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Бактерії роду Bacillus відомі в агроекології як потужний інструмент біоконтролю завдяки здатності 

продукувати вторинні метаболіти, які супресивно діють щодо багатьох фітопатогенів. Дана робота 

демонструє екологічно спрямований підхід до синтезу наночастинок (НЧ) срібла із застосуванням 

культуральних екстрактів (КЕ) бактерій Bacillus subtilis В1239 і Bacillus cereus ВКПМ 5059 з живильних 

середовищ різного складу. Методом біогенного синтезу з використанням КЕ  ґрунтових бактерій B. subtilis і 

B. cereus одержано НЧ срібла. Згідно отриманих даних, КЕ B. subtilis-NB, КЕ B. subtilis-9М і КЕ B. cereus-NB 

виступали як відновлювальні, стабілізуючі і модифікуючі агенти в процесі синтезу AgНЧ, який відбувався при 

кімнатній температурі шляхом фотостимульованого рН-залежного відновлення. НЧ  досліджено методами 

спектроскопії в УФ-видимому діапазоні, динамічного світлорозсіювання (DLS), мікроелектрофорезу, 

методом електронної мікроскопії (TEM зображення та вибрана область електронної дифракції SAED). 

Біобезпечність зразків AgНЧ in vitro визначали за параметрами цито- і генотоксичності з використанням 

еукаріотичних клітин лінії L929. Антимікробну активність оцінювали диско-дифузійним методом та шляхом 

підрахунку бактерій Pseudomonas syringae  у контамінованому даним фітопатогеном стерильному ґрунті, 

обробленому досліджуваними зразками AgНЧ. Вплив на аборигенну мікрофлору ґрунту оцінювали шляхом 

додавання AgНЧ у визначеній бактерицидній концентрації в нестерильний ґрунт та підрахунку загальної 

чисельності ґрунтових мікроорганізмів. При формуванні AgНЧ встановлено важливу роль співвідношення 

концентрації прекурсора і КЕ, а також величини рН у забезпеченні їхньої високої стабільності. Показано, що 

бактеріальні метаболіти в КЕ відповідають за формування розміру, високого електрокінетичного 

потенціалу і особливості впливу НЧ на мікроорганізми. Формування найбільш стабільних AgНЧ відбувалось 

при рН 9 і концентраціях срібла 1.0÷2.0 мМ в розведеному 1:6 КЕ B. subtilis-NB та 1.0 мМ срібла в КЕ 

B. subtilis-9М і КЕ B. cereus-NB (1:6). В цих умовах частинки мали високий електрокінетичний потенціал і 

малий розмір, що забезпечувало їхню стабільність. Встановлено виражену антибактеріальну дію біогенних 

AgНЧ проти відомого фітопатогенного збудника хвороб кукурудзи P. syringae в діапазоні концентрацій    

30.8–107.9 мкг/мл. Серед досліджених нанопрепаратів виражену антимікробну дію, разом із найменшою 

цитотоксичністю і відсутністю генотоксичності для еукаріотичних клітин, виявили біогенні AgНЧ, 

сформовані в КЕ B. subtilis-NB. При цьому спостерігали незначний ступінь пригнічення аборигенної 

мікрофлори ґрунту під їхнім впливом з переходом у стимулюючу дію на 14-ту добу, що вказує на високу 

селективність цих НЧ. Проведені дослідження засвідчили перспективність використання синтезованих 

AgНЧ на основі КЕ B. subtilis для подальшого застосування в агроекології і рослинництві як ефективних 

агентів для боротьби з хворобами рослин і захисту здоров’я ґрунтів. 

Ключові слова: «зелений» синтез, наночастинки срібла, культуральний екстракт, Bacillus subtilis, 

Bacillus cereus, електрокінетичний потенціал, антимікробні властивості, Pseudomonas syringae 

 

ВСТУП 

«Зелений» синтез наночастинок (НЧ) 

металів в останні роки викликає велику 

зацікавленість у дослідників і фахівців в 

галузях сільського господарства, ветеринарії, 

медицини, завдяки можливості відмовитись 

від дорогих і токсичних хімічних реагентів, 

можливості вести синтез в помірних умовах 

(температурі, тиску), здешевити вартість 

одержаних нанопрепаратів [1]. Для синтезу 

використовують рослини (коріння, стебла, 
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листя, плоди), мікроорганізми (бактерії, 

гриби, водорості), біополімери (альгінати, 

целюлозу, протеїни тощо). Одержані 

результати широко представлені в багатьох 

роботах і проаналізовані в оглядах [2, 3]. 

Метод «зеленого» синтезу особливо 

привабливий у випадках, коли йдеться про 

конструювання функціоналізованих НЧ 

металів для використання в агроекології як 

добрив, стимуляторів росту, а також для 

боротьби з хворобами рослин, збереження 

здоров’я ґрунтів і мікробіоти [1, 2]. 

Наночастинки срібла відрізняються 

високою антимікробною активністю. Вони 

ефективно долають бактеріальні і грибкові 

інфекції та підвищують врожайність культур 

[4]. В роботі [5] показано здатність AgНЧ 

контролювати бактеріальну плямистість рису, 

що призвело до збільшення врожайності на 

33 %. При використанні AgНЧ як добрива  при 

культивуванні женьшеню, встановлено 

підвищення вмісту гінзенозиду в оброблених 

рослинах [6]. Наночастинки срібла можуть 

бути альтернативною антибіотикам добавкою 

до раціону птиці з метою підтримання їхнього 

здоров’я [7]. В роботі [8] акцентовано увагу на 

екологічних біотехнологіях «зеленого» 

синтезу наночастинок з використанням 

природних об’єктів, а також висвітлено 

значення чинників, які впливають на 

біосинтез. Раніше нами було показано, що 

наночастинки срібла, отримані методом 

«зеленого» синтезу з використанням 

рослинних екcтрактів і таніну, виявляють 

виражену антимікробну активність не лише 

проти санітарно-показових штамів 

мікроорганізмів, таких як Escherichia coli 

тощо, але і відносно фітопатогенів 

Pseudomonas syringae [9]. 

При синтезі «зелених» наночастинок 

металів, властивості одержаних нано-

препаратів значною мірою залежать від 

складу і біологічної  активності середовища, в 

якому ведеться синтез [10]. Відомо, що 

бактерії розглядаються як перспективні 

об’єкти для біогенного синтезу НЧ металів 

[11]. При цьому можливий синтез НЧ як 

всередині клітини, так і позаклітинний. 

Останній варіант, коли для синтезу 

використовують культуральний екстракт 

бактеріальних клітин (так званий cell free 

extract), в більшості випадків є зручнішим і 

економічно привабливішим [12, 13]. 

Різноманітність бактеріальних культур та 

варіантів поживних середовищ, 

використовуваних для отримання таких 

екстрактів, відкриває широкі можливості для 

отримання НЧ металів з різними структурно-

функціональними особливостями [14]. 

Бактерії роду Bacillus є поширеними 

представниками ґрунтової мікрофлори [15]. 

Так, Bacillus subtilis характеризуються тим, що 

в процесі росту продукують широкий набір 

біоактивних вторинних метаболітів [16, 17]. 

