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Предложена оптимизация экологически безопасного, природоподобного метода микробного син-
теза наночастиц сульфида кадмия (NPsCdS) в присутствии бактериальных клеток Shewanella onei-
densis MR-1 и Bacillus subtilis 168, увеличивающая выход и концентрацию нанокристаллов в образ-
цах. Биогенные NPsCdS охарактеризованы как квантовые точки размером 5 ± 1 нм, флуоресциру-
ющие в синей области спектра. Проведена сравнительная оценка состава белкового покрытия
биогенных NPsCdS, величины их гидродинамического диаметра, ζ-потенциала, полидисперсности
и показана зависимость ряда параметров от применяемого при биосинтезе вида бактерии. Исследо-
вано влияние вида бактерий на спектры поглощения наночастиц, длину волны и уровень интенсив-
ности флуоресценции. Рассмотрено влияние на электрофоретические и оптические свойства био-
генных наночастиц методик центрифугирования и ультразвуковой обработки как способов увели-
чения монодисперсности коллоидных систем. Представленные результаты подтверждают
перспективность применения биогенных NPsCdS наряду с химически синтезированными нано-
структурами.
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ВВЕДЕНИЕ

Наноразмерные материалы могут быть полу-
чены с использованием различных физических и
химических методов. Однако последние два деся-
тилетия стали свидетелями революционного от-
крытия биосинтеза неорганических наночастиц с
использованием биологических ресурсов – кле-
ток бактерий, грибов или экстрактов растений в
водных растворах соответствующих солей [1, 2].
Процессы биосинтеза наночастиц реализуются в
жидкой среде при температуре, оптимальной для
биологического объекта, при нормальном атмо-
сферном давлении, чаще в аэробных условиях.
Биогенный, “зеленый” синтез экологически без-
опасен, дешев, обладает значительным потенциа-
лом для увеличения производства наночастиц без
использования агрессивных, токсичных и доро-
гостоящих химических веществ, обычно исполь-
зуемых в физических и химических процессах.

За прошедший 2019 г. в научной литературе
появились публикации, обобщающие примеры

использования различных биосубстратов для по-
лучения биогенных наночастиц, анализа меха-
низмов их образования, характеристики свойств,
поиска возможных областей применения [3, 4].
Следует отметить, что в настоящее время проис-
ходит переход от лабораторных исследований к
масштабированию процессов биосинтеза нано-
частиц металлов, их оксидов, сульфидов и более
сложных многослойных структур, включающих в
себя различные химические элементы [5–8], а
также изучению свойств таких уникальных нано-
систем с возможностью дальнейшей интеграции
в реальные области применения [9–11].

Одним из наиболее востребованных широко-
зонных полупроводниковых наноматериалов,
получаемых физико-химическими методами, яв-
ляется сульфид кадмия. Наночастицы сульфида
кадмия (NPsCdS) имеют энергию запрещенной
зоны 2.42 эВ и малый размер (до 10 нм), что ха-
рактеризует их как квантовые точки (КТ), кото-
рые вследствие уникальных оптоэлектронных
свойств и хорошей химической стабильности на-
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ходят применение в области создания солнечных
батарей, светодиодов, газовых и биологических
сенсоров, оптоэлектронных устройств, транзи-
сторов, медицинской визуализации и т.д. [12–14].
Стратегия промышленного синтеза квантовых
точек NPsCdS очень сложна, во многих случаях
требует специализированного оборудования, ис-
пользования энергоемких методов [15–18], при-
менения для предотвращения агломерации
NPsCdS агрессивных химических поверхностно-
активных веществ, представляющих опасность
для окружающей среды [19]. Показано, что свой-
ства NPsCdS, синтезированных физико-химиче-
скими методами, значительно зависят от условий
получения, размера, формы [22, 23]. Так, в зави-
симости от способа получения квантовых точек
NPsCdS происходит формирование тех или иных
дефектов кристаллической структуры, что вызы-
вает изменение спектров поглощения и флуорес-
ценции наночастиц [24, 25]. Обнаружено, что
квантовые точки NPsCdS, вопреки распространен-
ному представлению, имеют неупорядоченную
структуру, а не характерную для монокристаллов,
что определяет вариабельность оптических свойств
[26]. Показано влияние концентрации КТ на спек-
тры поглощения и флуоресценции коллоидных
растворов и, следовательно, на возможность при-
менения NPsCdS в тех или иных областях. Обна-
ружен феномен тушения интенсивности флуо-
ресценции при увеличении концентрации
NPsCdS в коллоидном растворе [27]. Не выявлено
строгой корреляции между гидродинамическими
размерами наночастиц и дзета (ζ)-потенциалом
их коллоидных растворов [22, 24]. Как видно из
приведенных примеров, даже в области много-
летних исследований NPsCdS, полученных физи-
ко-химическими методами, существуют нере-
шенные вопросы и сложные корреляции между
характеристиками наночастиц и способами их
получения, концентрационными зависимостями
и оптическими свойствами, размерами и опто-
электронными параметрами.

