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[bookmark: _Toc128995649][bookmark: _Toc134993763]

[bookmark: _Toc136260750]1 Результаты исследования


[bookmark: _Hlk131699775]Добавление водного экстракта листьев Cannabis sativa к раствору нитрата серебра приводило к изменению цвета раствора со светло-желтого на красновато-коричневый, что по данным литературных источников свидетельствует о синтезе наночастиц Ag2O (рисунок 1) [1].

[image: ]

	Рисунок 1 – Изменение окраски раствора после синтеза наночастиц оксида серебра


[bookmark: _Toc136260751]1.1 Результаты спектрофотометрии биосинтезированных наночастиц оксидов серебра и кобальта


[bookmark: _Hlk135150079]	Синтез НЧ оксида серебра (Ag2O) и оксида кобальта (Co3O4) «зелёным» методом подтверждали с помощью спектрофотометрии в диапазоне длин волн 200-700 нм.
При этом спектр поглощения суспензии НЧ оксида серебра с концентрацией 0,1 мг/мл представляет собой график с широкой полосой поглощения в диапазоне 400-480 нм с максимумами на 432 нм (для НЧ Ag2O, синтезированных из Cannabis sativa) и 400 нм (для НЧ Ag2O, синтезированных из хитозана) соответственно [2]. 
Тогда как для наночастиц оксида кобальта спектр поглощения суспензии наночастиц с концентрацией 0,1 мг/мл представляет собой график с полосой поглощения в диапазоне от 260 до 340 нм и максимумами на 280 нм (для НЧ Co3O4, синтезированных из Cannabis sativa) и 300 нм (для НЧ Co3O4, синтезированных из каллусных тканей) [3].
Полученные спектры представлены на рисунке 2.
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[bookmark: _Hlk134985906][bookmark: _Hlk134986093]А – cпектр НЧ оксида серебра, синтезированных из C. sativa; Б – спектр НЧ оксида серебра, синтезированных из хитозана; В – спектр НЧ оксида кобальта, синтезированных из C. sativa; Г – спектр НЧ оксида кобальта, синтезированных из каллусных тканей

	Рисунок 2 – Спектры поглощения наночастиц оксида серебра и оксида кобальта
	
	Различное положение и интенсивность пиков поглощения может зависеть от нескольких факторов, таких как размер, форма и состав наночастиц. Например, наночастицы меньшего размера, как правило, имеют более высокие пики поглощения энергии по сравнению с более крупными частицами, в то время как форма наночастиц может влиять на количество пиков поглощения [3].
	Таким образом, исходя из литературных данных, полученные полосы поглощения являются характерными для наночастиц оксида серебра и оксида кобальта, что свидетельствует об их успешном синтезе [4, 5]. 


[bookmark: _Toc106641102][bookmark: _Toc136260752]1.2 Результаты исследования морфологических свойств наночастиц с помощью атомно-силовой микроскопии


	При исследовании синтезированных «зеленым» методом НЧ серебра и кобальта в АСМ было показано, что их размеры несущественно различаются в зависимости от используемых восстановителей [6]. 
Синтезированный оксид серебра на АСМ-изображениях представляет собой неоднородные частицы, варьирующие по размерам от 80 до 160 нм, неправильной и сферической формы (рисунок 3). Некоторые наночастицы образовывали конгломераты.

[image: ]

[bookmark: _Hlk135070853]А – наночастицы оксида серебра, полученные с использованием C. sativa; Б – наночастицы оксида серебра, полученные с использованием хитозана

	Рисунок 3 – АСМ-изображения и профили поверхности НЧ Ag2O, размер скана 14×21 мкм

	Биосинтезированные наночастицы оксида кобальта представляют собой частицы диаметром 90-180 нм и высотой 20-40 нм. При этом большая их часть представлена округлыми образованиями, расположенными в виде кластеров (рисунок 4) [7].
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А – наночастицы оксида кобальта, полученные с помощью C. sativa; Б – наночастицы оксида кобальта, полученные с помощью каллусных тканей

	Рисунок 4 – АСМ-изображения и профили поверхности НЧ Co3O4, размер скана 14×21 мкм

В ходе данной работы были оценены размеры исследуемых наночастиц, полученных в ходе «зеленого» синтеза. В процессе сканирования были обнаружены отдельные сферические наночастицы, НЧ неправильной формы и кластеры.

