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Nanotechnologia

Wielodyscyplinarna dziedzina nauki

* Fizycy: okreslajg mechanizmy dziatania i oddziatywania nanoczgstek oraz ich morfologie

Chemicy / Toksykolodzy: okreslajg reaktywnosc i strukture czgstek

Biolodzy /Mikrobiolodzy: okreslajg oddziatywanie na mikroorganizmy

* Lekarze: wptyw i badanie potencjatu korzysci dla zdrowia cztowieka

* Nauki przyrodnicze: badanie wptywu na struktury i organizmy roslinne i zwierzece
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Nanotechnologia

Struktura czgstki okresla jej wtasciwosci

Zmiany w rozmieszczeniu atomow okreslajq czy materia jest bezwartosciowa czy
cenna, chora czy zdrowa. UfoZzone w jeden sposob, atomy tworzq glebe, powietrze i
wode; ufoZzone w inny, tworzgq (...) popiot i dym. "

- K. Eric Drexler
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Zastosowanie
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Definicja

Nanomateriat

* nierozpuszczalny lub biotrwaty,

* niereaktywny

* celowo wytworzony materiat

posiadajgcy co najmniej jeden wymiar zewnetrzny

lub strukture wewnetrzng w rozmiarze od 1 do 100 nm

oraz

spetnia wymagania w ktorych:

* 50% czgstek ma wielkos¢ 1-100 nm co najmniej w jednym wymiarze,

e czasteczki sg w stanie swobodnym lub w formie agregatu, badz
aglomeratu.
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Wielkos¢ Teenneiesy
Skutecznosc i sita tkwi w rozmiarze
10 x mniejsza 200 x mniejsza

od najmniejszego wirusa od najmniejszej bakterii
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Wielkosci czastek aXonnite® =
Vs, ales
D0y 5 Q@

2000nm 10 0O00Nm

Autobus
Orzech wloski Kartka A4 przegubowy Stadion Narodowy Tor wyscigowy F1
0,018 m 0,18m 18 m 360m 1800m
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Metody otrzymywania nanoczastek

BOTTOM - UP TOP - DOWN

BUDOWANIE NANOCZASTEK Z MNIEJSZYCH BUDOWANIE NANOCZASTEK PRZEZ

ELEMENTOW ROZDRABNIANIE WIEKSZYCH CZASTEK

Zaleta: Zaleta:

* najpopularniejsza  umozliwia osiggniecie lepszej doktadnosci

* najprostsza metoda wykorzystywana w * generuje mniej odpadow wykorzystywana

chemicznym otrzymywaniu nanoczastek. w fizycznym procesie otrzymywania
nanoczgstek

Wada: Wada:

* metoda ta obarczona jest obecnoscia * wymaga wspotpracy i zaangazowania

wielu zanieczyszczen, bardzo trudnych do naukowcow

usuniecia
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Rézne metody otrzymywania

Metoda Metoda Metoda

fizyczna chemiczna biologicznao
4 ) 4 ) 4 )
Dysocjacja Biosynteza
Technologia elektrolityczna nanoczgstek z soli
aXonnite® azotanu srebra srebra z pomocqg
AgNO, mikroorganizmow
\_ J \_ J \_ J
4 ) 4 ) 4 )
Czgstki aXonnite® Jony srebra Ag+ Jony srebra Ag+
(muszg byc¢ stabilizowane
3-10nm stabilizowane) biatkiem komorek

. J \. J \_ J
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Nanoczastki nanoczgstkom nieréwne

AgNO3 + silny reduktor (NaBH4)

Ag + 12H2 + 12B2H6 + Na+
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Technoloou

Stabilizacja nanoczastek chemicznych - problemy

= REAKTYWNOSC
" po syntezie, nanoczastki w wiekszosci przypadkow muszg by¢ poddane
funkcjonalizacji czyli stabilizacji otrzymanego uktadu w celu
zapobiezenia powrotowi do postaci jonowe;.
= AGLOMERACIA
= Uzywane stabilizatory zmniejszajg napiecie powierzchniowe zapobie-
gajgc aglomeracji, ale rownoczesnie wptywajg na sposob dziats

nanoczastki i wptywajg na jakosc i skutecznos¢ jej dziatania




aXonnite

Technoloou

Stabilizacja nanoczastek chemicznych - problemy

RODZAIJE STABILIZATOROW:

* kwasy, ktore jonami otaczajg nanoczgastke utrzymujac pojedyncze nanostruktury w
pewnej odlegtosci miedzy sobg poprzez wzajemne odpychanie sie jednotadunkowych
jonow stabilizatora znajdujgcych sie na powierzchni nanoczastki