Встановлено, що до складу метаболітів 

входять циклічні поверхнево-активні 

ліпопептиди - сурфактин, фенгицін, ітурин, та 

гідролітичні ензими, які діють як ефективні 

фунгіцидні агенти [17–19]. Ці біоактивні 

сполуки руйнують мембрани патогенних 

мікроорганізмів, інгібують проростання їхніх 

спор і придушують гіфальний ріст у 

фітопатогенних грибів [20]. Антибіотик 

ітурин, який продукують бактерії B. subtilis, 

виявляє супресивну дію не лише щодо грибів, 

але також і до бактерій [20]. Бактерії Bacillus 

cereus у ґрунтовій мікробіології відіграють 

важливу роль як компоненти біологічного 

захисту рослин, зокрема, вони виявляють 

здатність стримувати розвиток грибкових 

інфекцій, таких як фузаріоз [21].  

При біогенному синтезі наночастинок 

срібла важливим параметром в модуляції 

їхньої антибактеріальної активності виступає 

поверхневе покриття, або функціоналізація 

наночастинок. Вона розглядається як 

ефективний підхід до підвищення стабільності 

наночастинок і мінімізації агрегації. Крім 

того, функціоналізація є важливим фактором, 

що впливає на взаємодію модифікованих 

наночастинок і мікроорганізмів. Наприклад, 

наявність у складі модифікуючої оболонки 

поверхнево-активних речовин може приз-

вести до більшого пошкодження клітин 

мікроорганізмів у порівнянні з нано-

частинками срібла аналогічного розміру без 

покриття за рахунок зменшення поверхневого 

натягу. При поєднанні двох антимікробних 

субстанцій  можна очікувати синергії їхньої 

антимікробної дії [22, 23]. В багатьох роботах 

[24–26], присвячених синтезу біогенних 

наночастинок срібла з використанням 

B. subtilis, одержані нанопрепарати перевіряли 

переважно на антимікробну активність проти 

збудників інфекцій людини, а саме 

Staphylococcus aureus, Streptococcus viridans, 
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Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa тощо. Проте ефективність таких 

наночастинок срібла проти фітопатогенів є 

недостатньо вивченою. Бактерії Bacillus у 

поєднанні з наночастинками срібла 

підвищують здатність до поглинання 

поживних речовин, сприяють росту рослин 

[24], ці мікроорганізми мають важливе 

економічне значення в сільському 

господарстві завдяки своїм інгібуючим 

біотичним та абіотичним ефектам.   

Метою даної роботи було дослідити умови 

біогенного синтезу наночастинок срібла за 

допомогою культуральних екстрактів 

ґрунтових культур Bacillus subtilis В1239 і 

Bacillus cereus ВКПМ 5059. Планується 

визначити вплив умов культивування бактерій 

і синтезу біогенних наночастинок на їхній 

розмір, електрокінетичний потенціал/ 

стабільність, біобезпечність, антимікробну 

активність проти фітопатогенних бактерій 

Pseudomonas syringae, а також характер 

впливу на аборигенну мікрофлору ґрунту для 

подальшого застосування в агроекології. 

ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

Мікроорганізми і умови їх вирощування. 

В роботі використано бактеріальні штами 

Bacillus subtilis В1239 і Bacillus cereus ВКПМ 

5059 із музею Інституту біоколоїдної хімії 

імені Ф.Д. Овчаренка НАН України. Культури 

бактерій виділені із зразків ґрунту в місцях 

залягання руд, збагачених золотом і важкими 

металами. Біомасу бактерій вирощували в 

конічних колбах об’ємом 250 мл при 

перемішуванні на качалці при 180 rpm, 

температурі 28 °С в живильному середовищі 

Nutrient Broth (NB, HiMEDIA, India), рН 7.4, а 

також в мінеральному живильному 

середовищі 9М (в модифікації) наступного 

складу, г/л: глюкоза – 2.0, NH4Cl – 1.0, KH2PO4 

– 3.0, Na2HPO4 – 6.0, NaCl – 1.0, MgSO4 – 0.1, 

СaСl2 – 0.01, рН 7.0. 

Для дослідження антибактеріальних 

властивостей синтезованих AgНЧ використано 

штами фітопатогенних бактерій Pseudomonas 

syringae, виділені в Україні з інфікованих 

рослин кукурудзи (Zea mays) та ідентифіковані 

методом ПЛР шляхом виявлення характерного 

гена PSY за допомогою специфічної пари 

олігонуклеотидних праймерів: (i) Psy_F 

ATGATCGGAGCGGACAAG та (ii) Psy_R 

GCTCTTGAGGCAAGCACT, розмір фраг-

мента, що відповідає гену PSY, становив 

144 п.н. [27]. Біомасу  бактерій Pseudomonas 

syringae № 1 і Pseudomonas syringae № 2 

вирощували у живильному середовищі Luria 

Broth Base (LB, Life Technologies, Scotland), 

рН 7.0. 

Отримання культурального екстракту. 

Для синтезу біогенних AgНЧ після 48 год 

інкубації бактеріальну біомасу центри-

фугували при 7000 об/хв протягом 10 хв для 

відділення клітин. Отриманий супернатант – 

культуральний екстракт – використовували 

для синтезу біогенних AgНЧ. 

Біогенний синтез наночастинок срібла 

проводили  в конічних колбах об’ємом 100 мл. 

До 25 мл розчину AgNO3 концентра-

цією1.0÷5.0 мМ додавали 25 мл культу-

рального екстракту при відповідному 

розведенні дистильованою водою. 

Температура кімнатна ~ 25 °С. Величину рН 

регулювали за допомогою 0.5 М NaOH при 

помірному перемішуванні. Розчини після 

зливання піддавали сонячному опроміненню 

без перемішування протягом 5 годин щодня. 

Процес контролювали спектрально. 

Фізико-хімічна характеристика біо-

генних наночастинок срібла. Спектральні 

характеристики зразків AgНЧ в УФ-видимому 

діапазоні визначали за допомогою скануючого 

спектрофотометра Shimadzu UV-1800 

(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). 

Мікрофотографії і зображення вибраної 

області електронної дифракції (SAED) для 

синтезованих наночастинок срібла одержано 

на трансмісійному електронному мікроскопі 

Selmi ПЕМ-125 К (СЕЛМІ, Суми, Україна), 

прискорююча напруга 100 кВт. 

Вимірювання розміру AgНЧ (середній 

гідродинамічний діаметр Z-average визна-

чений з розподілу інтенсивності) проводили 

методом динамічного розсіювання світла 

(DLS) за допомогою системи фотонної 

кореляційної спектроскопії BeNano 90 Zeta 

(Bettersize Instruments Ltd., Chinа). Кут 

розсіювання 90°, кювета з полістиролу 

розміром 10×10 мм, температура 25 °С. 

Вимірювання електрофоретичної рухли-

вості синтезованих НЧ проводилось методом 

мікроелектрофорезу в комірці закритого типу. 

Електрокінетичний потенціал () розраховували 

за формулою Гельмгольця-Смолуховського 
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[28]. Також для вимірювання -потенціалу було 

використано систему BeNano 90 Zeta. 

Оцінка біобезпечності біогенних AgНЧ. 

Біобезпечність зразків AgНЧ in vitro 

визначали за параметрами гено-, і 

цитотоксичності згідно [29]. Цитотоксичність 

і генотоксичність in vitro оцінювали із 

застосуванням  середовища культивування 

культур еукаріотичних клітин - DMEM/F12, в 

яке вносили зразки AgНЧ. Тестування 

проводили з використанням еукаріотичних 

клітин фібробластів мишей лінії L929 з 

колекції культур клітин Інституту 

мікробіології і вірусології імені 

Д.К. Заболотного НАН України. Клітини 

вирощували у моношаровій культурі в 

пластикових флаконах у поживному 

середовищі DMEM/F12 із додаванням 10 % 

ембріональної сироватки телят та 

антибіотика-антимікотика при 37 °С в умовах 

постійного рівня CO2 (5 %). Через 24 год 

експозиції сформованого моношару клітин 

L929 з досліджуваним зразком AgНЧ у 

середовищі культивування визначали 

можливу цитотоксичну та генотоксичну дію. 

