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Lilhendite loetelu

SEM — skaneeriv elektronmikroskoopia

GO — grafeenoksiid

3D - kolmemddtmeline

BiOI-GO — vismutjodiidoksiidi ja grafeenoksiidi komposiit
MilliQ — deioniseeritud vesi

OD - optiline tihedus

P — penitsiliin

S — streptomtsiin

T —tetratsukliin

MBC - minimaalne bakteritsiidne kontsentratsioon



Sissejuhatus

Keskkonnasaaste probleem palvib tdnapdeva maailmas suuremat tahelepanu kui kunagi varem.
Antibiootikumide ja raskmetallide reostus avaldab tdsist moju mitte ainult 6kosiisteemidele, vaid ka
inimeste tervisele. Kui antibiootikume kasutatakse kontrollimatult, tekib paljudel mikroorganismidel
nende ravimite suhtes resistentsus, mis muudab infektsioonide ravimise raskemaks. Raskmetallide
korge kontsentratsioon vees ja pinnases viib nende kuhjumiseni organismides, mis pd&hjustab
immuunsuse vahenemist, geneetilisi mutatsioone ja selle tulemusena suurendab vahiriski. Seetdttu on
oluline valja tootada uusi meetodeid keskkonnasaaste vahendamiseks. Viimase aja ks levinumaid
suundi on kasutada saasteainete adsorbeerimiseks nanomaterjale. Naiteks uuritakse suure eripinna ja
fotokatalUtiliste omaduste tottu aktiivselt vismutit sisaldavate nanomaterjalide kasutamise vdimalusi.
Uhed uudsemad vismutipdhised nanomaterjalid on vismuti halogeniidoksiidid. Naiteks
vismutjodiidoksiid (BiOl) on kristalne materjal, millel on kihiline struktuur, mistéttu on BiOl
nanomaterjal hea adsorbent. Lisaks on BiOl pooljuht, mille fotokataltitiline aktiivsus avaldub ndhtava
valguse toimel. Fotokatallilis v6imaldab lagundada orgaanilisi aineid nagu antibiootikumid ja
pestitsiidid ning detoksifiteerida raskmetalle redoksreaktsioonide toimel. BiOl omaduste
parandamiseks kombineeritakse seda teiste nanomaterjalidega nagu naiteks grafeenoksiidiga (GO). GO
oma suure eripinna ja fotokataliitiliste omadustega suurendab BiOl adsorbeerivaid ja saasteaineid
lagundavat toimet, muutes nanomaterjalide efektiivsust keskkonnaprobleemide lahendamisel.

Selles t66s uuriti, kuidas BiOl ja GO kombineeritud kasutamine avab uusi voimalusi tdhusamate ja
jatkusuutlikumate nanomaterjalide valjatéotamiseks, mis suudavad lahendada keskkonna- ja
terviseprobleeme. T66 eesmargid:

1) Teha kindlaks optimaalsed tingimused BiOIl-pShiste nanomaterjalide vesisuspensioonide
valmistamiseks ja madrata nanomaterjalide omadused vesisuspensioonides.

2) Kasutada uudse lahenemisviisina biotesti BiOl-pdhiste nanomaterjalide efektiivsuse testimiseks
saasteainete (streptomditsiini ja CuSO4) adsorbeerimisel.

3) Teha kindlaks, kas BiOl ja BiOI-GO nanomaterjalid vahendavad biosaadava vase kontsentratsiooni
vesikeskkonnas.

Selle t606 raames kasutati nanomaterjalide ohutuse ja efektiivsuse samaaegseks uurimiseks , spot“-testi
bakteritega, meetodit, mis vGimaldab kiiresti ja kuluefektiivselt tuvastada kemikaalide toksilisi voi
biotsiidseid kontsentratsioone. Inkubeerides bakterit samaaegselt nanomaterjali ja saasteainet
sisaldavas suspensioonis, oli voimalik hinnata nanomaterjali saasteainete
murgisust/keskkonnaohtlikkust vdhendavat toimet. T60 kaigus optimeeriti mikrobioloogilisi meetodeid
uute materjalide keskkonnaohutuse ja nende potentsiaali testimiseks keskkonnarakendustes.

To6o6 viidi 1abi Keemilise ja Bioloogilise Flitisika Instituudi Keskkonnatoksikoloogia laboratooriumis ja
uurimust finantseeris Eesti Teadusagentuur (projekt PRG2188).



1. Kirjanduse ulevaade
1.1. Keskkonnareostus

Keskkonnareostus on ulatuslik globaalne probleem, mis vajab kiiret ja t6husat lahendamist (1).
Antibiootikumide liigtarbimise probleem on olnud maailmas tks enim arutatud teemasid vaga pikka
aega (2). Nende ainete liigne ja ebadige kasutamine on toonud kaasa tGsise probleemi, kuna mitmed
mikroorganismid on nende suhtes resistentseks muutunud (3). Osadel mikroorganismidel vGivad olla
looduslikud omadused, mis tagavad nende resistentsuse teatud ravimite suhtes, samas kui
resistentsuse omandamine voib toimuda kromosoomsete geenide mutatsioonide v&i horisontaalse
geenillekande kaudu (4). Keskkonnas esinev antimikroobne resistentsus on markimisvaarne
Okoloogiline oht, kuna isegi madalad antibiootikumide kontsentratsioonid vees ja pinnases
soodustavad resistentsete mikroorganismide ellujdamist ja levikut. Antibiootikumide mdgju
keskkonnale vdivad suurendada kaassaasteained, nagu raskmetallid, mis on antimikroobset
resistentsust soodustavad tegurid (5).

Raskmetallid on Ghed kdige levinumad saasteained. Neid leidub keskkonnas peamiselt inimtegevuse
tottu, sealhulgas fossiilkituste pdletamise, plastiku tootmise ja to0stusliku pdllumajanduse tagajarjel
(6). Raskmetallide eripiraks on see, et need on anorgaanilised (ihendid, mis ei lagune. Uks keskkonnas
levinud raskmetall on nditeks Cu (7). Raskmetallide negatiivne moju tuleneb nende vdimest
akumuleeruda elusorganismides. Naiteks taimed ja vee-elustik absorbeerivad keskkonnast
saasteaineid, mille tulemusel kogunevad need ained nende kudedesse kontsentratsioonides, mis on
oluliselt kdrgemad kui keskkonnas. See protsess on eriti ohtlik 6koslisteemidele, kuna aja jooksul voib
see vahendada taimede kasvu ja arengut, samuti halvendada toitainete omastamist, mis omakorda
mojutab kogu o6kosilisteemi tasakaalu. Inimese tervist mdjutab saasteainete kuhjumine vee, toidu ja
Ohusaaste kaudu, mis omakorda suurendab erinevate krooniliste haiguste tekke tGendosust (8).

1.2. Flilisikalis-keemilised meetodid saasteainete korvaldamiseks

Erinevate saasteainete eemaldamiseks keskkonnast, et vihendada voimalikke ohte inimeste tervisele
ja Okoslisteemidele, on oluline kasutada efektiivseid meetodeid (9). Saasteainete eemaldamise
efektiivsust moéjutavad mitmed tegurid, nagu saasteaine keemilised omadused, keskkonna pH,
temperatuur ja saasteainete koosesinemine (10). Kuna bioloogilised meetodid (naiteks bioloogiline
degradatsioon, mille kdigus kasutatakse orgaaniliste saasteainete lagundamiseks mikroorganisme nagu
baktereid ja seeni) on aegandudvad ja piiratud tohusega, kasutatakse enamasti saasteainete
eemaldamiseks fllsikalis-keemilisied meetodeid (11). Jargnevalt on kirjeldatud pdohilisi flitisikalis-
keemilisi meetodeid saasteainete kdrvaldamiseks: fotokatalliUs, filtratsioon ja adsorptsioon.

1.2.1. Fotokatallius

Fotokatalliiis on uuenduslik veepuhastustehnoloogia, mis pd&hineb valguse poolt aktiveeritavate
pooljuhtide kasutamisel. Nahtava- voi ultraviolettkiirgusega kokkupuutel tekivad neis materjalides
elektron-augu paarid, mis kaivitab saasteainete lagundamisprotsessi. Seda tehnoloogiat kasutatakse
aktiivselt orgaaniliste lisandite, raskmetallide ja muude mirgiste Ghendite eemaldamiseks veest (7).



Erilist tdhelepanu on poodratud fotokatallitilisele detoksifitseerimisele. See tehnoloogia kasutab
valgusenergiat, et muuta ohtlikud saasteained mittetoksilisteks vormideks (12). Fotokatallils aitab
raskmetallide puhul muuta ohtlikud, kérgema oksiidatsiooniastega metalliioonid vdahem ohtlikeks ja
stabiilsemateks vormideks. See toimub siis, kui valguse abil aktiveeritud fotokatallisaator muudab
metalli keemilisi omadusi, redutseerides neid vahem toksilisteks vormideks. Nii vdheneb nende oht
loodusele, muutes need vahem mirgisteks (13).

1.2.2. Filtratsioon

Uks levinumaid fuisikalis-keemilisi vee puhastamise meetodeid on filtreerimine, millest eriti tdhusaks
peetakse membraanfiltreerimist. See meetod pdhineb poolldbilaskva membraani kasutamisel, mis
laseb Iabi ainult kindla suurusega molekule, hoides samal ajal kinni saasteained. Antud meetodi eelis
seisneb selle kuluefektiivsuses ja madalas energiavajaduses. Lisaks vOimaldab see saasteainete
eemaldamist ilma toksiliste kdrvalproduktide vGi lisareostuse tekketa (9).

Uks membraanfiltratsiooni tiilip on ultrafiltreerimine, mis kasutab viga viikeste pooridega membraane
(5—20 nanomeetrit). See meetod vdéimaldab t6husalt eemaldada veest vdikseimad saasteained, nagu
orgaanilised molekulid. Ultrafiltratsioon té6tab madalal réhul, tagades kérge puhastusastme ja sobib
nii toostus- kui ka kodusisteemidesse. Lisaks ultrafiltreerimisele on olemas ka nanofiltratsioon,
membraanipuhastusmeetod, mis voimaldab veest eemaldada veelgi peenemaid osakesi.
Nanofiltratsioonis kasutatavatel membraanidel on umbes 1 nanomeetri suurused poorid, mis
vOimaldavad eemaldada veest mitte ainult orgaanilisi Ghendeid ja mikrosaasteaineid, vaid ka
moningaid lahustunud sooli, raskmetalle ja pestitsiide (7).

1.2.3. Adsorptsioon

Uks levinumaid ja t8husamaid viise saasteainete eemaldamiseks on kasutada sellist protsessi nagu
adsorptsioon. Adsorptsioon on protsess, mille kdigus toimub aine molekulide vdi ioonide adhesioon
tahke materjali pinnale, moodustades adsorbaadi kihi (14). See protsess mangib votmerolli vee, 6hu ja
muu keskkonna puhastamisel erinevatest saasteainetest, nagu raskmetallid, orgaanilised Gihendid ja
mikroorganismid (15).

S6ltuvalt adsorbaadi ja adsorbendi vastasmdjust, voib eristada kahte tlilpi adsorptsiooni: flilsikalist ja
keemilist (16). Fuusikaline adsorptsioon pdhineb nérkadel vastasmdjudel, nagu van der Waalsi joud,
mis muudab protsessi poérduvaks (17). Erinevalt flusikalisest adsorptsioonist hélmab keemiline
adsorptsioon tugevamate sidemete, nditeks ioonsete vOi kovalentsete sidemete moodustumist
adsorbaadi ja adsorbeeriva pinna vahel (18).

Nanomaterjalid on viimastel aastatel leidnud jarjest laialdasemat kasutust veepuhastuses tanu oma
eriparastele omadustele. Nende osakeste suur pindala mahuihiku kohta, poorne ehitus ja korge
reaktiivsus muudavad nad tohusateks saasteainete sidujateks. Just nende omaduste tottu suudavad
nanomaterjalid eemaldada veest mitmesuguseid aineid palju paremini kui traditsioonilised
adsorbendid. Lisaks vOivad nanomaterjalid muuta adsorbente veelgi efektiivsemaks tanu
lisafunktsioonidele. Naiteks hGbeda nanostruktuurid paistavad silma oma loomuliku antimikroobse



toime poolest, mis aitab voidelda mikroorganismidega ning suurendada veepuhastusprotsesside Gldist
t6husust (1,19).