В связи с этим значительный интерес пред-
ставляет “зеленый” синтез биогенных NPsCdS с
использованием различных биосубстратов и, в
частности, микроорганизмов. Так, при микроб-
ном синтезе NPsCdS и других халькогенидов ме-
таллов в реакционную среду, содержащую клетки
микроорганизмов, вводят соли – источники
ионов металла и серы, что приводит к образова-
нию частиц халькогенида металла. При этом бак-
терии активно синтезируют и выделяют в реакци-
онную среду белки, полисахариды и аминокисло-
ты, которые адсорбируются на поверхности
наночастиц, стабилизируют их и предотвращают
агломерацию в водных суспензиях. Таким обра-
зом, биогенные способы получения NPsCdS мо-

гут стать дополнением и альтернативой физико-
химическим методам [3, 9, 20, 21].

Большой интерес представляет анализ оптиче-
ских, фотокаталитических и электрофоретиче-
ских свойств биогенных NPsCdS по сравнению с
аналогами, полученными традиционными спосо-
бами. Последние 10–15 лет активно исследуются
характеристики биогенных наночастиц. Показа-
но, что от условий биосинтеза наночастиц зави-
сят такие параметры, как размер, форма, элек-
трофоретические свойства, оптические харак-
теристики, состав биомолекул, покрывающий
наночастицы [28]. При оптимизации условий
культивирования можно получать наночастицы с
контролируемыми параметрами и повышать про-
изводительность процесса биосинтеза [29, 30].
Диаметр биогенных NPsCdS, определенный ме-
тодом просвечивающей электронной микроско-
пии, варьирует в пределах 2–10 нм, однако вели-
чина гидродинамического диаметра зависит от
применяемого штамма и условий биосинтеза [31,
32]. Большое внимание при биосинтезе наноча-
стиц уделяется выбору микроорганизмов. В [33]
сообщается об эффективном использовании для
получения NPsCdS бактерий, выделенных из ан-
тарктических образцов, с высоким уровнем
устойчивости к кадмию и теллуру. Это позволило
повысить выход NPsCdS при очень высоких кон-
центрациях CdCl2, что свидетельствует об огром-
ном потенциале бактерий, резистентных к высо-
ким концентрациям солей тяжелых металлов, как
мощных продуцентах КТ.

В научной литературе представлены данные о
том, что у биогенных наночастиц оптические
спектры поглощения, ширина запрещенной зо-
ны и интенсивность флуоресценции могут пре-
вышать аналогичные показатели для химически
синтезированных частиц [34]. Показано, что оп-
тические характеристики биогенных NPsCdS
различаются в зависимости от использованного
для биосинтеза штамма и фазы роста бактерий
[34–36], гидродинамического диаметра [31], про-
должительности реакции биосинтеза наночастиц
[32]. Однако при всех вариациях спектры флуо-
ресценции NPsCdS принадлежат синей зоне
[21, 37].

Таким образом, представленные в научной ли-
тературе материалы свидетельствуют о значи-
тельном потенциале биогенного способа получе-
ния наночастиц халькогенидов металлов, его
экологической безопасности, разнообразии и
уникальности характеристик наноматериала, что
делает их подходящими кандидатами для приме-
нения в различных областях наравне с физико-
химическими аналогами.
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ВОЕЙКОВА и др.

