced biological activity. The variety of metabolites such as enzymes,
polysaccharides, polypeptides, proteins and other macromolecules, have made fungi an excellent tool for nanoparticle synthesis. This paper
reviews NP synthesis methods, with a particular focus on the use of fungi in the process.
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