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Защитное действие гуминовых веществ в отношении токсического эффекта 
наночастиц серебра и золота на микроводоросли 

 
Отработана методика токсикологического эксперимента с регистрацией параметров индукционных кривых 

флуоресценции в микро и миллисекундном интервале для систем, содержащих наночастицы серебра и золота и 
растворенные формы гуминовых веществ из чернозема и дерново-подзолистых почв. Впервые показано 
защитное действие гуминовых веществ в отношении токсического эффекта наночастиц серебра и золота на 
микроводоросли. 

Ключевые слова: Scenedesmus quadricauda, наночастицы серебра и золота, гуминовых вещества, 
флуоресценция хлорофилла, фотосинтез, экология. 
 

Д.Н. Маторин, Б.К. Заядан, Ф.Ф. Протопопов,  Д.Т. Габбасова., А.А. Алексеев 
Микробалдырларға күміс жəне алтын нанобөлшектерінің улы əсеріне гуминдік заттардың қорғаныш 

əсері 
Күміс жəне алтын нанобөлшектері мен қара жəне шымды күлгін топырақтарынан алынған гумин тектес 

заттардың еріген формадағы жүйесіне микро жəне мили секунд интервалындағы флуроценцияның 
индукциялық сызбаларының параметрлерін тіркеу арқылы токсикологиялық эксперименттің тəсілі өңделді. 
Алғаш рет микробалдырларға күміс жəне алтын нанобөлшектерінің улы əсеріне гуминдік заттардың қорғаныш 
қасиеті көрсетілді. 

Түйін сөздер:  Scenedesmus quadricauda,  күміс жəне алтын нанобөлшектері, гуминдік заттар, 
флуоресценция, хлорофил, фотосинтез, экология. 

 
D.N. Matorin, B.K. Zayadan, F.F.Protopopov, D.T.Gabbasova, A.А. Аlekseev 

Protective effect of humic substances on microalgae in relation to the toxic effect of silver and gold nanoparticles 
The technique of toxicological experiment was developed for registration of fluorescence induction curve 

parameters in the millisecond range in systems containing nanoparticles of silver and gold, as well as dissolved forms of 
humic substances from black and sod-podzolic soils. A protective effect of humic substances in relation to the toxic 
effect of silver and gold nanoparticles on microalgae was demonstarted for the first time. 

Keywords: Scenedesmus quadricaudai, silver and gold nanoparticles, humic substances, chlorophyll fluorescence, 
photosynthesis, ecology 

 
В настоящее время при  развитии 

нанотехнологий вопросы потенциальных 
рисков использования наноматериалов 
представляется первостепенной задачей. При 
изготовлении различных товаров все шире 
используют металлические наночастицы 
серебра (AgНЧ) и наночастицы золота. 
Появилось большое количество 
серебросодержащих медицинских препаратов, 
в которых используется AgНЧ.  
Микроводоросли являются главными 

продуцентами в водоемах и мишенями для 
антропогенных загрязнений, поступающих в 
водные экосистемы. Водоросли рекомендованы 
как объект биотестирования [1].  Для 

выявления действия токсикантов на водоросли 
применяются методы измерения 
флуоресценции хлорофилла. Хлорофилл, 
находящийся в фотосинтетических мембранах, 
через флуоресценцию служит своего рода 
природным датчиком состояния клеток 
водорослей [2-3].  В последнее время для 
оценки работы фотосинтетического аппарата 
высших растений и культур водорослей 
начинают использовать методы измерения 
индукционных кривых флуоресценции с 
высоким временным разрешением (от 10 мкс) 
[4].  
Целью данной работы явилось отработка 

методики токсикологического эксперимента с 
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регистрацией основных параметров 
флуоресценции для систем, содержащих 
наночастицы серебра и золота и растворенные 
формы гуминовых веществ из чернозема и 
дерново-подзолистых почв, и выявление 
наиболее информативных показателей оценки 
состояния клеток при токсическом воздействии 
наноматериалов.  

Материалы и методы 
В качестве материала для исследований 

выбраны альгологически чистые культуры 
одноклеточных пресноводных водорослей 
Scenedesmus quadricauda из коллекции 
микроорганизмов КазНУ им. аль-Фараби, 
выращенные на среде Успенского. До начала 
экспериментов водоросли культивировали при 
температуре 24°С и периодическом освещении 
(30 µЕ/м2

с).  
Измерения флуоресцентных показателей 

водорослей проводили на приборе Aqua-Pen ( 
Photon Systems Instruments, Czech Republic), 
который позволяет регистрировать индукцию 
быстрой флуоресценции непосредственно в 
культуре водорослей [1].  
В опытах использовали препарат наночастиц 

серебра (Sigma-Aldrich). Средний размер 
частиц, определенный на приборе Zetasizer 
NanoZS (Malvern, UK), составил около 15 нм. 
Наночастицы золота (10 нм) синтезированы на 
химическом факультете МГУ по методу 
Туркевича, основанном на восстановлении 
золотохлористоводородной кислоты цитратом 
натрия. Данный метод широко применяют при 
синтезе наночастиц золота в виду его простоты 
и доступности, тем самым наночастицы, 
синтезируемые именно данным способом, чаще 
всего попадают в окружающую среду.  
Препараты ГВ чернозема. Гуминовые 

препараты типичного чернозема были 
выделены из образцов почвы, отобранных на 
участке степи в Курской области. Выделены 
препараты гуминовых кислот (ГК) и  
фульвокислот (ФК), которые были 
маркированы как SHA-CtK04 и SFA-CtK04, 
соответственно. В препаратах было определено 
содержание элементов и распределение 
углерода по функциональным группам 
(спектроскопия ЯМР на ядрах 13

С). 
Препараты ГВ дерново-подзолистых почв. 