В настоящей работе биосинтез NPsCdS в при-
сутствии бактерий различных видов осуществлен
с использованием разработанной авторами моди-
фикации микробного синтеза наночастиц, позво-
ляющей получать концентрированные образцы
наноматериала в аэробных условиях при темпе-
ратуре, оптимальной для микроорганизмов, с
упрощенной системой выделения нанокристал-
лов. Проведены комплексные исследования био-
логических, физических и электрофоретических
характеристик NPsCdS с целью выявления зави-
симости свойств наночастиц от использованных
в биосинтезе бактерий различных систематиче-
ских групп – Shewanella oneidensis MR-1 и Bacillus
subtilis 168 – и возможности использования био-
генных наночастиц в различных областях.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование штаммов микроорганизмов.
Бактерии S. oneidensis MR-1 (№ В-9861) и B. subti-
lis 168 (№ В-7360), полученные в Национальном
биоресурсном центре Всероссийской коллекции
промышленных микроорганизмов НИЦ “Курча-
товский институт” – ГосНИИгенетика, стериль-
но выращивали в колбах на круговой качалке
(220 об./мин, 30°С, 24 ч) на жидкой питательной
среде Luria–Bertani (LB), приготовленной по ме-
тодике [38]. Все рабочие растворы готовили на де-
ионизированной воде Milli Q (Millipore, CША).
Культуральную жидкость (КЖ), содержащую
клетки бактерий и метаболиты, синтезированные
микроорганизмами, использовали для биосинте-
за NPsCdS.

Микробный синтез NPsCdS. Биогенные NPsCdS
получали в соответствии с методикой [30] с моди-
фикациями. В 100 мл КЖ бактерий S. oneidensis
MR-1 или B. subtilis 168 вносили по 5 мл водного
раствора Na2S ⋅ 9H2O (ч. д. а., 48 мг, 2 мМ) и CdCl2 ⋅
⋅ 2.5H2O (ч. д. а., 46 мг, 2 мМ) и инкубировали на
круговой качалке (220 об./мин, 30°С, 24 ч). Реак-
ционная смесь солей и бактериальных клеток
практически сразу приобретала ярко-желтый
цвет, что свидетельствовало об образовании хи-
мического соединения CdS [39]. После 24 ч инку-
бации реакционной смеси клеточную фракцию
отделяли центрифугированием (8000 об./мин,
30 мин), а надосадочную жидкость, содержащую
NPsCdS, проводили через обеззоленные фильтры
“Синяя лента” (диаметр пор 2–3 мкм). Затем
NPsCdS осаждали центрифугированием филь-
трата (32000 об./мин, 1 ч) и двукратно промывали
стерильной деионизированной водой Milli Q
(32000 об./мин, 1 ч). Промытый желтый осадок
NPsCdS ресуспендировали в 1 мл деионизиро-

ванной воды и хранили в микропробирках “Ep-
pendorf” при 4°С.

Для NPsCdS, полученных с использовани-
ем данных бактерий, введено обозначение:
NPsCdS/S. oneidensis MR-1 и NPsCdS/B. subtilis
168.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ СВОЙСТВ 
БИОГЕННЫХ NPsCdS

Анализ белков, адсорбированных на поверхности
наночастиц. Для экстракции белковых молекул с
поверхности NPsCdS разработан метод “снятия”
белков с поверхности наночастиц с последую-
щим анализом методом денатурирующего элек-
трофореза в 12.5%-ном полиакриламидном геле
(ПААГ) [40]. Образцы наночастиц центрифугиро-
вали при 16 400 об./мин в течение 20 мин. Надоса-
док удаляли и к осадку наночастиц добавляли
30 мкл двукратного буфера Sample Buffer, после
чего образцы кипятили и вносили в лунку геля по
4 мкл. В качестве стандартов молекулярной мас-
сы использовали предокрашенные белковые мар-
керы № 26612 (Thermo Fisher Scientific, США).
Идентификацию белков из полос геля проводи-
ли на тандемном времяпролетном масс-анали-
заторе Autof lex III (Bruker, Германия) методом
MALDI-TOF/TOF.

Электрофоретические и оптические характе-
ристики NPsCdS. Пробоподготовку образцов на-
ночастиц проводили двумя способами:

– исходную суспензию наночастиц разводили
деионизированной водой Milli Q в 20 раз и обра-
батывали в течение 1 мин ультразвуком в УЗ-ван-
не “Сапфир” (частота 35 кГц, 200 Вт);

– исходную суспензию наночастиц центрифу-
гировали (3000 об./мин, 5 мин) и анализировали
надосадочную жидкость, разведенную деионизи-
рованной водой Milli Q в 20 раз.