* Srodki powierzchniowo czynne

» polimery o wfasciwosciach antystatycznych (PVP) czyli takie, ktore zawierajg atomy azotu,
siarki czy fosforu, obdarzone wolng parg elektronowg i mozliwoscig roztozenia tadunku na
catej dtugosci tancucha, dziatanie antystatyczne w tym przypadku zwieksza sie oczywiscie

wraz z iloscig uzytych podstawnikow czy tancuchéw bocznych
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Technologia aXonnite®

Metoda wytwarzania

* umozliwia wytworzenie czgstek o
jednolitej morfologii

* czastki o zblizonej wielkosci

* wolne od zanieczyszczen

e wolne od dodatkowych
substancji stabilizujgcych
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Dlaczego aXonnite®

UNIKATOWA, FIZYCZNA METODA OTRZYMYWANIA NANOCZASTEK
W TECHNOLOGII AXONNITE®

" brak koniecznosci uzycia stabilizatorow

®" bardzo mate rozmiary 2-8 nm

= wysoki stosunek powierzchni nanoczgastek do ich masy pozwala na uzyskanie silnego efektu
antymikrobowego juz przy niskich stezeniach.

= czystos¢ chemiczna produktu




aXonnite® - zakres produkgcji

Metale aXonnite®:
Srebro
/toto
Miedz
Platyna
Pallad
stopy metali

Czystos¢ 4N — 99,99%
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Dlaczego aXonnite®?

Srebro Jonowe

silny reagent, moze tworzycC np. toksyczne sole
srebra — siarczki

100 000 x bardziej zanieczyszczone niz aXonnite
Silver

aktywnosc:
a/ w okreslonych warunkach
(odpowiednia temperatura i wilgotnosc)
b/ malejgca w czasie

aXonnite® Silver

bez zanieczyszczen chemicznych,
jest wytwarzany z czystego srebra Ag 4N
99,99%/

Wysoka aktywnosc¢
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Czym jest koloid ?

Jest zawiesing czastek w jednej fazie skupienia (A) w uktadzie
rozpraszajgcym znajdujgcym sie w fazie skupienia (B).

Kazda faza jest odrebnym indywiduum. Jednak trudnym do
odseparowania.

» dym — czgstki state zawieszone w powietrzu (gaz)
» bita sSmietana — czgstki ttuszczu zawieszone w powietrzu (gaz)
» koloidy metali w wodzie

Czesto koloidem sg nazywane nie koloidy a rozwory
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Koloid? - Roztwor?

O tym czy cos jest koloidem nie decyduje wielkos¢ czgstki?
Niestety czesto jesteSmy tak wiasnie wprowadzani w btad, bo
zazwyczaj kazdy roztwor srebra tak jest traktowany co absolutnie
nie jest prawdg, bo czy koloidem jest sol kuchenna?

Sol (NaCl) dysocjuje na jony: kationy | aniony i jest roztworem a nie

koloidem.
Na* 1 CI
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Synteza nanoczgstek srebra

Synteza nanoczgstek srebra odbywa
sie najczesciej przez redukcje jonow
(kationow) srebra pozyskanych z
reakcji AgNO; (azotanu srebra) przy
uzyciu silnego reduktora NaBH,
(borowodorku sodu) w obecnosci
stabilizatora takiego Jjak PVP
(poliwinylopirolidon), ktory zapobiega ém@éj{@gpraw/g?@;;@cg)
agregacii. "

M. Fouslooskg,

) 4
) 4

Ag+ + NCIBH4 > AgO + ‘|2H2/‘ + 12B2H6 + NC|+
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Redukcja do nanoczgstek

T .. L As ﬂs*
aka rowniez zaleznosc jest 2
widoczna w procesie w ktdorym ,‘ Ag
otrzymujemy nanoczgstki

chemicznie | biotechnologicznie C::j
czyli do produkcji nano czgstek 'll
zaprzezone sg bakterie, ktore

uzyskania nanoczgstek

poprzez czynniki redukujgce na
swojej powierzchni majg mozliwosc @
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Dziatanie nanosrebra na bakterie

Scian komodrkowa bakterii zbudowana jest z wielu substancji, jednak
wspolng cechg |Jest wystepowanie w Scianie komorkowej
biopolimerdw, tworzgcych szkielet:

Scro,

* celuloza . KOMOTIORY,

» chityna S

° mureina %PéMIECf ;
Wazystialh, DakEGL
Nv}ﬂ?@@ww'e oI o,oomwa :

Mureiag,
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Srebro dziata wielokierunkowo

Mechanizm antymikrobowy polega na wielu procesach fizycznych:

 nanosrebro o strukturze bardzo rozdrobnione) daje mozliwos¢ dziatania na
poziomie atomowym,

* posiada zdolnos¢ pochtfaniania tlenu, zaobsorbowany tlen tworzy wgtebienia w
btonach komorkowych przez co zwieksza sie ich przepuszczalnosc

