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Исследована возможность применения наночастиц сульфида серебра, кадмия и цин-
ка (npAg2S, npCdS и npZnS), полученных с использованием бактериальных культур 
Shewanella oneidensis MR-1 и Bacillus subtilis 168, для создания нового класса полимер-
ных бионанокомпозитных материалов. Биогенные наночастицы, полученные в водных 
растворах соответствующих солей в присутствии различных типов микроорганиз-
мов, характеризуются наличием на их поверхности белковых молекул, состав кото-
рых определяется бактериальной культурой. Белки стабилизируют наночастицы и 
позволяют им ковалентно присоединяться к активным группам полимерных носите-
лей. В качестве полимерных матриц использовали аминированные хлорметилирован-
ные полистирольные микросферы, а также ионообменные смолы различных типов. 
Анализ взаимодействия с ними может быть использован в качестве метода изучения 
свойств биогенных наночастиц сульфидов металлов для последующего успешного вы-
бора полимерного носителя. Установлено, что иммобилизация биогенных наночастиц 
сульфидов металлов на поверхности аминированных хлорметилированных полисти-
рольных микросфер зависит от уровня стабильности водных суспензий наночастиц и 
определяется отрицательным зарядом биогенных npAg2S, npCdS и npZnS, что предпо-
лагает ковалентное связывание и электростатическое взаимодействие компонентов в 
составе полимерного бионанокомпозита. Проведен сравнительный анализ параметров 
наночастиц в зависимости от штамма, используемого в биосинтезе. Анализ основных 
физико-химических характеристик npCdS и npZnS показал, что небольшие размеры 
наночастиц (npCdS – 5 нм, npZnS – до 2 нм) и наличие люминесцентных пиков на длинах 
волн менее 400 нм, что относит их к синей области спектра флуоресценции, позволяет 
классифицировать их как квантовые точки. Таким образом, была продемонстрирована 
возможность введения флуоресцентных квантовых точек наночастиц сульфидов ме-
таллов биогенного происхождения в различные полимерные матрицы, что способству-
ет расширению горизонтов использования нового класса наночастиц для создания поли-
мерных бионанокомпозитов.
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The possibility of applying silver, cadmium and zinc sulfide nanoparticles (npAg2S, npCdS and 
npZnS) obtained using Shewanella oneidensis MR-1 and Bacillus subtilis 168 bacterial cultures 
for the creation of a new class of polymeric bionanocomposite materials was investigated. 
Biogenic nanoparticles obtained in aqueous solutions of the corresponding salts in the presence 
of various types of microorganisms are characterized by the presence of protein molecules on 
their surface. The molecules composition is determined by the bacterial culture. Proteins stabilize 
them and allow the nanoparticles to covalently join the active groups of polymeric carriers. 
Aminated chloromethylated polystyrene microspheres, as well as ion-exchange resins of various 
types, were used as polymeric matrices. Analysis of interaction with them can be used as a 
method for studying the properties of biogenic nanoparticles of metal sulfides for subsequent 
successful selection of a polymeric carrier. The immobilization of biogenic nanoparticles of metal 
sulfides onto the surface of aminated chloromethylated polystyrene microspheres was found to 
depend on the level of stability of aqueous nanoparticle suspensions and is determined by the 
negative charge of biogenic npAg2S, npCdS and npZnS, which suggests covalent binding and the 
electrostatic interaction of the components in the composition of the polymer bionanocomposite. 
A comparative analysis of the parameters of nanoparticles depending on the strain used in the 
biosynthesis was carried out. Analysis of the main physicochemical characteristics of npCdS 
and npZnS showed that the small size of nanoparticles (npCdS – 5 nm, npZnS – up to 2 nm) and 
the presence of luminescence peaks at wavelengths less than 400 nm classify them in the blue 
region of the fluorescence spectrum and identify them as quantum dots. Thus, the possibility of 
introducing fluorescent quantum dots of nanoparticles of metal sulfides of biogenic origin into 
various polymeric matrices has been demonstrated, which contributes to the expansion of the 
horizons for using a new class of nanoparticles to create polymeric bionanocomposites.

Keywords: biosynthesis, Shewanella oneidensis MR-1, Bacillus subtilis 168, biogenic 
nanoparticles of metal sulfides, quantum dots, capping agents, polymeric microspheres, ion-
retardation resin.