Гидродинамический диаметр (ГД), ζ-потен-
циал NPsCdS и полидисперсность (ПДИ) их вод-
ных суспензий оценивали методом динамического
рассеяния света с использованием прибора Zetasizer
Nano ZS (Malvern Panalytical, Великобритания) и
стандартных и U-образных кювет. Гидродинами-
ческий диаметр биогенных наночастиц, опреде-
ляющий диаметр частицы с учетом белкового по-
крытия, рассчитывали усреднением максималь-
ных (пиковых) значений размеров частиц в
каждой отдельной фракции или усреднением
всех зафиксированных в процессе измерения раз-
меров NPsCdS. По величине ПДИ оценивали
возможный разброс разноразмерных частиц в
водном растворе.

Регистрацию УФ-видимых спектров поглоще-
ния биогенных NPsCdS проводили на двухлуче-
вом сканирующем спектрофотометре Specord 250
PLUS (Analytik Jena AG, Германия) в диапазоне
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длин волн 190–1100 нм. Концентрацию NPsCdS в
различных образцах уравнивали до 1 мг/мл.
Спектры люминесценции NPsCdS регистрирова-
ли до и после центрифугирования образцов по-
средством спектрофлуориметра “Флюорат-02-
Панорама” (Люмэкс, Россия) в диапазоне длин
волн возбуждения (λв) 240–300 нм, соответству-
ющих выявленному пику поглощения (248–
250 нм), и затем строили в 3D-координатах: диа-
пазон λв – длина волны люминесценции – ин-
тенсивность люминесценции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Варианты оптимизации биосинтеза NPsCdS с

использованием штаммов Shewanella oneidensis
MR-1 и Bacillus subtilis 168. С целью повышения
выхода биогенных NPsCdS и их концентрации
стандартный протокол биосинтеза, представлен-
ный в [9, 41], был существенно модифицирован
по двум параметрам.

Во-первых, был изменен подход к проведению
реакции образования наночастиц: этап введения
в водную смесь солей бактериальных клеток, от-
мытых от белковых молекул, был заменен на
непосредственное внесение растворов солей в
КЖ, содержащую бактерии в стационарной фазе
роста и обогащенную белками и другими метабо-
литами, синтезированными клетками в процессе
их культивирования. В результате количество
белка в среде для биосинтеза наночастиц было
увеличено в 5 раз и составляло 0.1 и 0.05 мг/мл для
S. oneidensis MR-1 и B. subtilis 168 соответственно.
Этот прием позволил повысить концентрацию
солей в реакционном растворе с 1 до 3 мМ, увели-
чить выход NPsCdS на 15–20%, получить образцы
водных суспензий NPsCdS с концентрацией 3–
4 мг/мл, существенно сократить время и упро-
стить схему получения наночастиц.

Во-вторых, была изменена процедура филь-
трации реакционной смеси, содержащей NPsCdS
и повышенное количество белка, поскольку мем-
бранные фильтры с диаметром пор 0.2 мкм, ис-
пользуемые для этой цели в стандартном прото-
коле, задерживали на своей поверхности большое
количество белок-покрытых наночастиц, что
снижало их выход. Проблема была решена заме-
ной фильтра с большим диаметром пор (2–
3 мкм), что позволило увеличить концентрацию
биогенных NPsCdS в водной суспензии до 7–
8 мг/мл.

Возможность применения модифицирован-
ной методики биосинтеза наночастиц без изме-
нения таких характеристик, как состав белкового
покрытия, подтверждена анализом белков с по-
верхности NPsCdS/S. oneidensis и NPsCdS/B. sub-
tilis методом электрофореза в ПААГ. Показано,

что составы белкового покрытия NPsCdS не раз-
личались как при использовании стандартной,
так и модифицированной методик, что говорит
об успешном подходе к оптимизации процесса
биосинтеза с сохранением характеристик биоген-
ных наночастиц.

Оценка свойств NPsCdS/S. oneidensis MR-1 и
NPsCdS/B. subtilis 168. На данный момент в науч-
ной литературе недостаточно информации о
сравнительной оценке состава белкового покры-
тия биогенных наночастиц, величины их ГД,
ζ-потенциала и полидисперсности в зависимости
от конкретного вида бактерии, использованного
в биосинтезе. Эти характеристики чрезвычайно
важны для понимания причин стабильности/не-
стабильности наноматериала, увеличения срока
хранения, предотвращения агрегации, повыше-
ния концентрации наночастиц при сохранении
стабильности системы и возможности их исполь-
зования в практических целях.

