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Îïòèìèçèðîâàí ìåòîä áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåáðà ñ èñïîëüçîâàíèåì øòàììà Shewanella oneidensis MR-1 â âîä-
íîì ðàñòâîðå ñîëåé àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà è òèîñóëüôàòà íàòðèÿ. Îïòèìèçàöèÿ ñâÿçàíà ñ ïðîâåäåíèåì ðåàêöèè áèîñèíòåçà
íåïîñðåäñòâåííî â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè êëåòîê, ÷òî óâåëè÷èëî âûõîä íàíî÷àñòèö íà 15–20% è ñóùåñòâåí-
íî ñîêðàòèëî ïðîäîëæèòåëüíîñòü ïðîöåññà èõ ïîëó÷åíèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè ñîëåé òèîñóëüôàòà íàò-
ðèÿ è àçîòíîêèñëîãî ñåðåáðà îò 1 ìÌ äî 10 ìÌ ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè íàíî÷àñòèö â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå,
îäíàêî ïðè ýòîì âûõîä íàíî÷àñòèö, ðàññ÷èòàííûé ïî ââåäåííîìó â ðåàêöèþ ñåðåáðó óìåíüøàåòñÿ. Íàíî÷àñòèöû, ïîëó÷åí-
íûå ïî îïòèìèçèðîâàííîìó ìåòîäó è ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì, íå ðàçëè÷àþòñÿ ïî ôîðìå, ðàçìåðó è õèìè÷åñêîìó ñîñòàâó. Ïî-
êàçàíî, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö çàâèñèò îò ñîäåðæàíèÿ êîìïîíåíòîâ æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäû äëÿ âû-
ðàùèâàíèÿ êëåòîê S. oneidensis MR-1. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê â ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñâûøå 24 ÷ íå ïðèâîäèò ê èíòåíñèôèêà-
öèè áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåáðà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: áèîñèíòåç, íàíî÷àñòèöû ñóëüôèäà ñåðåáðà, îïòèìèçàöèÿ áèîñèíòåçà, Shewanella oneidensis MR-1.
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Ýêîëîãè÷åñêè ÷èñòûå ìåòîäû ñèíòåçà íà-
íî÷àñòèö ñòàíîâÿòñÿ âñå áîëåå ïîïóëÿðíûìè.
Âûäåëÿåòñÿ íåñêîëüêî ïðè÷èí ðàçâèòèÿ òàêèõ èñ-
ñëåäîâàíèé: î÷åâèäíîé ñòàíîâèòñÿ ïîòðåáíîñòü â
äåøåâûõ ýêîëîãè÷íûõ ìåòîäàõ ïîëó÷åíèÿ íàíî-
÷àñòèö íà çàìåíó áîëåå çàòðàòíûì ïî ñòîèìîñòè
è ïîòðåáëÿåìîé ýíåðãèè ôèçè÷åñêèì è õèìè÷å-
ñêèì ïðîöåññàì [1]; îùóùàåòñÿ íåîáõîäèìîñòü
èçáåãàòü èñïîëüçîâàíèÿ òîêñè÷íûõ âîññòàíîâè-
òåëåé, òàêèõ, íàïðèìåð, êàê áîðãèäðèä íàòðèÿ
èëè ãèäðàçèí, à òàêæå òåðìè÷åñêîé îáðàáîòêè,
ïðèâîäÿùåé ê ïîÿâëåíèþ îïàñíûõ ïîáî÷íûõ
ïðîäóêòîâ, è âûñîêîãî äàâëåíèÿ.

Ýêîëîãè÷íûå ìåòîäû «çåëåíîãî» ñèíòåçà
íàíî÷àñòèö èññëåäóþòñÿ â òå÷åíèå áîëåå, ÷åì
ïÿòíàäöàòè ëåò [2]. Åùå â 1998 ã. Anastas è War-
ner ñôîðìóëèðîâàëè 12 ïðèíöèïîâ, îïðåäåëÿþ-
ùèõ êîíöåïöèþ «çåëåíîé» õèìèè [3], èç êîòî-
ðûõ íàèáîëåå çíà÷èìû: óìåíüøåíèå îòõîäîâ
ïðè ìàêñèìàëüíîì âûõîäå êîíå÷íîãî ïðîäóêòà,
èñïîëüçîâàíèå âîçîáíîâëÿåìûõ ìàòåðèàëîâ,
ñíèæåíèå ðèñêà äëÿ çäîðîâüÿ ÷åëîâåêà è ìèíè-
ìàëüíîå ïîòðåáëåíèå ýíåðãèè çà ñ÷åò ïðîâåäåíèÿ
ïðîöåññà ïðè íîðìàëüíîì äàâëåíèè è òåìïåðà-
òóðå. Íå ìåíåå âàæíûì äëÿ ñèíòåçà íàíî÷àñòèö
ÿâëÿåòñÿ âûáîð ñðåäû (ïðåäïî÷òèòåëüíî âîäà),
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Ñïèñîê ñîêðàùåíèé: ÈÊ – èíôðàêðàñíûé; ÊÆ – êóëüòóðàëüíàÿ æèäêîñòü, ÎÏ – îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, ÏÝÌ – ïðîñâå÷èâàþ-
ùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ; ñðåäà LB – ñðåäà Ëóðèà-Áåðòàíè; MM – ñòàíäàðòû ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ; ÓÔ – óëüòðàôèîëåòî-
âûé; ÝÄÑ – ýíåðãîäèñïåðñèîííàÿ ðåíòãåíîâñêàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ; TSB (Tripton Soya Broth) – òðèïòîí-ñîåâûé áóëüîí.



ýêîëîãè÷åñêè ÷èñòîãî âîññòàíîâèòåëÿ (ïðåäïî÷-
òèòåëüíî áèîëîãè÷åñêàÿ ñèñòåìà) è íåòîêñè÷íî-
ãî ìàòåðèàëà äëÿ ñòàáèëèçàöèè íàíî÷àñòèö [4].
Íàèáîëåå ïîäõîäÿùèìè êàíäèäàòàìè íà ðîëü êà-
òàëèçàòîðîâ ïðè ñèíòåçå íàíî÷àñòèö â ðàìêàõ
«çåëåíîé» õèìèè ÿâëÿþòñÿ áèîëîãè÷åñêèå ñèñ-
òåìû, âêëþ÷àþùèå ìèêðîîðãàíèçìû, âîäîðîñ-
ëè, ãðèáû, ýêñòðàêòû ðàñòåíèé. Â íàñòîÿùåå âðå-
ìÿ èçâåñòíî, ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå âèäû ìèêðîîð-
ãàíèçìîâ ìîãóò ñëóæèòü áèîêàòàëèçàòîðàìè
ïðîöåññà îáðàçîâàíèÿ íàíî÷àñòèö ìåòàëëîâ è èõ
ñîåäèíåíèé è îáåñïå÷èâàòü ìàñøòàáèðóåìûé
áèîñèíòåç ìîíîäèñïåðñíûõ è ñòàáèëüíûõ íàíî-
÷àñòèö [5]. Ìåõàíèçìû òàêîãî áèîñèíòåçà èçó÷å-
íû íåäîñòàòî÷íî, ðåçóëüòàòîì ÷åãî ÿâëÿåòñÿ ýì-
ïèðè÷åñêèé ïîäáîð óñëîâèé äëÿ ýôôåêòèâíîãî
áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö â êîëè÷åñòâå, íåîáõîäè-
ìîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ èõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ,
èììóíîãåííûõ è àíòèáàêòåðèàëüíûõ ñâîéñòâ.
Îïòèìèçàöèÿ ìåòîäîâ ïîëó÷åíèÿ ìîæåò óâåëè-
÷èòü âûõîä íàíî÷àñòèö, à èçìåíåíèå ïàðàìåòðîâ
ðåàêöèè áèîñèíòåçà – ïðèâåñòè ê îáðàçîâàíèþ
íàíî÷àñòèö ñ çàäàííîé ìîðôîëîãèåé è êîíòðîëè-
ðóåìûìè ðàçìåðàìè [6, 7].

Ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö çà-
âèñèò îò ìíîãèõ ôàêòîðîâ. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ôà-
çà ðîñòà êóëüòóð ÷àñòî ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëÿþùèì
ôàêòîðîì äëÿ ýòîãî ïðîöåññà. Ïîêàçàíî, ÷òî ñòà-
öèîíàðíàÿ ôàçà ðîñòà Klebsiella aerogenes è Esche-
richia coli ÿâëÿåòñÿ îïòèìàëüíîé äëÿ áèîñèíòåçà
íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà êàäìèÿ [8, 9]. Íà ýôôåê-
òèâíîñòü ïðîöåññà áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ñå-
ðåáðà òàêæå ñóùåñòâåííî âëèÿëà êîíöåíòðàöèÿ
áèîìàññû Fusarium oxysporum è èñòî÷íèêà
èîíîâ ñåðåáðà – AgNO3 [10]. Ïîêàçàí ýôôåêò ðÍ
ðàñòâîðà AuCl4 íà ìîðôîëîãèþ è ëîêàëèçàöèþ
íàíî÷àñòèö çîëîòà ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòîê
Shewanella algae [11], Rhodopseudomonas capsu-
lata [12], Escherichia coli è Desulfovibrio desulfu-
ricans [13].

Äëÿ óâåëè÷åíèÿ âûõîäà íàíî÷àñòèö èñïîëü-
çóþò òàêæå ðàçëè÷íûå êîìáèíèðîâàííûå ïîäõî-
äû, ñîâìåùàþùèå áèîëîãè÷åñêèå è ôèçè÷åñêèå
ìåòîäû [14].

Îäíèì èç âàæíûõ ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î ïðè-
÷èíàõ äëèòåëüíîãî (â òå÷åíèå ìíîãèõ ìåñÿöåâ)
ñòàáèëüíîãî ñîñòîÿíèÿ âîäíûõ ñóñïåíçèé íàíî-
÷àñòèö (îòñóòñòâèå àãëîìåðàöèè) ïðè ïîëó÷å-
íèè èõ áèîëîãè÷åñêèì ìåòîäîì. Ïðåäïîëàãàåòñÿ,
÷òî ñòàáèëèçàöèÿ áèîãåííûõ íàíî÷àñòèö ïðîèñ-
õîäèò çà ñ÷åò àäñîðáèðîâàííûõ íà èõ ïîâåðõíî-
ñòè áèîïîëèìåðíûõ ìîëåêóë, â ÷àñòíîñòè, áåë-
êîâ. Äåéñòâèòåëüíî, ïðèñóòñòâèå áåëêîâ/ïåïòè-

äîâ íà ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö áûëî îáíàðóæå-
íî ìåòîäîì ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè. Ðàíåå ïðîâåäåí-
íûå íàìè èññëåäîâàíèÿ òàêæå ïîäòâåðäèëè íà-
ëè÷èå áåëêîâûõ ìîëåêóë âíåøíåé ìåìáðàíû
êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö Ag2S [15].
Óäàëåíèå ïîëèìåðíûõ ìîëåêóë ñ ïîìîùüþ äå-
òåðãåíòîâ ïðèâîäèëî ê àãðåãàöèè è îñàæäåíèþ
íàíî÷àñòèö [16, 17].

Íå ìåíåå âàæåí âîïðîñ î ðîëè áàêòåðèàëü-
íûõ êëåòîê â ïðîöåññå áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö.
Êëåòêè S. oneidensis MR-1 ñîäåðæàò òåðìèíàëü-
íûå ðåäóêòàçû è çà ñ÷åò êàòàëèòè÷åñêîé ôóíê-
öèè ýòèõ ôåðìåíòîâ ìîãóò âîññòàíàâëèâàòü ìå-
òàëëû èç øèðîêîãî ñïåêòðà ñîåäèíåíèé. Äåéñò-
âèòåëüíî, êëåòêè S. oneidensis MR-1 âûñòóïàþò â
ðîëè äîíîðîâ ýëåêòðîíîâ, âîññòàíàâëèâàÿ òÿæå-
ëûå ìåòàëëû èç èõ ñîëåé, åñëè äàííàÿ ñîëü ÿâëÿ-
åòñÿ åäèíñòâåííûì (êðîìå êëåòîê) êîìïîíåíòîì
ðåàêöèîííîé ñðåäû (òàê íàçûâàåìûå, îäíîêîì-
ïîíåíòíûå ñèñòåìû) [18, 19]. Â äàëüíåéøåì ïðè
ïîëó÷åíèè íàíî÷àñòèö ñóëüôèäîâ ìåòàëëîâ èñ-
ïîëüçîâàëè äâóõêîìïîíåíòíûå ñèñòåìû, êîòî-
ðûå âêëþ÷àþò ñîëü ìåòàëëà è èñòî÷íèê èîíîâ ñå-
ðû (òèîñóëüôàò íàòðèÿ, ñóëüôèä íàòðèÿ, ãèäðî-
ñóëüôèä íàòðèÿ). Îäíàêî ýòè ýêñïåðèìåíòû íå
èçìåíèëè êîíöåïöèþ î ãëàâíîé ðîëè êëåòîê êàê
áèîêàòàëèçàòîðîâ âîññòàíîâëåíèÿ. Ýòà ñõåìà
áûëà ïðèíÿòà è äëÿ îáúÿñíåíèÿ îáðàçîâàíèÿ íà-
íî÷àñòèö ñóëüôèäîâ ìåòàëëîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì
òèîñóëüôàòà íàòðèÿ. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî íàëè-
÷èå ôåðìåíòà òèîñóëüôàòðåäóêòàçû [20] ïîçâî-
ëÿåò êëåòêàì S. oneidensis MR-1 âîññòàíàâëèâàòü
òèîñóëüôàò äî ñóëüôèä-èîíà, êîòîðûé îáðàçóåò
ñ AgNO3 íåðàñòâîðèìûé â âîäå îñàäîê Ag2S. Îä-
íàêî ñóëüôèäû ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ è àáèîãåí-
íî â õîäå õèìè÷åñêîé ðåàêöèè. Èçâåñòíî, ÷òî â
ðàñòâîðå ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 îáðàçóåòñÿ
êîìïëåêñíîå ðàñòâîðèìîå â âîäå ñîåäèíåíèå
Na3[Ag(S2O3)2]3–, ñïîñîáíîå ê äèñïðîïîðöèîíè-
ðîâàíèþ ñ îáðàçîâàíèåì ðàñòâîðèìûõ ñóëüôà-
òîâ/ñóëüôèòîâ (Na2SO4/Na2SO3) è íåðàñòâîðèìîãî
Ag2S [21].