 
[bookmark: _Toc136260753]1.3 Результаты оценки антибактериальной активности наночастиц оксида серебра и оксида кобальта


[bookmark: _Hlk130999505]Растворы нитрата серебра и нитрата кобальта (К+) проявляли собственную антибактериальную активность, с которой и сравнивали антибактериальный эффект биосинтезированных НЧ серебра и кобальта. Экстракт Cannabis sativa (К-) не проявлял антагонистических свойств против всех изучаемых бактерий [8-14]. 
[bookmark: _Hlk135080662]Настоящее исследование показало, что наночастицы оксида серебра, приготовленные с использованием водного экстракта листьев Cannabis sativa и хитозана, проявляют выраженную антибактериальную активность, возрастающую по мере увеличения концентрации, против различных штаммов бактерий, как показано на рисунке 5 [15].
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[bookmark: _Hlk135083967]I – Pseudomonas aeruginosa; II – Salmonella enterica; III – Escherichia coli; IV – Staphylococcus aureus, где А – бактериальная суспензия, Б – нитрат серебра (К+), В – растительный экстракт Cannabis sativa (К-), Г – НЧ Ag2O 1 мг/мл, Д – НЧ Ag2O 5 мг/мл, Е – НЧ Ag2O 10 мг/мл

	Рисунок 5 – Антибактериальная активность НЧ оксида серебра, приготовленных с помощью экстракта Cannabis sativa

	Зоны подавления роста различных размеров (в мм) были получены, как указано в таблице 1.

[bookmark: _Hlk135086030]	Таблица 1 – Зоны подавления роста микроорганизмов НЧ оксида серебра

	[bookmark: _Hlk135086072]Исследуемые м/о
	НЧ Ag2O, полученные с помощью C. sativa
	НЧ Ag2O, полученные с помощью хитозана
	Нитрат серебра (К+)

	Концентрация, мг/мл
	1
	5
	10
	1
	5
	10
	5

	S. enterica
	9,5 ± 0,6
	11,0 ± 0,1*
	12,5 ± 0,3
	8,6 ± 0,4
	10,8 ± 0,5
	12,0 ± 1,1
	6,5 ± 0,3



Продолжение таблицы 1

	E. coli
	11,5 ± 0,7
	12,0 ± 0,8
	13,9 ± 0,3
	9,8 ± 0,5
	11,0*
	12,0 ± 0,6
	10,5 ± 0,9

	S. aureus
	12,0 ± 0,3
	13,5 ± 0,4
	15,5 ± 0,5
	12,0 ± 0,4
	13,6 ± 0,3
	15,2 ± 0,4
	12,7 ± 0,7

	P. aeruginosa
	12,5 ± 0,2*
	14,5 ± 0,3
	[bookmark: _Hlk131196645]14,9 ± 0,7
	12,0 ± 0,9
	13,8 ± 0,5
	14,5 ± 0,3
	13,0 ± 0,4



	Из приведенной выше таблицы ясно видно, что НЧ Ag2O проявили максимальный антибактериальный эффект при концентрации 10 мг/мл против S. aureus и минимальный – в отношении S. enterica. При концентрации 1 мг/мл – максимальная зона ингибирования для P. aeruginosa и минимальная для S. enterica.
	Также можно отметить, что для P. aeruginosa разница в зонах подавления роста с повышением концентрации НЧ (от 5 мг/мл до 10 мг/мл) возрастает несущественно, тогда как для S. enterica, S. aureus и E. coli наблюдается очевидная зависимость: с увеличением концентрации наночастиц бактерицидная активность возрастает и ореол ингибирования роста культуры имеет больший диаметр [16].
	Таким образом, биосинтезированные НЧ оксида серебра показали сильный антибактериальный эффект против как грамположительных, так и грамотрицательных бактерий. Используемые при синтезе экстракт C. sativa и хитозан не оказали принципиальных различий на токсическое действие наночастиц оксида серебра и их размеры.
Антибактериальная активность НЧ Ag2O в концентрации 10 мг/мл была максимально выражена по сравнению с меньшими концентрациями, особенно в отношении патогенного микроорганизма S. aureus. 
Эффективность НЧ серебра в сравнении с их ионами при использовании аналогичных концентраций выше на 8-17 % для P. aeruginosa, S. aureus, E. coli и на 70 % для S. еnterica [17].
	Наночастицы оксида кобальта, приготовленные с использованием растительного экстракта Cannabis sativa и каллусных тканей, проявляют менее выраженную антибактериальную активность, по сравнению с наночастицами оксида серебра. 
Однако антибактериальный эффект так же является дозозависимым, то есть возрастает по мере увеличения концентрации наночастиц (рисунок 6).

