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АЛЮМОСИЛИКАТНЫХ НАНОТРУБОК, В ОТНОШЕНИИ Ps. aeruginosa

© Э. Е. Хуснетденова1, Х. Я. Шахбазова2, А. Р. Сайфутдинова1, А. В. Ставицкая1,*

1 Российский государственный университет нефти и газа им. И. М. Губкина, 
119991, г. Москва, Ленинский пр., д. 65, корп. 1 

2 Санкт-Петербургский государственный университет, 
199034, г. Санкт-Петербург, Университетская наб., д. 7–9 

* E-mail: stavitsko@mail.ru

Поступила в Редакцию 1 апреля 2022 г. 
После доработки 1 сентября 2022 г. 

Принята к публикации 27 октября 2022 г.

В работе предложен метод синтеза наночастиц серебра различного размера in situ на поверхности 
модифицированных аминосиланом природных алюмосиликатных нанотрубок варьированием времени 
реакции восстановления соли серебра дубильной кислотой, которая выступает также в качестве 
стабилизирующего агента для наночастиц серебра. Показано, что варьирование времени реакции 
восстановления позволяет получить наночастицы со средним размером 8, 15, 25 нм. Синтезирован
ные композиты были исследованы в качестве антибактериальных агентов для подавления роста 
Pseudomonas аeruginosa. Показано, что с увеличением размера наночастиц серебра, стабилизиро
ванных на поверхности алюмосиликатных нанотрубок, антибактериальная активность композитов 
существенно возрастает при воздействии излучением видимого диапазона, что связано с эффектом 
поверхностного плазмонного резонанса.
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Для борьбы с устойчивыми к действию антибио-
тиков микроорганизмами в настоящее время исследу-
ются материалы на основе наночастиц серебра, прин-
цип действия которых связан как с высвобождением 
ионов, так и с механическим повреждением мембран 
клеток [1, 2]. Например, в проведенных ранее иссле-
дованиях антибактериальную активность наночастиц 
серебра в отношении Pseudomonas aeruginosa авторы 
связывают с высвобождением ионов серебра с по-
верхности наночастиц [3, 4]. Под действием видимого 
излучения на поверхности наночастиц серебра также 
могут формироваться плазмоны, способствующие об-
разованию активных форм кислорода, что вызывает 
окисление липидов, нарушение структуры ДНК и 
клеточных мембран бактерий [5].

При том, что существуют разные подходы к полу-
чению наночастиц серебра нужного размера с жела-

емыми свойствами, проблема стабилизации частиц 
остается актуальной [6–8]. Одним из способов реше-
ния данной проблемы является стабилизация наноча-
стиц на поверхности носителей. В качестве носителя 
в данной работе предложено использовать природ-
ный наноматериал галлуазит [Al2Si2O5(OH)4·2H2O]. 
Структура галлуазита позволяет проводить направ-
ленную функционализацию поверхности, что позво-
ляет стабилизировать на ней наночастицы различного 
состава [9, 10]. Галлуазит представляет собой алюмо-
силикатные нанотрубки, длина которых составляет 
0.1–2 мкм, внешний диаметр — 50–100 нм, внутрен-
ний диаметр — 10–30 нм, удельная поверхность — 
40–70 м2·г–1 [11]. Галлуазит активно используют в 
качестве наноконтейнера для лекарственных средств, 
биоцидов и других химических веществ с целью уве-
личения времени их высвобождения [3, 12]. 
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Наиболее доступным и широко используемым 
способом синтеза наночастиц серебра является хи-
мическое восстановлении ионов серебра. Выбор вос-
станавливающих агентов в данном случае играет 
решающую роль. В последнее время для одновре-
менного восстановления и стабилизации наночастиц 
применяются полифенолы природного происхож-
дения. В данной работе для этих целей предложено 
использовать дубильную кислоту [13]. Дубильная 
кислота вырабатывается многими растениями, при-
меняется в промышленности, поэтому она может 
быть рассмотрена как восстанавливающий и стаби-
лизирующий агент при масштабировании процесса 
получения наночастиц серебра.

