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Solutie coloidald de nanoparticule de aur si procedeu de sinteza biologica

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unui compus de tip nanoparticule de aur,
care, datoritd procesului de sintezd pe cale biologicd, sunt functionalizate cu grupari cu
proprietati antioxidante, destinat aplicatiilor din domeniul biomedical si/sau cosmetica. Aceste
nanoparticule de aur prezintd si proprietifi catalitice imbundtitite. Produsul obtinut se refera
la solutia coloidald de nanoparticule de aur.

Este cunoscut faptul ci nanoparticulele de aur (AuNP) au interes crescut din cauza
proprietitilor lor optice si de cataliza unice. In esenti, aurul este un metal inert si netoxic, fiind
ideal pentru aplicatii in medicind. Prin sinteza pe cale biologicd, AuNP pot fi functionalizate
cu compugi activi ce pot avea funcfionalitd{i reducdtoare sau stabilizatoare, proprietiti
catalitice, antioxidante sau antibacteriene imbunititite [Jeevanandam, J.; Kiew, S.F.; Boakye-
Ansah, S.; Lau, S.Y.; Barhoum, A.; Danquah, M.K.; Rodrigues J. Green approaches for the
synthesis of metal and metal oxide nanoparticles using microbial and plant extracts. Nanoscale
2022, 14, 2534-2571, DOI: https://doi.org/10.1039/D1NR08144F]. O procedura simpld pentru
sinteza pe cale biologicd presupune amestecarea unui extract hidrosolubil din plante cu o solutie
apoasd de sare metalicd. Compusii activi din extract sunt responsabili pentru reducerea sarii de
aur, obtindnduse nanoparticulele de aur [Dauthal, P.; Mukhopadhyay, M. Noble Metal
Nanoparticles: Plant-Mediated Synthesis, Mechanistic Aspects of Synthesis, and Applications.
Ind. Eng. Chem. Res. 2016, 55, 36, 9557-9577, DOI:
https://doi.org/10.1021/acs.iecr.6b00861]. Extractele hidrosolubile din plante (in intregime sau
in pérti) sunt disponibile comercial sau pot fi obtinute cu usurinti prin uscare, fierbere si filtrare,
sau prin extractie asistatd de ultrasunete sau presiune [Radulescu, C.; Stihi, C.; Ilie, M.; Lazurca,
D.; Gruia, R.; Olaru, O.T.; Bute, O.C.; Dulama, I.D.; Stirbescu, R.M.; Teodorescu S.; Florescu,
M. Characterization of Phenolics in Lavandula angustifolia. Anal. Lett. 2017, 50(17), 2839—
2850, DOI: https://doi.org/10.1080/00032719.2016.1264409]. Forma si dimensiunea
nanoparticulelor obfinute pe cale biologica depinde de natura i cantitatea compusilor activi din
extract [Hussain, I.; Singh, N.B.; Singh, A.; Singh, H.; Singh, S.C. Green synthesis of
nanoparticles and its potential application. Bio-technol. Lett. 2016, 38(4), 545-560, DOI:
https://doi.org/10.1007/s10529-015-2026-7].

Sunt cunoscute metodele clasice de sintezd a AuNP: metoda fizicd si metoda chimica.
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prin pulverizare, flacdra de difuzie, tehnici litografice sau tehnici ce presupun folosirea plasmei
si a unor lasere puternice [Sepulveda, B.; Angelomé, P.C.; Lechuga, L.M.; Liz-Marzan, L.M.
LSPR-based nanobiosensors. Nanotoday, 4(3), 2009, 244-251, DOI:
https://doi.org/10.1016/j.nantod.2009.04.001]. Metoda chimicd este mai apropiati de cea
biologica, insa presupune folosirea unor solutii chimice foarte reactive pentru tehnici precum
electrodepunerea, hidroliza, co-precipitarea sau procese sol-gel [Sasidharan, S.; Raj, S.;
Sonawane, S.; Pinjari, D.; Pandit, A.B.; Saudagar,P. Nanomaterial synthesis: chemical and
biological route and applications. In: Nanomaterials Synthesis. Elsevier; 2019:27-51, DOI:
https://doi.org/10.2147/1JN.S233789].

Solutiile cunoscute prezinti urmitoarele dezavantaje: necesiti aparaturd scumpa de
laborator, procedee laborioase cu un consum de energie ridicat i costuri de fabricare ridicate
in cazul metodelor fizice. Metodele chimice sunt mai versatile insd presupun folosirea multor
reactivi chimici ce prezinti toxicitate, atit pentru mediu, cét gi pentru organismul uman.

