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Синтезированы наночастицы серебра с использованием экстрактов стевии медовой (Ste-
via rebaudiana (Bertoni) Bertoni). Показано, что на скорость формирования наночастиц
влияют условия культивирования растений. Установлено, что в присутствии экстра-
кта, полученного из каллуса, образование наночастиц происходит быстрее, чем с исполь-
зованием экстрактов растений, выращенных в условиях ex situ и in vitro. Синтезиро-
ванные наночастицы серебра изучены методами УФ и ИК спектроскопии.
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Биологический синтез наночастиц металлов считается нетоксичным, экологически чистым
и экономически эффективным, поскольку в качестве восстановителей и стабилизаторов на-
ночастиц используют растительные экстракты [1]. В то же время растительные экстракты,
полученные из выращенных в грунте растений, имеют и некоторые недостатки. Так, в при-
родных условиях растения подвергаются воздействию неблагоприятных факторов окружа-
ющей среды, что может влиять на образование в растениях активных соединений [2] и,
соответственно, сказываться на восстановительной способности экстрактов. Альтернатив-
ным источником получения активных веществ являются культивируемые in vitro клетки
и ткани растений. Метод культуры клеток и тканей имеет ряд преимуществ для производ-
ства ценных метаболитов растений [3]. Это, прежде всего, независимость выхода проду-
кта от климатических условий, сезона года, возможность получения экологически чистого
продукта по сравнению с природным сырьем. Дополнительным преимуществом также мо-
жет быть возможность управлять развитием растений в течение вегетационного периода,
создавать благоприятные условия выращивания, осуществлять отбор сырья в тех фазах
развития растений, когда они имеют самую высокую концентрацию необходимых восста-
новителей / стабилизаторов.

Цель проведенного исследования заключалась в изучении процесса образования нано-
частиц серебра с использованием экстрактов стевии медовой (Stevia rebaudiana (B e r t o n i)
B e r t o n i) в зависимости от условий культивирования растения.

В качестве растительного сырья использовали свежие листья стевии медовой (S. rebaudi-
ana (B e r t o n i)) культивируемой в Национальном ботаническом саду им. Н. Н. Гришка
НАН Украины. В качестве источника ионов серебра использовали нитрат серебра (“Merck”,
99%).

Экстракты были приготовлены из культуры тканей (каллуса), а также из растений,
выращенных в условиях ex situ и in vitro. В последнем случае, после стерилизации, семена
помещали в питательную среду Мурасиге–Скуга в стеклянные колбы и выращивали при
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16-часовом искусственном освещении. Для получения каллуса на свежих листьях делали
поперечные надрезы, не доходя до края листка, затем их помещали на модифицированную
среду Мурасиге–Скуга, содержащую соли железа FeCl3 (до 40 мг/л), витамины В1, В6
и тидиазурон (до 0,2 мг/л).

Биологически активные вещества извлекали из листьев растений путем экстракции
в 70% раствор этанола согласно методике, описанной в работе [4]. В емкости помещали по
1 г мелко нарезанных листьев, заливали 100 мл 70% раствора этанола и ставили на паровую
баню на 30 мин. Полученную вытяжку остужали до комнатной температуры, доводили до
начального объема и фильтровали.

Общее количество фенольных соединений в экстрактах определяли методом Фолина–
Чоколтеу. Для определения общего фенольного индекса [5] к 1 мл экстракта в 70% спирте
последовательно добавляли 11,5 мл воды, 5 мл 20%-го раствора карбоната натрия, 1,25 мл
реактива Фолина–Чоколтеу и 6,25 мл воды, так что суммарный объем раствора состав-
лял 25 мл. Раствор перемешивали в течение получаса, измеряли поглощение при 750 нм
и рассчитывали общий фенольный индекс согласно [5].

Количественное определение флавоноидов проводили по методике, основанной на их
способности образовывать окрашенный комплекс с хлоридом алюминия. В качестве стан-
дарта использовали лютеолин-7-гликозид (цинарозид) [6].