Анализ белкового покрытия наночастиц. Пока-
зано, что NPsCdS/S. oneidensis MR-1 и NPsCdS/B.
subtilis 168 имеют форму, близкую к сферической,
характеризуются кристаллической структурой и
узким распределением по размеру, 5 ± 1 нм [42].
Методами ПААГ и MALDI-TOF/TOF выявлено,
что при использовании S. oneidensis MR-1 и
B. subtilis 168 на поверхности NPsCdS формиру-
ются принципиально различные по составу слои
белкового покрытия. Установлено, что из всего
разнообразия белков, синтезированных штам-
мом S. oneidensis, на поверхность наночастиц ад-
сорбируются ~15 видов белковых молекул с моле-
кулярной массой от 20 до 170 кДа, которые при-
надлежат к белкам внешней оболочки или
цитоплазматической мембраны бактерии и пред-
ставлены белками семейства TonB-зависимых ре-
цепторов, рецепторов наружной мембраны се-
мейства FadL, системы секреции TolC, поринов
наружной мембраны – Omp A, Omp C, Omp K,
Omp W, Omp X, Omp 35, флагеллином (рис. 1,
трек В). При использовании B. subtilis на поверх-
ности NPsCdS обнаруживается только один бе-
лок флагеллин FliC c молекулярной массой
35 кДа, входящий в состав жгутиков данной бак-
терии (рис. 1, трек Д). Аналогичные результаты
были ранее получены для NPsAg2S/S. оneidensis и
NPsAg2S/B. subtilis [43], что подтверждает избира-
тельность адсорбции определенных белков, со-
ставляющих на поверхности наночастиц уни-
кальный биослой, который определяется штам-
мом и при этом не зависит от химического
состава бинарных неорганических частиц. Таким
образом, показано влияние штаммов на состав
белков, адсорбированных на поверхности нано-
частиц. Полученные результаты открывают воз-
можность создания биогенных наночастиц мето-
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дом микробного синтеза с определенным набо-
ром белков на их поверхности, которые могут
быть использованы в качестве модели для иссле-
дования границы между живой и неживой мате-
рией, а также объяснения причин адсорбции
определенных белков на поверхность наноча-
стиц, для применения в медицине, для создания
новых нанокомпозитных материалов.

Электрофоретические характеристики биоген-
ных NPsCdS (ГД, ζ-потенциал и ПДИ). Известно,
что наночастицы в водной среде склонны к агре-
гации, в результате которой изменяются их раз-
мер и величина удельной поверхности. В случае
биогенных наночастиц, для которых еще не пол-
ностью изучены механизмы избирательной ад-
сорбции белков на их поверхность, конформация
белковых молекул, количество слоев на поверх-
ности и возможность образования агломератов,
является актуальным определение величины
ПДИ коллоидной системы и связанным с ним
значением ГД белок-покрытых наночастиц. Гид-
родинамический диаметр наночастиц в растворе
может в сотни раз отличаться от “истинного”
диаметра наночастиц, измеренного с помощью
просвечивающей электронной микроскопии.
Распределение наночастиц по размерам (ГД) в
образце является важным показателем коллоид-
ной системы, а также может быть использовано
для оценки центрифугирования и УЗ-обработки

суспензии наночастиц как способов повышения
монодисперсности образцов.

Так, при значении ПДИ < 0.5 корректно учи-
тывать показатель среднего ГД (Z-average) нано-
частиц, указываемый на графике распределения
наночастиц по размерам (рис. 2а). Однако если
ПДИ > 0.5, для анализа ГД наночастиц необходи-
мо использовать гистограмму распределения, т.е.
величину пика(ов) при наличии нескольких
фракций, различающихся по размерам. Показа-
тель Z-average можно считать корректным только
в случае монодисперсных, мономодальных си-
стем со сферическими частицами в растворителе
(в водном растворе). Во всех остальных случаях
ПДИ является усредненным значением интен-
сивности сигнала. На рис. 2 представлено распре-
деление по размерам NPsCdS/S. оneidensis (обра-
зец № 1) до центрифугирования. Для водной сус-
пензии NPsCdS/S. оneidensis № 1 параметр ПДИ <
< 0.5, что позволяет оперировать показателем
Z-average и его значением ~170 нм. Основные пи-
ки содержат более 90% наночастиц, близких по
величине диаметра, ~200 нм. Также наблюдается
наличие крупной фракции размером ~3 мкм
(5.7%), что может свидетельствовать о регистра-
ции агломератов наночастиц. Значение ζ-потен-
циала образца № 1 имеет отрицательную величи-
ну –16.7 мВ, что свидетельствует об отрицатель-
ном заряде поверхности NPsCdS/S. оneidensis и,