Цитотоксичну дію зразків in vitro 

визначали з використанням тесту з вітальним 

барвником трипановим синім згідно [30]. 

Оцінку in vitro зразків за показником 

генотоксичності проводили методом ДНК-

комет в лужних умовах [31]. Як негативний 

контроль (відсутня генотоксична дія) 

використовували необроблені тестові клітини, 

а позитивний – клітини, оброблені мутагеном 

N-нітрозометилсечовиною у концентрації 

1 мМ. 

Дослідження антимікробної активності 

зразків наночастинок срібла проти 

фітопатогенних штамів бактерій P. syringae 

№ 1 та P. syringae № 2 проводили в два етапи: 

(і) методом дифузії в агар (метод стандартних 

дисків) згідно [32] а також (іі) шляхом 

підрахунку бактерій P. syringae у 

контамінованому даним фітопатогеном 

стерильному ґрунті, обробленому досліджу-

ваними зразками AgНЧ. Попередньо 

підготовлений чорнозем просіювали на ситі 

№ 2 (2 мм). Стерильний ґрунт (стерилізація 

автоклавуванням при 121 °С протягом 30 хв) 

контамінували тестовими фітопатогенними 

P. syringae з розрахунку 1×107 колоніє-

утворюючих одиниць (КОУ) суміші 

патогенних штамів на 1 г ґрунту. До 

контамінованого ґрунту додавали аліквоти 

AgНЧ у відповідних бактерицидних 

концентраціях, визначених на першому етапі 

оцінки антимікробної активності AgНЧ. 

Зразки ґрунту інкубували при 21 °С. 

Антимікробну активність НЧ оцінювали після 

7 і 14 діб інкубації, для чого відбирали 

наважку контамінованого та обробленого 

AgНЧ ґрунту, з якої готували водну 

суспензію. Аліквоту суспензії наносили на 

агаризоване середовище LA (Luria Agar) та 

проводили підрахунок КУО мікроорганізмів 

вручну на чашках після 24 год інкубації при 

25 °С. 

Вплив синтезованих AgНЧ на 

аборигенну мікрофлору ґрунту оцінювали 

шляхом додавання AgНЧ у визначеній 

бактерицидній концентрації в нестерильний 

ґрунт з подальшим підрахунком загальної 

чисельності ґрунтових мікроорганізмів. 

Зразки інкубували при 21 °С, контроль впливу 

НЧ на мікрофлору здійснювали через 7 і 14 діб 

інкубації. Підрахунок КУО мікроорганізмів, 

висіяних з аліквоти водної дисперсії ґрунту, 

проводили як наведено в попередньому 

пункті. Всі експерименти виконувались у двох 

повторах з двома технічними повтореннями. 

Використано реагенти аналітичної 

чистоти: AgNO3 (ч.д.а.), NaOH (ч.д.а.). 

Розчини готували на очищеній воді, 

використовуючи Millipore Milli-Q систему. 

Вимірювання -потенціалу і гідродина-

мічного діаметра Z-ave для кожного типу 

наночастинок проводили у трьох 

повторностях, результати представляли у 

вигляді середнього значення ± стандартне 

відхилення (Std Dev). 

В подальших описах для позначення 

відповідного культурального екстракту (КЕ) 

вживали наступні скорочення: B. subtilis-NB, 

B. subtilis-9М, B. cereus-NB. Для відповідних 

наночастинок вживали скорочення AgНЧ-NB, 

а також AgНЧ-9М. 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

Згідно із задачею дослідження - одержати 

методом біогенного синтезу наночастинки 

срібла - розглянуто три варіанти застосування 

культурального екстракту (КЕ) з культур 

бактерій B. subtilis та B. cereus: (i) без 

розведення, (ii) розведення дистильованою 

водою 1:3, (iii) розведення 1:6. 
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Функціональні групи в складі КЕ, здатні 

взаємодіяти з іонами срібла та відновлювати 

їх, - низькомолекулярні органічні сполуки, які 

включають: полікетони(полікетиди)-пептидні 

антибіотики, терпени, сідерофори, ферменти, 

рибосомальні і нерибосомальні пептиди, 

синтезовані клітинами з первинних 

метаболітів [16–19, 25, 26]. Культуральний 

екстракт Bacillus subtilis також містить багато 

біосурфактантів, які несуть імідні і 

карбоксилатні групи. Структурно різно-

манітні біоорганічні компоненти культу-

рального екстракту включають електроно-

донорні групи: гідроксильні -ОН, амінні -NH2, 

сульфгідрильні -SH.. Атоми кисню і азоту у 

складі наявних пептидів можуть утворювати 

зв’язки з іонами Ag+ за донорно-акцепторним  

механізмом O→Ag, або N→Ag. Реакції 

відновлення іонів металів подібними 

органічними молекулами можуть відбуватись 

досить повільно, до 6–20 днів. Також бактерії 

роду Bacillus секретують у середовище 

позаклітинні ферменти-редуктази, зокрема 

NAD(H)-залежну нітратредуктазу. 

При додаванні до розчину 1.0 мМ AgNO3 

нерозведеного КЕ B. subtilis-NB в ізольованій 

від світла реакційній суміші помітної зміни 

кольору не спостерігалось як при 

перемішуванні, так і без нього. Це вказувало 

на відсутність ефективного формування        

НЧ срібла. В розведених в пропорції 1:3 і 1:6 

КЕ B. subtilis-NB при рН 7, зміна кольору 

відбувалась повільно як в умовах темноти, так 

і при освітлені сонцем. На спектрах даних 

систем в УФ-видимому діапазоні, наведених 

на рис. 1 а (криві 1, 3), помітного поглинання 

не спостерігали. В тих же умовах, але при 

підвищенні рН до 9, під дією сонячного 

опромінення спостерігалась помітна зміна 

кольору. На спектрах (рис. 1 а, криві 2, 4) це 

позначилось появою низькоінтенсивної смуги 

поглинання ППР з широким максимумом в 

діапазоні  = 380–450 нм, інтенсивність якої 

зросла із збільшенням ступеня розведення КЕ. 

В контролі без додавання розведеного КЕ 

формування AgНЧ під дією сонячного світла 

не спостерігали. Це дозволило зробити  

припущення, що за умови одночасної 

присутності в реакційній суміші AgNO3 та 

розведеного культурального екстракту 

бактерій B. subtilis-NB в лужному середовищі 

мав місце ефект фотоіндукованої стимуляції 

квантами світла хімічного або фермента-

тивного перенесення електронів від 

електроно-донорної групи або від NAD(H) до 

іона срібла та відновлення Ag+ до Ag0. 

Подібний фотоіндукований механізм 

формування AgНЧ за участі водного 

екстракту листя Euphorbia hirta (молочаю 

волохатого) показано в роботі [33], де 

одержані таким способом AgНЧ розміром        

8–24 нм показали антимікробні властивості 

проти E. coli та S. аureus. 
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Рис. 1. Спектри поглинання наночастинок срібла, синтезованих на світлі з використанням культуральних 

екстрактів B. subtilis-NB (а) та B. cereus-NB (б): 1 – розведення 1:3, рН = 7; 2 – розведення 1:3, рН = 9; 

3 – розведення 1:6, рН = 7; 4 – розведення – 1:6, рН = 9. Концентрація прекурсора 1.0 mM 

 

Спектральні характеристики AgНЧ, 

синтезованих в аналогічних умовах в КЕ 

B. cereus-NB - іншої дослідженої культури - 

мали схожий характер (рис. 1 б). Зафіксовано 

низькоінтенсивну смугу поглинання в 

діапазоні 400–500 нм при рН 7, та більш 
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інтенсивну при рН 9. Ефект зростав із 

розведенням КЕ. Спектрально було 

підтверджено, що швидкість формування 

AgНЧ та інтенсивність поглинання в області 

ППР зросла при збільшенні рН від 7 до 9.   