Введение

Полимерные композиционные наноматериалы 
находят широкое применение в различных областях 
промышленности, медицины, биологии. Методы их 
получения предполагают введение наноразмерного 
наполнителя в полимерные матрицы, в частности, 
иммобилизацию на полимерные микросферы раз-
личной природы, которые обладают поверхностью, 
модифицированной различными функциональными 
группами, и характеризуются узким распределением 

по размерам. Чаще всего в качестве нанонаполните-
ля выбирают наночастицы, получаемые физико-хи-
мическими методами. Однако процессы получения 
наночастиц могут быть трудоемкими, энергозатрат-
ными и осложняться токсичностью отходов, а также 
проблемой стабилизации синтезируемых наночастиц 
в водных растворах, которая решается применени-
ем разнообразных стабилизаторов, импрегнирую-
щих их поверхность, или использованием полимер-
ных микросфер, оказывающих стабилизирующее 
воздейст вие. Интересно, что последние также могут 
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выполнять роль носителей биолигандов, что откры-
вает возможность создания нанокомпозитов поли-
мер/наночастица, полимер/наночастица/биолиганд 
для их дальнейшего применения в качестве диагно-
стических тест-систем [1], для маркировки, визуали-
зации ферментов и белков, вызывающих аллергиче-
ские реакции, инфекционные заболевания [2].

На сегодня одним из перспективных классов 
наноматериалов являются полупроводниковые нано-
кристаллы, которые благодаря своему малому диаме-
тру могут использоваться в качестве квантовых точек 
(КТ). Среди них особое место занимают квантовые 
точки наночастиц (np) сульфидов серебра, кадмия и 
цинка (далее npAg

2
S, npCdS и npZnS), характеризу-

ющихся малыми размерами (до 10 нм) и свойства-
ми флуорофоров, что делает их доступными для 
практического применения. Так, наночастицы Ag

2
S 

используются в промышленности в ИК-детекторах, 
топливных элементах, в качестве фотокатализаторов, 
в устройствах с оперативной памятью. Наночастицы 
CdS и ZnS находят применение в оптоэлектронике 
[3], лазерной технике, а также в биомедицине в ка-
честве флуоресцентных меток для прижизненной 
визуализации различных биопроцессов [4]. Способ-
ность наночастиц сульфидов металлов к фотоката-
литическому окислению органических и биологиче-
ских молекул может быть использована для охраны 
окружающей среды с целью разрушения токсичных 
производственных отходов [5]. 

В последние годы активно проводятся исследо-
вания по получению наночастиц металлов и их суль-
фидов методом «зеленого синтеза» в водных сре-
дах, содержащих соли – источники ионов металла, 
серы, в присутствии биологических компонентов: 
микроорганизмов, водорослей, грибов, дрожжей, 
растительных экстрактов [6]. Биосинтез наночастиц 
может являться альтернативой и дополнением к фи-
зико-химическим методам, поскольку он экологиче-
ски безопасен, дешев, осуществляется при нормаль-
ных температуре и давлении, в аэробных условиях, 
легко масштабируется и дает возможность получать 
наноструктуры различной формы с узким распреде-
лением по размеру. Главной особенностью биоген-
ных наночастиц является наличие на их поверхности 
биомолекул – белков, полисахаридов, что обеспечи-
вает высокую стабильность нанообъектов в водных 
растворах и делает их биосовместимыми. Это осо-
бенно важно для биомедицинских приложений таких 
биогенных наночастиц [7]. 

Следует отметить, что биогенные наночастицы 
сульфидов металлов во многом не уступают по сво-
им свойствам аналогам, полученным физико-хими-
ческими методами [8, 9], что, несомненно, делает их 
привлекательными для иммобилизации на полимер-
ные носители [10]. Преимуществом использования 

биогенных наночастиц в качестве наполнителя при 
создании полимерных композиционных материалов 
является наличие на поверхности наночастиц бел-
ковых молекул с функциональными фрагментами, 
позволяющими белкам ковалентно присоединиться 
к активным группам полимерных носителей (напри-
мер, микросфер). Уровень значимости и научная но-
визна разработок в этой области чрезвычайно высоки, 
поскольку позволяют решить вопрос о возможности 
применения биогенных наночастиц в биомедицине, 
промышленности наряду с наночастицами, полученны-
ми традиционными физико-химическими способами.