Â ñâÿçè ñ ýòèì ïîíÿòíî, ÷òî ñóùåñòâóåò íå-
îáõîäèìîñòü ó÷èòûâàòü âêëàä àáèîãåííûõ õèìè-
÷åñêèõ ðåàêöèé â ïðîöåññ îáðàçîâàíèÿ íàíî÷à-
ñòèö Ag2S. Â ðàáîòàõ ïî ïîëó÷åíèþ ñóëüôèäîâ
ìåòàëëîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì òèîñóëüôàòà íàòðèÿ
áèîëîãè÷åñêèì ìåòîäîì ïîäîáíàÿ âîçìîæíîñòü
íå îáñóæäàåòñÿ. Îäíàêî ðàíåå ìû ïðîäåìîíñòðèðî-
âàëè, ÷òî è â îòñóòñòâèå êëåòîê S. oneidensis MR-1 â
ðàñòâîðå ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 îáðàçóåòñÿ íå-
ðàñòâîðèìûé ÷åðíûé îñàäîê, ñîñòîÿùèé èç àãëî-
ìåðèðîâàííûõ íàíî÷àñòèö ðàçëè÷íîãî ðàçìåðà.
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Ïðè íàëè÷èè æå òàêèõ êëåòîê â ðàñòâîðå ñîëåé îá-
ðàçóþòñÿ ñòàáèëüíûå íàíî÷àñòèöû Ag2S, ñîäåð-
æàùèå áåëêè íà ïîâåðõíîñòè. Òàêèì îáðàçîì, ìû
ñ÷èòàåì, ÷òî â óêàçàííîé äâóõêîìïîíåíòíîé ñèñ-
òåìå êëåòêè S. oneidensis MR-1 ÿâëÿþòñÿ òîëüêî
äîíîðàìè áåëêîâ, ñòàáèëèçèðóþùèõ ñóñïåíçèè, â
òî âðåìÿ êàê ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ Ag2S ïðîèñõî-
äèò àáèîãåííî [15].

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ íàìè áûëè ïîëó÷å-
íû è èññëåäîâàíû íàíî÷àñòèöû Ag2S ïðè èíêó-
áàöèè êëåòîê S. oneidensis MR-1 â âîäíîì ðàñ-
òâîðå ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 [22, 23]. Ôîðìà íà-
íî÷àñòèö áûëà áëèçêà ê ñôåðè÷åñêîé, äèàìåòð
ñîñòàâëÿë 8±2 íì, àòîìíîå ñîîòíîøåíèå ñåðåáðà
è ñåðû â íèõ áûëî ðàâíî 2:1, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
õèìè÷åñêîé ôîðìóëå Ag2S. Áûë èñïîëüçîâàí ìå-
òîä áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö Ag2S [15], êîòîðûé â
äàííîé ñòàòüå äëÿ óäîáñòâà èçëîæåíèÿ ìû áóäåì
íàçûâàòü «ñòàíäàðòíûì». Ñîãëàñíî ýòîìó ìåòî-
äó, øòàìì âûðàùèâàëè â ñðåäå LB, äâàæäû îò-
ìûâàëè êëåòêè äåèîíèçîâàííîé âîäîé ïðè öåíò-
ðèôóãèðîâàíèè, çàòåì ñóñïåíçèþ êëåòîê ïåðåíî-
ñèëè â ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 1 ìM AgNO3 è 1 ìM
Na2S2O3, è èíêóáèðîâàëè ñìåñü â òå÷åíèå 48 ÷
ïðè 30°Ñ. Âûõîä íàíî÷àñòèö ïðè ýòîì ñîñòàâëÿë
~ 35–40% îò ìàññû ââåäåííîãî ñåðåáðà. Ïóòåì
èíêóáàöèè â òå÷åíèå 96 ÷ ïðè òåìïåðàòóðå 24°Ñ
âûõîä ìîæíî áûëî ïîâûñèòü äî 50%.

Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ ôèçèêî-õèìè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåá-
ðà, èõ ðåçèñòåíòíîñòè ê àãðåãàöèè ïðè âîçäåéñò-
âèè ðÿäà ôàêòîðîâ è àíàëèç ñîñòàâà áåëêîâ íà èõ
ïîâåðõíîñòè òðåáîâàëè ïîëó÷åíèÿ çíà÷èòåëüíîãî
êîëè÷åñòâà íàíî÷àñòèö.

Â õîäå ïðîâîäèìîãî èññëåäîâàíèÿ ñòàâè-
ëàñü çàäà÷à ïî îïòèìèçàöèè è óïðîùåíèþ ìåòî-
äà áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö Ag2S, ñ öåëüþ ñîêðà-
ùåíèÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòè ïðîöåññà è ïîâûøå-
íèÿ êîíöåíòðàöèè íàíî÷àñòèö â îáúåìå ðåàêöè-
îííîãî ðàñòâîðà çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ ïàðàìåòðîâ
áèîñèíòåçà. Îäèí èç âîçìîæíûõ ñïîñîáîâ îïòè-
ìèçàöèè ïðîöåññà ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö ñîñòî-
èò â óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè áåëêîâ â ðåàêöè-
îííîì ðàñòâîðå. Ýòîò ïîäõîä ñëåäóåò èç ïðåäëî-
æåííîé íàìè ãèïîòåçû î òîì, ÷òî êëåòêè S. onei-
densis MR-1 â äàííîé äâóõêîìïîíåíòíîé ñèñòå-
ìå ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 èãðàþò ðîëü ïîñòàâ-
ùèêîâ áåëêîâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå àäñîðáèðó-
þòñÿ íà ïîâåðõíîñòè ÷àñòèö, ïðåäîòâðàùàÿ àãðå-
ãàöèþ, à ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ Ag2S ïðîèñõîäèò
àáèîãåííî. Ïîëó÷åííûìè ðåçóëüòàòàìè äàííîé
ðàáîòû àâòîðû ïîïûòàëèñü ïðîâåðèòü âûäâèíó-
òóþ ãèïîòåçó.

ÓÑËÎÂÈß ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀ

Ñòàíäàðòíàÿ ìåòîäèêà ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè

áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåáðà

â âîäíîì ðàñòâîðå ñîëåé AgNO3 (1 ìÌ)

è Na2S2O3 â (1 ìÌ) â ïðèñóòñòâèè êëåòîê

øòàììà S. oneidensis MR-1 [15]

Ñòàíäàðòíûé ïðîòîêîë ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñ-
òèö ìåòîäîì áèîñèíòåçà ñîñòîèòèçíåñêîëüêèõ ýòàïîâ.

1. Øòàìì S. oneidensis MR-1 êóëüòèâèðóþò
íà àãàðèçîâàííîé ñðåäå LB íà ÷àøêàõ Ïåòðè ïðè
30°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷.