Така залежність відмічена для обох КЕ 

B. subtilis-NB і B. cereus-NB. Отже, 

фотоіндуковане відновлення іонів срібла за 

участі КЕ досліджених бактерій є                          

рН-залежним процесом. Лужне середовище 

сприяло відновленню срібла. Подібну 

залежність встановлено в роботі [34] для 

синтезу AgНЧ за допомогою культурального 

супернатанту E. coli. Із урахуванням 

одержаних даних, подальші дослідження 

синтезу біогенних AgНЧ проводили в умовах 

експозиції зразків на сонячному світлі при 

рН 9.0÷9.5. 

Тривалість світлового опромінення та 

ступінь розведення КЕ B. subtilis-NB 

вплинули на формування AgНЧ та їхні 

спектральні характеристики. На це вказують 

залежності, наведені на рис. 2 а. Вже через 1 

день на спектрах спостерігалась смуга 

поглинання AgНЧ (рис. 2 а, криві 1, 4). Було 

відмічено максимум в області 450 нм і плече в 

області 380 нм. При цьому, інтенсивність 

поглинання при розведенні B. subtilis-NB в 

пропорції 1:6 перевищувала інтенсивність при 

розведенні 1:3. Із збільшенням часу світлової 

експозиції інтенсивність поглинання зростала 

в період з 1 до 3 днів, а після 3 днів не 

змінювалась. Характерно, що плече на спектрі 

при  = 380 нм не зникло через 5–7 днів 

синтезу. Подібна залежність може вказувати 

на формування двох фракцій частинок: ультра 

малих і наночастинок. 

 

  

а б 

Рис. 2. (а) Залежність спектрів поглинання наночастинок срібла, синтезованих на світлі в культуральному 

екстракті B. subtilis-NB, від тривалості синтезу. Розведення 1:6: 1 – 1 день, 2 – 3 дні, 3 – 7 днів. 

Розведення 1:3: 4 – 1 день, 5 – 3 дні, 6 – 7 днів. (б) Розподіл наночастинок срібла за розміром. 

Концентрація прекурсора 1.0 мМ 

 

На кривій розподілу інтенсивності 

розсіювання за розміром НЧ, наведеній на 

рис. 2 б, спостерігали максимум, який 

відповідає середньому значенню гідро-

динамічного діаметра Z-ave = 46.7 нм, а також 

невеликий максимум в області 1–2 нм. В КЕ 

B. subtilis-NB, багатому на органічні 

компоненти, при взаємодії іонів Ag+ з 

пептидами, аміногрупами, сульфідними і 

гідроксильними групами можуть виникнути 

умови для формування нанокластерів срібла 

розміром 0.5–2.0 нм. Це корелює з 

наведеними в роботі [35] даними про синтез 

нанокластерів срібла за участю пептидних 

лігандів. Пептидостабілізовані нанокластери 

срібла, на відміну від AgНЧ, не демонструють 

плазмонні ефекти, але можуть поглинати в 

ближньому ультрафіолеті [36]. Такі ефекти 

можуть бути причиною появи плеча в області 

380 нм у наведених вище спектрах (рис. 2 а). 

Для підтвердження фазового складу 

сформованих в культуральних екстрактах 

наночастинок срібла проведено ТЕМ і SAED 

дослідження. Аналіз мікрофотографій 

показав, що AgНЧ в середовищі NB (рис. 3 а) 

мали переважно сферичну, або еліпсоїдну 

форму і розмір у діапазоні 5–20 нм. На фото 

також спостерігаються ультрамалі частинки 
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розміром в декілька нм. Середній розмір 

~ 10±4 нм був меншим, ніж встановлений 

методом DLS 46.7 нм (табл. 1). Частинки 

знаходились в аморфній оболонці з органічної 

матриці. Аналіз вибраної області дифракції 

електронів (вставка на рис. 3 а): розташування 

концентричних радіусів, окремі інтенсивні 

точкові рефлекси (плями), вказує на високу 

кристалічність індивідуальних AgНЧ з 

кубічною гранецентрованою будовою. 

Дифузне гало навколо центральної плями 

може бути пов’язане з наявністю товстої 

аморфної органічної оболонки навколо  малих 

наночастинок, що узгоджується з [37]. 
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Рис. 3. ТЕМ мікрофотографії AgНЧ, одержаних в культуральному середовищі NB (розведення 1:6) (а), та в 

культуральному  середовищі 9М (б) при додаванні 1 ммоль AgNO3. На вставках наведені зображення 

вибраної області дифракції електронів (SAED) у відповідних наночастинках срібла 

 

В експериментах також використано інше, 

мінеральне, живильне середовище 9М. 

Відмінність застосування КЕ B. subtilis-9М від 

КЕ B. subtilis-NB полягала у його використан-

ні без розведення. Разом з тим, при однаковій 

концентрації прекурсора 1.0 мМ, інтенсив-

ність смуги поглинання АgНЧ-9М значно 

перевищила аналогічний показник для   

AgНЧ-NB (рис. 2 а) навіть у двічі розведеному 

колоїдному розчині (рис. 4 а). Це свідчить про 

досить високу ефективність КЕ B. subtilis-9М 

при формуванні наночастинок срібла. Як і для 

AgНЧ-NB, інтенсивність поглинання на 

спектрі АgНЧ-9М мало змінювалась після 3-го 

дня синтезу. 
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Рис. 4. (а) Залежність спектрів поглинання наночастинок срібла, синтезованих з використанням 

культурального екстракту B. subtilis-9М, від тривалості  синтезу. Концентрація прекурсора 1.0 мМ: 

1 – 3 дні, 2 – 5 днів. Концентрація прекурсора 2.0 мМ: 3 – 3 дні, 4 – 5 днів. Всі зразки AgНЧ-9М перед 

вимірюванням розведено дистильованою водою 1:1. (б) Розподіл наночастинок срібла AgНЧ-9М за 

розміром (крива 1 на рис. 3 а) 
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Спектри поглинання наночастинок срібла, 

синтезованих в двох різних КЕ B. subtilis, 

різнились за формою. Для AgНЧ-9М (рис. 4 а, 

криві 1, 2) спостерігалась практично 

симетрична смуга ППР з максимумом 

max = 435 нм. Зразки AgНЧ-9М мали середній 

гідродинамічний діаметр Z-ave = 33.7 нм і 

високий електрокінетичний потенціал          

 = -37.9 мВ, хоча величина індексу PDI=0.513 

була досить великою. Розподіл частинок за 

розміром (рис. 4 б), містив два максимуми: 

~ 47 нм, а також ~ 3–4 нм. Появу піку в області 

малих розмірів і велике значення PDI могли 

спричинити НЧ з формою, відмінною від 

сферичної [38]. AgНЧ-NB мали невеликий 

індекс PDI 0.236 і високий -потенціал                 

-34.2 мВ. Це вказувало на високу стабільність 

даної наносистеми. 