Целью работы являлось создание и анализ 
свойств модельных полимерных бионанокомпозитов 
с использованием биогенных наночастиц Ag

2
S, CdS 

и ZnS в качестве нанонаполнителей, а также характе-
ристика и оценка физико-химических, оптических и 
биологических параметров npAg

2
S, npCdS и npZnS, 

синтезированных с использованием микроорганиз-
мов различных видов. 

Экспериментальная часть

Для синтеза биогенных npAg
2
S, npCdS, npZnS 

применяли штаммы микроорганизмов Shewanella 
oneidensis MR-1 (№ В-9861) и Bacillus subtilis 168 
(№ В-7360), предоставленные НБЦ ВКПМ НИЦ 
«Курчатовский институт» – ГосНИИгенетика. Мето-
дики бактериального синтеза npAg

2
S, npCdS, npZnS 

подробно изложены в [11, 12]. 
Форму, размер и элементный состав биогенных 

npAg
2
S, npCdS, npZnS оценивали с помощью про-

свечивающего электронного микроскопа JEM2100 
с катодом из гексаборида лантана (JEOL, Япония) 
и рентгеновским детектором X-Max, управляемым 
программным пакетом INCA (Oxford Instruments, Ве-
ликобритания) при ускоряющем напряжении 200 кВ. 
Для вычисления размеров наночастиц применяли 
прикладные программы Image J и Origin 8.5. 

Измерение ζ-потенциала и эффективного 
диа метра биогенных наночастиц проводили на 
анализаторе ζ-потенциала ZetaPALS (Brookhaven 
Instruments Corporation, США). Для обработки 
данных использовали программное обеспечение  
Brookhaven 90Plus. 

Люминесценцию биогенных npAg
2
S, npCdS, 

npZnS проявляли воздействием УФ-облучения с дли-
ной волны 365 нм. Спектры люминесценции биоген-
ных наночастиц регистрировали при длине волны 
270 нм с помощью спектрофлуориметра «Флюо-
рат-02-Панорама» (Люмэкс, Россия).

В качестве полимерных матриц модельных био-
нанокомпозитных материалов использовали амини-
рованные хлорметилированные полистирольные ми-
кросферы (5 мкм, +3.3 мВ, угол смачивания 12°) [13]. 
Иммобилизацию биогенных наночастиц сульфидов 
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металлов на полистирольные микросферы проводи-
ли путем смешения равного объема (250 мкл) водной 
суспензии наночастиц и полимерной суспензии с 
последующей инкубацией при комнатной темпера-
туре в течение 48 ч. Непрореагировавшие с полимер-
ной поверхностью наночастицы осаждали на центри-
фуге MiniSpin Plus (Eppendorf, Германия) в режиме 
3 мин – 3000 об./мин. Введение npAg

2
S/S. oneidensis 

MR-1 в ионообменные смолы различных типов про-
изводили пропусканием водной суспензии наноча-
стиц через хроматографические колонки объемом 
5 мл, высоконаполненные выбранными ионитами: 
слабокислотный катионит (Amberlite IRC-50 H+-ион-
ная форма), сильноосновные аниониты Dowex 1×1 
(Cl–-ионная форма) и Dowex 1×1 (ОН–-форма) и сла-
боосновный анионит Dowex 44, среднеосновные ио-
ниты Sephadex DEAE и Sepharose DEAE [14].

Для оценки результатов иммобилизации биоген-
ных наночастиц на поверхность полистирольных ми-
кросфер использовали сканирующий электронный 
микроскоп (СЭМ) Hitachi S-570 (Hitachi, Япония) 
при ускоряющем напряжении 15 кВ. Для идентифи-
кации npAg

2
S/S. oneidensis MR-1 на ионитах приме-

няли метод рентгенофлуоресцентной спектроскопии 
(далее РФА), осуществляемый на многоканальном 
аналитическом рентгеновском комплексе МАРК 
(ФИАН им. П.Н. Лебедева РАН, Россия). 

