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Введение
В развитии современных нанотехнологий значительную роль играют исследования наночастиц металлов. Это обусловлено, прежде всего, широким спектром возможностей их практического применения, в которых используются специфические свойства как самих наночастиц, так и модифицированных ими материалов. Наиболее разработаны, на сегодняшний день, возможности использования наночастиц металлов при создании новых катализаторов для различных промышленных процессов; сведения о достижениях и основных проблемах в этой области можно найти в [1-6]. При этом, помимо металлов, традиционно применяемых в промышленном катализе (Pt, Pd, Си, Со, Ni), хорошие перспективы имеются также для наночастиц Аи и Ag, ранее не относившихся к числу промышленных катализаторов [3, 7]. Большие возможности открываются и для применения наночастиц металлов в других областях техники, а также в биологии и 'медицине [7-10]. Варианты применения наночастиц для диагностики и лечения различных (в том числе онкологических) заболеваний, а также в иммунохимических методах исследования уже активно изучаются и разрабатываются в новом направлении экспериментальной медицины, получившем название «Наномедицина». С 2004 года издается журнал «Nanomedicine:	Nanotechnology, Biology and Medicine», в котором
публикуются основные результаты исследований в этом направлении. Показано, в частности, что наночастицы серебра могут использоваться для получения разнообразных материалов с бактерицидными свойствами [3, 7, 11-14], а наночастицы золота - для повышения эффективности и уменьшения побочных эффектов в радиотермальной терапии опухолей [3, 8, 9, 14,15].
В то же время, за последнее десятилетие установлено, что наночастицы различных видов, особенно наночастицы металлов, попадая в организм человека, могут стать причиной серьезных заболеваний (нанопатологий), представляющих реальную угрозу здоровью и жизни людей [16-20]. Известно, что наночастицы металлов могут проникать в организм человека
разными путями:	через слизистые оболочки дыхательных путей и
пищеварительного тракта, трансдермально (например, при использовании косметических средств), через кровоток в составе вакцин и сывороток и т.д. Опасность распространения нанопатологий, хотя еще и не вполне осознана, но несомненно велика уже сегодня, и, очевидно, будет нарастать в будущем. Выяснение причин патологического действия наночастиц и разработка ‘способов борьбы с заболеваниями, вызванными проникновением в организм наночастиц, становятся сейчас предметом нового направления в экспериментальной медицине [19-22].
Таким образом, можно утверждать, что определение путей и способов воздействия наночастиц металлов на живой организм - это чрезвычайно важная и актуальная работа, необходимая, во-первых, для улучшения имеющихся и создания новых лекарственных средств или способов лечения, то есть для наномедицины, во-вторых, для выяснения причин заболеваний, в результате воздействия наночастиц (нанопатологий) и, в третьих, для •установления научно обоснованных допустимых диапазонов концентраций и размеров наночастиц в воде, воздухе или в составе различных материалов, с которыми контактирует человек.
Возможности исследования свойств наночастиц металлов, разработки вариантов их практического применения, а также выяснения механизмов их биологического действия в значительной степени зависят от метода получения, который во многих случаях определяет их структуру, размеры, физические и химические свойства и, главное, стабильность - время жизни в наноразмерном состоянии.
Среди способов получения наночастиц большую группу образуют "методы химического синтеза, основанные на восстановлении ионов металла до атомов в растворах, в условиях, благоприятствующих последующей агрегации атомов и ионов с образованием наночастиц. К моменту начала нашего исследования важной задачей в области химического синтеза было создание методов, пригодных для практического применения - позволяющих получать наночастицы металлов малого размера, в значительных количествах, стабильные на воздухе, - и при этом приемлемых с экономической точки зрения (не требующих больших затрат энергии, дорогостоящего оборудования, дополнительных синтезов и т.п.). Одним из таких методов явился предложенный нами метод биохимического синтеза, на основе которого возникло новое направление в области синтеза, исследований свойств и разработки вариантов применения наночастиц 'металлов, Можно сказать, что необходимость создания такого направления вытекала из потребностей развития исследований в нанохимии, наномедицине и нанопатологии, ориентированных прежде всего на решение прикладных задач с использованием достижений нанотехнологий.