На ТЕМ мікрофотографіях AgНЧ-9М, 

синтезованих в мінеральному середовищі 9М 

(рис. 3 б), помітні деякі відмінності від 

попереднього зразка AgНЧ-NB. Частинки 

мали більший розмір від 15 до 35 нм, середній 

розмір становив приблизно 22±6 нм, і були 

оточені тонкою органічною оболонкою. Це 

пов’язане з тим, що на відміну від КЕ-NB, 

функціональні групи в даному екстракті 9М 

належали виключно біомолекулам, які 

синтезувала та секретувала сама бактерія 

B. subtilis-9М під час росту (полісахариди, 

стресові білки, органічні кислоти, пептиди). 

Проведений аналіз картини дифракції 

електронів засвідчив переважаючу присут-

ність металічного срібла у складі НЧ, 

принаймні у його ядрі. Не виключене часткове 

окиснення поверхні наночастинок з 

утворенням тонкої оболонки оксиду срібла 

Ag2O, що є притаманним для наночастинок 

срібла, синтезованих методами «зеленого» 

синтезу [39]. 

 

Таблиця 1. Результати вимірювання гідродинамічного діаметру Z-ave і електрокінетичного потенціалу () 

синтезованих AgНЧ в залежності від концентрації срібла, складу культурального екстракту, 

його розведення 

Середовище та 

умови формування 

AgНЧ (рН 9) 

Гідродинамічний діаметр Z-ave (нм) / -потенціал  AgНЧ (мВ) 

Концентрація срібла (мМ) 

1.0 2.0 3.0 5.0 

B. subtilis-NB 

розведення 1:3 

67.29±0.60 / 

-22.84±1.13 

54.14±1.18 / 

-27.74±3.43 

65.09±0.75 / 

-30.49±1.25 

64.43±1.01 / 

-14.03±3.42 

B. subtilis-NB 

розведення 1:6 

46.66±0.77 / 

-34.26±2.14 

58.43±0.33  / 

-31.22±2.07 

69.13±1.04 / 

-31.56±0.84 

65.33±1.07 / 

-22.56±0.56 

B. subtilis-9М 

 

33.74±1.02 / 

-37.90±1.09 

63.10±0.41 / 

-33.03±1.50 

_ _ 

B. cereus-NB 

розведення 1:6 

78.04±0.88 / 

-30.28±0.94 

_ _ _ 

B. cereus-NB 

розведення 1:3 

75.50±0.7 / 

-29.34±0.55 

_ _ _ 

Примітка:  «-»  не визначали 

 

Як видно з наведених в табл. 1 даних, 

AgНЧ, синтезовані за допомогою КЕ   

B. cereus-NB, мали більший діаметр                     

Z-ave = 78 нм порівняно із AgНЧ,  

сформованими в КЕ B. subtilis-NB. Водночас, 

при цьому НЧ несли високий негативний         

-потенціал = -30.3 мВ, тобто мали високу 

агрегатну стабільність. В даному випадку 

ступінь розведення КЕ мало позначився на 

розмірі і величині зета-потенціалу 

синтезованих НЧ. Наночастинки, сформовані 

при розведені 1:3, мали більші значення Z-ave 

порівняно з розведенням 1:6, тобто мали 

товщу оболонку навколо частинок. 

Досліджено вплив концентрації 

прекурсора на формування AgНЧ в КЕ 

B. subtilis-NB. На рис. 5 наведено зміну 

спектрів поглинання AgНЧ, сформованих із 

збільшенням концентрації AgNO3 від 1.0 до 

5.0 мМ і при розведеннях КЕ 1:3 (рис. 5 а) і 1:6 

(рис. 5 б). В обох випадках із збільшенням 

концентрації срібла інтенсивність полоси 

поглинання закономірно зросла. При 

розведенні КЕ B. subtilis-NB в пропорції 1:3 

(рис. 5 а), на спектрах чітко видно плече і 

смугу поглинання при концентраціях 

прекурсора 1.0 і 2.0 мМ. При концентраціях 

3.0 і 5.0 мМ плече в області 380 нм 
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зменшилось, поглинання в області 445–460 нм 

збільшилось, максимум змістився ліворуч. 

При розведенні КЕ в пропорції 1:6 (рис. 5 б), 

інтенсивність смуги поглинання зросла майже 

вдвічі, що вказує на формування більшої 

кількості AgНЧ. Із збільшенням концентрації 

срібла спектри відповідних зразків стали 

більш симетричними. Положення максимуму 

при  = 453 нм залишалось практично без 

змін. 
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Рис. 5. Залежність спектрів поглинання наночастинок срібла, синтезованих за допомогою культурального 

екстракту B. subtilis-NB, від концентрації прекурсора: 1 –1.0 мМ, 2 – 2.0 мМ, 3 – 3.0 мМ, 4 – 5.0 мМ. 

(а) – Розведення 1:3, (б) – розведення 1:6. Поряд з відповідним номером кривих наведено пропорцію 

розведення AgНЧ дист. водою перед спектроскопією 

 

Розглянемо, як співвідносяться наведені 

на рис. 5 спектральні характеристики 

синтезованих AgНЧ з показниками їхнього 

розміру та електрокінетичного потенціалу в 

табл. 1. УФ-видимі спектри НЧ металів та 

гідродинамічний діаметр досить чутливі до 

наявності на поверхні НЧ захисної оболонки. 

Гідродинамічний діаметр в загальному 

випадку включає ядро, вкрите сорбованими 

сполуками. Утворення стабілізуючої 

оболонки з біоорганічних молекул різної 

структурної організації на поверхні AgНЧ 

збільшує значення діаметра частинок 

порівняно з голим ядром [40, 41]. Як видно з 

даних, наведених в табл. 1, гідродинамічний 

діаметр НЧ, синтезованих в КЕ B. subtilis-NB 

(1:3) мало залежав від концентрації 

прекурсора. Проте мінімальний діаметр Z-ave 

54.1 нм мали НЧ при концентрації прекурсора 

2.0 мМ, тобто в цих умовах співвідношення 

концентрації КЕ і прекурсора в реакційній 

суміші було оптимальним для формування 

малих стабілізованих AgНЧ з високим               

-потенціалом -27.8 мВ. В КЕ B. subtilis-NB 

(1:6) найменші AgНЧ розміром 46.7 нм з 

найвищим -потенціалом -34.3 мВ було 

синтезовано при концентрації прекурсора 

1.0 мМ. Таке співвідношення  є найкращим 

для більш розведеного культурального 

екстракту, хоча концентрація 2.0 мМ також 

відповідала критеріям високої стабільності 

біогенних НЧ (табл. 1). 

Аналізуючи наведені вище дані, можна 

припустити, що спостережуваний ефект 

уширення спектрів поглинання пов’язаний із 

специфікою взаємодії іонів срібла з 

різноманітним за складом органічним 

середовищем, яке використовують у зеленому 

синтезі. Біомолекули, які мають велику 

кількість електронегативних функціональних 

груп, можуть зв’язувати іони Ag+, утворюючи 

тимчасові координаційні комплекси. 

Ефективність хімічного етапу перетворення, 

коли комплексовані іони срібла приймають 

електрони від молекул-донорів або ферментів 

і відновлюються до металічного стану, 

залежить від рН, співвідношення концентрації 

іонів срібла і редуктантів, фотостимуляції. 

