BIULETYN WAT
VoL. LXVIII, Nr 4, 2019

Antybakteryjne wlasciwosci grafenu
i jego pochodnych

ANNA ROMISZEWSKA, ANETA BOMBALSKA

Wojskowa Akademia Techniczna, Instytut Optoelektroniki,
ul. gen. S. Kaliskiego 2, 00-908 Warszawa,
anna.romiszewska@wat.edu.pl

Streszczenie. Praca prezentuje przeglad literatury w zakresie zastosowania grafenu i jego pochodnych do
potencjalnej ochrony przed mikroflorg bakteryjna. Poruszono zagadnienia zwigzane z proba wyjasnienia
mechanizméw oddzialywania grafenu i jego pochodnych: tlenku grafenu (GO) oraz zredukowanego
tlenku grafenu (rGO) na komorki bakteryjne. Poréwnano dzialanie poszczegélnych form wegla na
komérki Gram(+) i Gram(-), uwzgledniajac stezenie preparatéw, rodzaj pozywki hodowlanej, a takze
podloze, na ktérym osadzono grafen. Oméwiono zagadnienia zwigzane z powstawaniem wolnych form
tlenowych (ROS), efekt ostrej krawedzi, tworzenie biofilmu oraz potencjalne zastosowania grafenu
jako powtoki antybakteryjnej.
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1. Wstep

Grafen to cienka, dwuwymiarowa warstwa atomow wegla, utozona w szescio-
katng sie¢. W 1962 roku Hanns-Peter Boehm podczas badan nad alotropowymi
odmianami wegla, przy pomocy dyfrakcji promieni rentgenowskich, zaobserwowat
i opisat strukture grafenu.

Grafen po raz pierwszy zostal wyizolowany z plytki grafitowej w 2004 roku
przez Andrieja Geima i Konstantina Novoselova z uniwersytetu w Manchesterze,
za co miedzy innymi uczeni otrzymali w roku 2010 nagrode Nobla w dziedzinie
fizyki [1]. Metoda pozyskiwania grafenu opracowana przez naukowcéw z Man-
chesteru nie nadawala si¢ jednak do zastosowania w warunkach przemystowych.
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Uzyli oni ta§my samoprzylepnej do separacji i rozwarstwienia grafitu, przenoszac
za jej pomoca coraz ciensze grafenowe warstwy na podloze kwarcowe, ale otrzy-
mywane czasteczki byly zbyt mate, aby uzyskane prébki byty przydatne do zasto-
sowan praktycznych [2]. Dotychczas najwigksze praktyczne znaczenie maja cztery
metody wytwarzania grafenu: chemiczne osadzanie z fazy gazowej CVD (Chemical
Vapor Deposition), sublimacja weglika krzemu (SiC), utlenianie/redukcja grafitu
oraz ztuszczanie, rozwarstwianie grafitu (eksfoliacja) w roztworach wspomagane
ultradzwigkami. Mniej rozpowszechnione sg inne metody chemiczne, np. synteza
W procesie otrzymywania koloidéw.

Osadzanie z fazy gazowej (CVD) polega na naniesieniu na istniejace podloze
krystaliczne, np. SiC lub metale Cu, Ni, nowej warstwy ,,zZrédla wegla” o atomowej
grubosci. Istotg procesu jest powielanie przez nanoszone atomy ukfadu istniejacej sieci
krystalicznej podtoza. Grafen otrzymywany jest w wyniku wzrostu warstw z réznych
taz gazowych (CH,, C,Hg). Proces najczesciej przeprowadza sie w atmosferze argonu.

Technika sublimacji SiC polega na wygrzewaniu materialu w wysokiej tempe-
raturze, w ktorej krzem sublimuje. W efekcie na powierzchni materiatu pozostaje
wegiel, ktory tworzy strukture grafenu.

Najbardziej wydajng technika wytwarzania grafenu jest metoda utleniania-reduk-
cji. Obejmuje ona proces utleniania grafitu do tlenku grafenu (GO, graphene oxide)
np. metodg Hummersa za pomoca kwasu H,SO, i utleniaczy: azotanu potasu KNO,
oraz KMnO,. Wydajno$¢ zalezy od warunkéw reakeji oraz uzytego prekursora grafitu
[3, 4]. Inni autorzy opisali otrzymanie tlenku grafenu za pomocg sonikacji tlenku
grafitu w rozpuszczalnikach polarnych [3]. GO zostal réwniez otrzymany w postaci
GONRs (graphene oxide nanoribbons) z nanorurek weglowych w srodowisku KMnO,,
H,SO, oraz dodatku kwasu fosforowego, ktérego obecno$¢ zwigkszyla mozliwos¢
otrzymania produktu z nienaruszong siecig krystaliczng grafitu [5]. Drugim etapem
metody utleniania-redukgji jest redukcja tlenku grafenu. Moze odbywac¢ si¢ na kilka
sposobow, jednak najbardziej wydajna jest chemiczna redukcja za pomocg réznych
reduktoréw, np. hydrazyny, hydrochinonu czy NaBH,. Po wysuszeniu zawiesiny rGO
otrzymuje si¢ czarny proszek posiadajacy wlasnosci przewodzace prad [3].

