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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania nanoczgstek krzemionki z wykorzystaniem
biokatalizatora, ktére znajdujg zastosowanie w przemysle biomedycznym oraz farmaceutycznym jako
no$nik genoéw, biatek, lekéw, Srodkdéw obrazujgcych oraz jako biosensor.

W publikacji Okoronkwo E.A. i inni p.t. ,Development of silica nanoparticle from corn cob ash”
w Advances in Nanopatrticles 2016, 5, 135-139 i w publikacji Shim J. i inni p.t. ,Extraction and physical
characterization of amorphous silica made from corn cob ash at variable pH conditions via sol gel pro-
cessing” w Journal of Industrial and Engineering Chemistry 2015, 30, 249-253 oraz w publikacji Oko-
ronkwo E.A. i inni pt. ,Extraction and characterization of amorphous silica from corn cob ash by sol-gel
metod” w Chemistry and Materials Research 2013, 3, 68-72, a takze w publikacji Velmurugan P. i inni
p.t. Extraction, characterization, and catalytic potential of amorphous silica from corn cobs by sol-gel
method” Journal of Industrial and Engineering Chemistry 2015, 29, 298-303 opisano procedure otrzy-
mywania nanoczgstek krzemionki z catych kolb kukurydzy, ktére zostaty uprzednio spopielone. Wyko-
rzystano metode ekstrakcji zol-zel. W publikacji Mohanraj K. i inni p.t. ,Preparation and characterization
of Nano SiO2 from corn cob ash by precipitation method” w Optoelectronics and Advanced Materials-
Rapid Communications 2012, 6, 394-397 opisano procedure otrzymywania nanoczgstek krzemionki
z catych kolb kukurydzy, ktére takze zostaty uprzednio spopielone. Wykorzystano metode precypitacii.
W publikacji Saleem M. i inni p.t. ,Synthesis od precipitated silica from corn cob by using organic acids”
w Science International (Lahore) 2014, 27, 265-269 opisano procedure otrzymywania nanoczgstek
krzemionki z kolb kukurydzy z wykorzystaniem kwaséw organicznych.

W ostatnich latach procesy zwigzane z zagospodarowaniem odpadéw pochodzacych z przemy-
stu rolnego stanowig obiekt badan na catym $wiecie. Szczegdlne zainteresowanie wsréd naukowcow
wzbudzajg biokonwersje z wykorzystaniem mikroorganizmow, ktére to metody w poréwnaniu do metod
chemicznych stanowig ekologiczng i ekonomiczng alternatywe otrzymywania nanoczgstek krzemionki,
majgcych istotne zastosowanie w wielu dziedzinach naszego zycia. Krzemionka jest jednym z najwaz-
niejszych zwigzkow nieorganicznych pod wzgledem zastosowan technologicznych, dlatego synteza na-
noczgstek i nanokompozytéw krzemionkowych jest przedmiotem intensywnych badan. Nanoczastki na
bazie krzemionki sg stosowane miedzy innymi przy produkcji opon samochodowych oraz wszedzie tam,
gdzie wymagany jest wypetniacz o wymiarach nano, np. w farbach, ceramice, gumie, materiatach ma-
gnetycznych, szkle, kosmetykach oraz lekach. Ze wzgledu na bardzo r6znorodne mozliwosci zastoso-
wan komercyjnych ro$nie zapotrzebowanie na produkcje nanokrzemionki o zdefiniowanych parame-
trach.

Biosynteza nanoczastek krzemionki z wykorzystaniem oston kolb kukurydzy oraz F. culmorum
nie zostata dotychczas opisana w literaturze naukowej ani patentowej.

Istotg wynalazku jest spos6b biosyntezy nanoczastek krzemionki z wykorzystaniem biokataliza-
tora, polegajacy na tym, ze jako substrat stosuje sie liScie oston z kolb kukurydzy oraz $wiezg biomase
F. culmorum jako biokatalizator w siedmio-dniowym procesie biotransformacji i otrzymuje sie sferyczne
nanoczastki krzemionki o rozmiarze od 40 do 70 nm.

Korzystnie biokatalizator otrzymuje sie hodujac mikroorganizm w warunkach hodowli wgtebne;j,
okresowej na podtozu mineralnym Czapek-Dox.

Korzystnie optymalny czas hodowli F. culmorum to 4 dni w 27°C na wytrzgsarce rotacyjnej
(130 rpm).