* generuje rowniez wolne rodniki, ktore niszczg sciany komorkowe | doprowadza
do sSmierci bakterii

* nanosrebro reaguje z mureing, uniemozliwiajgc procesy tzw. tancucha
oddechowego (przenoszenie tadunkow 1 informacji), blokuje komorkowy
system przeptywu energii co dezaktywuje bakterie | doprowadza do jej Smierci.
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Srebro dziata wielokierunkowo

Poniewaz komorki ssakow posiadajg zupetnie inng powtoke (nie ma
mureiny - peptydoglikandw), nanosrebro nie reaguje z komorkami
cztowieka, przez co sg catkowicie bezpieczne.

* kolejnym z mechanizmow inaktywowania bakterii w kontakcie z
nanosrebrem jest zdolnos¢ do wigzanie srebra z DNA bakterii co
hamuje replikacje, a tym samym uniemozliwia rozmnazanie
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Multiaktywny mechanizm dezaktywacji bakterii

- denaturacja biatka
- uszkodzenie sciany komorkowej; zwiekszenie przepuszczalnosci

- blokada tancucha oddechowego

- wywotanie wstrzgsu oksydacyjnego ROS (reaktywne formy tlenu)
- dezaktywacja enzymow

- hamowanie aktywnosci enzymatycznej i syntezy DNA
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O ziocle

Znane od tysiecy lat jako symbol bogactwa i wtadzy

W Chinach znane i stosowane od 4500 lat (od 2500 p.n.e)

Od starozytnosci przypisywano mu cudowng moc uzdrawiania
Whasciwosci bakterio -, wiruso- i grzybobojcze, odbudowuje kolagen
Cenione jako surowiec w kosmetyce

W organizmie ludzkim mamy ok. 10 mg, gtownie w kosciach

Ztoto jest obecne w plemnikach

Wydalane jest z organizmu gtownie z moczem (ok. 70 %),
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O srebrze

XVIl w. uzywane do dezynfekcji wody, opisywane jako uniwersalny srodek
leczniczy

1901 r. pierwszy raz uzyto koloidu srebra jako wewnetrzny srodka
antyseptycznego.

Podczas | wojny swiatowej uzywane w celu zapobiegania infekcjom (przed
antybiotykami)

1920 r. FDA (Food and Drug Administration) zatwierdzita uzywanie koloidow srebra
jako srodka antybakteryjnego.

2008 r. opublikowano antymikrobowe dziatanie nano srebra na waglika.

2011 r. otrzymano eksperymentalny kompozyt dentystyczny,

2012 r. wykazano ponad wszelkg watpliwos¢ dziatanie przeciwprochnicoy \
Bywa sktadnikiem opatrunkéw i bandazy '

Dziata rowniez stymulujgco na wzrost i rozwoj komorek.
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Badania czastek aXonnite®

Nanoczgstki otrzymywane w technologii aXonnite sg wykorzystywane do badan w
czotowych polskich placowkach naukowych takich jak:

Uniwersytet Warszawski - Wydziat Biologii, Instytut Mikrobiologii, Zaktad Genetyki Bakterii,
Narodowy Instytut Lekow - dziat badan cytotoksycznosci i genotoksycznosci
Slaska Akademia Medyczna - Katedra i Zaktad Mikrobiologii i Immunologii,
SGGW - Wydziat Nauk o Zwierzetach, Katedra Fizjologii Roslin

PAN - Instytut Fizyki

ITA TEST - Specjalistyczne Laboratorium Badawcze
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Badania Wrazliwosci Bakterii na aXonnite Silver

/MIC oznaczono metodqg klasyczng w podtozu odpowiednim dla bakterii / *

MIC pg/ml

Bakteria

aXonnite Silver Tetracyklina Streptomycyna
Escherichia coli (pateczka okreznicy) 12,5 180 128
Klebsiella pneu. (pateczka zap. ptuc) 5 120
Shigella sonnei (czerwonka, dyzenteria) 10
Staphylococcus epidermidis (gronkowiec) 7,5 100 210
Staphylococcus aureus (gronkowiec zt.) 5

Bacillus subtilis (lasecznik sianowy) 1 220 230



AgNPs hamujg wzrost komoérek w postaci biofilmu

m K
= 0,25 MBIC AgNPs
m 0,5 MBIC AgNPs
Dziatanie hamujgce tworzenie

=
[

=
[$))

biofilmow zaobserwowano

=
»

zaréwno w przypadku bakterii

P
N

gramu -jemnych, jak réwniez gram

-dodatnich przy czym efekt ten byt

................. najsilniej zanaczony u

................. P. aeruginosa, K.pneumonieae

................. oraz S. epidermidis.