Цель работы — разработка методики синтеза на-
ночастиц серебра in situ на поверхности природных 
алюмосиликатных нанотрубок с использованием ду-
бильной кислоты в качестве восстанавливающего и 
стабилизирующего агента и исследование антибакте-
риальной активности полученных наноматериалов в 
отношении Pseudomonas аeruginosa.

Экспериментальная часть

В работе были использованы: AgNO3 (х.ч., ООО 
«ТД «Химмед»), галлуазит Al2Si2O5(OH)4·2H2O 
(ос.ч., Sigma-Aldrich, кат. № 685445), (3-аминопро-
пил)триэтоксисилан H2N(CH2)3Si(OCH3)3 (ос.ч., 
Sigma-Aldrich, кат. № 919-30-2), дубильная кислота 
C76H52O46 (х.ч., Sigma-Aldrich, кат. № 1401-55-4), 
пероксид водорода H2O2 (40%, АО «ЭКОС-1»), эти-
ловый спирт (ос.ч., АО «ЭКОС-1»).

Модифицирование галлуазита. Нанотрубки галлу-
азита обрабатывали 40%-ным раствором пероксида 
водорода для удаления загрязнений с поверхности и 
сушили при 120°С в течение 24 ч. 1 г предварительно 
очищенного галлуазита диспергировали в 500 мл эти-
лового спирта с использованием ультразвука в тече-
ние 30 мин. В дисперсию при постоянном перемеши-
вании по каплям добавляли раствор (3-аминопропил)
триэтоксисилана в этиловом спирте при массовом 
отношении галлуазит:(3-аминопропил)триэтоксиси-
лан = 5. Смесь перемешивали в закрытой полипро-
пиленовой емкости в течение 6 ч при температуре 
60°С. После реакции силанизации осадок отделяли, 
промывали (цикл повторяли 3 раза) и сушили при 
60°С в течение 24 ч. Полученный модифицирован-
ный носитель (галлуазит–NH2) был использован для 
дальнейших экспериментов.

Синтез наночастиц серебра in situ на поверхности 
модифицированного галлуазита проводили следую-
щим образом: 0.5 г носителя (галлуазит–NH2) диспер-

гировали в 20 мл дистиллированной воды (получена в 
результате однократной дистилляции, аквадистилля-
тор ДЭ-10М, ООО Завод «Электромедоорудование») 
в ультразвуковой бане. К полученной дисперсии до-
бавляли 10 мл водного раствора AgNO3 (1.6 мг·мл–1). 
Смесь галлуазит–NH2 + AgNO3 перемешивали на уль-
тразвуковой бане в течение 30 мин. Далее в систему 
по каплям добавляли 3 мл водного раствора дубиль-
ной кислоты (10 мг·мл–1). Реакцию восстановления 
проводили в течение 30 мин [Ag (8 нм):галлуазит–
NH2], 60 мин [Ag (15 нм):галлуазит–NH2], 15 ч [Ag 
(25 нм):галлуазит–NH2]. Образцы центрифугировали, 
промывали дистиллированной водой (цикл повторяли 
3 раза) и сушили при Т = 60°С в течение 24 ч. 

Морфологию разработанных материалов изуча-
ли с помощью просвечивающего электронного ми-
кроскопа JEM-2100 (JEOL). Образцы, нанесенные 
на медную сетку, анализировали при ускоряющем 
напряжении 200 кВ. Размер частиц определяли с по-
мощью программы ImageJ. Анализ основан на об-
работке 4–5 микрофотографий с обсчетом не менее 
200 наночастиц.

Анализ элементного состава проводили на энер-
годисперсионном спектрометре ARL QUANT X 
(Thermo Fisher Scientific) при атмосферном давле-
нии. Кристаллическую структуру образцов, а так-
же средний размер частиц серебра определяли на 
основании данных рентгенофлуоресцентного ана-
лиза на приборе D8 Discover (Bruker Optik GmbH) 
(CuK-излучение, длина волны 154.2 нм, ускоряющее 
напряжение 40 кВ, катодный ток 40 мА).