Shen i wsp. [6] opracowali metode otrzymywania GO z grafitu utlenionego
nadtlenkiem benzoilu, sonifikowanego w wodzie, a nastepnie redukowanego za
pomoca NaBH,. Produktem koncowym byly platki rGO. Przedstawiona metoda
jest szybka (pierwszy etap trwa okoto 10 minut), a jej wydajnos¢ siega 80%.

W pracy [7] przedstawiono metode otrzymywania rozpuszczalnego w wodzie
grafenu poprzez zastosowanie dwdch etapow redukeji GO. Po wstepnej redukcji
GO w drugim etapie grupy tlenowe podstawiano grupami sulfonowymi — SOs, co
znaczgco zmniejszalo tendencje do agregacji platkow, tym samym zwigkszajac ich
rozpuszczalnos¢ w wodzie. Niezaleznie od wyboru metody otrzymywania (syn-
tezy), zrodlo wegla (rozmiar czastek, ksztalt, pochodzenie) bedzie miato wptyw na
uzyskiwany produkt koncowy.
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W 2010 roku naukowcy z Instytutu Chemii Fizycznej PAN w Warszawie poin-
formowali, ze opracowali metod¢ otrzymywania duzych ilosci grafenu. Metoda
polskich naukowcow polegata na wstepnym utlenianiu grafitu. Otrzymany produkt
w postaci proszku grafitu mieszano z wodg, uzyskujac koloid, ktéry nastepnie pod-
dawano dzialaniu ultradzwiekow. W pluczce ultradzwiekowej zachodzito rozdzie-
lanie utlenionych ptaszczyzn tlenku grafenu. Aby usuna¢ pozostaty tlen z platkow
tlenku grafenu, poddawano go dzialaniu tetratiafulwalenu (TTF), po czym kolejny
raz umieszczano produkt w ptuczce ultradzwigkowej. Po osuszeniu byt gotowy do
zastosowania.

Materialy grafenowe otrzymane odmiennymi metodami beda réznily si¢ wlasci-
wosciami fizykochemicznym, a te z kolei bedg mialy oczywisty wptyw na wlasciwosci
bakteriobdjcze, co przedstawiono w dalszej czgsci artykutu.

2. Charakterystyka grafenu
2.1. Wlasnosci fizykochemiczne

Grafen jest uwazany za podstawowg strukture wsréd wszystkich struktur
grafitowych czy weglowych. Wykazuje niezwykle wlasciwosci mechaniczne, ter-
miczne, elektryczne i optyczne. Dzigki doskonatemu przewodnictwu elektrycznemu
moze znalez¢ zastosowanie w sieciach bezprzewodowego internetu i telefonii komor-
kowej, co pozwoli uzyska¢ nawet 500 razy szybsze komputery niz obecnie dziatajace.

To jeden z najcienszych materialéw na $wiecie (okoto 0,34 nm). Jest uznawany
za najtwardszy material 2D, znacznie twardszy niz stal czy diament o tych samych
wymiarach. Wykazuje ponad dwiescie razy wigksza wytrzymalos$c¢ niz stal o tej samej
grubosci, a jego wytrzymalos¢ na rozciaganie wynosi 130 GPa [8].

Grafen jest bardzo lekki, jego gesto$¢ to zaledwie 0,77 mg/m?. Pojedyncze
arkusze grafenu samoistnie ukladaja si¢ w strukture grafitu, ktory z kolei jest najbar-
dziej stabilng forma wegla w warunkach normalnych. Ponadto arkusze grafenowe
sa niezwykle elastyczne i bardzo rozciagliwe, arkusz grafenu mozna rozciaga¢ do
120% jego poczatkowego rozmiaru bez ryzyka zerwania. Jest doskonale nieprze-
puszczalny. Przez jego warstwe pojedynczych atomdéw wegla nie przechodzg nawet
atomy helu. Charakteryzuje si¢ wysoka gestoscig pradu elektrycznego, prawie milion
razy wigkszg niz miedz, i posiada duza wewnetrzng mobilno$¢ — sto razy wieksza
niz krzem. Ma najnizsza opornos¢. Istnieja metody, ktore pozwalajg przeksztatcac
go w nadprzewodnik, ale ze wzgledu na brak pasma wzbronionego nie mozna
wykorzysta¢ grafenu do produkeji tranzystoréw. Poza tym grafen jest doskonatym
przewodnikiem termicznym, ma przewodnos¢ cieplng wyzsza niz nanorurki weglowe,
grafit i diament. Przewodzi ciepto we wszystkich kierunkach i jest przewodnikiem
izotropowym [9].
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Poniewaz pochlania okoto 2,3% $wiatta bialego, moze by¢ wykorzystany do
produkcji bardzo wydajnych ogniw stonecznych, a takze przezroczystych przewod-
nikéw. Jest materiatem mato aktywnym chemicznie, ale moze faczy¢ sie z tlenem,
helem czy fluorem [9].