Результаты и их обсуждение

Характеристики биогенных наночастиц 
сульфидов серебра, кадмия и цинка

Биогенные npAg
2
S, npCdS и npZnS, синтези-

рованные с использованием бактерий S. oneidensis 

MR-1 и B. subtilis 168 [11], имеют изотропную фор-
му, близкую к сферической (рис. 1, А, Б). Далее бу-
дет использовано обозначение – npAg

2
S, npCdS, 

npZnS/S. oneidensis MR-1/B. subtilis 168. Наличие пи-
ков элементов металлов серебра, кадмия и цинка, а 
также серы на энергодисперсионных рентгеновских 
спектрах подтверждает элементный состав исследу-
емых биогенных npAg

2
S, npCdS и npZnS (рис. 1). На 

ЭДС-спектрах в разных вариациях выявлены пики 
N, P, Ca, C, O, что свидетельствует о наличии орга-
нического матрикса (покрывного слоя) на поверхно-
сти биосинтезированных наночастиц. Отметим, что 
малый размер (до 2 нм) и плотный биополимерный 
слой на поверхности npZnS/S. oneidensis MR-1/B. 
subtilis 168 затрудняет получение четких ПЭМ-изо-
бражений и, как следствие, дальнейший расчет раз-
меров данных наночастиц (рис. 1). 

Ранее нами было установлено [11], что набор 
белков, составляющих покрывной слой npAg

2
S/S. 

oneidensis MR-1/B. subtilis 168, сугубо индивидуален 
и строго зависит от бактериального штамма, при-
меняемого для получения npAg

2
S. Это же условие 

действует в случае использования определенного 
штамма микроорганизма в синтезе наночастиц раз-
личного химического состава – npCdS и npZnS: каж-
дый бактериальный штамм «отдает» на поверхность 
биогенных наночастиц определенный набор белко-
вых молекул [12]. 

Размеры биогенных npAg
2
S, npCdS и npZnS/S. 

oneidensis MR-1/B. subtilis 168 внесены в таблицу. 
Также в ней представлены значения ζ-потенциала 
поверхности биогенных наночастиц и эффективно-
го диаметра, величина которого учитывает толщину 
белкового слоя, покрывающего наночастицы. 

Рис. 1. ПЭМ-изображения и ЭДС-спектры: А – npAg
2
S/B. subtilis 168; Б – npCdS/S. oneidensis MR-1; 

В – npZnS/B. subtilis 168. Для ПЭМ-изображений величины масштабной метки составляют 50 и 20 нм, 
соответственно. Для ЭДС-спектров по оси абсцисс указана энергия характеристического рентгеновского 
излучения (кэВ), по оси ординат – интенсивность рентгеновского излучения (количество импульсов).
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Основные характеристики биогенных наночастиц

Параметр
S. oneidensis MR-1 B. subtilis 168

npAg
2
S npCdS npZnS npAg

2
S npCdS npZnS

Диаметр (ПЭМ), нм 8±2 5±1 1–2 10±3 5 1–2
Эффективный диаметр, нм 107 160 220 164 250 480
ζ-потенциал, мВ –21.82 –22.43 –31.46 −37.82 −20.5 −11.1

Как видно из таблицы, наибольшее значение эф-
фективного диаметра у npZnS/B. subtilis 168, состав-
ляющее 480 нм, свидетельствует или о значительной 
толщине белкового слоя на поверхности данных на-
ночастиц, или, скорее всего, об агломерации npZnS в 
водной суспензии, поскольку отрицательная величи-
на ζ-потенциала составляет всего −11.1 мВ. Извест-
но, что стабильность коллоидной системы можно 
оценить по значению ее ζ-потенциала. Принято счи-
тать, что система стабильна, если ее ζ-потенциал меньше 
−30 мВ или больше +30 мВ [15]. Таким образом, можно 
сказать, что npZnS/B. subtilis 168 практически нестабиль-
ны и склонны к агломерации, что также подтверждается 
соответствующим ПЭМ-изображением (рис. 1, В). Для 
npCdS/B. subtilis 168 ситуация другая: при эффективном 
диаметре 250 нм величина ζ-потенциала равна −20.5 мВ, 
т. е. водная суспензия npCdS характеризуется большей 
стабильностью и менее склонна к агломерации по срав-

нению с npZnS, полученными в тех же условиях. Если 
говорить о сравнении npAg

2
S, npCdS и npZnS, синтезиро-

ванных с применением двух разных штаммов, то при ис-
пользовании S. oneidensis MR-1 коллоидная система на-
ночастиц более стабильна: значения ζ-потенциала близки 
к пороговому –30 мВ, при этом параметр эффективного 
диаметра в 1.5 раза (на примере npAg

2
S и npCdS) уступа-

ет аналогичной характеристике для наночастиц, синтези-
рованных с помощью B. subtilis 168. 