Определение ζ-потенциала частиц галлуазита до и 
после модификации проводили на анализаторе разме-
ров частиц SZ-100Z (HORIBA). 

Спектры поглощения в диапазоне 300–600 нм ре-
гистрировали с помощью УФ-ВИД спектрофотометра 
DR 6000 (Hach-Lange). Спектры нормировали по кон-
центрации серебра, за единицу принимали интенсив-
ность поглощения света дисперсией с концентрацией 
серебра 0.3 мг·мл–1.

Для изучения антибактериальной активности 
образцов адаптировали стандартную методику.* 
Испытания проводили в 96-луночных плоскодон-
ных планшетах на свету и в темноте. В качестве 
тест-культуры использовали клинически релевантный 
штамм Pseudomonas aeruginosa, полученный из кол-

* ГОСТ Р ИСО 20776-1-210. Клинические лаборатор-
ные исследования и диагностические тест-системы in vitro. 
Исследование чувствительности инфекционных агентов и 
оценка функциональных характеристик изделий для иссле-
дования чувствительности к антимикробным средствам.
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лекции ФГБОУ ВО «Смоленский государственный 
медицинский университет» Министерства здраво-
охранения Российской Федерации. Бактериальную 
культуру выращивали на твердой питательной сре-
де бульон Мюллера–Хинтона (х.ч., Sigma-Aldrich, 
кат. № 70191). Для исследований методом суспензии 
колоний в стерильном 0.9%-ном растворе хлорида 
натрия (NaCl) (х.ч., Sigma-Aldrich, кат. № 7647-14-5) 
готовили суспензию исследуемого штамма, которую 
доводили до стандарта мутности 0.5 по McFarland, 
что соответствует приблизительно 1.5·108 КОЕ/мл 
бактерий. Затем бактериальную суспензию разбав-
ляли жидкой питательной средой Muller Hinton Broth 
(х.ч., Sigma-Aldrich, кат. № 70192) до требуемого зна-

чения плотности культуры, равного 1.5·106 КОЕ/мл.  
В лунку планшета вносили 100 мкл суспензии ис-
следуемого образца в жидкой питательной среде. 
Концентрация исследуемого материала составляла 
2 мг·мл–1. Лунку инокулировали 100 мкл бактери-
альной суспензии, содержимое лунки перемешивали. 
Планшеты инкубировали при 37°С в течение 18 ч под 
действием видимого излучения или без него. После 
окончания инкубации материал из каждой лунки вы-
сеивали на твердую питательную среду для количе-
ственного подсчета выживших клеток. Степень пода-
вления роста Pseudomonas аeruginosa рассчитывали 
по формуле

 СПР (%) =  ·100%А. (1)

Антибактериальную активность оценивали по 
трем независимым экспериментам, в каждом из ко-
торых было по три повторности (P ˂ 0.05, где P — 
уровень значимости).

Обсуждение результатов

Успешное модифицирование носителя было дока-
зано оценкой поверхностного заряда частиц матери-
алов [13]. ζ-Потенциал суспензии галлуазита в дис-
тиллированной воде до модифицирования составлял 
–45 мВ, модифицирование галлуазита аминосиланом 
привело к увеличению ζ-потенциала носителя до 
+20 мВ. После синтеза наночастиц серебра восста-
новлением соли серебра на поверхности носителя 
с использованием дубильной кислоты все образцы 
показали изменение поверхностного заряда, ζ-потен-
циал составил –40 мВ.

Применение разработанной методики позволило 
получить наночастицы серебра с узким распреде-
лением частиц по размерам на поверхности моди-
фицированного галлуазита (рис. 1). Установлено, 
что в зависимости от продолжительности времени 
синтеза образуются частицы серебра разного размера. 
Проведение синтеза в течение 0.5, 1 и 15 ч приве-
ло к формированию частиц со средними размерами 
8, 15 и 25 нм соответственно. Данные элементного 
анализа показали, что концентрация серебра в об-
разцах увеличивается с увеличением времени ре-
акции. Концентрация серебра в образцах Ag (8 нм): 
:галлуазит–NH2, Ag (15 нм):галлуазит–NH2, Ag 
(25 нм):галлу азит–NH2 составила 1.5, 1.8 и 1.9 мас% 
соответственно.