Dzieki swojej specyficznej budowie, ciasno upakowanej warstwie atomow wegla,
grafen wykazuje silne wlasciwosci antybakteryjne. Potwierdzily to wyniki badan
naukowcoéw z Instytutu Fizyki Stosowanej w Szanghaju. Chinscy naukowcy wykonali
eksperyment polegajacy na umieszczeniu kolonii bakterii E. coli na ptatku grafenu.
Po uptywie okoto dwdch godzin odnotowano $mier¢ prawie 99% komorek bakterii.

Materialy grafenowe takie jak czysty grafen, tlenek grafenu, zredukowany tlenek
grafenu czy kropki grafenowe staly sie nowa klasg srodkéw przeciwbakteryjnych
o szerokim spektrum zastosowania. Poniewaz silnie antybakteryjne dziatanie gra-
fenu jednoczesnie nie powoduje niszczenia zdrowych komorek, dlatego mozemy go
traktowac jako material catkowicie bezpieczny [10]. Daje to mozliwos¢ zastosowania
grafenu przy produkcji implantéw kosci oraz chrzastek. Szczegdlnie wazne sg tutaj
wyposazone w elektrody implanty neurologiczne, ktére bedzie mozna wszczepia¢
do moézgu pacjentom chorym na schorzenia neurologiczne takie jak choroba Par-
kinsona, epilepsja itp. [11]. Od czasu zaobserwowania aktywnosci przeciwbakte-
ryjnej grafenu i jego pochodnych w 2010 roku zainteresowanie wykorzystaniem go
w nanomedycynie ciagle roénie. Na podstawie r6znych doniesient mozna stwierdzic,
ze materialy grafenowe, obejmujace zaréwno czysty grafen, jak i jego pochodne,
réznig si¢ miedzy sobg pod wzgledem cytotoksycznosci komoérek drobnoustrojow,
co zostanie przedstawione w dalszej czgsci pracy.

2.2. Wplyw podloza

W celu poznania mechanizméw aktywnosci antybakteryjnej grafenu wykonano
wiele rozmaitych badan. Miedzy innymi przeprowadzono eksperyment z uzyciem
szczepow bakterii zarowno Gram-dodatnich Staphylococcus aureus (S. aureus), jak
i Gram-ujemnych Escherichia coli (E. coli), a takze ptatkéw grafenu na przewodniku
Cu, polprzewodniku Ge oraz izolatorze SiO,. Wyniki eksperymentu wykazaty, ze
warstwy grafenu umieszczone na przewodniku miedzianym Cu i pétprzewodniku
germanowym Ge hamowaty wzrost obu bakterii, a zwlaszcza S. aureus. Morfologia
S. aureus i E. coli na platkach grafenowych potwierdzila, ze bezposredni kontakt
obu bakterii z grafenem na przewodnikach Cu i Ge powodowat uszkodzenia blony
komorkowej i niszczyt jej integralno$¢, podczas gdy w przypadku grafenu osadzo-
nego na izolatorze SiO, nie odnotowano takich zmian [12].

Mozna przypuszczaé, ze naruszenie integralnoéci btony komoérkowej, a nastep-
nie $mier¢ bakterii nastagpity w wyniku przerwania tancucha oddechowego w blo-
nie mitochondrialnej komdrki podczas bezposredniego kontaktu z grafenem na
przewodniku miedzianym i pétprzewodniku germanowym. Przerwanie lancucha
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transportu elektronéw powoduje szybkie wyczerpanie poziomu wewnatrzkomor-
kowego ATP i ostatecznie $mier¢ komorki [13].

W przypadku ukladu grafen-izolator SiO, nie zarejestrowano znaczacej aktyw-
nosci bakteriobdjczej zardéwno wobec Gram-ujemnych komérek E. coli, jak i Gram-
-dodatnich komérek S. aureus. Wyniki badan przeprowadzonych na trzech réznych
podlozach, o réznej zdolnosci przenoszenia fadunku wskazujg, ze w niszczeniu
komorek drobnoustrojow w tych przypadkach nie uczestnicza reaktywne formy
tlenu (ROS) [14]. W rezultacie jest to wynik oddzialywania elektronéw ancucha
oddechowego komarki bakterii z grafenem, ktory jest bardzo dobrym akceptorem
elektronéw. Znacznie wigksza aktywno$¢ antybakteryjna niz tlenek grafenu wyka-
zywal zredukowany tlenek grafenu [12].

2.3.  Wplyw liczby warstw oraz ksztaltu

Ostatnie prace wskazujg, ze dzialanie antybakteryjne grafenu, tlenku grafenu
i zredukowanego tlenku grafenu moze by¢ wywolane przez tzw. efekt ostrej kra-
wedzi. Nanosie¢ grafenu i jego tlenkéw narusza integralnos¢ blony komdrkowe;j
bakterii, co prowadzi do ekstrakeji znacznych ilosci fosfolipidéw i w nastepstwie
do $mierci komérki [15].