1.3. BiOl kui tohus saasteaine lagundaja

Uheks paljulubavamaks nanomaterjaliks saasteainete eemaldamisel on vismutipdhised materjalid
(20,21). Nende eelised on madal toksilisus ja head fotokatalidtilised ja adsorbeerivad omadused
(21,22). Naiteks on uuritud vismuti halogeniidoksiide, sealhulgas vismutoksiidjodiidi (BiOl), millele on
iseloomulik ndhtava valgusega aktiveeritav fotokatalldtiline toime (23,24).

Kirjanduse pd&hjal on BiOl efektiivne mitmesuguste saasteainete adsorbeerimisel ja degradeerimisel,
muutes selle materjali atraktiivseks vee ja 6hu puhastamisel (25). Lisaks on uuritud BiOl kasutamist
sensorites, mille abil tuvastada saasteaineid keskkonnas, sealhulgas antibiootikume ja isegi vaikeses
annuses rontgenikiirgust (26). Uuringud néitavad, et BiOl suudab tuvastada antibiootikume, nagu
streptomiitsiin (27). See saavutatakse tdnu BiOl kombinatsioonile kulla nanoosakestega, mis oluliselt
tOstab selle véimet adsorbeerida ja tuvastada saasteaineid, muutes materjali veelgi t6husamaks
keskkonnaprobleemide lahendamisel (28).

1.3.1. BiOl omadused ja struktuur

BiOl on kahemddtmeline nanomaterjal, mis sarnaneb selliste ainetega nagu grafeen ja siirdemetallide
dikalkogeniidid (20). Sellel on mitmeid ainulaadseid omadusi, sealhulgas korge keemiline
reaktsioonivdéime ja suur eripind, mis oluliselt tGstab selle efektiivsust erinevates rakendustes (19). Koik
need omadused on seletatavad asjaoluga, et BiOl-I on suhteliselt kitsas keelutsoon (1,89 eV), mis
vOimaldab tdohusalt neelata valgust nahtavas spektri osas. See parandab oluliselt materjali elektrilisi ja
optilisi omadusi, mistdttu saab BiOl nanomaterjale laialdaselt kasutada fotokatalllitiliste protsesside
arendamiseks (24). BiOl kristallstruktuur on tetragonaalne, koosnedes vahelduvatest Bi,O, ja joodi
aatomite kihtidest [(21), joonis 1]. Kihtide vahel tekkivad elektrilised mdjud aitavad kaasa aatomite
polariseerimisele, mille tulemusena tekivad lokaalsed sisemised vidljad. Need valjad omakorda
suurendavad fotogeenselt loodud elektron-augu paaride eraldumise efektiivsust (21).
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Joonis 1. BiOl kristallstruktuuri mudel. Struktuur on esitatud kahemddtmeliselt, mis demonstreerib
aatomitevavahelisi sidemeid ja aatomite ruumilist paigutus kristallvores. Kohandatud artiklist (21).

Lisaks kahem&&tmelisele (3D) struktuurile on BiOl-lI ka kolmemdotmeline mikrosfaariline kuju. See
omadus annab materjalile tdiendavaid eeliseid, laiendades selle potentsiaali erinevates rakendustes
[(29,30), joonis 2]. Mikrosfaarid koosnevad nanolehtedest, mis moodustavad hierarhilise struktuuri.
Elektronmikroskoopilisel analllsil on mikrosfaaride pinnal nahtavad poorid, mis mangivad vétmerolli
reaktiivsete osakeste jaotumise aeglustamises katallisaatori pinnal. See aeglasem limberjaotumine
vorreldes siledapinnaliste materjalidega vdimaldab pikemat kontakti saasteainetega, suurendades
seeladbi fotodegradatsiooni ja adsorptsiooni efektiivsust. See ainulaadne 3D BiOl struktuur parandab ka

materjali stabiilsust ja tookindlust erinevates keskkonnatingimustes (30).

Joonis 2. Solvotermilise meetodiga siinteesitud BiOl mikrosfaaride skaneeriva elektronmikroskoopia
(SEM) pildid. Mikrosfaaride pinnaomadused séltusid slinteesiajast: 2-tunnise reaktsiooni tulemusena
saadi sileda pinnaga sfaarid (a), 6-tunnise slinteesi tulemusena mikrosfadride poorsus suurenes (b).
Kohandatud artiklist (29).

Vaatamata BiOl paljudele eelistele on sellel ka mdned puudused. BiOl Gheks oluliseks puuduseks on
selle redutseerimise tédmahukus ja madal efektiivsus Fotokatallilitilise reaktsiooni tingimustes piirab
see BiOl vOimet osaleda tbhusas elektronide ulekandes, mis omakorda vahendab selle Gldist
fotokatalttilist aktiivsust. See on tlilpiline probleem pulbriliste fotokatallisaatorite puhul. Selle
peamiseks pdhjuseks on aglomeratsioon, mille kdigus materjaliosakesed kleepuvad kokku suuremateks
osadeks. SeetSttu vaheneb aktiivsete adsorptsioonisaitide hulk ja halveneb valgusneeldumine, mis
omakorda vahendab materjali Gldist efektiivsust (31).

1.3.2. BiOl siintees

BiOl siinteesimiseks kasutatakse erinevaid meetodeid, nagu hiidrolills, solvotermiline siintees ja
kuumtootlus (5). Kéige thusam meetod 2D-struktuuri loomiseks on kuumtéétlus, kuna selle meetodi
abil saadud BiOl nanomaterjalid naitavad seitsmekordset fotoaktiivsuse kasvu (21). See protsess
holmab aine kuumutamist soovitud temperatuurini kindla kiirusega, seejarel jahutamist
toatemperatuurini, pesemist puhastamiseks ja kuivatamist kindlaksmé&aratud temperatuuril (32). 3D-
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struktuuride maksimaalse efektiivsusega siinteesimiseks kasutatakse kdige sagedamini solvotermilist
slinteesi, mis soodustab paremate fotokatalldtiliste omadustega hierarhiliste struktuuride teket (21).
Solvotermiline slintees on protsess, mille kdigus lahteained lahustatakse spetsiifilistes lahustites
(naiteks: vesi, etanool, etiileenglikool ja glitserool), mille jarel saadud segu asetatakse suletud
anumasse naiteks autoklaavi ja kuumutatakse kdrgel temperatuuril. Selle protsessi kaigus saavad ained
reageerida kontrollitud tingimustes, vdimaldades nanomaterjalide soovitud struktuuri teket. Parast
reaktsiooni segu jahutatakse, ja nanoosakesi sisaldav sade eraldatakse lahusest tsentrifuugimise abil
(33). Sadet pestakse liigsete ioonide voi lahustuvate jadkide eemaldamiseks ja kuivatatakse madalal
temperatuuril, et saavutada korge kristallilisus ja soovitud omadustega puhtad materjalid (34). Naiteks
sellise siinteesiga on voimalik saada BiOl ilma v66rfaaside moodustumiseta.

1.3.3. BiOl modifikatsioonid

BiOl fotokatalUutiliste ja adsorbeerivate omaduste veelgi efektiivsemaks muutmiseks on BiOl
kombineeritud erinevate nanomaterjalidega (35). Naiteks on kasutatud modifitseerimist metalli
nanoosakeste (naiteks kuld), aga ka sUsinikupGhiste nanomaterjalidega, nagu grafeen ja selle
derivaadid (36).

Grafeen Grafeenoksiid Redutseeritud
grafeenoksiid

Joonis 3. Grafeeni, grafeenoksiidi ja redutseeritud grafeenoksiidi struktuurid. Kohandatud artiklist (36).

Grafeenil on mitmeid derivaate, nagu grafeenoksiid (GO) ja redutseeritud GO (joonis 3). Puhas grafeen
on struktuur, mis koosneb sisinikuaatomitest, mis on heksagonaalselt thendatud kahemd&tmeliseks
voreks. Grafeen on tuntud oma suure tugevuse ja erakordne juhtivuse poolest, mistdttu on see taiuslik
kandidaat kasutamiseks sellistes toostusharudes nagu meditsiin ja elektroonika (36). GO on
grafeenipdhine materjal, mis sailitab sarnase aatomistruktuuri, kuid millele on lisatud hapnikku
sisaldavaid funktsionaalriihmi, mis eristab seda ldhtematerjalist (37). Need riihmad suurendavad GO
lahustuvust vees ja suurendavad oluliselt materjali reaktsioonivGimet (38). Redutseeritud GO saadakse
GO redutseerimisel, mille tulemusena eemaldatakse hapnikku sisaldavad funktsionaalsed riihmad (39).

1.4. Vismuti, vismutipohiste nanomaterjalide ja grafeenoksiidi bioloogiline
aktiivsus

Bi on keemiline element, mille flilisikalised ja keemilised omadused on sarnased metallidele nagu plii,
kuid selle toksilisus on palju vaiksem. Vismut voib esineda mitmesugustes okslidatsiooniastmetes,
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sealhulgas +1, +3 ja +5, kusjuures kdige stabiilsem on Bi®** (20). Vismuti Ghendite puhul on leitud, et Bi3*
ioonid on bioloogilistes tingimustes Uldiselt ohutud. Naiteks loetakse Bi** maksimaalseks ohutuks
plasmakontsentratsiooniks 50 pg/ml (40).

BiOl nanomaterjali loetakse samuti suhteliseks ohutuks materjaliks. Vetikatega labiviidud uuringud
naitavad, et madalad BiOl kontsentratsioonid stimuleerivad vetikate kasvu, mdjudes kasulikult, samas
kui kdrgete kontsentratsioonide korral esineb kasvu parssimine ja okstidatiivne stress (22). Uuringutes,
mille eesmark oli uurida BiOl antibakteriaalset toimet, on ndidatud, et materjalil on teatud tingimustel
véaljendunud antimikroobne efektiivsus. Kdrgeimat aktiivsust tdheldatakse annuses 250 pg/ml ja
kokkupuuteajaga 5 tundi, mille tulemuseks on ile 50% efektiivsus. Kuid annuse suurenedes ile 250
ug/ml vaheneb efektiivsus oluliselt. Selle pdhjuseks on nanomaterjalide agregatsioon lahuses, mis
vahendab nende aktiivsust ja kdttesaadavust mikroobirakkude mdjutamisel (24).

Katseandmetega on veenvalt tGestatud, et GO-pShistel komposiitmaterjalidel on markimisvaarne
antibakteriaalne efektiivsus. On ndidatud, et need komposiidid ei mdjuta Gksnes tavalisi bakteritlivesid,
vaid toimivad tdhusalt ka antibiootikumiresistentsete bakterite ning isegi seente vastu. GO
komposiitide antibakteriaalne toime sdltub kontsentratsioonist. Uuringud on ndidanud, et GO-Ag
nanokomposiitide kontsentratsiooni suurenemisega suureneb nende antibakteriaalne toime. Lisaks on
oluliseks teguriks, mis mdjutab antibakteriaalse toime efektiivsust, té6tlemise aeg. GO komposiitide
antibakteriaalne toime on tihedalt seotud kokkupuute kestusega, kus antimikroobne efekt suureneb
teatud aja jooksul. Naiteks GO-Ag toime bakteritele (E. coli) suureneb 30 minuti jooksul oluliselt 90%-
ni, joudes 100%-ni 30 ja 60 minuti vahel. Samuti paljuski on GO-pdhistel komposiitmaterjalidel tugevam
antibakteriaalne toime grampositiivsetele bakteritele, samas kui nende mdoju gramnegatiivsetele
bakteritele on nérgem (41). Uuringud on ndidanud, et GO-1 v3ib olla toksiline toime mikroorganismidele
ja rakkudele. Mikroorganismidele avaldas GO toksilist toimet annusest soltuvalt ja mojus
kontsentratsioonidel, mis tletasid 50 mg/l. Mehhanismiuuringud on nédidanud, et kokkupuude GO-ga
vOib héirida rakumembraanide terviklikkust ja viia mikroobse aktiivsuse kadumiseni (38).
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2. Materijalid ja meetodid
2.1 Nanomaterjalide suspensioonide valmistamine

Kdesolevas t66s uuriti BiOl, BiOI-GO ja GO nanomaterjale, mille slinteesisid koostoopartnerid
Aguascalientese Autonoomsest Ulikoolist Mehhikos (24). BiOl, BiOI-GO ja GO suspensioonid
valmistamistati Ulipuhtas vees (MilliQ, Direct-Q® Water Purification System, Merck Millipore)
kontsentratsiooniga 2 g/l. Lisaks valmistati nanomaterjalide suspensioonid, mis sisaldasid kas 4 vdi 10
g/l kummiaraabikut. Kdiki suspensioone valmistati ligikaudu 10 ml polipropileenist 50-ml tuubides.
Nanomaterjalide suspendeerimiseks vees sonikeeriti suspensioone pulksonikaatoriga 2 minutit
vOimsusel 4 W (Branson Digital Sonifier®, USA). Suspensioone sdilitati toatemperatuuril pimedas.