Метод биохимического синтеза основан на восстановлении ионов металлов в обратных мицеллах природными пигментами из группы флавоноидов. Идея метода вытекала, во-первых, из результатов анализа проблем, которые возникали при химическом синтезе наночастиц с использованием традиционных химических восстановителей, и, во-вторых, 'из имевшегося у нас к тому времени опыта исследований механизмов некоторых биологических процессов в клетке, из которого следовало, в частности, что химическая активность природных (биологических) восстановителей может существенно возрасти в организованной среде по сравнению с водным раствором. В итоге создались предпосылки для апробации нового пути синтеза металлических наночастиц, в котором восстановление ионов металла осуществляется природными восстановителями в водном ядре обратных мицелл, то есть в организованной среде, более близкой по свойствам к внутренней среде живой клетки, чем 'объемный водный раствор. В качестве природных восстановителей' были выбраны биологически активные вещества из группы флавоноидов, поскольку из результатов исследований некоторых свойств флавоноидов в водных растворах следовало, что они могут являться эффективными восстановителями ионов металлов. Позднее этот вывод был подтвержден
ходом развития биологического направления в нанохимии и нанотехнологии, в котором наночастицы металлов в водных растворах получают с использованием природных восстановителей, в том числе растительных экстрактов, содержащих флавоноиды.
Цель и задачи работы Цель работы состояла в создании нового направления в области синтеза наночастиц металлов в растворах, которое позволяло бы получать наночастицы металлов в больших (практически значимых) количествах, стабильные на воздухе в течение длительного ‘времени, что давало бы возможность проводить систематические исследования их свойств и разработки вариантов применения. При планировании работы были поставлены следующие основные задачи:
1.  Определение условий синтеза наночастиц различных металлов в обратных мицеллах, которые позволяли бы реализовать преимущества, даваемые сочетанием системы обратных мицелл и биологических восстановителей (природных пигментов из группы флавоноидов), в соответствии с целью работы;
2.  Исследование механизма взаимодействия используемых флавоноидов с 'ионами металлов в обратных мицеллах, что представлялось важным как для совершенствования процедуры синтеза, так и для исследований;- взаимодействия флавоноидов с ионами металлов в биологических системах;
3. Разработка процедур получения водных растворов наночастиц металлов из; их обратно-мицеллярных растворов, для исследований свойств и выяснения возможностей применения наночастиц в водных, средах;
4. Разработка процедур получения различных жидкофазных и твердых материалов, модифицированных наночастицами металлов;
5 .Исследование каталитических свойств и биологических’ эффектов 'наночастиц металлов в растворах и модифицированных ими материалов, для разработки вариантов применения в химической промышленности, экспериментальной биологии и медицине.


Настоящая диссертация посвящена описанию результатов, полученных в ходе решения поставленных задач. Работа включает девять глав, заключение, выводы и список литературы.
Глава I содержит обзор литературы, в котором рассматриваются основные направления среди методов химического синтеза наночастиц металлов в растворах. Вначале дается краткое обоснование выбора направлений, которые целесообразно включить в рассмотрение в нашем обзоре. Затем по каждому направлению излагаются основы метода, наиболее важные характеристики полученных наночастиц и дается общая оценка -достоинств и недостатков используемого метода с точки зрения его практического применения. В завершение подводятся итоги проведенного анализа литературы и определяется положение биохимического синтеза среди родственных методов получения металлических наночастиц.
Глава II посвящена описанию предпосылок и основ метода биохимического синтеза. Здесь приводятся общие сведения о свойствах флавоноидов и внутренней среды обратных мицелл, в которой осуществляется синтез наночастиц. Затем сообщаются данные о материалах и методах исследования и приводятся примеры синтеза, с соответствующими •результатами измерений оптических спектров и размеров наночастиц. В конце главы кратко описаны основные направления, в которых развивались исследования процесса формирования и свойств наночастиц.