Rozwaza si¢ rowniez wplyw wielkosci i ksztaltu arkuszy grafenu na aktywnos¢
antybakteryjng. Prace Liu i wsp. [16] wykazaly, ze arkusze GO z wigkszym bocznym
wymiarem silniej wigza komorki bakteryjne. Kiedy rozmiar czastek zmniejszono do
kilku nanometréw (grafenowe kropki kwantowe), aktywnos¢ antybakteryjna dra-
stycznie spadta [17]. Z kolei Perreault i wsp. [18] wykazali, ze maly rozmiar czastek
GO ma wyzsza wlasciwo$¢ antybakteryjna niz wigksze czastki. Kiedy powierzchnia
arkuszy GO zostata zmniejszona z 0,65 do 0,01 um?, efekt antybakteryjny zwiekszyt
sie o cztery rzedy. Tak sprzeczne rezultaty sugeruja, ze rozmiar arkuszy grafenowych
nie jest jedynym czynnikiem warunkujacym wlasnosci antybakteryjne.

Z kolei prace Kurapati i wsp. [19] i Mangadlao i wsp. [20] opisuja zupelnie
inne efekty. Praca [19] przedstawia wplyw efektu grubosci warstwy kompozytu
GO/PAH (graphene oxide/ poly(allylamine hydrochlorid), tlenek grafenu/chlorowo-
dorek poli(aliloaminy)) na przezywalnos¢ komoérek E. coli. Z rezultatéw wynika,
ze wraz z rosnacg gruboscia warstwy kompozytu (przy zachowanej monowarstwie
GO) rosnie aktywnos¢ antybakteryjna. Po 16 godzinach inkubacji zaobserwowano
spadek zywotnosci do 27%. Cienkie warstwy GO/PAH nie wplynely na zywotnos¢
komorek, zwlaszcza w krotkim (4 godz.) czasie. Podobny efekt lepszej aktywnosci
pojedynczych warstw GO opisano na przyktadzie E. coli K12 [20]. Warstwa GO
zostala naniesiona metodg Langmuira-Blodgetta, co wedlug autoréw zapewnia cat-
kowite przyleganie czastek do powierzchni, eliminujac z doswiadczenia wplyw ostrej
krawedzi GO. Arkusze GO inkubowano z komérkami przez 2 godz. i zmierzono
poziom zywych i martwych komoérek. Wilasciwosci antybakteryjne rosly z liczba
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warstw GO (1 do 3). Wyniki te byty zgodne z pracami J. Li i wsp. [12] i L. Hui i wsp.
[21], gdzie réwniez zauwazono, ze efekt ostrej krawedzi nie zawsze ma wptyw na
wlasnosci antybakteryjne. Najprawdopodobniej oba efekty (krawedzi i warstw)
wzajemnie si¢ uzupelniaja i nie zawsze moga by¢ obserwowane roztacznie.

Aktywno$¢ antybakteryjna grafenu i jego tlenkéw zostala réwniez potwier-
dzona za pomocg innych metod, takich jak: metody spektroskopowe (spektroskopia
Ramana), metody z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii elektronowej, mikro-
skopii rentgenowskiej oraz symulacji teoretycznych. Wyniki tych badan poswiad-
czaly niszczenie blony komodrkowej bakterii przez nanostruktury grafenu i jego
pochodnych, co w rezultacie prowadzi do $mierci komdrek bakterii [22]. Uzyskane
wyniki nie wykluczaja jednak udzialu w antybakteryjnej aktywnosci grafenu stresu
oksydacyjnego pod wptywem wolnych rodnikéw, jakie moga tworzy¢ si¢ podczas
reakeji grafenu z komoérkami bakterii [14]. Wprawdzie zaréwno tlenek grafenu, jak
i zredukowany tlenek grafenu nie odpowiadajg za wytworzenie zbyt duzych ilosci
anionorodnika ponadtlenkowego, jednak zredukowany tlenek grafenu aktywnie
uczestniczy w hamowaniu aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych bakterii, gtéwnie
reduktazy glutationowej [23]. Ponadto zaobserwowano wplyw wielkosci (wymiaru)
nanoarkuszy grafenowych na ich skutecznos¢ przeciwbakteryjna. Staty spadek utraty
zywotnosci bakterii zaobserwowano, gdy zmniejszyt sie wymiar boczny nanoarku-
szy tlenku grafenu. Badania te sugeruja, ze wigksze nanoarkusze izoluja komoérki
bakteryjne i ograniczaja ich wzrost przez fizyczne pulapkowanie [24].