2. Êîëîíèè ñî ñðåäû LB ïåðåíîñÿò â êîëáó
îáúåìîì 750 ìë ñî 100 ìë áóëüîíà LB èëè TSB è
êóëüòèâèðóþò â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ íà êðóãîâîé
êà÷àëêå ïðè 220 îá/ìèí â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 30°Ñ.

3. Êëåòêè îñàæäàþò öåíòðèôóãèðîâàíèåì
ïðè 11000 g â òå÷åíèå 20 ìèí è äâàæäû îòìûâàþò
ñ öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñòåðèëüíîé äåèîíèçîâàí-
íîé âîäîé Milli Q.

4. Ãîòîâÿò ñóñïåíçèþ êëåòîê â äåèîíèçî-
âàííîé âîäå (2 ìë).

5. Ãîòîâÿò ðåàêöèîííûé ðàñòâîð ñîëåé AgNO3
(1 ìÌ) è Na2S2O3 (1 ìÌ.).

6. Ñóñïåíçèþ êëåòîê (2 ìë) âíîñÿò â êîëáó
îáúåìîì 750 ìë, ñîäåðæàùóþ 100 ìë âîäíîãî
ðàñòâîðà ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3.

7. Êëåòêè èíêóáèðóþò â ðàñòâîðå ñîëåé â
êîëáå â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ íà êðóãîâîé êà÷àëêå
ïðè 220 îá/ìèí è 30°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷.

8. Êëåòêè èç ðåàêöèîííîãî ðàñòâîðà óäàëÿþò
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 11000 g â òå÷åíèå 20 ìèí.
Áåñêëåòî÷íóþ ôðàêöèþ ñîáèðàþò, êëåòêè îòáðà-
ñûâàþò.

9. Áåñêëåòî÷íóþ ôðàêöèþ ïðîïóñêàþò ÷åðåç
ôèëüòð Nucleopore ñ äèàìåòðîì ïîð 200 íì.

10. Èçìåðÿþò ÎÏ ôèëüòðàòà áåñêëåòî÷íîé
ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé íàíî÷àñòèöû Ag2S.

11. Íàíî÷àñòèöû îñàæäàþò èç ôèëüòðàòà ñ
ïîìîùüþ âûñîêîñêîðîñòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ
ïðè 100000 g â òå÷åíèå 1 ÷, äâàæäû îòìûâàþò âîäîé
Milli Q ñ öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òåõ æå óñëîâèÿõ.

12. Ïîëó÷åííûå íàíî÷àñòèöû ðåñóñïåíçè-
ðóþò â 1 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû.

Îïòèìèçèðîâàííàÿ ìåòîäèêà ïðîâåäåíèÿ

ðåàêöèè áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà

ñåðåáðà â æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå,

ñîäåðæàùåé êëåòêè øòàììà S. oneidensis MR-1

è ñîëè AgNO3 (1 ìÌ) è Na2S2O3 (1 ìÌ)

Ýòàïû 1, 2 îïòèìèçèðîâàííîãî ïðîòîêîëà
ñîîòâåòñòâîâàëè ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Ìû èñêëþ-
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÷èëè èç ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêè ýòàïû 3–6, çàìå-
íèâ èõ ââåäåíèåì âîäíûõ ðàñòâîðîâ ñîëåé AgNO3
è Na2S2O3 â ýêâèìîëÿðíûõ êîëè÷åñòâàõ äî êîí-
öåíòðàöèè, ïðåäóñìîòðåííîé ýêñïåðèìåíòîì, íå-
ïîñðåäñòâåííî â æèäêóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, ñî-
äåðæàùóþ âûðîñøèå êëåòêè (ÊÆ). Äàëüíåéøèå
ýòàïû âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè íàíî÷àñòèö (7–12) ñîîò-
âåòñòâîâàëè ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå.

Ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö

Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ôèëüòðàòà áåñ-

êëåòî÷íîé ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé Ag2S, èçìåðÿëè
â ÓÔ-âèäèìîé îáëàñòè ñïåêòðà íà êîëîðèìåòðå
ôîòîýëåêòðè÷åñêîì êîíöåíòðàöèîííîì (ÊÔÊ-2ÌÏ)
ïðè äëèíå âîëíû 590 íì. Êëåòêè S. oneidensis
MR-1 âûðàùèâàëè íà ñðåäå LB, êîíöåíòðàöèÿ
êàæäîé èç ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 â ñðåäå ñîñòàâ-
ëÿëà 1 ìÌ, ðàñòâîðû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 48 ÷
ïðè 30 °Ñ. Ïðè îïòèìèçèðîâàííîé ìåòîäèêå â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÎÏ ôèëüòðàòà
èñïîëüçîâàëè íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü, ïîëó÷åí-
íóþ ïîñëå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ ôèëüòðàòà,
ïîñêîëüêó ôèëüòðàò ìîã ñîäåðæàòü áèîîðãàíè÷å-
ñêèå ìîëåêóëû, ñïîñîáíûå ïîãëîùàòü ñâåò ïðè
ýòîé äëèíå âîëíû.

Âåñîâîé ìåòîä ðàñ÷åòà âûõîäà íàíî÷à-

ñòèö. Âûõîä íàíî÷àñòèö Ag2S ðàññ÷èòûâàëè âå-
ñîâûì ìåòîäîì ïî îòíîøåíèþ ê ñåðåáðó, ââåäåí-
íîìó â ðåàêöèþ. Â êà÷åñòâå ïðèìåðà ïðèâîäèì
ðàñ÷åò âûõîäà íàíî÷àñòèö èç îáðàçöà, ïîëó÷åííî-
ãî ïî îïòèìèçèðîâàííîìó ìåòîäó ïðè êîíöåíòðà-
öèè ñîëåé 10 ìÌ AgNO3 è 10 ìÌ Na2S2O3 â ñðåäå
LB. Â ýêñïåðèìåíòå èñïîëüçîâàëè 100 ìë ðåàêöè-
îííîãî ðàñòâîðà ïîñëå ôèëüòðàöèè (îáðàçåö ¹1).
Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíîãî îáðàçöà èñïîëüçîâàëè
100 ìë ôèëüòðàòà, ïîëó÷åííîãî â îòñóòñòâèå êëå-
òîê (îáðàçåö ¹2). Îáúåì êàæäîãî èç îáðàçöîâ íà-
íî÷àñòèö, ïîëó÷åííûõ ïîñëå ïîñëåäíåãî âûñîêî-
ñêîðîñòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, ñîñòàâëÿë 1,0 ìë.
Íà ïîêðîâíûå ñòåêëà äëÿ ìèêðîñêîïèè, äîâåäåí-
íûå äî ïîñòîÿííîé ìàññû, íàíîñèëè ïî 100 ìêë èç
îáðàçöîâ ¹1 è ¹2 â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ äëÿ êàæ-
äîãî îáðàçöà. Ñòåêëà ñ íàíåñåííûìè îáðàçöàìè
âûñóøèâàëè äî ïîñòîÿííîé ìàññû è âçâåøèâàëè.
Ðàçíèöà ìåæäó ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè îïûòà è
êîíòðîëÿ óêàçûâàëà íà ñîäåðæàíèå Ag2S â 1 ìë
ðåàêöèîííîé ñìåñè è ñîñòàâëÿëà 1,8 ìã, ò.å êîí-
öåíòðàöèÿ Ag2S áûëà ðàâíà 18 ìã/ìë. Â 18 ìã íà-
íî÷àñòèö Ag2S ñîäåðæèòñÿ 15,7 ìã ñåðåáðà. Â ýêñ-
ïåðèìåíò ââîäèëè 100 ìë 10 ìÌ ðàñòâîðà AgNO3,
ò.å. îáùåå êîëè÷åñòâî ñåðåáðà, ââåäåííîå â îïûò,
áûëî 108 ìã. Ñëåäîâàòåëüíî, êîëè÷åñòâî ñåðåáðà,

âêëþ÷åííîå â ñîñòàâ íàíî÷àñòèö Ag2S, ñîñòàâëÿ-
ëî 14,5% îò âíåñåííîãî êîëè÷åñòâà; ýòà âåëè÷èíà
õàðàêòåðèçóåò âûõîä íàíî÷àñòèö â ðàñ÷åòå íà ââå-
äåííîå â ðåàêöèþ ñåðåáðî.

Ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêîïèÿ

Äëÿ àíàëèçà è õàðàêòåðèñòèêè ïîëó÷åííûõ
íàíî÷àñòèö ïðèìåíÿëè ìåòîä àíàëèòè÷åñêîé ïðî-
ñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÏÝÌ).
Ïîäãîòîâêà îáðàçöîâ äëÿ ÏÝÌ âêëþ÷àëà ñëåäóþ-
ùèå ýòàïû: ñóñïåíçèþ íàíî÷àñòèö (3 ìêë) íàíîñè-
ëè íà ìåäíóþ ñåòêó ñ ïîäëîæêîé èç äûð÷àòîãî óã-
ëåðîäà, íà êîòîðûé íàíåñåí óëüòðàòîíêèé óãëå-
ðîäíûé ñëîé (Ted Pella Inc, ÑØÀ), è èíêóáèðîâàëè
îêîëî 30 ñ; çàòåì èçáûòîê æèäêîñòè óäàëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãè è îáðàçåö âûñó-
øèâàëè. Ýëåìåíòíûé ñîñòàâ íàíî÷àñòèö áûë ïîä-
òâåðæäåí ñ ïîìîùüþ ÝÄÑ, ÷òî ïîçâîëèëî, èñïîëü-
çóÿ âûñîêîå ïðîñòðàíñòâåííîå ðàçðåøåíèå ìåòîäà
ïîëó÷èòü èíôîðìàöèþ îá ýëåìåíòíîì ñîñòàâå íà-
íî÷àñòèö. Ñêàíèðîâàíèå îáðàçöà (îòäåëüíîé ÷àñ-
òèöû) ïðîèçâîäèëè ýëåêòðîííûì ëó÷îì äèàìåòðà
10 íì. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè íà ïðîñâå÷èâàþùåì
ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå JEM2100 c êàòîäîì èç
ãåêñàáîðèäà ëàíòàíà (LaB6) (JEOL, ßïîíèÿ) è
ðåíòãåíîâñêèì äåòåêòîðîì X-Max (ïðîãðàììíûé
ïàêåò INCA, Oxford Instruments, Âåëèêîáðèòàíèÿ)
ïðè óñêîðÿþùåì íàïðÿæåíèè 200 êÂ. Ðåãèñòðàöèþ
ýíåðãîäèñïåðñèîííûõ ðåíòãåíîâñêèõ ñïåêòðîâ
ïðîâîäèëè â äèàïàçîíå ýíåðãèé ðåíòãåíîâñêîãî èç-
ëó÷åíèÿ îò 0 äî 10 êýÂ.

ÏÝÌ âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ âûäåëåííûõ
íàíî÷àñòèö ïðîâîäèëè íà ìèêðîñêîïå JEM-2100F
(JEOL), îñíàùåííîì êîððåêòîðîì ñôåðè÷åñêèõ
àáåððàöèé. Ðàçìåð ÷àñòèö àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ äëÿ îáðàáîòêè
èçîáðàæåíèé Image J, èçìåðÿÿ íàèìåíüøèé è íàè-
áîëüøèé ëèíåéíûé ðàçìåð ÷àñòèö íà ïîëó÷åííûõ
ÏÝÌ-èçîáðàæåíèÿõ. Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçè-
ðîâàëè ïðèìåðíî 100 ÷àñòèö. Ãèñòîãðàììû ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ ÷àñòèö ïî ðàçìåðó ñòðîèëè â ïðîãðàì-
ìå Origin 8.5.

Ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ

â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ

Ïðîöåäóðó ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ëýììëè
[24] â 12,5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå. Â êà÷åñò-
âå ñòàíäàðòîâ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû èñïîëüçîâàëè
ïðåäîêðàøåííûå áåëêîâûå ìàðêåðû Fermentas
#SM0671 (Ëèòâà).
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ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Îäíèì èç âîçìîæíûõ ñïîñîáîâ îïòèìèçà-
öèè ïðîöåññà ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö ÿâëÿåòñÿ óâå-
ëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè áåëêîâ â ðåàêöèîííîì ðàñ-
òâîðå. Ýòîò ïîäõîä ñëåäóåò èç ïðåäëîæåííîé àâòî-
ðàìè ãèïîòåçû î òîì, ÷òî êëåòêè S. oneidensis MR-1
â äàííîé äâóõêîìïîíåíòíîé ñèñòåìå ðåàêöèîííûõ
ñîëåé (AgNO3 è Na2S2O3) èãðàþò ðîëü ïîñòàâùè-
êîâ áåëêîâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå àäñîðáèðóþòñÿ íà
ïîâåðõíîñòè ÷àñòèö, ïðåäîòâðàùàÿ àãðåãàöèþ, à
ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ Ag2S ïðîèñõîäèò àáèîãåííî.

Ñòàíäàðòíûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö
Ag2S â ðàñòâîðå ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 â ïðèñóò-
ñòâèè áàêòåðèè S. oneidensis MR-I [15] ïðåäïîëàãà-
åò áèîñèíòåç íàíî÷àñòèö â ðàñòâîðå ñîëåé â ïðè-
ñóòñòâèè êëåòîê, âûðîñøèõ â áîãàòûõ ïèòàòåëü-
íûõ ñðåäàõ è äâàæäû îòìûòûõ äåèîíèçîâàííîé
âîäîé îò êîìïîíåíòîâ ñðåäû è áåëêîâ, êîòîðûå íà-
êàïëèâàþòñÿ â êóëüòóðå â ïðîöåññå âûðàùèâàíèÿ
øòàììà. Îòìûâàÿ êëåòêè, ìû óìåíüøàåì â ðåàê-
öèîííîé ñìåñè ïóë áåëêîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ îáðà-
çîâàíèÿ íàíî÷àñòèö. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñõåìà ïî-
ëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö áûëà èçìåíåíà – èç ñòàíäàðò-
íîé ìåòîäèêè èñêëþ÷åíû ñòàäèè îòìûâêè êëåòîê
îò ñðåäû è ðàñòâîðû ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 â êîí-

öåíòðàöèÿõ, ñîîòâåòñòâóþùèõ çàäà÷àì ýêñïåðè-
ìåíòà, ââîäÿòñÿ íåïîñðåäñòâåííî â ÊÆ (ñì. ðàçäåë
«ÓÑËÎÂÈß ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀ»).