[image: ]

I – Pseudomonas aeruginosa; II – Salmonella enterica; III – Escherichia coli; IV – Staphylococcus aureus, где А – бактериальная суспензия, Б и В – растительный экстракт Cannabis sativa, Г – НЧ Co3O4 1 мг/мл, Д – НЧ Co3O4 5 мг/мл, Е – НЧ Co3O4 10 мг/мл, Ж – нитрат кобальта (К+)

	Рисунок 16 – Антибактериальная активность НЧ оксида кобальта, приготовленных с помощью экстракта Cannabis sativa

НЧ оксида кобальта при концентрации 1 и 5 мг/мл проявляют незначительную антибактериальную активность. 
В основном же антимикробный эффект, достойный внимания, появляется при концентрации 10 мг/мл. 
Наиболее чувствительными культурами оказались P. aeruginosa и S. enterica, на них в среднем по сравнению с действием нитрата кобальта эффект НЧ оксида кобальта был на 30 % выше. 
Зоны подавления роста различных культур (в мм) указаны в таблице 2.



Таблица 2 – Зоны ингибирования роста бактерий НЧ оксида кобальта

	Исследуемые м/о
	НЧ Co3O4, полученные с помощью C. sativa
	НЧ Co3O4, полученные с помощью каллусных тканей
	Нитрат кобальта (К+)

	Концентрация, мг/мл
	1
	5
	10
	1
	5
	10
	10

	S. enterica
	5,3 ± 0,3
	6,0 ± 0,7
	9,0 ± 0,2*
	5,5 ± 0,3
	6,8 ± 0,6
	9,3 ± 0,1*
	6,8 ± 0,4

	E. coli
	7,3 ± 0,7
	8,0 ± 0,6
	9,0 ± 0,8
	7,0 ± 0,8
	8,3 ± 0,5
	9,0 ± 0,3
	8,5 ± 0,6

	S. aureus
	5,5 ± 0,5
	7,8 ± 0,9
	8,8 ± 0,6
	5,5 ± 0,4
	7,5 ± 0,7
	8,5 ± 0,8
	7,8 ± 0,7

	P. aeruginosa
	7,8 ± 0,8
	11,0 ± 0,5
	12,0 ± 1,0
	8,0 ± 0,7
	10,8 ± 0,4
	12,3 ± 0,5
	9,3 ± 0,5



В целом биосинтезированные НЧ оксида кобальта показали незначительно выраженный антибактериальный эффект против S. enterica, E. coli и S. aureus. Наибольшая антибактериальная активность НЧ Со3O4 в концентрации 10 мг/мл была выражена в отношении патогенного микроорганизма P. aeruginosa.  Эффективность НЧ кобальта в сравнении с их ионами при использовании максимальной концентрации выше на 35 % для P. aeruginosa и S. enterica и только на 5-10 % для E. coli и S. aureus. 
Использование растительного экстракта Cannabis sativa или каллусных тканей в качестве восстановителей и стабилизаторов не обнаружило разницу в проявляемой антибактериальной активности и размерах синтезированных НЧ оксида кобальта [18].
Таким образов, биосинтез НЧ оксида кобальта и оксида серебра является устойчивым и экологически чистым подход к синтезу этих наноматериалов, а сами биосинтезированные наночастицы могут найти применение как новое поколение антибактериальных средств.
[bookmark: _Toc57752428][bookmark: _Toc86617622][bookmark: _Toc136260755]
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Оренбург 2023

	Дата

	Перечень выполненных работ и полученных навыков
	Соответствие задачам практики
	Количество часов
	Отметка о выполнении

	24.04.2023 –01.05.2023
	Синтез наночастиц оксида серебра и оксида кобальта
	Соответствует задаче № 1
	81

	

	02.05.2023 – 09.05.2023
	Идентификация и визуализация синтезированных наночастиц с помощью спектрофотометрии и атомно-силовой микроскопии
	Соответствует задаче № 2
	81

	

	10.05.2023 – 17.05.2023
	Оценка антибактериальной активности наночастиц оксида серебра и оксида кобальта
	Соответствует задаче № 3
	81

	

	18.05.2023 – 03.06.2023
	Оформление отчета по практике
	Соответствует задаче № 4
	81
	

	Итого: 324 часа
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