2.4. Srodowisko pomiarowe/ warunki prowadzenia eksperymentu

Znaczacy wplyw na rozpatrywane wlasciwosci ma takze pozywka hodowlana,
pH, swiato i pole magnetyczne [12, 15, 18, 24-27]. Zou X. i wsp. [28] wykazali, ze
GO w roztworze soli fizjologicznej posiadal znacznie wigksze wlasnosci antybak-
teryjne niz w pozywce Nutrient Broth, gdzie wlasnosci te byly niezauwazalne. Hui
i wsp. (2014) [21] sugeruja, ze niekowalencyjna adsorpcja sktadnikéw pozywki na
powierzchni GO moze wplywa¢ na obnizenie aktywnosci bakteriobdjczej. Moz-
liwy jest takze efekt odwrotny do zamierzonego, gdzie dostarczenie sktadnikow
odzywczych na powierzchnie GO wplynie dodatnio na koloni¢ bakterii. Z kolei
rGO w medium Luria-Bertani (LB) wykazato znaczace wlasnosci bakteriobdjcze.
Efekt ten tltumaczony jest mniejsza zdolnoscia rGO do adsorpcji biatek zawartych
w pozywece niz GO, co moze wplywac na nizszy spadek wlasnosci antybakteryjnych
dla tej pochodnej grafenu [29]. Obserwacje te potwierdzaja wyniki badan Z. Guo
i wsp. [30], gdzie GO i rGO inkubowane byly z medium LB. Dla GO zaobserwowano
znacznie wyzszy stopien adsorpcji sktadnikéw pozywki. Zachowanie to moze wyja-
$nia¢ tak rozne efekty antybakteryjne GO i rGO opisywane przez zespoly badawcze.

Jak donoszg inne zrédla, na aktywno$¢ antybakteryjng materiatéw grafenowych
moze mie¢ wplyw obecno$¢ réznych substancji organicznych i nieorganicznych, ktére
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wywoluja agregacje czasteczek grafenu, przez co mocno ograniczajg biodostepnoséc¢
materialow grafenowych. Jednym z wazniejszych czynnikéw abiotycznych jest sita
jonowa. Pod wpltywem kationéw nastepuje szybka agregacja materialu grafitowego,
a to hamuje jego interakcje z mikroorganizmami.

Rozwigzaniem tego problemu moze by¢ zastosowanie srodkéw stabilizujacych
[24, 31]. Biorgc pod uwage wyniki doniesien literaturowych, mozna stwierdzi¢,
ze niszczenie komorek bakterii przez grafen zachodzi w wyniku dziatania kilku
czynnikéw, m.in.:

— fizycznego uszkodzenia blony bakteryjnej, tzw. mechanizm nanoknife,

— uszkodzen komdrek bakterii wywotanych stresem oksydacyjnym,

— destabilizacji blony bakteryjnej wywotanej ekstrakcja jej skladnikéow, glownie

fosfolipidow,

— blokowania lub ograniczania wzrostu komorek, tzw. dziatanie bakteriosta-

tyczne.

Jednak szczegdty procesu i mechanizm molekularny uszkodzenia btony
bakteryjnej przez nanoarkusze grafenu i tlenku grafenu nadal pozostaja niejasne
[32, 33].

Natomiast mozna stwierdzi¢, ze zaréwno grafen, jak i jego pochodne posiadaja
wymagang bioaktywnos¢ i zdolno$¢ antybakteryjng, aby znalez¢ zastosowanie
réwniez w ortopedii jako materiaty do ,,naprawy kosci” [34].

W ostatnich latach implanty chirurgiczne sg dos¢ powszechnie stosowane
w leczeniu ztaman czy innych schorzen kosci. Dobry implant musi posiada¢ odpo-
wiednie wlasciwosci biologiczne i antybakteryjne, aby unikna¢ odrzucenia czy
infekcji. W rzeczywistosci leczenie ortopedyczne zakazonego ubytku kosci jest
nadal powaznym problemem [35]. Bakteria S. aureus to najczesciej spotykany
patogen w ortopedii i ortopedycznych implantach, a leczenie zakazen jest trudne
i w razie niepowodzenia konczy si¢ amputacja. Ciagle rosnie liczba biomateriatow
stosowanych w ortopedii [36, 37]. Gléwnie s3 to: polimery, materiaty biatkowe
(wldékna kolagenowe), bioceramika (hydroksyapatyt, fosforan wapnia) itp. [38, 39].
Grafen i jego pochodne s3 nowatorskimi materiatami spetniajgcymi wymagania
stawiane przez ortopedi¢. Wzbudzity duze zainteresowanie w biomedycynie, ze
wzgledu na ich unikatowg dwuwymiarowa strukture oraz szczegoélne wasciwosci
fizykochemiczne [35].

Wprawdzie w ostatnich latach zaczeto stosowaé nanoczastki grafenu oraz tlenku
grafenu do chirurgicznej modyfikacji powierzchni implantdéw, to biobezpieczenstwo
oraz antybakteryjna aktywnos¢ tych materialow pozostaja nadal niejasne. Bez-
pieczenstwo biologiczne grafenu i tlenku grafenu oceniano mig¢dzy innymi przez
wspothodowle z mezenchymalnymi komdérkami macierzystymi szpiku kostnego
w warunkach in vitro i przez wszczepianie materialéw grafenowych do tkanki
mig$niowej myszy w warunkach in vivo [40, 41].
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2.5. Wplyw stezenia G, GO i rGO

Wyniki badan wskazuja, ze krytyczne stezenie bezpieczenstwa dla grafenu i jego
tlenku to 10 mg/ml. Grafen wykazywal aktywnos¢ antybakteryjna przy stezeniu
réwnym i wigkszym niz 100 mg/ml (= 100 mg/ml). Natomiast tlenek grafenu miat
zdolnos¢ antybakteryjng przy stezeniu rownym i wiekszym niz 50 mg/ml. Stezenie
grafenu i jego tlenku migdzy 50 a 100 mg/ml moze by¢ odpowiednim zakresem, aby
utrzymac réwnowage cytotoksycznosci i zdolnosci antybakteryjnej obu substancji [35].