2.2 Nanomaterjalide suuruse ja {-potentsiaali mootmine

MilliQ vees suspendeeritud nanomaterjalide hidrodiinaamilist diameetrit moddeti dinaamilise
valgushajumise meetodil (ingl. k. dynamic light scattering, DLS). Kasutati instrumenti Zetasizer Nano
(Malvern, Uhendkuningriigid). Md&tmiseks valmistati nii kummiaraabikuga suspendeeritud kui puhtas
MilliQ vees suspendeeritud nanomaterjalide alglahustest lahjendused kontsentratsiooniga 100 mg
nanomaterjali/l. Lahjendatud suspensioon pipeteeriti kivetti, mis vbimaldas md&dta osakeste
hidrodinaamilist diameeterit ja -potentsiaali. T-potentsiaali moddeti elektroforeetilise
valgushajumise meetodiga ja tulemuse pohjal hinnati osakeste pinnalaengu suurust antud lahuses ja
ka suspensiooni stabiilsust. Nii osakeste suurust kui {-potentsiaali m&&deti igas proovis kolm korda ning
arvutati keskmised ja standradhalbe vaartused.

2.3 Antibiootikumide ja CuSO, lahuste valmistamine

Streptomdtsiini, tetratsikliini ja penitsilliini alglahused valmistati kontsentratsiooniga 2500 mg/I MilliQ
vees ja sdilitati -20 °C juures 1,5-ml tuubides. CuSO, alglahus (2000 mg/1) valmistati samuti MilliQ vees,
50-ml polipropileenist tuubis ja sailitati toatemperatuuril. Vahetult enne katset tehti alglahustest
lahjendused MilliQ vees.

2.4 Streptomiitsiini kontsentratsiooni m6otmine spektrofotomeetriliselt
kasutades Au nanoosakesi — meetodi optimeerimine

Streptomdtsiini lahuste valmistamiseks kasutati streptomitsiinsulfaadi alglahust kontsentratsiooniga
250 g/L MilliQ vees. Alglahust sailitati -20 2C juures 1,5-ml tuubides. Katse jaoks valmistati sellest
lahusest lahjendused MilliQ vees. Kokku valmistati kuus erineva kontsentratsiooniga lahust, kasutades
jarjestikuse lahjenduse meetodit. Erineva kontsentratsiooniga streptomiitsiini lahjendused segati Au
nanoosakeste suspensiooniga vahekorras 1 : 1 (42). Kdesolevas t60s kasutati tanniinhappega
redutseeritud Au nanoosakesi, mis olid siinteesitud KBFI keskkonnatoksikoloogia laboris. Au
nanoosakeste diameeter oli ligikaudu 40 nm ja pinnalaeng MilliQ vees oli negatiivne. Streptomiitsiiniga
segati Au nanoosakeste algsuspensiooni, mille kontsentratsioon oli 100 mg/I, kuna leiti, et madalamate
kontsentratsioonide juures test ei tootanud. Spektrofotomeetriline analiiis viidi [abi Thermo Scientific
Multiskan Spectrum seadme abil. Modtmiseks kasutati kvartskiivette. Proovide UV-Vis spektrid
mododeti vahemikus 200-800 nm ja saadud andmete pohjal koostati Excelis graafikud.
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2.5 Spot test

Kemikaalide bioloogiliste efektide testimiseks kasutati kdesolevas t66s mudelorganismina bakterit
Escherichia coli (MG1655) ja nn ,,Spot“-testi, mis on valja tootatud KBFI keskkonnatoksikoloogia laboris
(43). E.coli kulvati k&igepealt -80°C juures sailitatud kultuurist Luria — Bertaini (LB) agarsé6tmele (10 g/I
triptooni, 5 g/l parmiekstrakti, 5 g/l NaCl ja 15 g/l agarit), inkubeeriti 30°C juures Uledo ja seejarel
sailitati plaati, millel olid bakterikolooniad 4°C juures. Katse jaoks kultiveeriti bakterit LB vedels6étmes.
Selleks viidi 2-3 bakterikolooniat agarplaadilt steriilse kiilviaasaga 3 ml LB sd6tmesse steriilses
pollpropileentuubis (14-ml). Seejarel inkubeeriti pollpropilleentuubi inkubaatoris temperatuuril 30
°C, 200 pooret minutis, Gle6o. Jargmisel pdeval lisati steriilsesse 100-ml Erlenmeyeri kolbi 20 ml LB
soodet, kuhu pipeteeriti 400 pl ile66 kasvatatud bakterikultuuri. Kultuuri inkubeeriti 30°C juures,
loksutades (200 pooret minutis). Perioodiliselt mdddeti optilist tihedust (ingl. k. optical density, OD)
lainepikkusel 600 nm, kuni kultuur saavutas OD vaartuse ~0,6 (eksponentsiaalne kasvufaas). Kultuur,
mille OD oli saavutanud ~ 0,6, tsentrifuugiti kiirusel 7000 rpm 20°C juures 7 minutit (Sigma 3-16PK
tsentrifuug). Parast tsentrifuugimist eemaldati supernatant ning sadet pesti steriilse MilliQ veega (20
ml). Pesemis- ja tsentrifuugimisprotseduuri korrati kolm korda. Saadud bakterisade lahjendati steriilse
MilliQ veega, et saada testi jaoks vajalik OD ~ 0,1. Baktereid inkubeeriti testitavate kemikaalide erineva
kontsentratsiooniga lahustes 96 siivendiga mikroplaadil. Selleks valmistati kas nanomaterjalide, CuSO4
vOi antibiootikumide alglahustest lahjenduste seeria MilliQ vees ja pipeteeriti 100 ul iga lahust
vdahemalt kahes korduses mikroplaadile. Selleks, et testida ndhtava valguse mdju nanomaterjalide
bioloogilisele aktiivsusele inkubeeriti nanomaterjalide ja kemikaalide lahjendusi mikroplaadil ilma
bakteriteta ndhtava valguse kdes (Philips TL-D 38 W luminofoortorud, mis imiteerivad looduslikku
valgust) ja teist identset plaati pimedas, toatemperatuuril, 24 tundi. Seejarel, kas vahetult parast
proovide pipeteerimist mikroplaadile v&i pdrast 24-tunnist inkubeerimist valges vdi pimedas,
pipeteeriti igasse slivendisse, mis sisaldas proovi v6i MilliQ vett (negatiivsed kontrollid), 100 ul
bakterikultuuri. Mikroplaadi darmiseid stivendeid, millest vedeliku aurustumine on intensiivsem, ei
kasutatud proovide jaoks, vaid tdideti 200 pl steriilse MilliQ veega. Plaati inkubeeriti 30 °C juures
staatiliselt (ilma loksutamata) 1 - 24 tundi. Parast 1 voi 24 tundi pipeteeriti igast proovi sisaldavast voi
kontrollkultuuriga stivendist 3 pl LB agarplaadile, mida inkubeeriti 30 °C juures le66. Inkubeerimise
[6pus hinnati bakterite kasvu agarso6tmel visuaalselt ja maarati testitava kemikaali minimaalne
baktertsiidne kontsentratsioon (ingl. k. minimum bactericidal concentration, MBC). MBC on madalaim
kemikaali kontsentratsioon, mille juures bakterite kasvu ei taheldatud.

2.6 Nanomaterjalide suspensioonid CuSO, lahustes

Selleks, et testida nanomaterjalide mdju CuSO, toksilisusele, valmistati BiOl ja BiOI-GO suspensioonid
erinevate kontsentratsioonidega CuSO, lahustes. Lahtelahusena kasutati CuSO,; lahust
kontsentratsiooniga 2000 mg/| ja nanomaterjalide suspensioone (BiOl ja BiOl-GO) kontsentratsiooniga
2000 mg/l, mis olid valmistatud nii, nagu kirjeldatud alapeatiikis 2.1. Alglahuseid lahjendati steriilse
MilliQ veega 2 ml ja 1,5 ml tuubides. CuSO, lahjendused ja nanomaterjali suspensioon segati kokku nii,
et nanomaterjali kontsentratsioon kdigis CuSO4 lahjendustes oli 200 mg/I. Igast proovist pipeteeriti 100
ul kahes korduses 96 silivendiga poliipropileenist mikroplaadile. Tuubidesse jaanud nanomaterjali
suspensioonid CuSO, lahjendustes (300 pl) tsentrifuugiti 10 minutit 13000 g juures, et sadestada

14



nanomaterjalid. Seejarel pipeteeriti 250 ul supernatanti eraldi puhastesse 1,5 ml tuubidesse ja kanti
sealt 100 pl kahes korduses 96 siivendiga mikroplaadile. Tuubidesse jadnud nanomaterjali sade
suspendeeriti 250 pl MilliQ vees ja pipeteeriti 100 ul kahes korduses 96 siivendiga mikroplaadile.
Koikidele proovidele lisati 100 pl E.coli kultuuri MilliQ vees ja teostati , spot-test”, nii nagu kirjeldatud
alapeattikis 2.5.

2.7 Biosaadava vase kvantifitseerimine rekombinantsete bakteritega

Biosaadava vase kontsentratsioon kvantifitseeriti CuSO, lahustes, millele oli lisatud nanomaterjalide
suspensiooni, et kindlaks maarata, kui efektiivselt nanomaterjalid Cu-ioone adsorbeerisid. Selles katses
kasutati kahte rekombinantset bakerit: E.coli MC1061 pDNIux (konstitutiivselt luminestseeruv bakter)
ja E.coli MC1061 pSLcueR/pDNPcopAlux (luminestseerub proportsionaalselt keskkonnas oleva
biosaadava vase hulgaga) (44). Bakterite kultiveerimiseks kasutati LB agarsoodet, millele lisati kas 10
ug/ml tetratstkliini (E. coli MC1061 pDNIlux kasvatamiseks) v6i 10 pg/ml tetratstkliini ja 100 pg/ml
ampitsilliini (E. coli MC1061 pSLcueR/pDNPcopAlux kasvatamiseks), selleks, et tagada rekombinantsete
bakterite selektiivne kasv. Plaate inkubeeriti 30 °C juures Ule66. Kui plaadil olid moodustunud
kolooniad, hoiti plaate kiilmkapis (4°C) kuni Uiks kuu. Pdev enne testi valmistati inokulaat. Kasutades
steriilset klilviaasa viidi 2-3 bakterikolooniat agarplaatidelt 3 ml LB s66tmesse, mis pDNIux bakteri puhul
sisaldas 10 pg/ml tetratsikliini ja pSLcueR/pDNPcopAlux bakteri puhul 10 pg/ml tetratstkliini ja 100
ug/ml ampitsilliini. Kultuure inkubeeriti loksutil 30 °C juures kiirusel 200 p66ret minutis tiledo (ligikaudu
15 tundi). Jargmisel paeval bakterikultuure lahjendati 100 ml koonilises kolvis vahekorras 1:50. 20 ml
LB s66tmesse, mis sisaldas pDNIlux bakteri puhul 10 pg/ml tetratsikliini ja pSLcueR/pDNPcopAlux
bakteri puhul 10 pg/ml tetratsukliini ja 100 pg/ml ampitsilliini, pipeteeriti 400 pl Gle6o kultiveeritud
kultuuri. Kolbe inkubeeriti 2,5-3 tundi temperatuuril 30 °C loksutis (200 p66ret minutis), kuni OD j6udis
vaartuseni 0,6—-0,8, mis naditas eksponentsiaalset kasvufaasi. OD modtmiseks lahjendati baktereid 5
korda. Selleks segati 1600 ul LB s66det 400 pl bakterikultuuriga. Kui OD oli jdudnud vaartuseni 0,6-0,8,
pipeteeriti bakterikultuurid 50-ml tsentrifuugituubidesse ja tsentrifuugiti kiirusel 7000 p66ret minutis
10 minutit temperatuuril 20 °C. Parast tsentrifuugimist supernatant eemaldati. Bakterisadet pesti kolm
korda, lisades steriilset MilliQ vett ja tsentrifuugiti uuesti. Parast pesemist suspendeeriti bakterid 20 ml
0,9% NaCl-s, millele oli lisatud 0,1% Cas aminohappeid (CasAA) ja 0,1% glikoosi. Bakterikultuuri
lahjendati samas lahuses OD vaartuseni 0,1 ja pipeteeriti igasse valge mikroplaadi slivendisse 100 pl.
Mikroplaadile oli eelnevalt pipeteeritud kemikaali- ja kontroll-lahused (igas slivendis 100 pl). Plaadid
kaeti fooliumiga, inkubeeriti 30 °C juures 1 — 2 tundi ja mdddeti bakterite luminestsents luminomeetriga
Orion Il (Berthold).