В двух следующих главах представлены результаты исследований влияния различных факторов на скорость формирования, выход, размеры и стабильность наночастиц (глава III) и механизма взаимодействия флавоноидов с ионами металлов (глава IV). Показано, что начальной стадией взаимодействия является образование комплекса флавоноид-ион"металла. На основании полученных результатов высказаны предположения о структуре -таких комплексов.
В главе V описаны способы получения водных растворов наночастиц, а также оптические свойства и размеры частиц в водных растворах наночастиц серебра. Глава VI посвящена адсорбционным свойствам наночастиц в .мицеллярных и водных растворах. Сюда вошли сведения о некоторых общих закономерностях адсорбции наночастиц из растворов на твердых материалах, а также о влиянии различных факторов на скорость адсорбции и полноту осаждения наночастиц. Здесь же даны примеры твердых материалов, модифицированных наночастицами серебра и меди. Глава VII представляет результаты исследований биологических эффектов наночастиц. Сюда входят (1) действие наночастиц серебра и меди на микроорганизмы различных типов и (2) токсические эффекты наночастиц серебра по отношению к другим живым организмам. Исследования антимикробных свойств проводились как -на растворах наночастиц, так и на модифицированных ими материалах; данные по токсическим эффектам получены только на водных растворах наночастиц серебра. Полученные результаты суммированы в виде выводов в конце главы. Глава VIII содержит краткое описание имеющихся данных по, каталитическому действию наночастиц меди, серебра и других металлов. В главе VIII показаны возможности применения наночастиц, вытекающие из сведений об их свойствах, известных к настоящему времени.
В Заключении подводятся итоги проведенной нами работы, в которых отмечаются вытекающие из полученных результатов следствия' ■фундаментального и прикладного характера, а также высказываются соображения о стратегии дальнейшего развития этого направления исследований.
Основные положения, выносимые на защиту:
1. Создан оригинальный метод синтеза наночастиц металлов в растворах, позволяющий получать наночастицы малого размера (не более 25 нм), стабильные на воздухе в течение длительного времени, что позволяет проводить систематические исследования их свойств и разрабатывать варианты их практического применения.
*2. Исследован механизм взаимодействия восстановителей (флавоноидов) с ионами металлов в обратных мицеллах. Показано, что синтез наночастиц идет через стадию образования комплекса флавоноида с ионами металла в водном ядре обратной мицеллы.
.3. Разработана технология получения водных растворов наночастиц металлов из их мицеллярных растворов.
4.  Разработана технология нанесения наночастиц металлов из мицеллярных и водных растворов на различные твердые материалы.
5.  Предложены различные варианты применения растворов наночастиц серебра и модифицированных ими жидкофазных и твердых материалов.
Автору принадлежит решающая роль на всех этапах работ по синтезу, исследованию механизма взаимодействия флавоноидов с ионами металлов, .разработке технологии получения водных растворов и исследованию адсорбционных свойств наночастиц металлов в растворах - от постановки задачи, планирования и проведения экспериментов, до анализа, обсуждения и оформления полученных результатов. В исследованиях биологических эффектов и каталитических свойств наночастиц в большинстве случаев автору принадлежит ведущая роль в постановке задачи, планировании экспериментов, а также в анализе, обсуждении и оформлении полученных результатов. В некоторых случаях планирование и оформление и во всех случаях проведение экспериментов в этих исследованиях осуществлялось .специалистами соответствующих учреждений и предприятий — сотрудниками МГУ им. М.В.Ломоносова (кафедра химической кинетики и катализа химического факультета), Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН (Пущино), НИИ экологии человека и гигиены окружающей среды им. А.Н.Сысина РАМН (Москва), ФГУП ГНИИ генетики и селекции промышленных микроорганизмов (Москва), Тамбовского государственного технического университета (кафедра химической технологии органических веществ), Института общей генетики им. Н.И.Вавилова РАН (Москва), а также некоторых других организаций, -отмеченных в соответствующих разделах настоящей диссертации.