На рефрактограммах всех полученных образцов 
наблюдаются характеристические пики при 2θ = 19.8, 
24.6, 34.8, 54.5, 62.3° (рис. 2), соответствующие кри-
сталлической решетке галлуазита [8]. На рентгено-
граммах также присутствует пик 2θ = 38°, соответ-
ствующий грани монокристалла серебра (111) [11]. 
Пик наибольшей интенсивности характерен для об-
разца Ag (25 нм):галлуазит–NH2, что свидетельствует 
о большей концентрации кристаллического серебра 
в данном образце.

Антибактериальная активность наночастиц сере-
бра может увеличиваться при возникновении эффекта 
поверхностного плазмонного резонанса [14]. Данный 
эффект возникает вследствие когерентных колебаний 
свободных электронов в атомах серебра под воздей-
ствием излучения определенного диапазона [15, 16]. 
На спектрах поглощения в УФ-ВИД области полу-
ченных материалов присутствуют характерные для 
наночастиц серебра пики с максимумами в области 
420 нм (рис. 3). С ростом размера частиц интенсив-
ность пика поглощения увеличивается, а при росте 
размера частиц серебра с 8 до 25 нм пик плазмонного 
резонанса смещается от 415 к 425 нм. 

Степень подавления роста бактерий зависит от 
размера наночастиц (рис. 4). С увеличением концен-
трации серебра в образцах не наблюдается линейного 
увеличения активности материалов. Наибольшая сте-
пень подавления роста при проведении эксперимента 
в темноте характерна для материала с наименьшим 
размером частиц. Механизм действия в таком случае 
скорее всего обусловлен большей скоростью высво-
бождением ионов серебра из наночастиц меньшего 
размера и возможным механическим повреждением 
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мембран бактериальных клеток [17–19]. При увели-
чении размера частиц степень подавления роста бак-
терий, инкубируемых в отсутствие излучения, снижа-

ется с 30 для образца Ag (8 нм):галлуазит–NH2, до 0% 
для образца Ag (25 нм):галлуазит–NH2. Интересно от-
метить, что при облучении видимым светом тестовых 

Рис. 1. Морфология наноматериалов и распределение частиц серебра по размерам: Ag (8 нм):галлуазит–NH2 (а–в), 
Ag (15 нм):галлуазит–NH2 (г–е), Ag (25 нм):галлуазит–NH2 (ж–и).

Рис. 2. Дифрактограммы образцов: 1 — Ag (8 нм):галлуа-
зит–NH2, 2 — Ag (15 нм):галлуазит–NH2, 3 — Ag (25 нм): 

:галлуазит–NH2.
Рис. 3. Спектры поглощения композитов на основе гал-

луазита и наночастиц серебра различного размера.
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культур, инкубированных в присутствии наномате-
риалов, наблюдается увеличение антибактериальной 
активности образцов с ростом размеров наночастиц 
серебра. При инкубировании бактерий в присутствии 
Ag (25 нм):галлуазит–NH2 под действием видимого 
излучения степень  подавления роста Pseudomonas 
aeruginosa составила 50%.

Выводы

Синтез наночастиц серебра in situ на поверхности 
природных алюмосиликатных нанотрубок галлуазита 
восстановлением нитрата серебра дубильной кис-
лотой позволяет получить наноматериалы, харак-
теризующиеся антибактериальной активностью в 
отношении Pseudomonas аerugenosa. Варьированием 
времени реакции можно регулировать размер частиц 
и, как следствие,  антибактериальную активность на-
номатериалов. Под воздействием видимого излучения 
доминирующую роль в подавлении роста микроор-
ганизмов в присутствии наноматериалов со средним 
размером частиц серебра 18 и 25 нм играет эффект 
поверхностного плазмонного резонанса.
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