2.8 Reaktiivsete hapnikuiihendite kvantifitseerimine nanomaterjalide
suspensioonides

Reaktiivsete hapnikuiihendite (inglise k. reactive oxygen species, ROS) suhtelise hulga maaramiseks BiOl
ja BiOI-GO suspensioonides kasutati 2',7'-diklorodihiidrofluorestseiindiatsetaati (H,DCFDA, Life
Technologies). Selleks kdigepealt H,DCFDA deatsetlleeriti, lisades etanoolis lahustatud varvile (1,3
mM) 0,01 M NaOH lahust. Padrast 30-minutilist inkubeerimist pimedas toatemperatuuril reaktsioon
peatati 25 mM naatrium-fosfaatpuhvri (pH 7,4) lisamisega. Deatsetileerimise tulemusena saadud
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H,DCF okslideerub ROS-i toimel fluorestseeruvaks Ghendiks 2',7'-diklorofluorestseiin (DCF). DCF-i
fluorestsents proovis on proportsionaalne ROS-i hulgaga. ROS-i mootmiseks pipeteeriti 100 ul BiOl,
BiOI-GO, ja mdlema nanomaterjali suspensiooni koos CuSO;-ga mustale 96 slivendiga pollpropileenist
mikroplaadile (Greiner Bio-one) ning lisati igale proovile 100 pl H,DCF lahust. Positiivse kontrollina
kasutati Mn304 nanoosakeste suspensiooni (45). Taustfluorestsentsi mootmiseks lisati 100 pl H,DCF
lahust 100 ul MilliQ veele. Mikroplaati inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril (21 kuni 25 °C) pimedas ja
fluorestsentsi moddeti Fluoroskan Ascent FL (Labsystems) mikroplaadilugeja abil, kusjuures
ergastamiseks kasutati 485 nm kiirgust ning méddeti emiteeritud kiirgust 527 nm juures.

2.9 Statistiline anallitis

Statistiliselt olulised erinevused tehti kindlaks Student’i t-testi abil. Statistilise olulisuse vaartuseks oli p
< 0,05. Graafikutel on esitatud vahemalt kolme paralleelproovi modtmise keskmised vaadrtused +
standardhalve.
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3. Tulemused ja arutelu
3.1 BiOl omadused vesisuspensioonis

Kaesolevas t60s suspendeeriti BiOl nanomaterjalid MilliQ vees. Nanomaterjali suspensioon MilliQ vees
oli oranzi varvusega ja suuremad osakesed sadenesid kiiresti tuubi pdhja (joonis 4). Kummiaraabikuga
(1%) ja ilma kummiaraabikuta valmistatud suspensioonid nagid visuaalselt sarnased vélja; ainus
erinevus seisnes selles, et kummiaraabikuga proov oli intensiivsema oranzi virvusega (joonis 4 A ja B).
Mone aja méddudes parast sonikeerimist sadenes enamus materjali tuubi pdhja, viidates sellele, et
suspension oli ebastabiilne. Ilma kummiaraabikuta BiOl proovis on sadet ndha juba parast 20-minutilist
seismist (joonis 4 C).

Joonis 4. BiOl suspensioonid MilliQ vees. Suspensioon 1% kummiaraabikuga vahetult peale
sonikeerimist (A). BiOl suspensioon MilliQ vees ilma kummiaraabikuta vahetult peale sonikeerimist (B).
BiOl suspensioon MilliQ vees ilma kummiaraabikuta parast 20-minutilist seismist (C).

BiOl osakeste suuruse ja suspensiooni stabiilsuse kvantifitseerimiseks md&ddeti osakeste
hiidrodiinaamilist diameetrit, mis iseloomustab nanoosakeste |abimddtu lahuses. Hidrodliinaamilise
[abim66du md&6tmiseks kasutati DLS-meetodit. DLS ehk diinaamiline valgushajumine ehk footonite
korrelatsioonispektroskoopia on (ks meetoditest nanoosakeste hidrodiinaamilise suuruse
analtitsimiseks. Selle meetodi (ks olulisemaid aspekte on see, et see pdhineb osakeste Browni
lilkumisel lahuses. Osakeste juhuslik liikumine pdhjustab laserkiirguse hajumise intensiivsuse kdikumisi,
mida saab anallUsida, et maarata osakeste suurusjaotust reaalajas (46). M&6tmistulemused néitasid,
et osakeste keskmine suurus MilliQ vees oli 934 + 158 nm. Kirjanduse p&hjal on teada, et orgaaniliste
Ghendite lisamine aitab nanomaterjale vesisuspensioonides efektiivsemalt suspendeerida ja paranadab
suspensiooni stabiilsust ajas (43). Seeparast testiti, kas kummiaraabiku lisamine parandab BiOl
suspendeeritavust. Selleks valmistati BiOl vesisuspensioonile kas 0,4 voi 1% kummiaraabikut. BiOl
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osakeste keskmine suurus nendes suspensioonides oli vastavalt 713 £ 57 (kummiaraabik 0,4%) ja 755
+ 18 (kummiaraabik 1%) (tabel 1). Statistiline anallilis néitas, et kummiaraabiku lisamine ei muutnud
BiOl hiidrodiinaamilist diameetrit statistiliselt oluliselt vdiksemaks (tabel 2).

Tabel 1. BiOl, BiOl (1% kummiaraabikuga) ja BiOl (0,4% kummiaraabikuga) suspensioonide
hidrodiinaamilised diameetrid (Z-keskmised vaartused), pollidisperssuse indeksid (Pdl) ja -
potentsiaalid. Vaartused on aritmeetilised keskmised * standardhalve.

Hidrodiinaamiline
dameeter (2- )
keskmised vaartused, el {-potensiaal (mV)
nm)
BiOl 934£158 0,70 0,04 121,
BiOl
755 + 1 1+0,04 3842
(1% kummiaraabik) >>+18 0,61£0,0 3842,3
BiOl
+ + _ +
(0.4% kummiaraabik) 71357 0,50£0,01 38+0,2

Tabel 2. Student’i t-testi abil leitud p-vaartused. Tulemusi loeti statistiliselt oluliselt erinevaks, kui p <
0,05 (vaartused paksus kirjas). Vorreldi ilma kummiaraabikuta ja koos 0.4% voi 1% kummiaraabikuga
valmistatud BiOl suspensioonides mdddetud hilidrodiinaamilise diameetri, Pdl ja -potentsiaalide
vaartusi.

Hiidrodiinaamiline
T-test (p < 0,05) dameeter (Z- .
keskmised vaartused, Ll i REl i),
nm)
BiOl versus
BiOl (1% 0,09 0,001 0,000002
kummiaraabik)
BiOl versus
BiOl (0,4% 0,123 0,047 0,0001
kummiaraabik)
BiOl (0,4%
kummiaraabik) versus
BIOI (1% 0,299 0,01 0,963
kummiaraabik)

Samas, BiOl osakeste suurusjaotused valguse hajumise intensiivsuse alusel nditasid, et kummiaraabikut
sisaldavates suspensioonides oli BiOl suurusjaotus kitsam (joonis 5 B,C ja D). See viitas sellele, et BiOl
osakesed olid Ghtlasema suurusega vorreldes ilma kummiaraabikuta suspendeeritud BiOl osakestega.
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Ka statistiliselt oluliselt madalamad polidisperssusindeksid (Pdl) viitasid kummiaraabiku soodsale
mojule osakeste Ghtlasemat suuruse osas (tabelid 1 Ja 2). Pdl on vaartus, mille suurus on 0 — 1 ja
iseloomustab osakeste suuruse Uhtlus proovis. Mida vdiksem on Pdl, seda Uhtlasema suurusega on
osakesed suspensioonis.
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Joonis 5. Nanomaterjalide suurusjaotuse médtmine vesisuspensioonides. DLS-seadme skeem (A) ja DLS
graafikud mis naitavad BiOl (B), 0,4% kummiaraabikus suspendeeritud BiOl (C) ja 1% kummiaraabikus
suspendeeritud BiOl (D) suurusjaotuseid.

Lisaks osakeste suurusele, moddeti ka osakeste {-potentsiaali, mis annab infot osakeste pinnalaengu ja
suspensiooni stabiilsuse kohta. (-potentsiaali md6tmine pdhineb elektrivalja rakendamisel uuritavale
proovile, mille tulemusena hakkavad liikuma selles asuvad laetud osakesed. {-potentsiaali arvutamiseks
kasutatakse nende liikumise kiirust. Mo&otmised naitasid, et BiOl osakesed olid negatiivse
pinnalaenguga (tabel 1). {-potentsiaali absoluutvaartuste pdhjal saab jareldada, et kummiaraabiku
lisamine suurendas suspensiooni stabiilsust, kuna absoluutvaartused olid >30 mV. Kirjanduse pdhjal on
dle 30 mV ja alla -30 mV -potentsiaali vaartused iseloomulikud suhteliselt stabiilsematele
suspensioonidele (47). Katse tulemuste pd&hjal voib jareldada, et kummiaraabik muudab BiOl osakesed
stabiilsemaks ning nanoosakesed jaotuvad suspensioonis Uhtlasemalt. Kui vorrelda 1%
kummiaraabikuga ja 0,4% kummiaraabikuga proove, siis taheldati olulist erinevust Pdl vaartustes, kuid
BiOl osakeste keskmised labim66dud ja {-potentsiaali vaartused ei olnud statistiliselt oluliselt erinevad
(tabel 2). Edasisteks katseteks valiti 1% kummiaraabikuga lahus.

Kuna nanomaterjalid tekitavad oma reaktiivsuse tottu sageli ROS-e, mis mdjutavad nanomaterjalide
bioloogilist aktiivsust, siis moddeti kdesolevas to6s ROS tekkimist nii BiOl ja kui ka selle komposiidi, BiOl-
GO vesisuspensioonides. Tulemused néitasid, et ei BiOl ega BiOI-GO vesisuspensioonides abiootilistes
tingimustes markimisvaarset ROS-i ei tekkinud (joonis 6 A, B). Samas positiivse kontrollina kasutatud
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Mns0,; nanoosakeste vesisuspensioonis oli abiootilise ROS-i tase proportsionaalne nanoosakeste
kontsentratsiooniga (joonis 6 C). ROS-i maaramise katses imiteeriti sarnaseid tingimusi, nagu hiljem
kasutati E.coli ja nanomaterjalide inkubeerimisel (pimedas ja mikroplaadil ilma loksutamata 1 h). Kuna
sellistes tingimustes nanomaterjalid ROS-i ei tekitanud, siis vois jareldada, et BiOl ja BiOI-GO materijalid
ei olnud potentsiaalsed okslidatiivse stressi pohjustajad ja eeldatavalt ei avaldanud toksilisust ROS-i
tekitamise teel.
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Joonis 6. Reaktiivsete hapnikulihendite (ROS) suhteline tase nanomaterjalide vesisuspensioonides
(abiootilistes tingimustes). Suhteline ROS BiOl (A), BiOI-GO (B) ja Mn30Os nanoosakeste (C)
vesisuspensioonides (positiivne kontroll. ROS kvantifitseeriti 2',7'-diklorofluorestseiini  (DCF)
fluorestsentsi m&&tmise teel. OranZid punktiirjooned graafikutel tdhistavad DCF fluorestsentsi MilliQ
vees (taustluminestsents)).