Korzystnie czas biotransformaciji potrzebny do uzyskania najwyzszego stezenia krzemionki wy-
nosi 7 dni.

Korzystnie produkt biotransformacji w postaci sferycznych nanoczgstek krzemionki o rozmiarze
od 40 do 70 nm - zdjecie 1, zdjecie 2 — analizowany jest za pomocg STEM, EDX, FTIR oraz ICP-OES.

Zaletg sposobu wedfug wynalazku jest umozliwienie uzyskania nanoczastek krzemionki biome-
todg zaliczang do zielonej chemii oraz to, ze biokonwersja w procesie wynosi 47% i jest liczona poprzez
oznaczenie ubytku krzemionki z oston kolb kukurydzy i pomiar uwolnionej krzemionki w ptynie pobio-
transformacyjnym, po przeprowadzonym procesie.

Sposdb wynalazku zostat przedstawiony w przyktadzie wykonania oraz na rysunkach, na ktérych
Fig. 1 oraz Fig. 2 przedstawia budowe nanoczgstek, Fig. 3 przedstawia widmo.

Przyktad 1

Podtoze Czapek-Dox przygotowuje sie na podstawie przepisu nr 130 w bazie DSMZ z jedng
zmiang. Do 1 litra wody destylowanej dodaje sie 30 g sacharozy, 0.5 g chlorku potasu (KCI), 0.5 g
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siedmiowodnego siarczanu magnezu (MgSO4x7H20), 0.01 g siedmiowodnego siarczanu zelaza
(FeSO4x7H20), 2.64 g siarczanu amonu ((NH4)2SO4) oraz 1 g wodorofosforanu dipotasu (K2HPOu).
Roztw6r doprowadza sie do pH 7.2 i sterylizuje termicznie.

Do 100 ml medium znajdujgcego sie w kolbie stozkowej o pojemnosci 250 ml dodaje sie 0.5 ml
zawiesiny zarodnik6w, pobranych z ptytki hodowlanej przemytej 0.05%-owym roztworem Tritonu X-100.
Hodowle F. culmorum prowadzi sie na wytrzgsarce rotacyjnej 130 rpm w temperaturze 27°C. Proces
wzrostu mycelium prowadzi sie do osiggniecia fazy wzrostu logarytmicznego, ktérg wyznacza sie na
podstawie zaleznosci przyrostu biomasy od czasu trwania hodowli — w tym przypadku byto to 96 h.
Nastepnie biomase oddziela sie poprzez filtracje na sgczku karbowanym, przemywa wodg i umieszcza
w kolbach — po 10 g w 100 ml wody destylowanej na 24 godziny na wytrzgsarce rotacyjnej 130 rpm —
w warunkach deficytu sktadnikéw odzywczych.

Przygotowanie substratu obejmuje sterylizacje 4 g oston kolb kukurydzy w 100 ml wody destylo-
wanej w kolbach o objetosci 250 ml w autoklawie (15 min, 121°C, 1.5 atm). Do tak przygotowanych
substratéw przenosi sie sterylnie po 10 g mokrej biomasy/kolba. Préby kontrolne to sterylny substrat
bez biokatalizatora. Tak przygotowane kolby umieszczono na wytrzgsarce rotacyjnej 130 rpm na 16 dni.
W trakcie procesu biokonwersji kazdego dnia sterylnie pobierano z kazdej préby wtasciwej i kontrolne;j
po 1 ml prébki ptynu poreakcyjnego i zamrazano w probéwkach Epperdorfa w -18°C, do zakorczenia
procesu. Po oznaczeniu stezenia krzemionki w probkach za pomocg metody kolorymetrycznej polega-
jacej na redukcji do btekitu heteropolowego, powtarzano powyzsze czynnos$ci konczac biokonwersje
w dniu 0 najwyzszym stezeniu krzemionki. Metoda ta bazuje na tworzeniu w Srodowisku kwasnym
kwasu molibdenowo-krzemowego z krzemu bedgcego w roztworze w postaci krzemionki zjonizowane;j
i kwasu molibdenowego. Kwas molibdenowo-krzemowy ma zielonozétte zabarwienie, ktére po dodaniu
chlorku cyny (ll) jest redukowane do btekitu heteropolowego. Kwas szczawiowy dodawany w trakcie
analizy rozktada barwny kwas molibdenowo-fosforowy. Warto$é absorbanciji roztworu btekitu heteropo-
lowego mierzona przy dtugosci fali 812 nm jest proporcjonalna do stezenia krzemionki. Probki zebrane
w probéwkach Eppendorfa rozmrazano i odwirowano (5 min, 10000 rpm, 21°C). Do statywu ze szkla-
nymi probowkami przeniesiono po 0.5 ml ptynu znad osadu. Do kazdej probki dodano sie 250 pl roz-
tworu molibdenianu amonu (45 ml wody destylowanej, 2.5 ml kwasu siarkowego (VI), 2.5 g molibde-
nianu amonu), nastepnie cato$¢ mieszano. Po odczekaniu 10 minut dodano 250 pl 10%-owego roztworu
kwasu szczawiowego, miesza i po odczekaniu 2 minut dodano 250 pl roztworu chlorku cyny (Il) (10 ml
gliceryny, 0.25 g chlorku cyny (Il)). Do kazdej z probéwek dodano po 10 ml wody destylowanej i ponow-
nie mieszano. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 812 nm wzgledem odnos$nika zawierajgcego
0,5 ml wody destylowanej zamiast prébki.