Wprawdzie grafen i jego tlenki wykazujg aktywnos¢ toksyczna w stosunku do
réznych mikroorganizméw, to nadal pozostaje problem cytotoksycznosci zdrowych
komorek. Pelez i jego wspotpracownicy podjeli probe znalezienia odpowiedzi na
pytanie, jak zmniejszy¢ ryzyko zagrozen i zwigkszy¢ korzysci ptynace z zastoso-
wania grafenu i jego pochodnych w bezpiecznej i skutecznej nanomedycynie [42].
W projekcie promowania badan nad nanomaterialami weglowymi, nanomedycyna
i nanotoksycznoscig przeprowadzono wiele eksperymentéw. W celu oceny zaréwno
cytotoksycznosci, jak i aktywnosci antybakteryjnej preparatow grafenowych wyko-
nano liczne badania, obserwujac wplyw grafenu i jego tlenkéw na komoérki mezen-
chymalne szpiku kostnego oraz tkanki miesni myszy w warunkach in vivo oraz na
komoérki bakterii S. aureus w warunkach in vitro [35].

2.6. Typ bakterii

Kwestia dzialania bakteriobojczego powinna by¢ rozpatrywana podobnie jak
inne czynniki wplywajace na zachowanie si¢ materiatéw grafenowych. Dla wigk-
szo$ci mikroorganizméw ich podstawowa struktura jest taka sama: §ciana/blona
komorkowa, cytoplazma, cialko jadrowe, podczas gdy czynnikiem rozrézniajacym
jest sktad chemiczny i morfologia. Omawiane juz wczesniej bakterie Gram-ujemne
(E. coli, P. aeruginosa) posiadaja w swej budowie cienkg warstwe peptydoglikanow
(2-3 nm) pomigdzy wewnetrzng i zewnetrzng Sciang komoérkows, podczas gdy bak-
terie Gram-dodatnie (S. aureus, Staphylococcus epidermidis) majg grubsza warstwe
peptydoglikandw siegajaca 20-80 nm w pojedynczej warstwie $ciany komadrkowej,
co znaczgco wplywa na zroznicowang czuto$¢ w stosunku do substancji przeciw-
bakteryjnych [43-47]. Co wiecej, bakterie mozna podzieli¢ na Coccus (sferyczne),
Bacillus (paleczki), spiralne i nitkowate réznigce si¢ powierzchnig oddzialywania
z materiatami grafenowymi, co nie pozostaje bez wpltywu na tak rézne efekty dzia-
tania materialow grafenowych opisywane w literaturze.

2.7. Zastosowanie w medycynie

Zapobieganie zakazeniom zwigzanym z uzyciem biomolekut powinno koncen-
trowac si¢ jednocze$nie na dwoch celach: hamowaniu tworzenia si¢ ,,biofilmu” oraz
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minimalizacji lokalnej odpowiedzi immunosupresyjnej. Najlepsza powierzchnia
przeciwbakteryjna powinna by¢ na tyle ,,inteligentna’, aby reagowac nawet na naj-
mniejsze zagrozenie bakteryjne [48]. Zakazenia zwigzane z biomolekulami sg bardzo
duzym problemem wspélczesnej chirurgii ortopedycznej. Obecnie szacuje sie, ze
do 2,5% pierwotnych plastyk stawu kolanowego i biodrowego oraz do 20% plastyk
wtdrnych jest obcigzonych powiklaniami zwigzanymi z infekcjami okotoprotezo-
wymi. Glebokie zakazenie prowadzi w tych wypadkach do usuniecia implantu,
zwigkszonej zachorowalnosci, a nawet $mierci pacjenta [49]. Ponadto leczenie
zakazen okoloprotezowych wiaze si¢ z duzymi kosztami [50]. Wprawdzie metody
zwalczania zakazen okolooperacyjnych czy zapobiegania im oparte na antybiotykach
okazaty sie do$¢ skuteczne, nadal jednak trwajg poszukiwania skutecznych anty-
bakteryjnych powierzchni, ktére beda zapobiega¢ adhezji, kolonizacji i proliferacji
bakterii wokdt tkanki [51]. Podobne rozwigzania bedzie mozna zastosowaé w celu
zapobiegania zakazeniom miejsc chirurgicznych z udzialem implantéw takich jak
plytki, gwozdzie srodszpikowe czy stabilizatory wewnetrzne [52].

W celu wyjasnienia mechanizmu powstawania zakazen miejsc okoloprotezowych
A. Gristina zaproponowal tzw. koncepcje ,wyscigu o powierzchnie’, w ktdrej komorki
gospodarza i komorki bakterii konkuruja w okresleniu ostatecznego losu implantu.
Kiedy komorki gospodarza kolonizujg w pierwszej kolejnosci powierzchnig¢ implantu,
prawdopodobienstwo przylaczenia komdrek bakterii zmniejsza si¢ i odwrotnie [53].
Blony komodrkowe bakterii majg zdolnos¢ przylegania do praktycznie wszystkich
naturalnych i syntetycznych powierzchni, bowiem zawierajg réznego rodzaju adhe-
zyny dla szerokiego zakresu receptoréw biomaterialéw powierzchniowych [54].