3.2 BiOl, BiOI-GO ja GO bioloogilised efektid

BiOl omdusi saab parandada kombineerides seda teiste nanomaterjalidega (35). Kdesolevas t66s uuriti
BiOI-GO nanokomposiiti ja vordlevalt puhast GO. Et neid materjale kasutada saasteainete
adsorbentidena keskkonnas, peab kindlaks tegema, et materjalid ei kujuta keskkonnaohtu. Seeparast
testiti kGigepealt materjalide potensiaali tekitada bioloogilisi efekte ja kasutati mudelorganismina
bakterit E.coli. Nanomaterjalide mdjude testimiseks kasutati nn spot-testi, mis on valja to6tatud just
nanomaterjalide suspensioonide testimiseks (43). Kuna nanomaterjalide suspensioonid on hagused,
siis bakteri kasvu hindamiseks ei sobi tavaparaselt kasutatav optilisel tihedusel p6hinev meetod. Samuti
mojutavad nanomaterjalide fuusikalisi ja keemilisi omadusi erinevad s66tmekomponendid (nt
pbhjustavad nanomaterjalide aglomeratsiooni voi mdjutavad materjalide lahustumist). Seetdttu oli
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kdesolevas t60s testikeskkonnaks MilliQ vesi ja bakterite elulemust parast inkubatsiooni testitavate
kemikaalidega hinnati bakterite kasvu pdhjal agarplaadil.

Katsed 1% kummiaraabikuga suspendeeritud nanomaterjalidega naitasid, et BiOl, BiOI-GO ega GO ei
avaldanud toksilist toimet mikroorganismedele ka maksimaalse testitud kontsentratsiooni juures, 250
mg/|, kusjuures tulemus oli sama péarast 1,5 ja 24-tunnist inkubatsiooni (joonis 7). Samas positiivse
kontrollina kasutatud CuSO, oli parast 1,5-tunnist inkubeerimist bakteritsiidne 10 mg/I juures (joonis 7,
A) ja pédrast 24-tunnist inkubeerimist 1 mg/l juures (joonis 7, B), mis oli kooskdlas varasemate laboris
saadud tulemustega (48). Kuna kummiaraabiku sisaldus vbis mdjutada nanomaterjalide bioloogilist
aktiivsust, testiti ka nanomaterjalide suspensioone, mis olid valmistatud ilma kummiaraabikuta.
Tulemused naitasid, et ka ilma kummiaraabikuta suspendeeritud nanomaterjalid ei avaldanud bakterile
E.coli toksilist toimet Uhegi testitud kontsentratsiooni juures (0,1 - 250 mg/l) (joonis 8, A). Sellest vdis
jareldada, et BiOl ega BiOI-GO ei olnud vesisuspensioonides nii bioaktiivsed, et mdjutada bakteri

elulemust.
A Abiootiline B Abiootiline
kontroll BiOI BiOI-GO GO Cuso, kontroll BiOl BIO-GO GO CuSO,
L e —— — —_— —
|
cmgmll1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 cmen 2T S .

Joonis 7. Nanomaterjalide bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli. Bakterikultuuri inkubeeriti
nanomaterjalide erineva kontsentratsiooniga suspensioonides kas 1,5 tundi (A) v6i 24 tundi (B) ja
hinnati seejarel bakteri kasvu agarsootmel (iga nanomaterjali ja CuSO, lahjendust testiti kahes
korduses). Numbrid vasakus veerus tdhistavad nanomaterjalide ja CuSO, lahjenduste
kontsentratsioone vastavates ridades, vastavalt mg nanomaterjali/l ja mg Cu/l. Siniste ringidega on
tahistatud proovide kohad, kus bakteri kasvu ei tdheldatud. Abiootilised kontrollid (veerud 1: BiOl, 2:
BiOI-GO ja 3: GO) on nanomaterjalide suspensioonid, mida inkubeeriti mikroplaadil ilma bakterit
lisamata ja seejarel pipeteeriti agarplaadile, et veenduda suspensioonide steriilsuses (st bakteri kasvu
ei tdheldatud). B paneelil on abiootiliste kontrollide juures naha bakteri kasvu, mis oli eeldatavalt
tingitud bakterit sisaldavate proovide kogemata tilkumisest agarplaadile. Numbritega (1-11) on
tahistatud milline veerg vastab igale proovile. Veergudes 1,2,3 on abiootiline kontroll, 4 ja 5 on BiOl, 6
ja 7 BiOI-GO, 8 ja 9 GO suspensioonid ja veergudes 10 ja 11 CuSO, lahused, milles inkubeeriti bakterit
E.coli.

Kirjeldatud testide puhul lisati bakterisuspensioon vahetult enne testi valmistatud nanomaterjalide
lahjendusele. Kuna tegemist on ndahtavas valguses aktiveeritavate materjalidega, siis uuriti tdiendavalt,
kuidas md&jutab eelnev nahtava valguse kaes inkubeerimine BiOl ja BiOI-GO bioloogilist aktiivsust.
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Selleks pipeteeriti nanomaterjalide suspensioonide lahjendused (ilma kummiaraabikuta valmistatud
suspensioonid) mikroplaatidele ja inkubeeriti Ghte plaati valgustatud tingimustes ja teist pimedas 24
tundi. Seejarel lisati suspensioonidele E.coli kultuur ja parast 1,5-tunnist inkubatsiooni pipeteeriti
proovid agarplaadile, et hinnata bakteri kasvu. Leiti, et ei valges aga pimedas iile66 inkubeerimine
(enne bakteriga kokku segamist) ei muutnud materjale toksilisemaks (Joonis 8 B ja C).

B
A S BiOl BiOI-GO BiOI+S BiOI-GO+S CuSO, S BiOl BiOI-GO BiOI+S BiOI-GO+S CuSO, c S BiOl  BiOI-GO BiOl+S BiOI-GO+S  CuSO,
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Joonis 8. Nanomaterjalide bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli. Bakterikultuuri inkubeeriti
nanomaterjalide erineva kontsentratsiooniga ilma kummiaraabikuta valmistatud suspensioonides 1,5
tundi (A) ja inkubeeriti Uhte plaati valgustatud tingimustes (B) ja teist pimedas (C) 24 tundi.
Mikroplaadid inkubeeriti 24 tundi ilma bakteriteta — ainult nanomaterjalide lahjendustega. Parast 24-
tunnist inkubeerimist lisati siivenditesse bakterikultuur ja inkubeeriti 1,5 tundi 30°C juures ja hinnati
seejarel bakteri kasvu agarsootmel. Numbrid vasakus veerus tdhistavad nanomaterjalide,
streptomiitsiini, nanomaterjalid kombineerituna streptomiitsiiniga ja CuSO; lahjenduste
kontsentratsioone vastavates ridades, vastavalt mg nanomaterjali/l, mg streptomditsiini/l ja mg Cu/I.
Siniste ringidega on tahistatud proovide kohad, kus bakteri kasvu ei tdheldatud. Selles katses kasutati
positiivse kontrollina (veerud 11 ja 12) CuSO,4 lahuseid. Numbritega (1-12) on tahistatud milline veerg
vastab igale proovile. Veergudes 1 ja 2 on streptomitsiini lahused, 3 ja 4 on BiOl, 5 ja 6 BiOI-GO, 7 ja 8
nanomaterjal (BiOl) + streptomiitsiin, 9 ja 10 nanomaterjal (BiOI-GO) + streptomditsiin suspensioonid
ja veergudes 11 ja 12 CuSQO, lahused, milles inkubeeriti bakterit E.coli.

3.3 Antibiootikumide ja CuSO, antibakteriaalsete kontsentratsioonide
maaramine

Et uurida, kas nanomaterjalid adsorbeerivad saasteaineid (antibiootikume ja CuSQ,), kasutati biotesti
(spot-test bakteriga E.coli), mis nditas, kas nanomaterjalide lisamine vahendas saasteainete
antibakteriaalset (mirgist) toimet. Selleks maarati kdigepealt uuritavate saasteainete MBC vaartused
(joonis 9). Selle katse tulemuste pohjal voib jareldada, et E.coli ei olnud penitsilliini suhtes tundlik
testitud kontsentratsioonide juures, sest kdrgeim testitud kontsentratsioon 250 mg/| ei inhibeerinud
bakteri elulemust ei 1,5- ega 24-tunnise inkubeerimise jarel. Erinevalt penitsilliinist, oli voimalik
kindlaks méaarata streptomdiitsiini ja tetratsikliini MBC. Streptomiitsiin parssis bakteri kasvu taielikult
(st oli bakteritsiidne) kontsentratsioonil 10 mg/I ja MBC ei sdltunud inkubatsiooniajast. Tetrats(kliini
MBC oli suurusjargu vorra kérgem kui streptomtsiinil, nimelt 100 mg/| ja oli sama 1,5- ja 24-tunnise
inkubeerimise korral. Nii nagu eelmistes katsetes, kasutati CuSO, positiivse kontrollina, mille MBC oli
1,5 tunni inkubeerimise korral 10 mg/| ja 24-tunnise inkubeerimise jarel 1 mg/l, mis néitas, et vase
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bakteritsiidsus sGltus ajast. Katse naitas, et antud tingimustes oli E.coli kdige tundlikum streptomtsiini
suhtes, mistSttu valiti jargnevateks katseteks antibiootikumidest streptomtsiin.
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Joonis 9. Antibiootikumide ja CuSO, bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli. Bakterikultuuri
inkubeeriti antibiootikumida ja CuSO, erineva kontsentratsiooniga lahuses kas 1,5 tundi (A) voi 24 tundi
(B) ja hinnati seejarel bakteri kasvu agars66tmel (iga antibiootikumi ja CuSO4 lahjendust testiti kahes
korduses). Numbrid vasakus veerus tdhistavad antibiootikmide ja CuSO,4 lahjenduste kontsentratsioone
vastavates ridades, vastavalt mg antibiootikumi/l ja mg Cu/I. Siniste ringidega on tahistatud proovide
kohad, kus bakteri kasvu ei tdheldatud. Paneeli A veerus 5 liideti tetratsiikliini kontsentratsioonid O
mg/l ja 0,1 mg/l, kuna agarile tilkade pealekandmisel oli ebatdpsus. Samuti paneelil A on
streptomiitsiini, tetratstkliini ja CuSO, lahuse juures naha bakteri kasvu, mis oli eeldatavalt tingitud
bakterit sisaldavate proovide kogemata tilkumisest agarplaadile. Numbritega (1-10) on tahistatud
milline veerg vastab igale proovile. Veergudes 1 ja 2 on penitsiliini lahused, 3 ja 4 on streptomdtsiini
lahused, 5 ja 6 tetratsiikliini lahused, 7,8,9,10 CuSO, lahused, milles inkubeeriti bakterit E.coli.