Качественный анализ содержащихся в экстрактах флавоноидов проводили с использо-
ванием метода тонкослойной хроматографии [7]. Реперными соединениями для хромато-
графического анализа служили рутин, кверцетин, кверцетрин, морин, гесперидин и метил-
изофлавон.

Для получения наночастиц серебра к 1 мл растительного экстракта добавляли 10 мл
раствора нитрата серебра (1 · 10−3 моль/л). Синтез наночастиц проводили при 40 ◦С при
непрерывном перемешивании. Изменение цвета экстрактов от желтоватого до коричневого
наблюдали приблизительно через 30 мин после добавления раствора AgNO3, что свиде-
тельствовало об образовании наночастиц серебра.

Спектры поглощения экстрактов растений и растворов наночастиц серебра регистри-
ровали в диапазоне длин волн 200–800 нм при 25 ◦С на спектрофотометре Perkin Elmer
UV–VIS Lambda 35 (скорость сканирования 480 нм/мин, толщина кварцевой кюветы 10 мм).

ИК спектры пропускания растворов записывали на однолучевом ИК спектрофотометре
с фурье-преобразованием Thermo Nicolet NEXUS FT-IR (“Nicolet”, США) в интервале ча-
стот 4000–400 см−1 (разрешение 4 см−1, число сканов пробы 50). Определенное количество
раствора наносили на KRS подложку, высушивали около 5 мин и регистрировали спектр.

Согласно литературным данным [1], растительные экстракты, используемые для син-
теза наночастиц металлов, содержат большое количество вторичных метаболитов, которые
обладают окислительно-восстановительным потенциалом и выполняют функцию восста-
новителей и стабилизаторов наночастиц. К растительным метаболитам относятся сахара,
алкалоиды, терпеноиды, белки, полифенольные кислоты и флавоноиды. В процессе син-
теза наночастиц эти биоактивные соединения играют различную роль. Например, уста-
новлено [8], что именно фенольные соединения и флавоноиды участвуют в образовании
наночастиц серебра. Также показано, что существует линейная зависимость между анти-
оксидантной активностью экстрактов растений и их способностью восстанавливать ионы
металлов до наночастиц [9]. Результаты ИК спектроскопии наночастиц, синтезированных
с использованием растительных экстрактов, показали, что образующиеся наночастицы ча-
сто ассоциированы и с белками, которые, по-видимому, их также восстанавливают и стаби-
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лизируют [10]. Принимая во внимание вышеизложенное, можно сделать вывод, что в био-
синтезе наночастиц основную роль играет состав и концентрация биологически активных
соединений, содержащихся в растительных экстрактах.

В табл. 1 представлены данные о составе экстрактов стевии, полученные методами тон-
кослойной хроматографии и УФ спектроскопии.

Результаты хроматографического анализа экстрактов показали, что во всех исследо-
ванных образцах присутствуют кверцетрин и рутин. Как видно из таблицы, экстракты со-
держат разное количество фенольных соединений и флавоноидов. Наибольшее количество
биологически активных соединений содержится в культуре ткани. Это, вероятно, связано
с тем, что при повреждении листьев происходит увеличение содержания фенольных соеди-
нений и флавоноидов в растении [11].

В табл. 1 также приведены значения общего фенольного индекса для полученных эк-
страктов, характеризующие восстановительную способность присутствующих в них соеди-
нений. Сопоставление полученных значений фенольного индекса с соответствующими дан-
ными для аскорбиновой кислоты [12] позволяет заключить, что содержание антиоксидантов
в экстрактах эквивалентно концентрации аскорбиновой кислоты от 2,0 до 5,4 ммоль. Таким
образом, исследуемые экстракты имеют высокое содержание антиоксидантов и, соответст-
венно, являются перспективным сырьем для синтеза наночастиц металлов.