Несмотря на разницу в показателях ζ-потенциала, 
исследуемые биогенные наночастицы являются носи-
телями отрицательного заряда, что послужило индика-
тором в дальнейшем подборе полимерных матриц для 
создания модельного полимерного бионанокомпозита. 

Ниже представлены спектры люминесценции 
npCdS, npZnS/S. oneidensis MR-1/B. subtilis 168, кото-
рым свойственно яркое свечение при УФ-облучении 
с длиной волны 365 нм (рис. 2, А (1) и В (2)).

Рис. 2. Спектры люминесценции при длине волны возбуждения 270 нм: 
А – npCdS/S. oneidensis MR-1; Б – npCdS/B. subtilis 168; В – npZnS/S. oneidensis MR-1; 

Г – npZnS/B. subtilis 168. По оси абсцисс указана относительная интенсивность люминесценции, 
по оси ординат – длина волны (нм). На врезках представлены результаты УФ-облучения 

npCdS (1) и npZnS (2) при длине волны 365 нм.
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Как видно из рис. 2, для npZnS/S. oneidensis 
MR-1/B. subtilis 168 характерно наличие одно-
го пика люминесценции, находящегося в близ-
ких значениях: 340 и ~350 нм, соответственно. 
В случае npCdS/S. oneidensis MR-1/B. subtilis 
168 показания немного отличаются: npCdS/S. 
oneidensis MR-1 имеют один пик люминесцен-
ции при 340 нм, в то время как npCdS/B. subtilis 
168 «дают» сразу два пика со значениями 300 и 
330 нм. Такой результат может говорить о воз-
можном присутствии агломератов в исследуе-
мой водной суспензии наночастиц, что также 
подтверждается большим эффективным диаме-
тром npCdS и npZnS (см.  таблицу). Поскольку 
пики люминесценции со значением максимума 
менее 400 нм относятся к синей области флуо-
ресцентного спектра npCdS, npZnS [16], то био-
генные npCdS и npZnS с размерами 5 и ~2 нм, 
соответственно, можно охарактеризовать как 
квантовые точки. Характер пиков люминесцен-
ции npCdS и npZnS, полученных с использова-
нием B. subtilis 168, отличается от пиков этих 
же частиц, полученных с помощью S. oneidensis 
MR-1. Вопрос о влиянии состава белкового по-
крытия на люминесцентные свойства заявлен-
ных наночастиц требует дальнейшего исследо-
вания, возможно с использованием известных 
модельных протеинов. 

Создание и характеристика модельных 
полимерных бионанокомпозитов

Для модификации полистирольных мик ро-
сфер применяли npAg

2
S/S. oneidensis MR-1/ B. subtilis 

168 и npCdS, npZnS/B. subtilis 168. Как видно из 
рис. 3, наночастицы сульфидов металлов, син-
тезированные с использованием B. subtilis 168, 
склонны к образованию более неравномерного 
покрытия полимерной поверхности и формиро-
ванию агрегированных «участков». Причиной 
этого может быть нестабильность коллоидных 
систем, выбранных для иммобилизации биоген-
ных наночастиц на полимерные микросферы. 
Так, иммобилизация npZnS/B. subtilis 168, ха-
рактеризуемых низким значением ζ-потенциала 
(−11.1 мВ), приводит к слипанию полистироль-
ных микросфер друг с другом вследствие на-
слаивания крупных агрегатов npZnS. Похожее 
поведение проявляют npAg

2
S/B. subtilis 168 и 

npCdS/B. subtilis 168 (рис. 3, Б, В). Несмотря 
на существенные различия по стабильности 
данных водных суспензий наночастиц (ζ-по-
тенциалы −20.5 и −37.82 мВ, таблица), они об-
ладают немалым эффективным диаметром, ко-
торый может являться причиной агломерации 
наночастиц в водной суспензии, что приводит 
к неудовлетворительному результату иммоби-