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Работа проводилась в Институте электрохимии им. А.Н.Фрумкина РАН (лаборатория электрохимии полимерных систем), в НИИ общей патологии и патофизиологии РАМН (лаборатория нанопатологии) и в МИТХТ им. -М.В. Ломоносова (кафедра биотехнологии и бионанотехнологий). Исследования в этом направлении поддерживались РФФИ (грант 01-03- 32783),	комплексной программой РАН «Наноматериалы и
супрамолекулярные системы» на 2003 г., а также ФЦП на 2009-2013 годы по лоту «Проведение научных исследований коллективами научнообразовательных центров в области биомедицинских и ветеринарных технологий жизнеобеспечения и защиты человека и животных», по теме «Инновационные технологии получения новых биологически активных субстанций с повышенной эффективностью терапевтического и •диагностического действия и наноразмерных лекарственных форм созданных субстанций и известных медицинских препаратов», а также несколькими частными компаниями, заинтересованными во внедрении наночастиц металлов в производство лакокрасочных материалов, фильтрующих материалов для очистки воды и другой продукции. Среди последних следует особо отметить ООО Научно-производственную компанию «Наномет», которая внесла существенный вклад в финансирование и внедрение прикладных разработок, созданных на основе метода биохимического синтеза.
Автор выражает признательность научному консультанту, д.х.н., проф. В.И.Швецу за ценные советы в период работы над диссертацией, д.х.н. А.П.Каплуну за полезное обсуждение автореферата, а также сотрудникам лаборатории нанопатологии НИИОПП РАМН Л.С.Сосенковой и П.А.Линькову за помощь в подготовке к печати автореферата и рукописи диссертации.
Список сокращений и обозначений
ААС - атомная абсорбционная спектроскопия АК - акриловая кислота
АОТ - бис-(2-этилгексил)сульфосукцинат натрия (аэрозоль-ОТ)
'АПАВ- анионное поверхностно-активное вещество ГДТАБ - гексадецилтриаммоний бромид ДДС - додецилсульфат ДСР - динамическое светорассеяние ДЭ - дифракция электронов
КГЦ - кубическая гранецентрированная (решетка)
ЛКМ - лакокрасочные материалы ЛФСА - лазерная фотостимулированная агрегация НРЧ - наноразмерные частицы *НЧС, AgNP - наночастицы серебра ПАВ — поверхностно-активное вещество ПАК, РАА - полиакриловая к-та.
ПВП, PVP - поливинилпирролидон
ПЭГ, PEG - полиэтиленгликоль
ПЭИ, PEI - полиэтиленимин
РД - рентгеновская дифракция
ТЕМ - просвечивающая электронная микроскопия
ФКС - фотон-корреляционная спектроскопия
ЦТАБ - цетилтриметиламмоний бромид
ЧАС - четвертичное аммониевое соединение
FTIR - ИК-спектроскопия с Фурье-преобразованием
HDEHP - бис(2-этилгексил)фосфорная кислота
HRTEM - просвечивающая электронная микроскопия высокого разрешения РААт - полиамидоамин PALAM - полиаллиламин
 (
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РЕО-РРО-РЕО - триблоксополимер с осксоэтиленовыми и оксопропиленовыми группами PNIPAM - поли (N-изопропилакриламид)
PPI-G3 - поли(пропиленимин) дендример
PVA, ПВС - поливиниловый спирт
SAXS - метод малоуглового рентгеновского рассеяния
ТААВг - тетраалкиламмоний бромид
ТОАВ, ТОАБ - тетраоктил аммоний бромид
SEM - сканирующая электронная микроскопия
SPAN80 - сорбитан моноолеат (ПАВ)
ТВВТ - 4,4’- тиобис(бензентиол);
е"(аЧ) - гидратированный электрон
Хщах - длина волны в максимуме полосы поглощения
w =[Н20]/[А0Т] - степень гидратации
є- коэффициент экстинкции
Dmax - оптическая плотность в максимуме полосы поглощения 1 - длина оптического пути Pnp - выход наночастиц
CNP - концентрация наночастиц на стационарной стадии ,
CAg, Сдоъ CQr - концентрации, соответственно, соли серебра, АОТ, кверцетина




Выводы
1.  Предложен оригинальный метод синтеза наночастиц металлов - биохимический синтез в обратных мицеллах с использованием в качестве восстановителей природных биологически активных веществ из группы флавоноидов. Впервые экспериментально доказано, что природные флавоноиды (кверцетин, рутин, морин) способны эффективно восстанавливать ионы металлов в водном ядре обратной мицеллы с образованием металлических наночастиц.