Гуминовые вещества  дерново-подзолистых 
почв выделяли из образца почвы, на 
территории Звенигородской биологической 

станции МГУ Препараты ГК и ФК обозначали 
SHA-PwZ и SFA-PwZ, соответственно. 
Выделение препаратов гуминовых веществ. 

Препараты гуминовых веществ (гуминовые 
кислоты и фульвокислоты) выделяли согласно 
методике, рекомендованной Международным 
гуминовым обществом IHSS и апробированной 
авторами в статье [5]. ГК чернозема 
характеризовались наименьшим значением 
соотношения Н/С (0.7), а ГК дерново-
подзолистых почв – наибольшим (1.1), что 
указывает на превалирование ароматических 
структур в ГК чернозема и алифатических – в 
ГК дерново-подзолистых почв.  

Результаты и обсуждение 
Параметр флуоресценции Fv/Fm 

характеризует эффективность процессов 
фотосистемы 2 и представляет собой 
безразмерную энергетическую характеристику 
фотосинтеза, аналогичную коэффициенту 
полезного действия, не зависящую от видовой 
специфики организма [1].  
Изучено влияние гуминовых и 

фульвокислот из чернозема и дерново-
подзолистых почв на токсикологический 
эффект наночастиц серебра. Соответствующие 
результаты показаны на рисунке 1. Виден 
токсический эффект наночастиц серебра и 
защитное действие гуминовых веществ. 
Обнаружено, что в концентрации 50 мг/л 
гуминовые кислоты из обеих исследованных 
почв проявляли защитный эффект. Однако 
препарат ФК из черноземных почв (SFA-
CtK04) в этих же концентрациях оказывал 
меньшее защитное действие. Учитывая, что по 
данным ЯМР 13

С этот препарат 
характеризовался максимальным содержанием 
карбогидратных фрагментов и, следовательно, 
минимальной гидрофобностью, можно сделать 
предположение о ведущем вкладе 
гидрофобных взаимодействий в формирование 
поверхностного слоя ГВ на наночастицах 
серебра.  
Проанализировано влияние наночастиц 

серебра и золота на кинетику индукции 
флуоресценции. В кинетике индукции 
флуоресценции водорослей  в ответ на 
включение света наблюдается несколько 
компонент, т.е. O-J-I-P переходы [1,4]. 
Начальный уровень О соответствует 
интенсивности флуоресценции хлорофилла при 
«открытых» РЦ ФС2 (Fо), когда все QА 
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окислены.. Фаза O-J обусловлена 
светоиндуцированным восстановлением QА, 
тогда как следующие фазы отражают, главным 
образом, дальнейшее накопление 

восстановленного QА

-, обусловленное 
снижением его реокисления в результате 
восстановления акцепторов QB и пула хинонов.  

 

 
 

Рисунок 1- Влияние наночастиц серебра (AgNP, 5х10-5М) в сочетании с ГВ почв различной зональности 
(концентрация 50мг/л) на фотосинтетическую активность (параметр Fv/Fm быстрой флуоресценции 
хлорофилла) культуры водорослей Scenedesmus quadricauda. (Время инкубации - 24 ч. Использовались 

препараты ФК (SFA-CtK04) и ГК (SHA-CtK04) черноземов, а также ФК (SFA-Pw04) и ГК (SHA-Pw04) дерново-
подзолистых почв.) 

 
 При действии наночастиц серебра (2х10-5

М) 
и золота (2х10-5

М)  изменялась форма кривой 
O-J-I-P и наблюдалось снижение вклада фото-
химической фазы J-I-P, что свидетельствует о 
нарушении потока электронов от ФС2 в пул 
хинонов. Для проведения количественного ана-
лиза на основе параметров кинетической кри-
вой O-J-I-P использовали, так называемый, 
«JIP-тест» [1,4]. Анализ индукционных кривых 
флуоресценции в присутствии низких концен-
траций наночастиц показал ингибирование 
электронного транспорта в ФС2 и увеличение 
доли Qв - невосстанавливающих центров. Об-
наружено влияние на процессы энергизации 

фотосинтетических мембран по  pH-
индуцированному нефотохимическому туше-
нию флуоресценции (qE=(Fm –F6s)/Fv).  
На индукционных кривых флуоресценции 

микроводорослей  отмечено защитное действие 
некоторых гуминовых кислот к действию 
наночастиц золота. 
Предлагается использовать параметры 

индукционных кривых быстрой флуоресценции 
для раннего обнаружения в среде наночастиц 
серебра и золота и в присутствии гуминовых 
кислот и фульвокислот. Статья поддержана 
Грантом РФФИ- N 13-04-01853  
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