Білкові молекули через зв'язки Ag–N або     

Ag–S міцно координуються з поверхнею 
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наночастинки, створюючи електростатичний і 

просторовий захист [16–19, 25, 26]. Можна 

припустити, що значне уширення спектрів на 

початковому етапі синтезу (рис. 1), або при 

синтезі в неоптимальних умовах, може 

свідчити про зміну морфології, розміру та 

агрегатного стану наночастинок срібла в 

процесі синтезу. При великому надлишку 

культурального екстракту в умовах багатого 

поживного середовища (середовище NB), 

процес формування наночастинок може 

частково гальмуватись на етапі формування 

зародків (кластерів) Ag0
n, що супроводжується 

утворенням великої кількості надмалих 

частинок, густо вкритих органічною 

оболонкою, а також відносно меншої кількості 

наночастинок (що підтверджено даними ТЕМ, 

рис. 3 а). Це приводить до підвищення 

полідисперсності системи. При цьому на 

спектрах спостерігається широка полоса ППР 

низької інтенсивності, або вона відсутня 

взагалі. Подібна ситуація відображена на 

спектрах на рис. 1. При зміщенні пропорції 

між культуральним екстрактом (КЕ) і 

прекурсором в бік зменшення концентрації  

КЕ, в розчині виникають кращі умови для 

перекристалізації зародків і формування нано-

частинок срібла. При цьому інтенсивність 

полоси ППР зростає і вона дещо звужується 

(рис. 5 б). Наведені міркування стосуються 

синтезу AgНЧ в багатому середовищі NB. В 

мінеральному середовищі 9М, як зазначалося 

вище, містились виключно метаболіти, які 

синтезувала та секретувала сама бактерія 

B. subtilis-9М під час росту. Через це 

культуральний екстракт не потребував 

розведення. 

Результати вимірювання -потенціалу 

методами мікроелектрофорезу (рис. 6) і DLS 

(табл. 1) корелюють між собою. Як видно з 

рис. 6 а, AgНЧ-NB, синтезовані при 

розведенні 1:6, демонстрували більші 

значення  порівняно з розведенням 1:3. Це 

свідчить про їхню кращу стабілізацію за 

рахунок сорбції компонентів культурального 

екстракту. Наведені на рис. 6 б залежності       

ς-потенціалу від показника рН для AgНЧ, 

синтезованих в 2-х різних культуральних 

екстрактах, були дуже подібні. Це 

підтверджує важливий факт, що клітинні 

метаболіти B. subtilis відігравали визначальну 

роль при формуванні поверхневої оболонки і 

стабілізації НЧ. 
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Рис. 6. (а) Залежність -потенціалу наночастинок срібла, синтезованих за допомогою культурального 

екстракту B. subtilis-NB, від концентрації прекурсора: 1 – розведення 1:6, 2 – розведення 1:3. 

(б) Залежність -потенціалу AgНЧ від величини рН: 1 – культуральний екстракт B. subtilis-9М, 2 – 

культуральний екстракт B. subtilis-NB (розведення 1:6) 

 

Аналіз одержаних даних показав значний 

вплив, який справляють концентрація 

прекурсора, склад культурального екстракту 

та величина рН на формування і агрегатну 

стабільність AgНЧ. При високій концентрації 

прекурсора (5.0 мМ) і розведенні 1:6, нестача 

захисних речовин перешкоджала формуванню 

стабільних НЧ малого розміру і, згодом, 

приводила до їхньої агрегації. В розведеному 

1:6 КЕ B. subtilis-NB і концентрації 
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прекурсора 1.0÷2.0 мМ умови синтезу НЧ 

наближались до оптимальних. Завдяки 

метаболітам, продукованим бактеріями 

протягом 2-х діб в живильних середовищах 

NB і 9М, синтезовані на їхній основі AgНЧ 

мали негативний -потенціал в широкому 

діапазоні рН 2.2–10.5. AgНЧ, синтезовані в КЕ 

B. subtilis-9М, мали дещо вищий -потенціал. 

Як видно з рис. 6 б, максимальні значення 

від’ємного електрокінетичного потенціалу 

сягали значень -30 мВ і більше в діапазоні 

рН 6–9. Це підтверджує наявність сорбційного 

шару із біомолекул, завдяки яким виникали 

негативно заряджені депротоновані карбо-

ксильні групи. Сорбовані молекули створили 

електростатичний і структурний бар’єр, який 

запобігає агрегації  наночастинок. 

Одержані результати показали, що 

формування найбільш стабільних AgНЧ 

відбувалось під дією сонячного опромінення в 

розведеному 1:6 культуральному екстракті 

B. subtilis-NB при концентраціях срібла 

1.0÷2.0 мМ, в КЕ B. subtilis-9М – при 

концентрації прекурсора 1.0 мМ, та в КЕ 

B. cereus-NB (1:6) – при концентрації 

прекурсору 1.0 мМ. Оптимальне значення 

рН 9. В цих умовах частинки мали високий 

електрокінетичний потенціал і малий розмір, 

що забезпечувало їхню стабільність. 

Для оптимальних за визначеними вище 

фізико-хімічними параметрами (розмір, 

стабільність, -потенціал) наночастинок 

срібла було оцінено їхню безпечність за 

параметрами цито- і генотоксичності, та 

визначено ефективність їхньої антимікробної 

дії. 

Проведені дослідження виявили помірний 

рівень цитотоксичності усіх синтезованих 

зразків AgНЧ (табл. 2). Однак, порівняння 

показників виживаності клітин лінії L929 при 

дії AgНЧ продемонструвало вищий рівень 

цитотоксичності  зразків  №№ 3, 5, ніж зразків 

№№ 1, 2, 4. 

Дослідження генотоксичності in vitro 

синтезованих AgНЧ показало відсутність 

однонитчастих ДНК-розривів та ДНК-

аддуктів під дією усіх зразків. Так, порівняння 

індексів ДНК-комет (ІДНК), візуалізованих в 

ході проведення кометного тесту контролів та 

експериментальних груп показало, що ІДНК в 

клітинах L929, оброблених дослідженими 

зразками AgНЧ, були на рівні негативного 

контролю - інтактних клітин лінії L929 

(табл. 3). 

 

Таблиця 2. Цитотоксичність зразків AgНЧ за результатами тесту з трипановим синім 

№ зразка 

Ag НЧ 

Культуральний екстракт, 

концентрація НЧ 

Концентрація 

зразка, що викликає 

50 %-загибель 

клітин L929 

Концентрація зразка, що 

не викликає загибелі 

клітин L929 (100 %-

виживаність) 

№1 B. subtilis-NB (1:6), 2 мМ AgНЧ 0.5 мМ 0.1 мМ 

№2 B. subtilis-NB (1:3), 2 мМ AgНЧ 0.5 мМ 0.1 мМ 

№3 B. subtilis-9М, 2 мМ AgНЧ 0.1 мМ 0.01 мМ 

№4 B. cereus-NB (1:6), 1 мМ AgНЧ 0.5 мМ 0.1 мМ 

№5 B. cereus-NB (1:3)  1 мМ AgНЧ 0.1 мМ 0.01 мМ 

Примітка: результати вірогідні, р < 0.05 

 

Таблиця 3. Генотоксичність зразків AgНЧ in vitro за результатами тесту ДНК-комет в лужних умовах з 

використанням клітин лінії L929 

№ зразка 

Ag НЧ / 

контроль 

Культуральний екстракт, 

концентрація НЧ 
ІДНК 

Висновок про 

генотоксичність 

зразка 

№1 B. subtilis-NB (1:6), 2 мМ AgНЧ 0.139±0.001 Не генотоксичний 

№2 B. subtilis-NB (1:3), 2 мМ AgНЧ 0.133±0.002 Не генотоксичний 

№3 B. subtilis-9М, 2 мМ AgНЧ 0.145±0.004 Не генотоксичний 

№4 B. cereus-NB (1:6), 1 мМ AgНЧ 0.137±0.001 Не генотоксичний 

№5 B. cereus-NB (1:3) 1 мМ AgНЧ 0.142±0.002 Не генотоксичний 

Негативний контроль 0.131±0.001 Не генотоксичний 

Позитивний контроль 3.767±0.002 Генотоксичний 

Примітка: результати вірогідні, р < 0.05 
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Оцінка безпечності зразків AgНЧ 

продемонструвала помірний рівень їхньої 

цитотоксичності та відсутність генотоксичної 

дії in vitro. Це свідчить про біобезпечність 

синтезованих наночастинок срібла для 

еукаріотичних організмів. 