Este cunoscut ci metoda de sinteza biologicii poate oferi diverse beneficii, precum un
consum redus de energie sau costuri de productie mai mici, metoda este prietenoasi cu mediul,
iar compusii activi din plante contin agenti reducdtori §i stabilizatori ce permit adaptarea
functionalititii nanoparticulelor pentru aplicatia doritd [Jeevanandam, J.; Kiew, S.F.; Boakye-
Ansah, S.; Lau, S.Y.; Barhoum, A.; Danquah, M.K.; Rodrigues J. Green approaches for the
synthesis of metal and metal oxide nanoparticles using microbial and plant extracts. Nanoscale
2022, 14, 2534-2571, DOIL: https://doi.org/10.1039/DINRO8144F]. Metoda de sinteza
biologica a luat amploare in ultimii ani, insa cu toate acestea, potentialul plantelor pentru sinteza
AuNP nu este incé pe deplin explorat din cauza diversititii vaste a plantelor si a compozitiei lor
[Shreyash, N.; Bajpai, S.; Khan, M.A_; Vijay, Y.; Tiwary, S.K.; Sonker, M. Green Synthesis of
Nanoparticles and Their Biomedical Applications: A Review. ACS Appl. Nano Mater. 2021,
4,11,11428-11457, DOL: https://doi.org/10.1021/acsanm. 1c02946]. in general, s-a demonstrat
pani in prezent cd AuNP-urile posedi o activitate cataliticd excelentd, asemanitoare enzimelor,
putdnd fi utilizate in cosmeticd, pentru vindecarea rdnilor [David, M.; Serban, A.; Radulescu,
C.; Danet, AF.; Florescu, M. Bioelectrochemical evaluation of plant extracts and gold
nanozyme-based sensors for total antioxidant capacity determination. Bioelectrochemistry
2019, 129, 124-134, DOL https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2019.05.011] sau in tratamente
impotriva celulelor canceroase [8. Lian, M.; Shao, S.; Liu, M.; Shi, Y.; Zhang, H.; Chen, D.

Cell membrane-coated nanoparticles as peroxidase mimeties:fo
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and therapy. Talanta 2022, 238(P2), 123071, DOI:
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.123071].

Literatura de specialitate prezintd numeroase studii ale procedeului de sintezd pe cale
biologica a nanoparticulelor de aur folosind extracte vegetale [A.A. Dudhane, S.R. Waghmode,
L.B. Dama, V.P. Mhaindarkar, A. Sonawane, S. Katariya, Synthesis and Characterization of
Gold Nanoparticles using Plant Extract of Terminalia arjuna with Antibacterial Activity, Int. J.
Nanosci. Nanotechnol., Vol. 15, No. 2, June. 2019, pp. 75-82; P. Boomi, R. Ganesan, G.P.
Poorani, S. Jegatheeswaran, C. Balakumar, H.G. Prabu, K. Anand, N.M. Prabhu, J.
Jeyakanthan, M. Saravanan, Phyto-Engineered Gold Nanoparticles (AuNPs) with Potential
Antibacterial, Antioxidant, and Wound Healing Activities Under in vitro and in vivo
Conditions, International Journal of Nanomedicine 2020:15 7553-7568, DOI:
http://doi.org/10.2147/1IN.S257499], printre care cojile verzi de nucd [Z. Izadiyan, K. Shameli,
H. Hara, S.H. Mohd Taib, Cytotoxicity assay of biosynthesis gold nanoparticles mediated by
walnut (Juglans regia) green husk extract, Journal of Molecular Structure 1151 (2018) 97-105,
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2017.09.039] sau alte tipuri de nuci, precum nucile
macadamia [H. Dang, D. Fawcett, G.E. Jai Poinern, Green synthesis of gold nanoparticles from
waste macadamia nut shells and their antimicrobial activity against Escherichia coli and
Staphylococcus epidermis, Int J Res Med Sci. 2019 Apr, 7(4):1171-1177, DOL
http://dx.doi.org/10.18203/2320-6012.ijrms20191320], dar nu si miezul de nucid autohton
(Juglans Regia L. seed). S-a demonstrat céd toate aceste nanoparticule au efecte antioxidante,
antiinflamatorii §i activitdfi antitumorale §i se presupune ci aceste caracteristici sunt preluate
din gruparile functionale ale compusilor activi din plante.