Èñõîäíûå ñðåäû LB è TSB áûëè ïðîâåðåíû
íà íàëè÷èå áåëêîâûõ ìîëåêóë, êîòîðûå ìîãëè áû àä-
ñîðáèðîâàòüñÿ íà ïîâåðõíîñòè íàíî÷àñòèö. Ñîñòàâ
áåëêîâ àíàëèçèðîâàëè òàêæå ïîñëå êóëüòèâèðîâà-
íèÿ â ýòèõ ñðåäàõ êëåòîê S. oneidensis MR-1 (ðèñ. 1).

Êàê âèäíî èç ðåçóëüòàòîâ, â èñõîäíûõ ñðåäàõ
LB (1) è TSB (3) îòñóòñòâóþò áåëêîâûå ìîëåêóëû,
òîãäà êàê â ýòèõ æå ñðåäàõ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
øòàììà ñîäåðæàòñÿ áåëêè ðàçëè÷íîé ìîëåêóëÿðíîé
ìàññû (2, 4). Êà÷åñòâåííûé ñîñòàâ áåëêîâ â ñðåäàõ
LB è TSB ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàììà ïðàêòè-
÷åñêè èäåíòè÷åí, îäíàêî ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî â ñðå-
äå TSB ïðåîáëàäàþò áîëåå âûñîêîìîëåêóëÿðíûå
êîìïîíåíòû.

Ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåññà áèîñèíòåçà íàíî-
÷àñòèö îöåíèâàëè äâóìÿ ñïîñîáàìè, èçìåðÿÿ îï-
òè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ôèëüòðàòà, à òàêæå âåñîâûì
ñïîñîáîì, â ðàñ÷åòå íà ââåäåííîå â ðåàêöèþ ñå-
ðåáðî (ñì. «ÓÑËÎÂÈß ÝÊÑÏÅÐÈÌÅÍÒÀ»). Íà
ðèñ. 2 ïîêàçàíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïðî-
âåäåííûõ ïî ñòàíäàðòíîé è îïòèìèçèðîâàííîé
ìåòîäèêàì, îòðàæàþùèå ýôôåêòèâíîñòü áèîñèí-
òåçà íàíî÷àñòèö Ag2S, âûðàæåííóþ ÷åðåç ÎÏ.
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
èñõîäíûõ ñðåä LB (1), è TSB (3) è ÊÆ ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ
øòàììà S. oneidensis MR-1 â ñðåäå LB (2) è TSB (4) â òå÷åíèå 24 ÷

Fig. 1.PAG electrophoresis of LB (1) and TSB (3) starting
media and culture liquids after growing in them for 24 h of S. oneiden-
sis MR-1 strain in LB (2) and TSB (4) for 24h

Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ôèëüòðàòîâ,
ñîäåðæàùèõ íàíî÷àñòèöû Ag2S, îò ìåòîäà áèîñèíòåçà: 1 – ñòàí-
äàðòíûé ìåòîä (âûõîä íàíî÷àñòèö ïî ñåðåáðó ~ 35–40%); 2 – îï-
òèìèçèðîâàííûé ìåòîä (âûõîä íàíî÷àñòèö ïî ñåðåáðó ~ 50–60%)

Fig. 2. Optical density of filtrates containing Ag2S
nanoparticles depending on method of preparation: (1), conventional
method; and (2), optimized method. Yields of nanoparticles in terms
of silver were ~ 35–40% and ~ 50–60%, respectively



Êàê âèäíî èç ãèñòîãðàììû, èñïîëüçîâàíèå
îïòèìèçèðîâàííîé ìåòîäèêè ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü
ÎÏ ïîëó÷åííîãî ôèëüòðàòà â ñðåäíåì íà 15–20%
ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûì ïðîòîêîëîì. Ýòè
äàííûå êîððåëèðóþò ñ ðåçóëüòàòàìè ïî îöåíêå
ýôôåêòèâíîñòè áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö, ðàññ÷è-
òàííûìè âåñîâûì ìåòîäîì ïî êîëè÷åñòâó ââåäåí-
íîãî â ðåàêöèþ ñåðåáðà: âûõîä íàíî÷àñòèö, ïîëó-
÷åííûõ ïî îïòèìèçèðîâàííîé ìåòîäèêå, ñîñòàâ-
ëÿë â ñðåäíåì 50–60%, ÷òî íà 15–20% âûøå, ÷åì
ïî ñòàíäàðòíîé (ñì. ïîäïèñü ê ðèñ. 2). Ïðîäîëæè-
òåëüíîñòü ïðîöåññà ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö ñóùå-
ñòâåííî ñîêðàòèëàñü; ðåçóëüòàòû áûëè ñòàáèëüíû
â ðàçëè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ. Òàêèì îáðàçîì, óâå-
ëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè áåëêîâ â ðåàêöèîííîì ðàñ-
òâîðå ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè
áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö, ÷òî ïîäòâåðæäàåò âûäâè-
íóòóþ íàìè ãèïîòåçó.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç âëèÿ-
íèÿ êîíöåíòðàöèè èñòî÷íèêîâ ñîëåé (AgNO3 è
Na2S2O3) â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå íà âûõîä íàíî-
÷àñòèö ïðè îïòèìèçèðîâàííîì ìåòîäå ïîëó÷åíèÿ.
Áûëè èñïîëüçîâàíû ðàçëè÷íûå, íî ýêâèìîëÿðíûå
êîíöåíòðàöèè ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3, ìÌ: 1 è 1; 2
è 2; 10 è 10; 40 è 40, ñîîòâåòñòâåííî. Ðàñòâîðû ñî-
ëåé â ñîîòâåòñòâóþùåé êîíöåíòðàöèè â äåèîíèçî-
âàííîé âîäå (5 ìë) áûëè êàïåëüíî-äðîáíûì ïóòåì
ââåäåíû â êîëáû ñ ÊÆ ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøè-
âàíèè. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè àçîòíîêèñ-
ëîãî ñåðåáðà öâåò ÊÆ èçìåíÿëñÿ îò ñâåòëî- ê òåì-
íî-êîðè÷íåâîìó. Ïîñëå 48 ÷ èíêóáàöèè ÊÆ ïðèîá-
ðåòàëà íàñûùåííûé êîðè÷íåâûé öâåò. Íàèáîëåå
òåìíûìè áûëè ñóñïåíçèè ñ êîíöåíòðàöèåé êàæäîé
ñîëè 40 ìÌ. Îäíàêî ïîñëå îñàæäåíèÿ êëåòîê è
ïðîïóñêàíèÿ áåñêëåòî÷íîãî ðàñòâîðà ÷åðåç ôèëüòð
ñ äèàìåòðîì ïîð 200 íì íàèáîëåå òåìíûì îêàçàëñÿ
ôèëüòðàò èç ïðîáû ñ êîíöåíòðàöèåé êàæäîé ñîëè
10 ìÌ. Ôèëüòðàò ñ ñîäåðæàíèåì ñîëåé ïî 40 ìÌ
áûë ñàìûì ñâåòëûì, ÷òî óêàçûâàåò íà íèçêóþ ýô-

ôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö ïðè äàííîé
âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ñîëåé (ðèñ. 3). Â ýòèõ óñëî-
âèÿõ îáðàçîâàâøèéñÿ â ðåçóëüòàòå õèìè÷åñêîé ðå-
àêöèè Ag2S àãðåãèðîâàë è âûïàäàë â îñàäîê ïðè
îñàæäåíèè êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàíèåì.