В табл. 4 наведені результати оцінки 

антимікробної активності синтезованих 

наночастинок срібла проти фітопатогенних 

бактерій штамів P. syringae № 1 та P. syringae 

№ 2, визначеної диско-дифузійним методом. 

 

Таблиця 4. Вплив концентрації синтезованих НЧ срібла на величину зони затримки росту штамів 

P. syringae №1та P. syringae №2 

Примітка: * – ріст окремих колоній (бактеріостатична дія); С.Р. – суцільний ріст бактерій 
Результати вірогідні, p ≤ 0.05 

 

Як видно, найвищу ефективність 

антимікробної дії виявив зразок №1, 

синтезований в КЕ B. subtilis-NB (1:6). В 

діапазоні концентрацій AgНЧ 

30.8÷107.9 мкг/мл діаметр зон повної 

затримки росту фітопатогенів становив 

13.5÷15.0 мм для штаму P. syringae №1 та 

11.0 мм для штаму P. syringae №2. В діапазоні 

концентрацій AgНЧ 15.4÷24.0 мкг/мл 

спостерігалось звуження зони затримки росту. 

При цьому був відмічений ріст окремих 

колоній, тобто мав місце бактеріостатичний 

ефект дії. Зразок №2, синтезований в КЕ 

B. subtilis-NB (1:3), також виявив бакте-

рицидну і бактеріостатичну дію у вказаному 

вище діапазоні концентрацій, проте з гіршими 

показниками затримки зони росту. Зразок №3, 

синтезований в КЕ B. subtilis-9М, виявився 

досить ефективним проти P. syringae №1 і 

менш ефективним проти P. syringae №2. 

Зразки №4 і №5 на основі КЕ B. cereus-NB 

показали виражені бактерицидні властивості 

проти фітопатогенних штамів P. syringae №1 і, 

особливо, P. syringae №2 в діапазоні 

концентрацій 30.8÷107.9 мкг/мл. Діапазон зон 

затримки росту фітопатогенів під впливом цих 

частинок становив 11.0÷14.0 мм. 

Отримані результати ефективної анти-

мікробної дії засвідчили, що товщина 

оболонки із біомолекул, яка сформувалась на 

поверхні частинок, не впливала істотно на 

ефективність вивільнення срібла нано-

частинками, сформованими в оптимальних 

умовах. Зразок AgНЧ №1 (B. subtilis-NB (1:6)) 

мав товщу оболонку завдяки багатому 

культуральному середовищу. Зразок AgНЧ 

№3 (B. subtilis-9M) мав тоншу оболонку через 

збіднений склад мінерального середовища. 

При цьому, в першому випадку (AgНЧ №1) 

показник зони затримки росту був дещо 

більший. Хоча, якщо порівняти зразки №1 (NB 

1:6) і №2 (NB 1:3), які відрізнялись ступенем 

розведення культурального екстракту, при 

надлишку біомолекул формувались нано-

частинки з меншою антимікробною  

активністю. Захисна оболонка в даному 

випадку відіграє ще одну важливу роль, 

сприяючи дозованому і пролонгованому 

вивільненню срібла. 

Враховуючи, що більшості штамів 

B. cereus притаманна здатність виділяти 

негемолітичний ентеротоксин (Nhe), який має 

діареєгенний потенціал [42], подальші 

модельні дослідження у ґрунті щодо впливу 

синтезованих AgНЧ було проведено з 

використанням препаратів, отриманих в КЕ 

B. subtilis. Для цього наважки стерильного 

ґрунту контамінували шляхом додавання обох 

фітопатогенних штамів (в суміші) в 

концентрації 1×107 КУО на 1 г ґрунту і 

Номери зразків AgНЧ і 

умови синтезу 

Діаметр зони затримки росту штамів P. syringae №1/ P. syringae №2  

(мм) 

Концентрація срібла  (мкг/мл) 

107.9 53.9 30.8 24.0 15.4 

№1  B. subtilis-NB (1:6) 15.0/11.0 14.0/11.0 13.5/11.0 12.0*/10.5* 12.0*/10.0* 

№2  B. subtilis-NB (1:3) 12.5/12.0 12.0/12.0 11.0/10.0 10.0*/10.0* 10.0*/11.0* 

№3  B. subtilis-9M 15.0/11.5 13.0/11.5* 12.0*/11.5* 11.0*/11.0* С.Р./С.Р. 

№4  B. cereus-NB (1:6) 14.0/12.0 12.5/12.5 10.0/10.5* 10.0*/12.0* С.Р./С.Р. 

№5  B. cereus-NB (1:3) 14.0/13.0 12.0/12.5 12.0/11.5* 11.0/10.5* С.Р./С.Р. 
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одночасно додавали синтезовані AgНЧ 

B. subtilis-NB або AgНЧ B. subtilis-9М у 

бактерицидних концентраціях, визначених 

диско-дифузійним методом, які становили 

30.8 мкг/л для препарату AgНЧ-NB та 

53.9 мкг/л срібла для препарату AgНЧ-9М. 

Контролем слугував зразок контамінованого 

ґрунту без додавання AgНЧ. 

Динаміка антимікробної дії AgНЧ 

B. subtilis-NB і AgНЧ B. subtilis-9М проти 

штамів P. syringae представлена на рис. 7 а. 

Згідно отриманих результатів, наночастинки 

срібла, синтезовані за допомогою обох 

культуральних екстрактів B. subtilis, виявили 

високу антимікробну активність у ґрунті 

проти фітопатогенних бактерій P. syringae 

(рис. 7 а). Ступінь пригнічення росту 

патогенів, порівняно з контролем, при 

додаванні AgНЧ B. subtilis-NB становив 

90.0 % на 7 добу інкубації та зріс до 93.3 % 

через 14 діб. При додаванні у контамінований 

ґрунт AgНЧ B. subtilis-9М, за тих же умов, 

ступінь пригнічення становив, відповідно, 

97.5 і 93.0 %. 
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Рис. 7. (а) – Динаміка антимікробної дії AgНЧ B. subtilis-NB (2) і AgНЧ B. subtilis-9М (3) в ґрунті, 

контамінованому сумішшю штамів P. syringae №1 і P. syringae №2; (1) – контроль – контамінований 

ґрунт без додавання AgНЧ 

(б) – Динаміка впливу AgНЧ B. subtilis-NB (2) і AgНЧ B. subtilis-9М (3) на аборигенну мікрофлору 

нативного ґрунту. (1) – контроль – нативний ґрунт без додавання AgНЧ 

 

Аборигенна мікрофлора ґрунту (рис. 7 б), 

на відміну від фітопатогенів P. syringae, 

відреагувала на додавання в ґрунт НЧ срібла 

лише незначним зниженням числа колоніє-

утворюючих одиниць (КУО), порівняно з 

контролем (нативний ґрунт без додавання 

AgНЧ). Ступінь пригнічення росту ґрунтових 

мікроорганізмів відносно контролю при 

додаванні AgНЧ B. subtilis-NB на 7 добу 

інкубації становив 5.9 %, при додаванні AgНЧ 

B. subtilis-9М –10.3 %. Через 14 діб інкубації в 

першому випадку ступінь стимуляції росту 

становив 21.2 % (рис. 7 б(2)), в другому – 

ступінь пригнічення склав 16.6 % (рис. 7 б(3)). 