2.  На основе биохимического синтеза получены наночастицы различных металлов (серебра, золота, меди, цинка и др.) в обратных мицеллах из анионного ПАВ (аэрозоля-ОТ или АОТ), размером не более 25 нм, стабильные в растворе на воздухе в течение длительного времени (до нескольких лет).
3.  Определено влияние различных факторов (концентраций соли металла и восстановителя, концентрации ПАВ, состава соли металла, степени гидратации) на скорость формирования, выход, размеры и стабильность наночастиц металлов в обратных мицеллах.
4.  Исследован механизм взаимодействия флавоноидов с ионами серебра, золота, меди и цинка в обратных мицеллах; показано, что первой стадией взаимодействия является образование комплекса, затем комплекс распадается с образованием наночастиц и флавоноида в окисленной форме. На основе анализа спектров поглощения высказаны предположения о структуре комплексов кверцетина, рутина и морина с ионами металлов в мицеллярном растворе.
5.  Впервые определены коэффициенты экстинкции в мицеллярном растворе кверцетина и рутина, а также комплексов кверцетина с ионами серебра, меди и цинка. Найден коэффициент экстинкции наночастиц серебра.
6.  Впервые разработаны процедуры получения водных дисперсий наночастиц металлов из их мицеллярных растворов. Получены водные дисперсии наночастиц серебра с малой концентрацией стабилизатора (АОТ), что существенно для исследований биологических эффектов наночастиц в водных средах.
7.  Изучена адсорбция (1) наночастиц серебра и меди из мицеллярных растворов и (2) наночастиц серебра из водных растворов на различных материалах (активированный уголь, силикагель, оксид алюминия, ткани, полиамидные мембраны и др.)- Получены материалы с нанесенными наночастицами серебра и меди.
8.  Исследованы антимикробные и каталитические свойства наночастиц серебра и меди в растворах, а также модифицированных этими наночастицами жидкофазных и твердых материалов. Установлено, что, как растворы наночастиц, так и модифицированные ими материалы обладают высокой бактерицидной или каталитической активностью.
9.  На основе результатов исследований антимикробных и каталитических свойств наночастиц серебра и меди, а также каталитических свойств наночастиц кобальта и никеля предложены различные варианты применения растворов наночастиц и модифицированных ими жидкофазных и твердых материалов. Некоторые из предложенных вариантов находятся на стадии внедрения в производство.
10.  Показано, что водные растворы наночастиц Ag являются сильным токсическим агентом, который может вызывать угнетение жизненных функций и гибель живых систем разного уровня организации, включая организм млекопитающих. Определены зависимости токсического эффекта от концентрации наночастиц.
11.  Сравнение токсического эффекта наночастиц Ag с подобным же эффектом ионов Ag+ показывает, что в большинстве исследованных случаев действие наночастиц серебра превышает эффект ионов Ag+ в эквивалентных концентрациях. Отсюда следует, что действие наночастиц серебра осуществляется по иному механизму, нежели действие ионов серебра.
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