Рис. 1. Электрофореграммы белков, выделенных из КЖ бактерий и сорбированных на поверхности биогенных NPsCdS:
А, Е – треки маркеров молекулярной массы белков (кДа); Б, Г – белки из КЖ S. oneidensis MR-1 и КЖ B. subtilis 168
соответственно; В, Д – белки с поверхности NPsCdS/S. oneidensis MR-1 и с поверхности NPsCdS/B. subtilis 168 соот-
ветственно. Цифрами обозначены полосы, белки из которых были идентифицированы методом MALDI-TOF/TOF.
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по общепринятым данным [39], характеризует
данную водную суспензию как метастабильную,
склонную к частичной агломерации и осажде-
нию. Наличие незначительной доли (0.1%) круп-
ных фракций агрегированных NPsCdS подтвер-
ждается проявлением ζ-потенциала со значением
64 мВ. После центрифугирования образца № 1
значения ГД и ζ-потенциала незначительно от-
личались от этих параметров до центрифугиро-
вания (~200 нм, –17.7 мВ), поэтому для таких об-
разцов данный вид пробоподготовки может
не применяться. Таким образом, использование
бактерии S. oneidensis для биосинтеза NPsCdS
приводит к образованию однородной по распре-
делению размеров наночастиц системы с незна-
чительным содержанием крупных фракций.

На рис. 3 представлены данные распределения
по размерам наночастиц NPsCdS/B. subtilis (обра-
зец № 2), полученных в одном эксперименте с
NPsCdS/S. оneidensis № 1. Видно, что до/после

центрифугирования образца ПДИ < 0.5, что поз-
воляет ориентироваться на величину Z-average,
~190 нм. Однако до центрифугирования на гисто-
грамме (рис. 3а) наблюдается наличие двух пиков
с размером наночастиц ~200 нм (72%) и структур
размером 2092 нм (28%), которым соответствуют
значения ζ-потенциала –26.6 (100%) и –17.5 мВ
(36.4%), что подтверждает наличие крупных
фракций агрегированных NPsCdS в метастабиль-
ной суспензии образца № 2. После центрифуги-
рования (рис. 3б) содержание таких агрегатов
не регистрируется – на гистограмме присутству-
ет единственный пик с размером наночастиц
~532 нм (99.9%), значение ζ-потенциала которого
–25.5 мВ, что свидетельствует об осаждении зна-
чительной доли агломератов наночастиц и увели-
чении монодисперсности суспензии. Примене-
ние центрифугирования для таких образцов целе-
сообразно. Из представленных данных следует,
что применение штамма B. subtilis для биосинтеза

Рис. 2. Электрофоретические характеристики NPsCdS/S. oneidensis № 1 до центрифугирования: а – распределение на-
ночастиц по размерам, нм; б – значение ζ-потенциала наночастиц, мВ.
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Рис. 3. Распределение NPsCdS/B. subtilis № 2 по размерам (нм) до (а) и после центрифугирования (б).
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NPsCdS приводит к образованию не однородных
по распределению размеров наночастиц, с бóль-
шим ГД по сравнению с S. oneidensis.

Анализ большого количества образцов
NPsCdS/B. subtilis, полученных в различных экс-
периментах, показал, что параметр ПДИ в ряде
случаев превышает 0.5. Поэтому для оценки про-
филя основного распределения частиц по разме-
рам и фракционного состава водных суспензий
NPsCdS/B. subtilis был использован метод УЗ-об-
работки образцов как возможный способ предот-
вращения образования крупных агломератов на-

ночастиц. На рис. 4 представлены результаты
анализа NPsCdS/B. subtilis (образец № 3) до и по-
сле УЗ-обработки. Как видно из графика, до УЗ
величина ПДИ > 0.5 (рис. 4а), поэтому оценку
размеров наночастиц требуется проводить не по
Z-averagе, а по величине пика 1, которая состав-
ляла 246.3 нм, что не соответствует параметрам
ПДИ и Z-averagе. В случае таких сложных систем
необходимо дополнительное воздействие на кол-
лоидную суспензию. УЗ-обработка образца № 3
привела к снижению ПДИ (рис. 4б) и изменению
профиля первоначального распределения частиц с

Рис. 4. Распределение NPsCdS/B. subtilis № 3 по размерам (нм) до (а) и после УЗ-обработки (б).
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Таблица 1. Характеристики NPsCdS/S. оneidensis и NPsCdS/B. subtilis