34 Streptomiitsiini kvantifitseerimine UV-Vis spektrofotomeetria abil

Selleks, et kindlaks teha, kas uuritavad nanomaterjalid adsorbeerivad antibiootikume, tuleb valida sobiv
meetod antibiootikumi kvantifitseerimiseks lahuses. Kdesolevas t606s kasutati streptomditsiini, et uurida
orgaaniliste  saasteainete  adsorptsiooni  BiOl-pohiste  nanomaterjalidega. Kuna  UV-Vis
spektrofotomeetria on lihtne ja kiire meetod, mida ainete kontsentratsiooni maaramiseks, siis uuriti
vOimalusi kasutada seda meetodit streptomiitsiini kontsentratsiooni kvantifitseerimiseks. Sel eesmargil
viidi 1abi spektrofotomeetriline anallilis. Valmistati streptomitsiinsulfaadi lahused erinevatel
kontsentratsioonidel 12,5 mg/L; 6,25 mg/L; 3,125 mg/L ja 1,5625 mg/L. K&igi lahuste puhul viidi
spektrofotomeetriline analiiiis 1abi lainepikkuste vahemikus 200-800 nm ning saadud andmete pdhjal
koostati graafik (joonis 10A). Anallisitud spektrofotomeetriliste graafikute pdhjal saab koheselt
todeda, et spektrites puuduvad iseloomulikud neeldumispiigid. Selline tulemus on ootusparane
streptomiitsiini puhul ning viitab selle aine keemilisele olemusele. Streptomiitsiini molekul ei sisalda
ulatuslikke konjugeeritud m-elektronsiisteeme, nagu naiteks konjugeeritud kaksiksidemed, mis
tavaliselt toimivad tugeva UV-valguse neelajatena ehk kromofooridena (joonis 10B). Just sellised
struktuurid pdhjustavad spektrofotomeetrias selgelt eristatavaid pike. Lisaks on oluline arvestada, et
streptomiitsiin kuulub aminogliikosiidide riihma, mille koostisse kuuluvad peamiselt suhkrujaagid,

23



aminoriihmad ning teised funktsionaalsed riihmad, mille neeldumisvdime UV-kiirguse vahemikus on

vaga madal.
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Joonis 10. Streptomiitsiini lahjenduste UV-Vis spektrid lainepikkustel 200 — 800 nm (A). Legend naitab
mootmisel kasutatud streptomiitsiini lahuse kontsentratsioone. Streptomitsiini struktuuri pdhjal on
naha, et puuduvad konjugeeritud m-sidemed, mistdottu puudub ka iseloomulik UV neeldumissepekter

(B).

Et oleks v6imalik streptomitsiini kontsentratsiooni UV-Vis spektrofotomeetria abil maarata, tuli seega
kasutada kaudset madramismeetodit Au nanoosakestega. Selleks modifitseeriti kirjanduses avaldatud
meetodit (42). See meetod pohineb streptomditsiini ja Au nanoosakeste elektrostaatilisel
interaktsioonil. Streptomitsiini positiivselt laetud riihmad (guanididlrihmad) interakteeruvad Au
nanoosakesi katvate orgaanilise aine negatiivselt laetud rihmadega, agregeerides seeldbi osakesed ja
muutes lahuse varvi punasest siniseks (joonis 11). Kdesolevas t66s kasutati tanniinhappega kaetud Au
nanoosakesi, mis olid laboris eelnevalt siinteesitud. Sarnaselt avaldatud meetodiga olid tanniinhappega
kaetud Au nanoosakesed MilliQ vees negatiivselt laetud, mis viitas sellele, et tanniinhappe
hidroksuilrihmad olid deprotoneeritud. Katse kaigus, kui streptomiitsiini lahustele lisati Au
nanoosakeste suspensioon, tekkis koheselt visuaalselt jalgitav varvusmuutus: Au nanoosakeste
suspensioon muutus algsest punasest siniseks (joonis 12). Sinine toon viitab sellele, et streptomitsiin
interakteerub Au nanoosakestega, moodustades kompleksi, mis muudab optilisi omadusi ja pdhjustab
varvimuutuse. Samuti tdhendab see seda, et streptomitsiin mdjutab Au nanoosakeste stabiilsust ja
pohjustab nende agregatsiooni.
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Joonis 11. Skeem, mis nditab kulla nanoosakeste ja streptomditsiini vahelisi koostoimeid.
Streptomdtsiini positiivselt laetud guanidillrihmad interakteeruvad Au nanoosakeste pinnal olevate
orgaanilise aine molekuli positiivselt laetud funktsionaalrihmadega (a). Merkaptoaadikhappega
modifitseeritud Au nanoosakesed (punased ringid) on negatiivselt laetud ning nende interaktsioon
positiivselt laetud streptomitsiiniga pShjustab nanoosakeste aglomeratsiooni ja sellest tingitud
varvimuutuse (sinised ringid) (b). Reprodutseeritud artiklist (43).

o
£

Joonis 12. Au nanoosakesi sisaldavad lahused ilma streptomiitsiinita ja streptomiitsiiniga. Au
nanoosakeste suspensioon (0,04 mM Au) ilma streptomiitsiinita (A), Au nanoosakeste suspensiooniid
parast streptomutsiini lisamist, kus streptomtsiini kontsentratsioon on 2,5 g/l (B), 1,25 g/I (C) ja 0,78
g/1 (D).

Kuna kirjanduse pd&hjal on streptomiitsiini pdhjustatud Au nanoosakeste aglomeratsioon
proportsionaalne streptomutsiini kontsentratsiooniga, siis kvantifitseeriti muutusi Au nanoosakeste
suspensioonis UV-Vis spektrofotomeetria abil. M66detud spektrid naitasid (joonis 13), et 0,04 mM Au
nanoosakeste suspensioon MilliQ vees | ei p&hjustanud spektris detekteeritavaid muutusi, mistéttu
kasutati jargmistes médtmistes 0,4 mM Au nanoosakeste suspensiooni. Neeldumisspektrid naitasid, et
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streptomditsiini lisamine pdhjustas Au nanoosakestele iseloomulike piigi (maksimum 528 nm juures)
nihkumise paremale, mis on seotud Au nanopartiklite aglomereerumisega ehk osakeste 1abim&ddu
suurenemisega (joonis 13). Nagu eelnevalt kirjeldatud, naitas streptomditsiini lahuste
spektrofotomeetriline analuiUs, et erinevatel kontsentratsioonidel (12,5; 6,25; 3,125 ja 1,5625 mg/|) ei
ilmnenud spektrites iseloomulikke neeldumispiike lainepikkuste vahemikus 200—-800 nm (joonis 10A).
Kuid 0,4 mM Au lisamisel on spektrites juba margata erinevusi. Kui streptom{tsiini kontsentratsioon on
0,3125 g/l, nihkub Au nanoosakeste piik maksimumiga 528 nm juures suuremate lainepikkuste suunas,
mis viitab streptomitsiini ja nanoosakeste vaheline interaktsiooni algusele. Streptomitsiini
kontsentratsiooni edasine suurenemine (0,5 g/l, 0,63 g/l ja 0,78 g/1) toob kaasa piigi jatkuva nihkumise
suuremate lainepikkuste suunas, ulatudes umbes 550-560 nm piirkonda, mis viitab nanoosakeste
jarkjargulisele agregatsioonile. Kontsentratsioonidel 1,14 g/l ja 1,25 g/l nihkub piik veelgi kaugemale,
joudes 560-570 nm piirkonda (joonis 13A). Kalibreerimisgraafikult on naha, et Au nanoosakestele
iseloomulike piigi maksimumlainepikkus oli heas korrelatsioonis streptomiitsiini kontsentratsiooniga
lahuses (joonis 13B). Meetodi tundlikkuse hindamiseks kasutati vordlust streptomitsiini MBC
madramise tulemustega. MBC madramisel selgus, et streptomiitsiin parssis taielikult E.coli kasvu
kontsentratsioonil 10 mg/l (joonis 9). Vordluseks, spektrofotomeetrilise meetodi puhul tdheldati
spektrimuutusi kontsentratsioonidel alates 0,3125 g/I, mis viitab sellele, et kuigi meetod on vdimeline
tuvastama antibiootikumi ja nanoosakeste vahelisi interaktsioone, ei ole selle tundlikkus piisav, et
detekteerida keskkonnas olulisi, bakteritsiidseid kontsentratsioone. Seega vajab meetod edasist
optimeerimist, et oleks voimalik maarata ka realistlikke ja bioloogiliselt asjakohaseid streptomitsiini
kontsentratsioone. Selleks voib kulla nanoosakesi modifitseerida, kasutades naiteks funktsionaalseid
rihmi, mis vGimaldavad selektiivset interaktsiooni streptomiitsiini molekulidega.
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Joonis 13. Streptomitsiini kvantifitseerimine spektrofotomeetriliselt. Kulla nanoosakestele
iseloomulikud neeldumisspektrid lainepikkustel 200 — 800 nm, enne ja pdrast sptreptomutsiini
erinevates kontsentratsioonides lahustega segamist (A). Kalibreerimiskdver, mis naitab Au
nanoosakestele iseloomuliku piigi neeldumismaksimumi lainepikkuse sdltuvust streptomdiitsiini
kontsentratsioonist (B).
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3.5 BiOl ja BiOI-GO toime streptomiitsiini antibakteriaalsusele

Kuna eelnevad katsed antibiootikumidega naitasid, et streptomitsiini suhtes oli E.coli antud
katsetingimustes tundlik (MBC oli 10 mg/I), siis valiti streptomiitsiin, et testida BiOl ja BiOI-GO toimet
antibiootikumide adsorbeerimisele véi eemaldamisele vesikeskkonnast. Selleks kasutati lahenemisviisi,
kus tehti spot-testiga kindlaks, kas BiOl v&i BiOI-GO lisamine streptomitsiini lahjendustele vahendab
segu antibakteriallset toimet (st MBC suureneb). See naitab, véimalikku antibiootikumide eemaldamist,
lagundamist voi biosaadavuse vahendamist testikeskkonnas BiOl voi BiOI-GO toimel. Testi tulemused
naitasid, et streptomitsiini MBC 10 mg/I ei muutunud, kui streptomdtsiini lahustele lisati 100 mg/I BiOl
vGi BiOI-GO nanomaterjale (joonis 14). Samuti tehti kindlaks, et streptomditsiini ja nanomaterjalide
segude 24-tunnine inkubeerimine kas valges voi pimedas enne bakterikultuurile lisamist ei m&jutanud
streptomiitsiini MBC vaartust (joonis 8). Tulemused viitasid sellele, et BiOl ega BiOI-GO ei mdjutanud
streptomiitsiini  bioaktiivsust, st ei adsorbeerinud ega lagundanud streptomitsiini testitud
kontsentratsioonide juures piisaval maaral, et see oleks md&jutanud MBC vaartust. Edasised katsed on
vajalikud selleks, et optimeerida nanomaterjali kontsentratsiooni (antibiootikumi ja nanomaterjali
kontsentratsioonide suhet) ja tdpsemalt maarata streptomitsiini (vGi mdne teise antibiootikumi)
kontsentratsioon parast nanomaterjaliga inkubeerimist.
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Joonis 14. Nanomaterjalide ja streptomitsiini segude bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli.
Bakterikultuuri inkubeeriti streptomitsiini v6i nanomaterjalide erineva kontsentratsiooniga
suspensioonides 1,5 tundi ja hinnati seejarel bakteri kasvu. Numbrid vasakus veerus tdhistavad
streptomdiitsiini, nanomaterjalide ja CuSO,4 lahjenduste kontsentratsioone vastavates ridades. Siniste
ringidega on tdhistatud proovide kohad, kus bakteri kasvu ei tdheldatud. Veergudes 1 ja 2 on
streptomditsiini lahjendused, veergudes 3 ja 4 on BiOl, 5 ja 6 BiOI-GO suspensioonid ja veergudes 7 —
10 on streptomtsiini lahjendused, mis sisaldavad 100 mg/I kas BiOl vdi BiOI-GO, veergudes 11 ja 12 on
positiivse kontrollina kasutatud CuSO, lahused.