лизации. Лучшие показатели иммобилизации 
продемонстрировали npAg

2
S/S. oneidensis MR-1 

(рис. 3, А). Величина их ζ-потенциала (−21.82 
мВ) и относительно небольшой эффективный 
диаметр (107 нм) способствовали более равно-
мерному покрытию полистирольных микрос-
фер. Таким образом, при выборе биогенных 
наночастиц сульфидов металлов для создания 
полимерного бионанокомпозитного материала 
следует ориентироваться, во-первых, на ста-
бильность водной суспензии наночастиц и толь-
ко потом на бактериальную культуру, поставля-
ющую на поверхность биогенных наночастиц 
определенный набор белков. Подтверждением 
таких выводов являются более ранние резуль-
таты иммобилизации npAg

2
S, npCdS и npZnS/S. 

oneidensis MR-1 на аминосодержащие полиг-
лицидилметакрилатные микросферы [12], где 
npAg

2
S/S. oneidensis MR-1 также продемонстри-

ровали наилучшую фиксацию на поверхности 
полимерного носителя. 

Одним из методов изучения свойств био-
генных наночастиц для последующего успеш-
ного выбора полимерного материала является 
оценка характера взаимодействия наночастиц 
и ионообменных смол различных типов. Нами 
проанализированы результаты иммобилиза-
ции npAg

2
S/S. oneidensis MR-1, полученные 

для ряда ионообменных смол, выбранных нами 
в качестве полимерных матриц. Из всех пред-
ставленных ионитов (см. раздел «Эксперимен-
тальная часть») удовлетворительный результат 
иммобилизации продемонстрировали только 
сильноосновные аниониты Dowex 1×1 в обеих 
ионных формах, а также среднеосновные иони-
ты Sephadex DEAE и Sepharose DEAE. Это сви-
детельствует об избирательной сорбции данных 
наночастиц на определенные типы смол, харак-
теризуемых положительным зарядом поверх-
ности, что обусловливает электростатическое 
взаимодействие с отрицательно заряженными 
npAg

2
S/S. oneidensis MR-1 (см. таблицу). Дока-

зательством наличия npAg
2
S в составе бинано-

композитных  систем  npAg
2
S/Dowex 1×1 (Cl–-

ионная форма) и npAg
2
S/Dowex 1×1 (ОН–-фор-

ма) служит рис. 4.
Так, на РФА-спектрах исходной водной су-

спензии npAg
2
S (рис. 4, А) и после их введения 

в соответствующий анионит Dowex 1×1 (рис. 
4, Б) наблюдаются два пика элементного сере-
бра (Ag) при одних и тех же значениях энер-
гии фотонов: ~22000 и 25000 эВ, что наглядно 
демонстрирует присутствие данных биогенных 
наночастиц в составе исследуемого бионано-
композита.
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Рис. 3. СЭМ-изображения: А – npAg
2
S/S. oneidensis MR-1; Б – npAg

2
S/B. subtilis 168;

В – npCdS/B. subtilis 168; Г – npZnS/B. subtilis 168.

Рис. 4. Рентгенофлуоресцентные спектры: А – npAg
2
S/S. oneidensis MR-1; 

Б – бионанокомпозита npAg
2
S/Dowex 1×1 (ОН–-форма). Для РФА-спектров по оси абсцисс указана энергия 

фотонов (эВ), по оси ординат – интенсивность рентгеновского излучения (количество импульсов).

Заключение

Таким образом, первые результаты иммобилизации 
npAg

2
S, npCdS и npZnS/S. оneidensis MR-1/B. subtilis 

168 на поверхность полимерных носителей различной 
природы доказали возможность создания модельных 
систем, представляющих собой полимерные матрицы, 
модифицированные наночастицами сульфидов метал-
лов биогенного происхождения. Важно, что осново-
полагающую роль в иммобилизации на полимерные 
носители играет отрицательный поверхностный заряд 
рассмотренных биосинтезированных наночастиц, по-
зволяющий предположить ковалентное связывание 

и электростатическое взаимодействие компонентов в 
составе полимерного бионанокомпозита. Тот факт, что 
нанокристаллические npCdS и npZnS характеризуются 
малыми размерами (до 5 нм), люминесцируют в синей 
области спектра флуоресценции, позволяет отнести их к 
квантовым точкам, введение которых в полимерные ма-
териалы будет способствовать внедрению нового класса 
наночастиц для создания полимерных бионанокомпозитов. 
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