Ýòîò ðåçóëüòàò ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîæíî
îáúÿñíèòü òåì, ÷òî äëÿ îïòèìàëüíîãî îáðàçîâà-
íèÿ íàíî÷àñòèö íåîáõîäèìà îïðåäåëåííàÿ ñêî-
ðîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ðåàãåíòîâ. Åñëè êîíöåíòðà-
öèÿ ñîëåé ñëèøêîì âûñîêà, òî ñêîðîñòü îáðàçîâà-
íèÿ ÷àñòèö Ag2S òàêæå âåëèêà, íî ïðè ýòîì áåëêè
íå óñïåâàþò ñîðáèðîâàòüñÿ íà èõ ïîâåðõíîñòè
èëè êîëè÷åñòâî ýòèõ áåëêîâ íåäîñòàòî÷íî äëÿ
ôîðìèðîâàíèÿ ñòàáèëüíûõ íàíî÷àñòèö. Ýòè äàí-
íûå êîððåëèðóþò ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè â
ðàáîòå [10], â êîòîðîé ðàññìàòðèâàåòñÿ âëèÿíèå
êîíöåíòðàöèè èñòî÷íèêà èîíîâ ñåðåáðà AgNO3
íà ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåññà áèîñèíòåçà íàíî÷à-
ñòèö ñåðåáðà ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòîê Fusarium
oxysporum. Àâòîðàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè óâåëè-
÷åíèè êîíöåíòðàöèè AgNO3 îò 1 äî 5 ìÌ âûõîä
íàíî÷àñòèö âîçðàñòàåò, îäíàêî ïðè 10 ìÌ ïðîèñ-
õîäèò ðåçêîå óìåíüøåíèå èõ ñîäåðæàíèÿ.

Â òàáëèöå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðè-
ìåíòîâ ïî îöåíêå âëèÿíèÿ êîíöåíòðàöèè ðåàêöèîí-
íûõ ñîëåé íà ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷à-
ñòèö Ag2S îïòèìèçèðîâàííûì ìåòîäîì. Ìàññó
íàíî÷àñòèö îïðåäåëÿëè â ñóñïåíçèè, ïîëó÷åííîé
ïîñëå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ 100 ìë ôèëüòðà-
òà, îáúåì êîòîðîé áûë äîâåäåí äî 1 ìë. Êàê âèäíî
èç ðåçóëüòàòîâ, óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ñîëåé â
ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ
êîíöåíòðàöèè íàíî÷àñòèö â ñðåäå. Îäíàêî íåò
ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíîé çàâèñèìîñòè ìåæäó
êîíöåíòðàöèåé â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå ñîëåé è
íàíî÷àñòèö. Ïðè ýòîì, êàê ñëåäóåò èç ïîëó÷åííûõ
äàííûõ, ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè ñîëåé âû-
õîä íàíî÷àñòèö, ðàññ÷èòàííûé ïî ñåðåáðó, ñíè-
æàåòñÿ. Òåì íå ìåíåå, äëÿ ëàáîðàòîðíîé ðàáîòû
âàæíåå ïîëó÷èòü ôèëüòðàò, ñîäåðæàùèé íàíî÷à-
ñòèöû Ag2S â áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè, óâå-
ëè÷èâ ñîäåðæàíèå ñîëåé â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî êîíöåíòðà-
öèÿ ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3 â ðåàêöèîííîì ðàñ-
òâîðå ñóùåñòâåííî âëèÿåò íà áèîñèíòåç íàíî÷àñ-
òèö Ag2S â îïòèìèçèðîâàííîé ñèñòåìå, îäíàêî
ìåõàíèçì ýòîãî âëèÿíèÿ äî êîíöà íå èçó÷åí.

Ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè òàêæå ýôôåêò ñðåäû
äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàììà S. oneidensis MR-1
íà áèîñèíòåç íàíî÷àñòèö ïðè èñïîëüçîâàíèè îï-
òèìèçèðîâàííîé ìåòîäèêè. Êëåòêè âûðàùèâàëè
íà ñòàíäàðòíîé ñðåäå LB è ñðåäå TSB, êîòîðàÿ çà-
ÿâëåíà â ìåæäóíàðîäíîì ïàñïîðòå êàê îïòèìàëü-
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Ðèñ. 3. Ôèëüòðàòû ÊÆ, ïîëó÷åííîé ïðè êóëüòèâèðîâà-
íèè S. oneidensis MR-1 â LB ñðåäå, ñîäåðæàùåé ðàçëè÷íûå
êîíöåíòðàöèè êàæäîé èç ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3, ìÌ: 1 , 2 ,
10 è 40

Fig. 3. CL filtrates after culturing of S. oneidensis MR-1
in LB medium containing various AgNO3 and Na2S2O3

concentrations, mM: 1 , 2 , 10 è 40 of each



íàÿ ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàììà S. onei-
densis MR-1. Êàê âèäíî èç òàáëèöû, âûõîä è êîí-
öåíòðàöèÿ íàíî÷àñòèö â ðåàêöèîííîì ðàñòâîðå
áûëà íåñêîëüêî âûøå ïðè èñïîëüçîâàíèè êëåòîê,
âûðàùåííûõ íà ñðåäå TSB, îñîáåííî ïðè èñïîëü-

çîâàíèè ñîëåé â êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ êàæäîé. Òà-
êèì îáðàçîì, ñîñòàâ ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ
øòàììà òàêæå âëèÿåò íà ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåññà
áèîñèíòåçà è ìîæíî óâåëè÷èòü êîíöåíòðàöèþ íà-
íî÷àñòèö, èçìåíÿÿ ýòîò ôàêòîð.
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Âëèÿíèå êîíöåíòðàöèè ñîëåé è ñîñòàâà ñðåäû íà ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö

ñóëüôèäà ñåðåáðà îïòèìèçèðîâàííûì ìåòîäîì

Effect of media composition and salts concentrations on the biosynthesis efficiency of silver sulfide

nanoparticles by optimized method

Êîíöåíòðàöèÿ
AgNO3 è Na2S2O3, ìÌ

Âûõîä íàíî÷àñòèö, ðàññ÷èòàííûé
ïî ñåðåáðó, %

Êîíöåíòðàöèÿ íàíî÷àñòèö
â ñóñïåíçèè, ìã/ìë

LB TSB LB TSB

1 è 1 50–55 55–63 6,2–6,8 6,8–7,8

2 è 2 41,6–46,3 48,6–53,7 10,0–11,5 12,0–13,4

10 è 10 13,3–14,5 18,0–18,5 16,5–18,0 22,5–23,0

40 è 40 Âåëè÷èíà ïðåíåáðåæèìî ìàëà

Ðèñ. 4. Õàðàêòåðèñòèêà íàíî÷àñòèö Ag2S, ïîëó÷åí-
íûõ ïî îïòèìèçèðîâàííîìó ìåòîäó ïðè êîíöåíòðàöèè êàæ-
äîé èç ñîëåé AgNO3 è Na2S2O3.10 ìÌ: a – ÏÝÌ-èçîáðàæåíèå
íàíî÷àñòèö; b – ÝÄÑ-ãðóïïû íàíî÷àñòèö; c – ãèñòîãðàììà ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö ïî ðàçìåðàì