Об образовании наночастиц серебра судили по изменению окраски растворов и по изме-
нениям в УФ спектрах. Для всех исследуемых экстрактов после добавления к ним раствора
нитрата серебра наблюдали резкое изменение окраски раствора и появление желто-кори-
чневого цвета, характерного для наночастиц серебра. Визуальное сравнение интенсивности
окраски растворов свидетельствует о том, что формирование наночастиц при взаимодей-
ствии с экстрактом, полученным из каллуса, происходит быстрее, чем с экстрактами ра-
стений, выращенных in vitro и ex situ.

На рис. 1 представлены УФ спектры реакционной смеси раствора нитрата серебра и ис-
следуемых экстрактов. Как видно из рисунка, во всех спектрах присутствует полоса с ма-
ксимумом поглощения при 451 нм, характерная для плазмонного резонанса наночастиц
серебра [13]. Поскольку синтез всех образцов проводили в одинаковых условиях, о скоро-
сти реакции и концентрации синтезированных наночастиц можно судить по интенсивности
пика при 451 нм. Из спектров видно, что концентрация наночастиц в реакционной сме-
си с экстрактом из каллуса заметно превышает их концентрацию в смесях с экстрактами
растений, выращенных в условиях in vitro и ex situ.

ИК спектры всех исследуемых образцов имели практически одинаковый набор полос
поглощения и отличались только интенсивностью и небольшим смещением некоторых по-
лос. На рис. 2 представлены ИК спектры экстракта стевии in vitro и раствора наночастиц
серебра в присутствии этого экстракта. В спектрах можно выделить следующие характер-

Таблица 1. Содержание фенольных соединений и флавоноидов в экстрактах стевии

Вид
экстракта

Общий
фенольный

индекс, отн. ед.

Эквивалентная
концентрация

аскорбиновой кислоты,
ммоль/л

Количество
флавоноидов,

мг %

Идентифи-
цированные
флавоноиды

In vitro 8,0 4,0 0,9 Кверцетрин, рутин
Ex situ 4,0 2,0 0,6 Кверцетрин, рутин
Каллус 10,8 5,4 1,5 Кверцетрин, рутин
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Рис. 1. УФ спектры растворов наночастиц серебра, синтезированных с использованием экстрактов стевии:
1, 2 — растения, выращенные ex situ и in vitro; 3 — каллус. Время реакции 30 мин

Рис. 2. ИК спектры экстракта стевии (1 ) и раствора синтезированных наночастиц серебра (2 )

ные области поглощения: 2850–3000 cм−1, 1460–1750 cм−1, 1008–1159 cм−1, 400–890 cм−1

и область вблизи 3400 см−1 [14].
Во всех спектрах исследуемых экстрактов присутствует широкая полоса поглощения

в области 3396 см−1, которая относится к валентным колебаниям OH-групп в спиртах и фе-
нольных соединениях. Деформационным колебаниям OH-группы в фенолах соответствует
полоса при 1419 см−1. Полосы при 2977, 2931 и 2900 см−1 характеризуют валентные ко-
лебания алифатических СН, СН2, СН3 групп, а при 1456 и 1386 см−1 соответствуют их
деформационным колебаниям.

В диапазоне 1460–1750 см−1 проявляются валентные колебания C=C и C=O свя-
зей в ароматических кольцах, альдегидах и кетонах. Наблюдаемые пики при 1652 см−1

можно отнести к валентным колебаниям карбонильной группы пиранозного кольца, при
1749 см−1 — к карбоксильной группе, полосы при 1577, 1558, 1521, 1471 см−1 могут прина-
длежать валентным колебаниям C=C связи бензольного кольца. Полосы поглощения с ма-
ксимумами при 1268 и 1089 см−1 относятся к валентным колебаниям C−O связи в простых
ароматических эфирах и свидетельствуют о наличии соединений с метоксильными группа-
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ми. Обнаруженные полосы поглощения в области 1008–1159 см−1, по-видимому, принадле-
жат валентным колебаниям C−O связи в спиртовых группировках в составе углеводных
компонентов, а полосы поглощения при 400–890 см−1 характеризуют различные связи пи-
ранозного кольца.