Встановлені показники антимікробної дії 

AgНЧ значно відрізнялись для фітопатогенів 

P. syringae та аборигенної мікрофлори ґрунту, 

що вказує на селективність дії синтезованих 

біогенних наночастинок. Як видно з 

одержаних даних, модифікація поверхні  

наночастинок срібла вторинними мета-

болітами B. subtilis істотно відбивається на 

їхній взаємодії з фітопатогенними 

мікроорганізмами і мікрофлорою ґрунту. А 

саме, нанопрепарат AgНЧ B. subtilis-9М 

(зразок №3), який згідно з даними табл. 2 

показав вищу цитотоксичність, в дослідах 

щодо оцінки динаміки впливу на аборигенну 

мікрофлору нативного ґрунту відчутно більше 

пригнічував аборигенну мікрофолору як на    

7-му, так і на 14-ту добу експерименту 

(рис. 7 б(3)), порівняно із AgНЧ B. subtilis-NB 

(зразок №1). В той час як під впливом AgНЧ 

B. subtilis-NB (рис. 7 б(2)) на 14-ту добу 

інкубації спостерігалась стимуляція росту 

аборигенної мікрофлори порівняно з 

контролем. Що стосується ефективності 
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антимікробної дії (рис. 7 а), активність цих 

препаратів мало різнилась. 

ВИСНОВКИ 

Методом біогенного синтезу з 

використанням культуральних екстрактів 

ґрунтових бактерій Bacillus subtilis В1239 і 

Bacillus cereus ВКПМ 5059 було одержано 

наночастинки срібла. Культуральні екстракти 

B. subtilis-NB, B. subtilis-9М і B. cereus-NB 

виступали як відновлювальні, стабілізуючі і 

модифікуючі агенти. Процес відбувався при 

кімнатній температурі шляхом фотостиму-

льованого рН-залежного синтезу нано-

частинок срібла. При формуванні AgНЧ 

встановлено важливу роль співвідношення 

концентрації прекурсора і культурального 

екстракту бактерій, а також величини рН у 

забезпеченні їхньої високої стабільності. 

Показано, що бактеріальні метаболіти в 

культуральних екстрактах відповідають за 

формування НЧ певного розміру, високого 

електрокінетичного потенціалу і особливості 

впливу наночастинок на мікроорганізми. 

Формування найбільш стабільних AgНЧ 

відбувалось при рН 9 і концентраціях срібла 

1.0÷2.0 мМ в розведеному 1:6 культуральному 

екстракті B. subtilis-NB та при концентрації 

прекурсора 1.0 мМ в КЕ B. subtilis-9М і КЕ 

B. cereus-NB (1:6). В цих умовах частинки 

мали високий електрокінетичний потенціал і 

малий розмір, що забезпечувало їхню 

стабільність. 

Встановлено виражену антибактеріальну 

дію біогенних наночастинок срібла, 

отриманих з використанням культуральних 

екстрактів B. subtilis і B. cereus, проти 

відомого фітопатогенного збудника хвороб 

кукурудзи P. syringae в діапазоні 

концентрацій 30.8–107.9 мкг/мл. Серед 

досліджених нанопрепаратів виражену 

антимікробну дію, разом із найменшою 

цитотоксичністю і відсутністю гено-

токсичності для еукаріотичних клітин, 

виявили біогенні AgНЧ, сформовані в 

культуральному екстракті B. subtilis-NB. При 

цьому спостерігали незначний ступінь 

пригнічення аборигенної мікрофлори ґрунту 

під їхнім впливом з переходом у стимулюючу 

дію на 14-ту добу, що вказує на високу 

селективність цих наночастинок. Проведені 

дослідження засвідчили перспективність 

використання синтезованих наночастинок 

срібла на основі B. subtilis для подальшого 

застосування в агроекології і рослинництві як 

ефективних агентів для боротьби з хворобами 

рослин і захисту здоров’я ґрунтів. 

Передбачається застосування біогенних AgНЧ 

на обмежених площах (в оранжереях, 

селекційних науково-дослідних установах 

тощо). Також вивчається ефективність 

передпосівної обробки насіння синтезованими 

наночастинками. 
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Bacteria of the Bacillus genus are known in agroecology as a powerful tool for biocontrol due to their ability to 

produce secondary metabolites that have a suppressive effect on many phytopathogens. This work demonstrates an 

environmentally friendly approach to the synthesis of silver nanoparticles (NPs) using cell-free extracts (CE) of 

Bacillus subtilis B1239 and Bacillus cereus VKPM 5059 bacteria from nutrient media of various compositions. Silver 

NPs have been obtained by biogenic synthesis using CE of soil bacteria B. subtilis and B. cereus. According to the 

data obtained, CE B. subtilis-NB, CE B. subtilis-9M, and CE B. cereus-NB were acted as reducing, stabilizing, and 

modifying agents in the process of AgNPs synthesis, which took place at room temperature by photo-stimulated          

pH-dependent reduction. The NPs were studied using spectroscopy in the UV-visible range, dynamic light scattering 

(DLS) method, microelectrophoresis and electron microscopy (TEM images and selected area electron diffraction 

SAED). The biosafety of AgНЧ samples in vitro was determined by the parameters of cyto- and genotoxicity using 

eukaryotic cells of the L929 line. Antimicrobial activity was evaluated using the disc-diffusion method and by counting 

Pseudomonas syringae bacteria in sterile soil contaminated with this phytopathogen and treated by the studied AgNP 

samples. The effect on the indigenous microflora of the soil was evaluated by adding AgNPs in the defined bactericidal 

concentration to non-sterile soil and counting the total number of soil microorganisms. During the formation of AgNPs, 

the important role of the ratio of precursor concentration and CE, as well as the pH value, in ensuring their high 

stability was elucidated. It was shown that bacterial metabolites in CE are responsible for the size formation, high 

electrokinetic potential, and the peculiarities of the effect of NPs on microorganisms. The formation of the most stable 

AgNPs occurred at pH 9 and silver concentrations of 1.0÷2.0 mM in CE B. subtilis-NB (dilution 1:6), and 1.0 mM 

silver in CE B. subtilis-9M and CE B. cereus-NB (1:6). Under these conditions, the particles had high electrokinetic 

potential and small size, which ensured their stability. A pronounced antibacterial effect of biogenic AgNPs against 

the known phytopathogen of corn diseases P. syringae was found in the concentration range of 30.8–107.9 μg/ml. 

Among the studied nanopreparations, biogenic AgNPs formed in CE B. subtilis-NB showed the highest antimicrobial 

effect, along with the lowest cytotoxicity and absence of genotoxicity for eukaryotic cells. At the same time, a slight 

degree of suppression of the indigenous soil microflora was observed under these NPs influence, with a transition to 

a stimulating effect on the 14th day, indicating their high selectivity. The fulfilled studies have demonstrated the 

potential of using the synthesized AgNPs based on CE B. subtilis for further application in agroecology and plant 

growing as effective agents for combating plant diseases and protecting soil health. 

Keywords: “green” synthesis, silver nanoparticles, cell-free extract, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

electrokinetic potential, antimicrobial properties, Pseudomonas syringae 
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