27



3.6 BiOl ja BiOI-GO toime CuSO, antibakteriaalsusele

Teise saasteainete klassina uuriti metalle ja keskenduti BiOl ja BiOI-GO toimele vase toksilisuse
viahendamisel. CuSO4 kiimnekordsete lahjenduste seeria korral oli CuSOs MBC 1 mg/| (joonis 15 A,
veerud 1 ja 2), samas 100 mg/| BiOl suspensiooni lisamisel CuSO,4 lahjendustele suurenes CuSO4 MBC
10 mg/| (joonis 15 A, veerud 9 ja 10). Sarnast tendetsi aga ei taheldatud 100 mg/| BiOI-GO suspensiooni
lisamisel CuSO4 lahjendustele; CuSOs MBC oli 1 mg/l, sarnaselt ilma nanomaterjalita CuSO, MBC-le
(joonis 15 B, veerud 1, 2 ja 9, 10). Et selgitada, kas vase toksilisuse vahenemine oli tingitud vase
komplekseerumisest BiOl nanomaterjaliga, uuriti eraldi ka nanomaterjalide ja CuSO, suspensiooni
sademe ja supernatandi antibakteriaalset toimet. Selleks sadestati nanomaterjalide ja CuSO,4 segust
nanomaterjal tsentrifuugimise teel ja eemaldati supernatant. Sade suspendeeriti MilliQ vees. Katse
tulemused néitasid, et BiOl ja CuSO, segu supernatandis oli CuSO4 MBC suurem (10 mg/l), kui ainult
CuSO4 MBC (1 mg/l), mis viitas supernatandi madalamale Cu contsentratsioonile (joonis 15 A, veerud 5
ja 6). MilliQ vees suspendeeritud BiOl ja CuSO, segu sade oli vahem toksiline virreldes supernatandiga
(joonis 15A, veerud 7 ja 8). See vdis olla tingitud vase komplekseerumisest BiOl nanomaterjaliga, mis
vahendas vase biosaadavust, ja Cu ioonide madalamast kontsentratsioonist supernatandis. See
tulemus viitab sellele, et supernatandis sisalduvatel vabadel Cu?* ioonidel on tugevam toksiline toime
kui ioonidel, mis adsorbeeriti nanomaterjalidele. BiOI-GO ja CuSO, segu supernatant osutus sama
toksiliseks kui CuSO4 lahus, mis naitas, et BiOI-GO ei adsorbeerinud olulisel m&aral Cu ioone (joonis 15
B, veerud 5 ja 6), mis oli eeldatavalt pGhjuseks, miks BiO-GO suspensioon ei vahendanud CuSO,

toksilisust.
A CuSO,4 BiOI BiOI +CuSO, BiOIl +CuSO, BiOl+ CuSO, B Cuso, BiOI-GO BiOI-GO+CuS0O, BiOI-GO+CuSO, BiOI-GO+ CuSO,
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Joonis 15. Nanomaterjalide ja CuSO. segude bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli.
Bakterikultuuri inkubeeriti 1,5 tundi erineva kontsentratsiooniga CuSO,4, nanomaterjalide (BiOl v6i BiOl-
GO) ning nanomaterjalide CuSO,-ga moodustatud segude suspensioonides ja hinnati seejarel bakteri
kasvu agarsé6tmel. Nanomaterjalide ja CuSO,4 suspensioonid valmistati eraldi nii supernatandist kui ka
nanomaterjali ja vasksulfaadi segust moodustunud sadest. Numbrid vasakus veerus tdhistavad
nanomaterjalide ja CuSO, lahjenduste kontsentratsioone vastavates ridades. Sulgudes toodud
kontsentratsiooni kasutati ainult paneelide A ja B veergudes 3 ja 4. Siniste ringidega on tahistatud
proovide kohad, kus bakteri kasvu ei taheldatud. Samuti paneelil A CuSO, lahuse ja BiOlI,
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BiOl+CuSQ4(sade) suspensioonide juures ndha bakteri kasvu mis oli eeldatavalt tingitud bakterit
sisaldavate proovide kogemata tilkumisest agarplaadile. Paneelil B CuSO, lahuse ja BiOl-
GO+CuSO4(supernatant), BiOI-GO+CuSO4(sade) ja BiOI-GO+CuSO, suspensioonide juures naha bakteri
kasvu mis oli eeldatavalt tingitud bakterit sisaldavate proovide kogemata tilkumisest
agarplaadile.Numbritega (1-10) on tahistatud milline veerg vastab igale proovile. Paneelil A veergudes
1ja 2 on CuSOq4 lahused, 3 ja 4 on BiOl, 5 ja 6 BiOI-GO + CuSO4 (supernatant), 7 ja 8 BiOl + CuSOq4 (sade),
9 ja 10 BiOl + CuSO, suspensioonid , milles inkubeeriti bakterit E.coli. Paneelil B veergudes 1 ja 2 on
CuS0, lahused, 3 ja 4 on BiOI-GO, 5 ja 6 BiOI-GO + CuSQO4 (supernatant), 7 ja 8 BiOI-GO + CuSQO, (sade),
9 ja 10 BiOI-GO + CuS0O, suspensioonid , milles inkubeeriti bakterit E.coli.

Kuna kiimnekordsete CuSO4 lahjenduste puhul ei pruukinud vdiksed erinevused nanomaterjalide ja Cu
ioonide vahel olla spot-testis detekteeritavad, teostati katse kahekordsete CuSO, lahjenduste seeriaga
MBC vaartuse piirkonnas. Tulemused naitasid, et CuSO4 MBC oli < 0,625 mg/| (joonis 16 A, veerud 1 ja
2). 100 mg/| BiOl lisamine CuSO, lahustesse suurendas aga CuSO; MBC vaartust (2,5 mg/|, joonis 16 A,
veerud 5 ja 6), mis oli sama ka BiOl ja CuSO. suspensiooni supernatandi korral (joonis 16 A, veerud 7 ja
8). See naitas, et Cu kontsentratsioon supernatandis oli vdahenenud, tGendoliselt nanomaterjalidega
komplekseerumise t&ttu. BiOl ja CuSO,4 suspensiooni sade ei avaldanud antibakteriaalset toimet (joonis
14 A, veerud 9 ja 10), viidates komplekseeritud vase vahesele biosaadavusele. Sarnaselt eelnevalt tehud
spot-testiga (joonis 15), selgus ka selles katses, et BiOI-GO ei suurendanud CuSO, MBC vaartust (joonis
16 B). Seega BiOI-GO ei olnud efektiivne CuSO, toksilisuse vahendamisel, millest vdis jareldada, et BiOl-
GO ei adsorbeerinud vaske testitud kontsentrtaioonide juures piisavalt.

BIOI-GO+ Cus0, BIOFGO+CuSO; BIOI-GO+CUSO.
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Joonis 16. Nanomaterjalide ja CuSO. segude bioloogilise aktiivsuse testimine bakteriga E.coli.
Bakterikultuuri inkubeeriti 1,5 tundi erineva kontsentratsiooniga CuSQO4, nanomaterjalide (BiOl voi BiOl-
GO) ning nanomaterjalide CuSO,-ga moodustatud segude suspensioonides ja hinnati seejarel bakteri
kasvu agars66tmel. Nanomaterjalide ja CuSO4 suspensioonid valmistati eraldi nii supernatandist kui ka
nanomaterjali ja CuSO, segust moodustunud sadest. Numbrid vasakus veerus tahistavad
nanomaterjalide ja CuSO, lahjenduste kontsentratsioone vastavates ridades. Sulgudes toodud
kontsentratsiooni kasutati ainult paneelide A ja B veergudes 3 ja 4. Siniste ringidega on tahistatud
proovide kohad, kus bakteri kasvu ei tdheldatud. Samuti paneelil A CuSO,4 lahuse ja BiOl + CuSQq, BiOl+
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CuSOq4(supernatant) suspensioonide juures ndha bakteri kasvu mis oli eeldatavalt tingitud bakterit
sisaldavate proovide kogemata tilkumisest agarplaadile. Paneelil B on ka BiOI-GO+ CuSO4(supernatant)
suspensioonide juures ndha bakteri kasvu mis oli eeldatavalt tingitud bakterit sisaldavate proovide
kogemata tilkumisest agarplaadile. Numbritega (1-10) on téhistatud milline veerg vastab igale proovile.
Paneelil A veergudes 1 ja 2 on CuSOq lahused, 3 ja 4 on BiOl, 5 ja 6 BiOl + CuSO,4 suspensioonid, 7 ja 8
BiOl + CuSO4 (supernatant), 9 ja 10 BiOl + CuSO, (sade) suspensioonid milles inkubeeriti bakterit E.coli.
Paneelil B veergudes 1 ja 2 on CuSO, lahused, 3 ja 4 on BiOI-GO, 5 ja 6 BiOI-GO + CuSO, suspensioonid,
7 ja 8 BiOI-GO + CuSOq4 (supernatant), 9 ja 10 BiOI-GO + CuSO, (sade) suspensioonid milles inkubeeriti
bakterit E.coli.

Eelnevalt tehti kindlaks, et BiOl ja BiOI-GO abiootilistes tingimustes vesisuspensioonides olulisel maaral
ROS-i ei tekitanud (joonis 6 A ja B). Kuna Cu on Gleminekumetall, mis vdib osaleda redoksreaktsioonides
(49), siis uuriti suhtelist ROS-i taset ka CuSO4 lahustes valmistatud nanomaterjalide suspensioonides,
imiteerides spot-testi tingimusi (pimedas mikroplaadil ilma loksutamata, 1 h). Eriti oluline oli see
kiisimus BiOI-GO puhul, mille segud CuSO, -ga ei osutunud vdhem toksilisemaks vorreldes CuSO4
lahustega. Tekkis kiisimus, kas BiOI-GO vois CuSO. lahuses muutuda reaktiivsemaks ja seetdttu
pdhjustada suuremat antibakteriaalset toimet. Tulemused néitasid, et 100 mg/l nanomaterjalide
suspensioonid erineva kontsentratsiooniga Cu lahustes genereerisid taustast kérgemat suhtelise ROS-i
taset (joonis 17), mis oli kdrgem, kui puhaste nanomaterjalide suspensioonides méddetud suhteline
ROS (joonis 6). Samas ei tdheldatud positiivset korrelatsiooni CuSO, kontsentrtasiooni ja ROS-i taseme
vahel ja vOrreldes positiivse kontrolliga olid ROS-i tasemed siiski madalamad (joonis 6 C). Samuti ei
genereerinud BiOI-GO suspensioon CuSO, lahustes oluliselt kdrgemat suhtelist ROS-i kui BiOl ja CuSO4
lahused. Seega ei olnud tdendoline, et nanomaterjalide ja Cu koostoime oleks bakterites tekitanud
okstidatiivse stressi taset, mis oleks avaldanud antibakteriaalset toimet.
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Joonis 17. Reaktiivsete hapnikuihendite (ROS) tase CuSO, lahustes valmistatud nanomaterjalide
suspensioonides (abiootilistes tingimustes). Suhteline ROS BiOl suspensioonides, mis sisaldavad
erinevas kontsentratsioonis Cu (A). Suhteline ROS BiOI-GO suspensioonides, mis sisaldavad erinevas
kontsentratsioonis Cu (B). Mdlema nanomaterjali kontsentratsioon oli k&igis suspensioonides 100 mg/I.
ROS kvantifitseeriti 2',7'-diklorofluorestseiini (DCF) fluorestsentsi moGtmise teel. Oranzid
punktiirjooned graafikutel tahistavad DCF fluorestsentsi MilliQ vees (taustluminestsents).
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3.7 BiOl nanomaterjalide vase toksilisust vihendava mehhanismi uurimine

Kuna spot-testide pdhjal eeldati, et BiOl adsorbeerib Cu ioone ja seega vahendab biosaadava vase hulka
suspensioonides, ja et BiOl adsorbeerib vaske efektiivsemalt kui BiOI-GO, siis maarati biosaadava vase
kontsentratsioonid proovides. Selleks kasutati rekombinantseid baktereid E.coli, mille luminestsents on
proportsionaalne lahuses oleva biosaadava vase kontsentratsiooniga (44). Nanomaterjalide ja CuSO4
segud valmistati samamoodi nagu eelnevalt kirjeldatud spot-testide jaoks ja rekombinantseid baktereid
E.coli inkubeeriti nendes segudes, misjarel md&ddeti bakterite luminestsents. Vaselahjenduste
toksilisuse arvessevotmiseks kasutati kontrolltiive, mis sisaldas bioluminestsensti geene, tagades
bakteri konstitutiivse luminestseerumise. Kontrolltiive luminestsentsi alanemine viitas testitava
vasekontsenratsiooni toksilisusele ja seda voeti arvesse indutseeritava luminestsentsiga bakteritlive
tulemuste tdlgendamisel (44).