На основании данных ИК и УФ спектроскопии можно предположить, что в экстракте
стевии присутствуют флавоноиды, гликозиды флавоноидов, фенолкарбоновые кислоты, ме-
токсилированные производные всех этих соединений и стевиозиды (гликозиды из экстракта
растений рода Стевия) [14].

Сходство между спектрами 1 и 2 на рис. 2, с некоторыми изменениями в положении
пиков, явно указывает на присутствие в образце 2 компонентов растительного экстракта, ко-
торые могут служить стабилизаторами наночастиц серебра. В спектре наночастиц серебра
вместо полосы при 3396 см−1 наблюдается полоса при 3420 см−1, что позволяет предполо-
жить, что гидроксильные группы полифенольных соединений, входящих в состав экстра-
кта, принимают участие в восстановлении ионов серебра и формировании наночастиц. Это
подтверждает и появление в спектре наночастиц серебра новой полосы поглощения при
1953 см−1, которая характеризует связь наночастицы с кислородом гидроксильной груп-
пы [15]. Уменьшение интенсивности и сдвиг в низкочастотную область полос валентных
колебаний СО и СН3 групп также указывает на их участие в образовании наночастиц се-
ребра [15].

Таким образом, полученные результаты показывают, что экстракты стевии медовой
(S. rebaudiana (B e r t o n i)) являются перспективным сырьем для синтеза наночастиц ме-
таллов. При этом условия культивирования растения влияют на концентрацию в них био-
логически активных соединений и, соответственно, на скорость формирования наночастиц
серебра. Синтез наночастиц с использованием экстракта, полученного из каллуса, проис-
ходит быстрее, чем с экстрактами из растений, выращенных в условиях in vitro и ex situ.
Карбонильная, алкильная и гидроксильная группы, присутствующие в активных компонен-
тах экстрактов стевии (флавоноиды, гликозиды флавоноидов, фенолкарбоновые кислоты
и метоксилированные производные этих соединений и стевиозиды), вероятно, обеспечивают
и восстановление ионов серебра, и стабилизацию наночастиц.
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I. В. Лагута, Т.В. Фесенко, О. М. Ставинська, Л. М. Шпак, О. I. Дзюба

Бiосинтез наночастинок срiбла з використанням екстрактiв стевiї

Iнститут хiмiї поверхнi iм. О. О. Чуйка НАН України, Київ
Нацiональний ботанiчний сад iм. М. М. Гришка НАН України, Київ

Синтезовано наночастинки срiбла з використанням екстрактiв стевiї медової (Stevia reba-
udiana (Bertoni) Bertoni). Показано, що на швидкiсть формування наночастинок вплива-
ють умови культивування рослин. Встановлено, що за наявностi екстракту, отриманого
з калусу, утворення наночастинок вiдбувається швидше, нiж з використанням екстрактiв
рослин, вирощених в умовах ex situ та in vitro. Синтезованi наночастинки срiбла вивчено
методами УФ та IЧ спектроскопiї.

Ключовi слова: бiосинтез, наночастинки срiбла, екстракти стевiї, калус, ex situ, in vitro.

I. V. Laguta, T.V. Fesenko, О. N. Stavinskaya, L. M. Shpak, О. I. Dzyuba

Biosynthesis of silver nanoparticles using Stevia extracts

Chuiko Institute of Surface Chemistry of the NAS of Ukraine, Kiev
M.M. Gryshko National Botanic Garden of the NAS of Ukraine, Kiev

Silver nanoparticles are synthesized using Stevia rebaudiana extracts. It is shown that the rate of
nanoparticles formation is affected by plant cultivation conditions. It is found that, in the presence
of the extract from callus, the formation of nanoparticles occurs faster than in the presence of
extracts from plants grown under conditions of ex situ and in vitro. The synthesized silver nanoparti-
cles were studied by UV and IR spectroscopies.

Keywords: biosynthesis, silver nanoparticles, Stevia extracts, callus, ex situ, in vitro.
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