Siédmy dzien biotransformacji jest czasem potrzebnym do uzyskania najwyzszego stezenia na-
nokrzemionki w ptynie poreakcyjnym, wynosi ono 5.9 mg/L. Po ponownym nastawieniu biotransformac;ji
i zakonczeniu jej w 7 dniu, zawarto$¢ kolb filtrowano na sgczku karbowanym, a ptyn pobiotransforma-
cyjny oraz ostony kolb kukurydzy suszono w 200°C w suszarce laboratoryjnej. Tak przygotowane prébki
spopielono w 600°C w piecu muflowym i badano za pomocg STEM, EDX, FTIR oraz ICP-OES. Dzieki
STEM sprawdzano obecno$¢ nanoczgstek oraz okreslono ich ksztatt i rozmiar. Analiza EDX umozliwia
identyfikacje nanoczgstek oraz ich skiad. Analiza FTIR okre$la obecno$é wigzan w catej objetosci
prébki. Widmo FTIR préb kontrolnych (K600) i widmo préby wtasciwej (P600) widoczne jako zatgcznik
Widmo 1” potwierdza obecno$¢ wigzan siloksanowych (Si-O-Si) w obrebie pasma 900-1300 cm', na-
tomiast sygnat w obrebie 400-700 cm" $wiadczy o wystepowaniu grup O-Si-O, co dowodzi obecnosci
krzemionki w obu prébkach. Sygnaty pochodzace z préby wiasciwej sg zdecydowanie wyzsze od tych
z proby kontrolnej, co jest dowodem na zdolno$¢ F. culmorum do efektywnej produkciji nanokrzemionki.
Analiza ICP-OES umozliwia okre$lenie ilosci krzemionki zardwno w ostonach kolb kukurydzy jak i w pty-
nie pobiotransformacyjnym i co za tym idzie — efektywnos$ci procesu.

Produkt otrzymany wedtug przyktadu posiada nastepujgce cechy:

Nanoczgstki krzemionki posiadajg sferyczny ksztatt oraz wymiary od 40 do 70 nm.
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Zastrzezenia patentowe

. Sposdb biosyntezy nanoczgstek krzemionki z wykorzystaniem biokatalizatora znamienny
tym, ze jako substrat stosuje sie liscie oston z kolb kukurydzy oraz $wiezg biomase F. culmo-
rum jako biokatalizator w siedmio-dniowym procesie biotransformac;ji i otrzymuje sie sferyczne
nanoczastki krzemionki o rozmiarze od 40 do 70 nm.

. SposOb wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze biokatalizator otrzymuje sie hodujgc mikroorga-
nizm w warunkach hodowli wgtebnej, okresowej na podtozu mineralnym Czapek-Dox.

. Spos6b wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze optymalny czas hodowli F. culmorum to 4 dni
w 27°C na wytrzasarce rotacyjnej (130 rpm).

. Spos6b wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze czas biotransformaciji potrzebny do uzyskania
najwyzszego stezenia krzemionki wynosi 7 dni.

. Spos6b wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze produkt biotransformacji w postaci sferycznych
nanoczgstek krzemionki o rozmiarze od 40 do 70 nm.
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