Tulemused naitasid, et tdepoolest, BiOl vihendas biosaadava vase hulka bakteritele (joonis 18).
Biosaadava vase suhteline hulk oli kdigi kolme testitud Cu kontsentratsiooni juures alla nominaalse
kontsentratsiooni ja s6ltus nominaalsest kontsentratsioonist. Samas, BiOIl-GO biosaadava vase hulka ei
vahendanud, sest detekteeritud vase kontsentratsioonid olid samal tasemel kui nominaalse vase
kontsentratsioonid. Seega kinnitasid sensorbakteriga saadud tulemused spot-testis saadud tulemusi,
kus BiOl vdhendas CuSO, antibakteriaalset toimet vahendades biosaadava Cu hulka. BiOI-GO spot-
testis CuSO, toksilisust ei vahendanud, mis oli tingitud materjali ebaefektiivsest Cu adsorbeerimisest.
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Joonis 18. Biosaadava Cu suhtelised kontsentratsioonid BiOl ja BiOI-GO sisaldavates CuSO, lahustes,
mida inkubeeriti rekombinantsete bakterite (E. coli) suspensioonides 1 tunni jooksul. X-teljel on vase
nominaalsed kontsentratsioonid nanomaterjlalide suspensioonides (100 mg/l), milles baktereid
inkubeeriti ja y-teljel on biosaadava vase % nominaalsest. Biosaadava vase kontsentratsioon maarati
rekombinantse E.coli luminestsentsi pdhjal, mis on proportsionaalne lahuses oleva biosaadava vase
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kontsentratsiooniga. * - statistiliselt erinev vorreldes BiOI-GO suspensiooniga vastava Cu
kontsentratsiooni korral (p < 0.05).
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4, Jareldused

Labiviidud katsete pohjal tehti jargmised jareldused:

1. Kummiaraabiku lisamine (0,4% ja 1%) parandas BiOl suspensiooni stabiilsust, osakeste suurusjaotus
muutus Uhtlasemaks, mida naitas DLS-analliis ja Pdl statistiliselt oluline vahenemine. Osakeste
keskmine suurus ei muutunud, kuid jaotus oli ihtlasem, mis viitas paremale dispergeeritavusele. -
potentsiaal nditas, et kummiaraabik suurendas BiOl suspensioonide stabiilsust ja osakeste negatiivset
pinnalaengut. BiOl osakeste suurus ega -potentsiaal ei séltunud lisatud kummiaraabiku
kontsentratsioonist, kuid 1% kummiaraabikuga suspensioonis oli nanomaterjali osakeste suurusjaotus
kitsam kui 0,4% kummiaraabikuga suspensioonis. Ei BiOl ega selle komposiit BiOI-GO ei tekitanud
abiootilistes tingimustes olulist ROS-i taset, mis viitas sellele, et need nanomaterjalid ei p&hjusta olulist
oksudatiivse stressi taset rakkudes ja organismides.

2. Biotestide tulemused naitasid, et BiOl ja BiOI-GO nanomaterjalid, millele on lisatud kummiaraabik,
ei ole toksilised E.coli bakteritele isegi 250 mg/| kontsentratsioonis. Seega ei ole need nanomaterjalid
kdesolevas t60s testitud tingimustes bioloogiliselt aktiivsed. Ka ilma kummiaraabikuta suspendeeritud
BiOl ja BiOI-GO nanomaterjalid ei mdjutanud bakterite elulemust, kinnitades nende vahest
bioaktiivsust vesikeskkonnas ja sobivust saasteainete adsorbeerimiseks.

3. Kaesolevas t00s naidati, et BiOl ja BiOI-GO efektiivsus saasteainete detoksifitseerimisel soltus
saasteainest. Orgaanilise saasteaine (streptomiitsiini) puhul BiOl ja BiOI-GO suspensioonid selle
toksilisust bakteritele ei vahendanud, millest vdis jareldada, et nanomaterjalid antud tingimustes
streptomiitsiini efektiivselt ei adsorbeerinud ja selle aktiivsust ei mdjutanud. CuSO,4-ga tehtud katsete
tulemused niitasid, et BiOl suspensiooni (100 mg/l) lisamine CuSO, lahusele muutis lahuse vihem
toksilisemaks vorreldes sama Cu lahusega, mis nanomaterjale ei sisaldanud. Ka BiOl ja CuSQO,
suspensiooni supernatant oli madalama antibakteriaalse toimega. See viitab sellele, et BiOl adsorbeerib
vaske ja vahendab selle toksilisust E.coli-le. Erinevalt BiOl-st ei mdjutanud BiOI-GO suspensiooni (100
mg/1) lisamine vase MBC-d, viidates sellele, et BiOI-GO ei adsorbeeri vaske ega vahenda selle toksilisust.
Biotestide tulemused olid kooskdlas biosaadava vase kontsentratsioonidega nanomaterjalide ja CuSO,4
suspensioonides. Katse rekombinantsete E.coli bakteritega kinnitas, et BiOl vahendas vase
biosaadavust, samas kui BiOI-GO ei ndidanud sarnast efekti. Seega voib jareldada, et BiOl adsorbeerib
vaske t6husamalt, samas kui BiOI-GO mitte, ndidates erinevusi nende adsorptsioonivéimes.

Kokkuvéttes voib 6elda, et BiOl-pdhised nanomaterjalid on ndidanud suurt potentsiaali saasteainete
adsorbeerimiseks ja lagundamiseks, eriti raskmetallide puhul. BiOl oli efektiivne vase biosaadavuse
vdahendamisel, mis omakorda vahendas selle toksilisust bakteritele E.coli. See viitab sellele, et BiOl voiks
olla kasulik materjal keskkonnasaaste vahendamisel, sidudes kahjulikke aineid ja minimeerides nende
moju. Erinevalt BiOl-st ei suutnud BiOI-GO adsorbeerida vaske piisavalt tdhusalt, mis naitab, et BiOl ja
BiOI-GO erinevad oma adsorptsioonivdimekuses. Seetdttu on BiOl-pohised nanomaterjalid
potentsiaalne lahendus keskkonna puhastamiseks, samas kui BiOI-GO vajab veel tdiendavat
arendamist, et saavutada sarnane efektiivsus.
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aitasid mul Gletada k&ik raskused ning viia t66 edukalt 16pule.
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Annotatsioon

Keskkonnareostus, mida pdhjustavad naiteks sellised Gihendid nagu antibiootikumid ja raskmetallid, on
olnud pikka aega tosine ilemaailmne probleem ning on tdanapdeval aktuaalsem kui kunagi varem. Selle
probleemi lahendamiseks on vaja vilja tootada kaasaegsed materjalid, mis on saasteainete
eemaldamisel viaga t6husad. Selle t66 eesmark oli hinnata BiOl-pdhiste nanomaterjalide efektiivsust
selliste saasteainete nagu streptomitsiin ja CuSO, adsorptsioonil ja lagunemisel. BiOl-p&histe
nanomaterjalide (BiOl ja BiOI-GO) toimivuse hindamiseks kasutati erinevaid meetodeid, sealhulgas
nanoosakeste suuruse ja {-potentsiaali mootmist vesisuspensioonides diinaamilise valgushajumise
meetodi abil. Uuriti ka kummiaraabiku kui pindaktiivse aine mdju nanomaterjalide suspendeeritavusele
ja bioaktiivsusele. Bioloogilise aktiivsuse hindamiseks kasutati spot-testi meetodit, mis on spetsiaalselt
vdlja tootatud nanomaterjalide mdju testimiseks mikroorganismidele. Nanomaterjalide vdimet
tekitada vesikeskkonnas reaktiivseid hapnikuiihendeid (ingl. k. reactive oxygen species, ROS) mdddeti
fluorestseeruvat indikaatorvarvi kasutades ja nanomaterjalide efektiivsust vaseioonide
adsorbeerimisel m&ddeti rekombinantsete luminestseerivate bakterite abil. Tulemused néitasid, et
kummiaraabik (0,4% ja 1%) muutis BiOl nanoosakeste suurusjaotuse suspensioonis (ihtlasemaks, kuid
ei vahendanud statistiliselt olulisel maaral keskmist osakese diameetrit vorreldes ilma
kummiaraabikuta suspendeeriud nanomaterjaliga. BiOl ja BiOI-GO nanomaterjalid ei avaldanud
toksilist toimet Escherichia coli bakteritele (maksimaalne testitud kontsentratsioon oli 250 mg/l) ega
tekitanud abiootilistes tingimustes vesisuspensioonis olulist ROS-i taset. Kummagi nanomaterjali
lisamine streptomitsiini lahustele ei vahendanud antibiootikumi antibakteriaalsus, mis nditas, et ei BiOl
ega BiOI-GO ei adsorbeerinud streptomiitsiini olulisel maaral ega mdjutanud selle antibakteriaalset
aktiivsust. Samas vdahendas BiOl oluliselt raskmetalli (CuSO,4) antibakteriaalsust, mis viitas sellele, et BiOl
adsorbeeris efektiivselt vaseioone ja seeldbi vahendas selle toksilisust bakteritele. Erinevalt BiOl-st selle
komposiit BiOI-GO ei avaldanud sarnast mdju CuSO,4 antibakteriaalsusele. See vdis olla tingitud kahe
nanomaterjali erinevustest vaseioonide adsorbeerimisel, nagu kinnitasid biosaadava vase
kontsentratsioonide tasemed. Kokkuvdttes naitas kdesolev t606, et BiOl-pdhistel nanomaterjalidel on
suur potentsiaal keskkonnasaaste vahendamisel ja eriti raskmetallide, nagu vase, adsorbeerimisel.
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Abstract

Environmental pollution caused by compounds such as antibiotics and heavy metals has long been a
serious global problem and is more relevant today than ever before. To address this issue, it is essential
to develop advanced materials that are highly effective in removing pollutants. The aim of this work
was to evaluate the efficiency of BiOl-based nanomaterials in the adsorption and degradation of
pollutants, including streptomycin and CuSO,. Various methods were employed to evaluate the
performance of BiOl-based nanomaterials (BiOl and BiOI-GO), including measurements of the size and
{-potential of nanoparticles in aqueous suspensions using the dynamic light scattering method. The
effect of gum arabic as a surfactant on the suspendability and bioactivity of nanomaterials was also
investigated. The spot test method, specifically developed for evaluating the effect of nanomaterials
on microorganisms, was used to assess biological activity. The ability of the nanomaterials to generate
reactive oxygen species (ROS) in aqueous media was measured using a fluorescent indicator dye, and
the efficiency of the nanomaterials to adsorb copper ions was measured using recombinant
luminescent bacteria. The results showed that gum arabic (0.4% and 1%) made the size distribution of
BiOl nanoparticles in suspension more uniform, but did not significantly reduce the average particle
diameter compared to the nanomaterials suspended without gum arabic. BiOl and BiOI-GO
nanomaterials did not exert a toxic effect on Escherichia coli (the maximum tested concentration was
250 mg/l) and did not generate significant levels of ROS in aqueous suspension under abiotic conditions.
The addition of either nanomaterial to streptomycin solutions did not reduce the antibacterial activity
of the antibiotic, indicating that neither BiOl nor BiOI-GO adsorbed streptomycin to a significant extent
nor affected its antibacterial activity. However, BiOl significantly reduced the antibacterial activity of
heavy metal (CuSQ,), suggesting that BiOl effectively adsorbs copper ions and thereby reduces its
toxicity to bacteria. Unlike BiOl, its composite BiOI-GO did not have a similar effect on the antibacterial
activity of CuSO4. This may be due to the differences in the adsorption of copper ions between the two
nanomaterials, as confirmed by the levels of bioavailable copper concentrations. In conclusion, the
present work demonstrated that BiOl-based nanomaterials have great potential in reducing
environmental pollution, particularly in adsorbing heavy metals such as copper.
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