Absorbancja As;
o o o o
o N B [e)) 00 Iy

Analizy przeprowadzano przy
E. coli P. aeruglnosa K. pneumoniae L monocytogenes S. aureus S. epldermldls
dawkach AgNPs 0,25 MBIC oraz

0.5MBIC

Biofilm bakterii wybarwiony fioletem krystalicznym. Czas inkubaciji z AgNPs 24h
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BEZPIECZENSTWO aXonnite® — czastki przebadane
in vitro pod katem cyto- i genotoksycznosci

NARODOWY INSTYTUT LEKOW W WARSZAWIE
ZAKtADIE BIOCHEMII | BIOFARMACEUTYKOW

Linia komorkowa wykorzystana w badaniach: fibroblasty mysie NCTC klon 929, ATCC; zgodnie z normg
PN-EN ISO 10993-5, -3 i OECD 487

Badaniom zostaty poddane wszystkie cztery rodzaje nanoczastek:
- aXonnite® Gold

- aXonnite® Platinum

- aXonnite® Silver

- aXonnite® Copper




Wyniki Badan Genotoksycznosci

badania symulujgce metabolizm komorki
genotoksycznos¢ metodq testu mikrojgdrowego zgodnie z normqg PN-EN ISO 10993-3:2014 oraz PN-EN ISO

10993-12:2012
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% komorek zawierajgcych

Badana probka mikrojadra Wynik

aXonnite® Gold 1,51% +0,31% Prébka niegenotoksyczna
aXonnite® Platinum 2,04% + 0,36% Probka niegenotoksyczna
aXonnite® Silver 2,51% + 0,50% Prébka niegenotoksyczna
aXonnite® Copper 1,97% + 0,23% Prébka niegenotoksyczna
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Cytotoksycznosc in vitro metodq dyfuzji na agarze
zgodnie z normq PN-EN ISO 10993-5:2009 —

wyniki badan:

aXonnite® Gold

probka niecytotoksyczna

brak zmian morfologicznych
w hodowlach

aXonnite® Platinum

probka niecytotoksyczna

brak zmian morfologicznych
w hodowlach

aXonnite® Silver

probka niecytotoksyczna

brak zmian morfologicznych
w hodowlach

aXonnite® Copper

probka niecytotoksyczna

brak zmian morfologicznych
w hodowlach
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Wyniki Badan Genotoksycznosci in vitro  ™="'°"

genotoksycznos¢ metodq testu mikrojgdrowego in vitro zgodnie z normqg PN-EN ISO 10993-
3:2014 oraz OECD 487
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Ekspozycja krétkoterminowa Ekspozycja dtugoterminowa Ekspozycja krotkoterminowa Ekspozycja krétkoterminowa Ekspozycja dtugoterminowa Ekspozycja krotkoterminowa
bez aktywacji metabolicznej bez aktywacji metabolicznej  z aktywacjg metaboliczng bez aktywacji metabolicznej bez aktywacji metabolicznej  z aktywacjg metaboliczng
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Wyniki Badan Genotoksycznosci in vitro ™"

genotoksycznos¢ metodq testu mikrojgdrowego in vitro zgodnie z normqg PN-EN ISO 10993-

3:2014 oraz OECD 487
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NARODOWY INSTYTUT LEKOW

NARODOWE LABORATORIUM KONTROLI PRODUKTOW LECZNICZYCH, WYROBOW
MEDYCZNYCH | PRODUKTOW BIOBOJCZYCH

ZAKLAD BIOCHEMII | BIOFARMACEUTYKOW

@ e - cytotoksycznosc - brak
aXonnite™ Silver N

- genotoksycznos¢ - brak

.. ® - cytotoksycznosC - brak
axonnite™ Copper o

- genotoksycznos¢ - brak

. - cytotoksycznosc - brak
aXonnite® Gold -

- genotoksycznosC - brak
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Jedyne czastki przebadane na genotoksycznosc

| cytotoksycznos¢

WYNIKI BADAN POTWIERDZILY BIOZGODNOSC IN VITRO

NANOCZASTEK AXONNITE®.
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Gwarancja Jakoscl

Nano-Tech Polska jako jedyny producent nanoczgstek
wytwarza je zgodnie z norma dla wyrobéw medycznych

3

System
zarzadzania A :
EN ISO 13485:2012 & k-
ISO 9001:2008 =

. ®
TUVRheinland
CERTYFIKOWANO

J| www.tuv.com i

ID 0000051267 FVSREL

POLSKI

IWIAZEK
PRZEMYSLEL
OSMETYCZNEGO




Dane kontaktowe Nano-Tech Polska:

Dr Inz. Marta Pawiowska — m.pawlowska@nano-tech.pl

Jarostaw Matek — j.malek@nano-tech.pl - +48 502 200 989
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