Fig. 4. Characteristics of nanoparticles obtained by
optimized method at 10 mM concentration of each of AgNO3 and
Na2S2O3: (a), TEM image of nanoparticles; (b), energy dispersive
X-ray spectrum of a nanoparticle groups; and (c), histogram of
nanoparticle size distribution



Ïðîâåäåí àíàëèç âëèÿíèÿ äëèòåëüíîñòè
êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàììà íà ñðåäàõ LB è TSB íà
ýôôåêòèâíîñòü áèîñèíòåçà íàíî÷àñòèö. Â ïðîöåñ-
ñå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÊÆ íàêàïëèâàþòñÿ áåëêè
ðàçëè÷íîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Íàëè÷èå ýòèõ
áåëêîâ ñïîñîáñòâóåò ýôôåêòèâíîìó îáðàçîâàíèþ
íàíî÷àñòèö ïðè ââåäåíèè ðàñòâîðîâ ñîëåé AgNO3
è Na2S2O3 íåïîñðåäñòâåííî â ÊÆ. Êóëüòóðà S. onei-
densis MR-1 âñòóïàëà â ñòàöèîíàðíóþ ôàçó ðîñòà
ê 24-ìó ÷àñó âûðàùèâàíèÿ â æèäêèõ ïèòàòåëüíûõ
ñðåäàõ. Øòàìì S. oneidensis MR-1 êóëüòèâèðîâà-
ëè íà ñðåäå LB â òå÷åíèå 24 ÷; 48 è 72 ÷ è ïîëó÷àëè
íàíî÷àñòèöû ïî îïòèìèçèðîâàííîé ìåòîäèêå ïðè
êîíöåíòðàöèè êàæäîé èç ñîëåé 1 ìÌ. Êîíöåíòðà-
öèþ íàíî÷àñòèö îïðåäåëÿëè ïî ÎÏ ôèëüòðàòîâ
ïðè ðàçëè÷íîì âðåìåíè êóëüòèâèðîâàíèÿ øòàì-
ìà. Ïîêàçàíî, ÷òî ÎÏ âñåõ îáðàçöîâ áûëà ïðàêòè-
÷åñêè îäèíàêîâîé. Ýòè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà
òî, ÷òî êîëè÷åñòâî áåëêà â ñðåäå ê 24-ìó ÷àñó äî-
ñòèãàåò ìàêñèìóìà è äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâà-
íèå íå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè
áåëêà, êîòîðûé ìîæåò àäñîðáèðîâàòüñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè íàíî÷àñòèö. Ïîýòîìó âûõîä íàíî÷àñòèö
ïðàêòè÷åñêè íå óâåëè÷èâàåòñÿ ïîñëå äîñòèæåíèÿ
êóëüòóðîé ñòàöèîíàðíîé ôàçû ðîñòà.

Êàê îáñóæäàëîñü âûøå, ôîðìà è ðàçìåð íà-
íî÷àñòèö ìîãóò çàâèñåòü îò óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ
ðåàêöèè áèîñèíòåçà. Ïðîâåäåí àíàëèç íàíî÷à-
ñòèö, ïîëó÷åííûõ ïî îïòèìèçèðîâàííîé ñõåìå
ïðè êîíöåíòðàöèè êàæäîé ñîëè AgNO3 è Na2S2O3
10 ìÌ, ìåòîäàìè ÏÝÌ è ÝÄÑ. Íà ðèñ. 4, a âèäíî,
÷òî ôîðìà íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåáðà áëèçêà ê
ñôåðè÷åñêîé; àòîìíîå ñîîòíîøåíèå ñåðåáðà è ñå-
ðû ñîñòàâëÿëî 2:1 (ñì. ðèñ. 4, b). Íà ãèñòîãðàììå
ðàñïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö Ag2S ïî ðàçìåðàì (ñì.
ðèñ. 4, c) âèäíî, ÷òî èõ âåëè÷èíà âàðüèðóåò îò 4 äî
10 íì, à ñðåäíèé ðàçìåð ñîñòàâëÿåò 7,5 ± 1,5 íì.
Ýòè äàííûå êîððåëèðóþò ñ ïîëó÷åííûìè íàìè
ðàíåå ðåçóëüòàòàìè ïî îöåíêå ôîðìû è ðàçìåðà
íàíî÷àñòèö ñóëüôèäà ñåðåáðà, ñèíòåçèðîâàííûõ
ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì [22]. Òàêèì îáðàçîì, èñ-
ïîëüçîâàíèå îïòèìèçèðîâàííîé ñõåìû è óâåëè÷å-
íèå êîíöåíòðàöèè ñîëåé â ðåàêöèîííîé ñìåñè íå
ïðèâîäÿò ê èçìåíåíèþ ðàçìåðà, ôîðìû è ñîñòàâà
íàíî÷àñòèö, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü äàëüíåé-
øèå èññëåäîâàíèÿ èõ ñâîéñòâ, èñïîëüçóÿ íîâûé
ìåòîä èõ ïîëó÷åíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæ-
êå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäî-
âàíèé (ãðàíò ¹ 16-04-00471). Èññëåäîâàíèÿ ïî
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè îáúåêòîâ ïðîâåäåíû
ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ïðîãðàììû Ïðåçèäèó-

ìà PÀÍ (¹ 24). Èññëåäîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòîäîâ ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêî-
ïèè, â òîì ÷èñëå àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ïðîâîäè-
ëèñü íà îáîðóäîâàíèè ÖÊÏ ÌÃÓ èì. Ì.Â. Ëîìî-
íîñîâà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà
îáðàçîâàíèÿ è íàóêè PÔ.
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Abstract – The method for biosynthesis of silver sulfide nanoparticles using a strain of Shewanella oneidensis MR-1 in an aqueous solu-
tion of silver nitrate and sodium thiosulfate salts has been optimized. The optimization is associated with the biosynthesis of nanopartic-
les directly in the culture medium in the presence of live cells, which increases the yield of nanoparticles by 15–20% and significantly
shortens the whole process of nanoparticles obtaining. It was also shown that the increase in the concentration of sodium thiosulfate and
silver nitrate salts from 1 mM to 10 mM provides the enhancement of the nanoparticles concentration in the reaction solution, whereas
the yield of nanoparticles in terms of silver introduced in the reaction decreases. The nanoparticles obtained by the optimized and con-
ventional methods do not differ in shape, size and chemical composition. It was shown that the efficiency of nanoparticles biosynthesis
depends on the composition of the liquid nutrient medium for the S. oneidensis MR-1 cells growth. The duration of cells culturing in the
nutrient medium over 24 hours fails to intensify the process of biosynthesis.

Key words: biosynthesis, optimization of biosynthesis, Shewanella oneidensis MR-1, silver sulfide nanoparticles.
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