Параметры наночастиц
Наночастицы

NPsCdS/S. оneidensis NPsCdS/B. subtilis

Диаметр, нм 5 ± 1 5 ± 1

Состав белкового покрытия NPsCdS

Более 15 различных белков 
внешней оболочки или 

цитоплазматической мем-
браны бактерии

Один белок – флагеллин, 
входящий в состав жгути-

ков бактерии

Гидродинамический диаметр, нм 160–210 200–550

ζ-потенциал, мВ от –16 до −22 от −20 до −27

Параметры флуоресценции при λв 270 нм

Длина волны (нм) максимума полосы флуоресценции 340 300–330

Относительная интенсивность флуоресценции 0.05–0.12 0.0075–0.0090
(фоновая интенсивность)

Параметры флуоресценции при λв 248–250 нм

Длина волны (нм) максимума полосы флуоресценции 440 435

Относительная интенсивность флуоресценции 0.52 0.18



РОССИЙСКИЕ НАНОТЕХНОЛОГИИ  том 15  № 2  2020

МИКРОБНЫЙ СИНТЕЗ НАНОЧАСТИЦ СУЛЬФИДА КАДМИЯ 201

образованием двух фракций (пиков) – наноча-
стиц размером 335 нм (26%) и крупных агломе-
ратов NPsCdS величиной 2818 нм (74%). Последу-
ющие пятикратные УЗ-обработки суспензии
NPsCdS/B. subtilis № 3 сократили доли крупных
агломератов вплоть до образования монодис-
персной фракции NPsCdS размером 250–
300 нм. Таким образом, УЗ-обработка водных
суспензий биогенных NPsCdS может приме-
няться как метод анализа для корректной оцен-
ки электрофоретических показателей образца,
определения размеров наночастиц в образцах,
снижения фракций крупных агломератов наноча-
стиц и увеличения показателя монодисперсности.
По показателям ζ-потенциала NPsCdS/S. oneidensis
и NPsCdS/B. subtilis относятся к метастабильным
коллоидным системам.

Таким образом, выявлено влияние различных
штаммов бактерий на такие параметры наноча-
стиц NPsCdS, как показатели полидисперсности
и ГД. В табл. 1 суммированы данные по вариаци-
ям электрофоретических показателей NPsCdS/S.
oneidensis и NPsCdS/B. subtilis.

Спектры флуоресценции биогенных NPsCdS. На
рис. 5 представлены спектры флуоресценции об-
разцов NPsCdS/S. oneidensis № 1 и NPsCdS/B. sub-
tilis № 2, полученные до центрифугирования, по-

скольку до/после обработки суспензий пики флу-
оресценции NPsCdS были зафиксированы в
близких значениях синей области спектра: 445 и
440 нм соответственно, при λв 248–250 нм. Спо-
собность данных NPsCdS к флуоресценции, а
также малый размер (5 ± 1 нм) позволяют отнести
их к КТ.

Для регистрации спектров флуоресценции
биогенных NPsCdS (рис. 5б, 5г) была использова-
на λв 270 нм, соответствовавшая длине волны
наибольшего поглощения. При этом вне зависи-
мости от бактерии, определяющей белковое по-
крытие NPsCdS, для всех образцов наблюдается
максимум полосы флуоресценции в схожем диа-
пазоне длин волн синей области спектра (300–
450 нм), что свидетельствует об отсутствии яв-
ного влияния штаммов на параметры спектров
поглощения и длины волны пика флуоресцен-
ции NPsCdS.

Обнаружено значительное влияние штаммов на
уровень интенсивности флуоресценции синтезиро-
ванных NPsCdS. При λв 248–250 нм значение ин-
тенсивности флуоресценции для NPsCdS/S. onei-
densis № 1 составляло 0.52 (рис. 5б), для NPsCdS/
B. subtilis № 2 – 0.18 (рис. 5г). При λв 270 нм ин-
тенсивность флуоресценции NPsCdS/B. subtilis
заметно снижается (табл. 1).