Po pewnym czasie model Gristina zostat poddany krytyce m.in. za niska zdolno$¢
przewidywania infekcji okotoprotezowej [48]. Dlatego profilaktyka jest najlepsza
odpowiedzia na narastajacy problem infekcji okoloortopedycznych.

Inne zastosowania grafenu i jego pochodnych w nanomedycynie przedstawili
Sun i wsp. w leczeniu ran. Opatrunek na ran¢ otrzymywano przez impregnacje
tkaniny bawelnianej srodkami czynnymi, takimi jak material grafenowy potaczony
z konwencjonalnym $rodkiem antyseptycznym, nadtlenkiem wodoru H,0,. Grafen
w tym przypadku wykazywal aktywnos¢ peroksydazy, skutecznie rozktadajac H,0O,
z wytworzeniem rodnikéw hydroksylowych OH' in situ [55]. Zastosowanie w opa-
trunku materialu grafenowego znacznie zwigkszylo jego dziatanie antybakteryjne
w poréwnaniu z opatrunkiem z uzyciem samego H,O, [56]. Opatrunek z grafenem
pozwolil na zagojenie rany u myszy w ciggu trzech dni, bez dodatkowych objawow
ubocznych takich jak obrzek czy rumien. Ponadto w przypadku takich opatrunkéw
istnieje mozliwos¢ uzycia H,0O, o znacznie mniejszym stezeniu, co dodatkowo mini-
malizuje problem uszkodzenia zdrowej tkanki otaczajacej zranione miejsce [55].

W przypadku stosowania u pacjentéw implantéw kostnych, dentystycznych
czy cewnikow czesto dochodzi do wezesnych zakazen bakteryjnych. Brakuje w tych
przypadkach odpowiedniej integracji pomig¢dzy tkankami miekkimi a powierzchnia
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implantu, co staje si¢ przyczyna obrzekdw, standw zapalnych i zakazen. Dlatego tak
wazna jest profilaktyka. Potrzebne sa wlasciwie zaprojektowane i przygotowane
powierzchnie implantéw o odpowiednio dltugoterminowej aktywnosci antydrob-
noustrojowej [57].

Zgloszono juz kilka ciekawych propozycji dotyczacych powlok antybakteryj-
nych z uzyciem grafenu i jego pochodnych. Xie i wsp. [58] przedstawili powlekane
polidopaming powierzchnie tytanowe z nanoczastkami srebra AgNPs (ang. silver
nanoparticles) i gratenem. Ze wzgledu na obecno$¢ uwalniajacych sie jondéw srebra
Ag* oraz wygenerowanych swiattem reaktywnych form tlenu ROS powierzchnie
te wykazywaly wysoka aktywno$¢ antybakteryjng [58]. Z badan wykonanych na
modelu zwierzecym wynikalo, Ze wrodzone mechanizmy odpornosciowe myszy
mogly zwalczy¢ infekcje bakteryjng na powlokach nanokompozytowych z uzyciem
grafenu w ciagu zaledwie kilku dni, podczas gdy na ,,golych” (pozbawionych gra-
fenu) implantach infekcja trwala dwa tygodnie. Ponadto wykazano, ze powloka
kolagenowa AgNP — tlenek grafenu poprawia biokompatybilnos¢ powierzchni
tytanowej. Bioaktywne i antybakteryjne wlasciwosci grafenu i nanokompozytéw
na bazie grafenu sa réwniez obiecujace w zastosowaniach dentystycznych [59].
Przetestowano takze grafen jako dodatek do szkiet bioaktywnych i materialow
ceramicznych nasladujacych kosci. Ponadto biogaz z domieszka grafenu i azotu
wykazuje zwiekszong aktywno$¢ antybakteryjna wobec szczepu bakterii E. coli
w porownaniu z biogazem bez tych domieszek. Materiaty grafenowe okazaly sie¢
réwniez interesujgce w zastosowaniach do cewnikow i stentoéw [60]. Podila i wsp.
wykazali, ze powierzchnie nitinolowe powlekane grafenem charakteryzuja si¢
mniejszg szybkoscig krzepniecia krwi — z powodu wiekszego powinowactwa
grafenu do albuminy niz fibrynogenu [61].

Oczekuje si¢, ze w najblizszej przysztosci preparaty oparte na grafenie i jego
pochodnych moga by¢ wykorzystane jako skuteczne leki przeciwdrobnoustrojowe,
czyli tzw. nanoantybiotyki. Najbardziej obiecujace do tej pory okazaly sie ekspe-
rymenty oparte na aktywowaniu $wiattem nanokompozytéw z udzialem grafenu.
Wu i jego wspdtpracownicy otrzymali koloidalny kompozyt fotochemiczny zredu-
kowanego tlenku grafenu, nanoczastek tlenku zelaza i aldehydu glutarowego, ktéry
wychwytuje patogeny bakteryjne [62].

Tian i wsp. wykazali, ze kompozyt sktadajacy si¢ z tlenku grafenu, tlenku zelaza
i AgNP wykazywal znacznie wyzsza aktywnos¢ antybakteryjna zaréwno wobec
bakterii E. coli, jak i S. aureus niz jego poszczegdlne skladniki. Z kolei Wang otrzy-
mat podobny kompozyt z dodatkiem polietylenoiminy, co dodatkowo pozwolito
znacznie lepiej zwigza¢ czasteczki zredukowanego tlenku grafenu i nanoczastki
srebra AgNP [63, 64].
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3. Podsumowanie

W oparciu o dostepne obecnie wyniki badan trudno prawidtowo oceni¢ poten-
cjal grafenu w rzeczywistych zastosowaniach. Niemniej jednak stosowane aktualnie
konwencjonalne materiaty weglowe moga dostarczy¢ niezbednych informacji w celu
przyspieszenia procesu wdrazania grafenu do celéw terapeutycznych. W ostatnich
dziesiecioleciach w zastosowaniach biomedycznych uzywano gléwnie preparatow
weglowych takich jak: wegiel aktywowany, tkaniny z widkien weglowych, wegiel
pyrolityczny i diamentowy. Byly one wykorzystywane przede wszystkim jako opa-
trunki czy powloki implantéw oraz jako antidotum na kilka rodzajéow substancji
toksycznych. Dlatego mozna mie¢ nadzieje, ze w bliskiej przyszlosci grafen i jego
pochodne, w polaczeniu z konwencjonalnymi preparatami weglowymi, maja duza
szans¢ znalez¢ zastosowanie w terapii przeciwzakaznej. Pojawito sie wprawdzie sporo
doniesien na temat zastosowania hybryd nanoczastek metali i grafenu, ale brakuje
informacji na temat prac, w ktérych polaczono konwencjonalne materialy weglowe
uzywane w praktyce medycznej z materialem grafenowym [65, 66].

Wigkszos¢ doniesien na temat aktywno$ci antybakteryjnej grafenu i jego pochod-
nych jest zgodnych, istnieja jednak wyniki eksperymentow, ktore nie potwierdzajg
w pelni tej aktywnosci. Odnotowano przypadki, gdzie zaobserwowano wzrost bakterii
i tworzenie si¢ gestego biofilmu wokot agregatow tlenku grafenu, w zaleznosci od
warunkow przeprowadzonego eksperymentu. Dotyczy to gléwnie oddzialywania
tlenek grafenu-srodowisko (pozywka) [67]. Sa wyniki $wiadczace o dziataniu anty-
bakteryjnym grafenu w pozywkach wzrostowych, ale réwniez obserwowano brak tej
aktywnosci w srodowisku wodnym [59, 68]. By¢ moze jedng z gtéwnych przyczyn
tych réznic jest brak zgodnosci w metodologii eksperymentalnej przyjetej w roznych
badaniach. Poza tym, nie jest w pelni wyjasniony i czgsto ignorowany wplyw zanie-
czyszczen na wynik eksperymentu. Dlatego nalezy przyjac bardziej rygorystyczne
normy dotyczace cech materiatowych i wyboru procedur mikrobiologicznych.
Ponadto s3 dowody na to, ze tlenek grafenu moze powodowac zaréwno wzrost,
jak i hamowanie aktywnosci antybakteryjnej w zaleznosci od szczepu bakterii. Jest
jeszcze sporo watpliwosci zwigzanych ze skutkami ubocznymi, jakie moga wystapic
u pacjenta po zastosowaniu grafenu i jego pochodnych [59].

Pomimo réznych kontrowersji istnieje zgoda, ze toksycznos¢ grafenu zalezy od
jego czystosci, wielkosci (wymiaru) bocznej, budowy chemicznej (w tym funkcjo-
nalizacji) oraz zastosowanej dawki.

Podsumowujac, po przeanalizowaniu korzysci ptynacych z uzycia grafenu, jak
i skutkéw ubocznych, jakie moga nastapi¢, zastosowanie medyczne materiatéw gra-
fenowych jako $rodkow alternatywnych dla antybiotykéw w pelni zastuguje na duza
uwage. Ma to szczegdlne znaczenie w przypadkach leczenia zakazen lekoopornych,
ktorych z roku na rok ciggle przybywa.
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Antibacterial properties of graphene and its derivatives

Abstract: The work presents a literature review on the use of graphene and its derivatives as the
potential protection against bacterial microflora. Addressed issues relate to an attempt to explain the
mechanisms of impact of graphene and its derivatives: graphene oxide (GO) and reduced graphene
oxide (rGO) on the bacterial cells. Interaction of graphene materials (G, GO, rGO) with Gram(+) and
Gram(-) were compared with regard to the concentration of the preparations, the nature of the culture
medium and surface of graphene deposition. Issues related to the development of reactive oxygen
species (ROS) were discussed, the effect of sharp edges of GM’s (nano-knife), biofilm formation and
the potential application of graphene in nanomedicine.
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