Рис. 5. Оптические характеристики биогенных NPsCdS до центрифугирования. NPsCdS/S. oneidensis № 1: а –
спектр поглощения, б – спектр флуоресценции; при λв 248–250 нм, пик флуоресценции 440 нм, интенсивность
0.52. NPsCdS/B. subtilis № 2: в – спектр поглощения, г – спектр флуоресценции; при λв 248–250 нм, пик флуоресцен-
ции 435 нм, интенсивность 0.18.
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Отметим, что анализ различных образцов
NPsCdS, полученных с использованием данных
штаммов, показал  устойчивое снижение зна-
чений интенсивности флуоресценции для
NPsCdS/B. subtilis. При этом оценивали как сус-
пензии с различными концентрациями NPsCdS,
так и образцы, полученные до/после центрифу-
гирования и УЗ-обработки, при воздействии раз-
личных λв.

Таким образом, показана зависимость интен-
сивности флуоресценции биогенных NPsCdS от
штаммов, использованных для биосинтеза. При-
чинами снижения интенсивности флуоресцен-
ции при использовании B. subtilis могут быть
“гашение” флуоресценции белком флагелли-
ном, покрывающим поверхность наночастиц
NPsCdS/B. subtilis, его конформационные осо-
бенности, значительный ГД наночастиц. Диссо-
циированный на отдельные мономеры флагел-
лин способен к самосборке в спиральные полые
структуры в условиях in vitro. В какой конформа-
ции этот белок присутствует на поверхности на-
ночастиц, пока неизвестно. Механизм “гашения”
флуоресценции NPsCdS/B. subtilis требует допол-
нительных исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе предложен природоподобный, эко-

логически безопасный и технологически простой
метод синтеза NPsCdS с использованием штам-
мов бактерий S. oneidensis MR-1 и B. subtilis 168,
проводимый в аэробных условиях при нормаль-
ном давлении и температуре, оптимальной для
бактерий, без искусственных стабилизаторов.
Разработана эффективная модификация процес-
са биосинтеза, повышающая на 15–20% выход
биогенных NPsCdS и увеличивающая их концен-
трацию в водной суспензий до 7–8 мг/мл с сохра-
нением основных характеристик наночастиц.

Диаметр NPsCdS составляет 5 ± 1 нм и не зави-
сит от использованного при биосинтезе штамма.
Подтверждено наличие белковых молекул на по-
верхности биогенных NPsCdS, стабилизирующих
наночастицы в водных суспензиях. Доказано
влияние штамма на состав белков, адсорбирован-
ных на наночастицах. Проведена идентификация
белковых молекул, установлена их избирательная
адсорбция на наночастицы в зависимости от бак-
териального штамма. Показано, что электрофо-
ретические показатели NPsCdS – полидисперс-
ность и гидродинамический диаметр, зависят от
использованного при их получении штамма. Так,
применение S. oneidensis приводит к образованию
более монодисперсных систем по сравнению с
B. subtilis, для которого характерно образование
наночастиц с бóльшим ГД и крупных фракций.
Дзета-потенциал NPsCdS имеет отрицательный

заряд, а его величина характеризует водные сус-
пензии наночастиц как метастабильные. Доказа-
на целесообразность применения центрифугиро-
вания и УЗ-обработки суспензий NPsCdS как
способов повышения монодисперсности колло-
идных систем.

Обнаружена зависимость уровня интенсивно-
сти флуоресценции NPsCdS от S. oneidensis и
B. subtilis, однако на другие оптические свойства
биогенных наночастиц – спектры поглощения и
длину волны пика флуоресценции – влияния
штаммов не выявлено.

Результаты исследования открывают возмож-
ность создания NPsCdS с модифицируемой по
составу белков поверхностью, не уступающих по
своим свойствам химически синтезированным
наночастицам. Флуоресцирующие биогенные
КТ, покрытые слоем белковых молекул, могут
быть использованы в качестве самостоятельных
носителей различных биологических молекул,
биолигандов и лекарственных веществ или в со-
ставе специализированных полимерных систем
для практических целей клинической биомеди-
цины, применяться в качестве нанонаполнителей
при создании композиционных материалов. Фо-
токаталитические свойства NPsCdS как кванто-
вых точек открывают возможность использовать
дешевые и доступные в производстве наномате-
риалы в качестве экологически безопасных ката-
лизаторов для очистки и обесцвечивания окра-
шенных промышленных стоков предприятий.
Фундаментальные исследования по выявлению
корреляции физико-химических свойств биоген-
ных наночастиц с антибактериальными характе-
ристиками, цито- и генотоксичностью, уровнем
биодоступности позволят оценить область при-
менения в прикладной медицине при разработке
диагностикумов, терапии как антибактериальных
агентов нового поколения.
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ному биоресурсному центру Всероссийской кол-
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