Atat in tard cét si in strdindtate se cunosc cercetiri (cu rezultate in domeniu si cu potential
pentru dezvoltare) privind diferite procedee de sintezd a AuNP. RO130210 (B1) se referd la un
procedeu pentru obtinerea unui material hibrid ce confine nanoparticule de aur complexate cu
liganzi antociani, obtinuti din extracte naturale din fructe, cu utilizare in medicind, pentru
obtinerea de creme in terapia leziunilor psoriatice. Moleculele organice cu grupiri functionale
au ca rol modificarea suprafetei nanoparticulei si stabilizarea coloidului ce contine particule cu
dimensiunea medie de 21-32 nm la 88% dintre nanoparticule. RO134304 (A0) se referd la un
procedeu simplu gi rapid de obfinere a nanoparticulelor de magnetiti cu un invelis de aur, unde
nanoparticulele de magnetitd sunt acoperite cu aur prin reducerea acidului cloroauric HAuCls

folosind glucoza ca agent reducitor. De asemenea, glucoza este folosita si ca agent stabilizator
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al solutiei coloidale de nanoparticule. RO135570 (A2) se referd la un procedeu de obtinere a
unor nanoparticule bimetalice (aur-argint) functionalizate cu mannan pentru aplicatii
antibacteriene-antituberculoase. Inifial, nanoparticulele de aur se obtin prin reducerea sarii de
aur cu citrat de sodiu, dupi care se efectueaza depunerea unor straturi successive de Ag metalic
in prezenta acidului L-ascorbic la un pH bazic. Concomitent se efectueaza carboxilarea solutiei
apoase de mannan in vederea cupldrii ulterioare a acestuia pe suprafata nanoparticulelor
bimetalice de tip Au-Ag, prin co-incubarea acestora. AU2021103073A4 se referd la metoda
implicatd in productia de nanoparticule de aur §i argint functionalizate cu curcumind pentru
aplicatii biomedicale. S-au demonstrat proprietifile anticancerigene, antimicrobiene,
antiinflamatorii i antioxidante ale compozitelor, si o stabilitate prelungitd, chiar si dupa dilutii
succesive. KR101882849B1 se referd la un procedeu de obtinere a nanoparticulelor metalice
(aur si argint) cu un extract de ginseng negru. KR101843764B1 se referd la un procedeu de
obtinere a nanoparticulelor de aur cu un extract de Bambusae Caulis in Taeniam pentru aplicatii
cosmetice. US2017100338A1 se referd la o metoda de tratare a ranilor diabetice cu ajutorul
unor nanoparticule de aur sintetizate cu ajutorul unui extract de plante obfinut din
Solenostemma argel, Trigonella foenum -graecum si Cinnamomum cassia. CN105057692A se
referd la un procedeu de obtinere a nanoparticulelor de aur cu suc natural de fructe citrice, fara
a se adaugd agenti chimici de protectie (pentru stabilitate gi dispersabilitate).

Scopul inventiei este de a genera un nou tip de nanoparticule de aur cu grupari functionale
obtinute in urma sintezei pe cale biologica, care prezintd proprietdfi catalitice imbunatatite si
proprietiti antioxidante, fiind astfel utilizabile pentru aplicafii biomedicale (dermatologie,
vindecarea ranilor, biosensing) si cosmetice, care prezintd avantajul unui procedeu de sinteza
simplu si rapid, cu costuri reduse si un nivel sciazut de poluare a mediului.

Problema pe care o rezolvd procedeul este legati de evitarea metodelor laborioase,
costisitoare §i poluante, inlocuindu-le pe acestea cu o metoda simpld, rapida §i ecologicd. De
asemenea, utilizarea extractului de nucd ca agent reducator al sarii de aur conferd o
biocompatibilitate crescutd, care actioneaza si ca agent stabilizator, elimindnd necesitatea de a
folosi agenti stabilizatori de naturd chimic. Grupdrile functionale rimase pe suprafata AuNP
in urma folosirii extractului de nuca (JsUS ) confera o capacitate antioxidanta ridicati, ce permit
utilizarea acestora in aplicatii in-vivo. |

Procedeul se defineste ca o succesiune de etape si consti in optimizarea parametrilor

Gbtinéteasxtractului de nuci: acesta
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trebuie sa fie hidrosolubil, poate fi achizifionat din comert sau se poate obtine prin metoda
extractiei cu ultrasunete, folosind ca solvent un amestec hidro-alcoholic [M. David, A. Serban,
C.V. Popa, M. Florescu, A Nanoparticle-Based Label-Free Sensor for Screening the Relative
Antioxidant Capacity of Hydrosoluble Plant Extracts, Sensors 2019, 19, 590, DOIL:
https://doi.org/10.3390/s19030590]. A doua etapd se referd la obfinerea AuNP pe cale
biologica. Extractul de nucd a fost adiugat lent sub agitare continui la o solutie apoasa de
HAuClsx3H;0 incilziti la ~ 70°C. Incilzirea a fost opriti o datii cu schimbarea culorii solutiei
din galben-transparent in rogu-violet, iar solutia a fost ldsatd sa se riceasca la temperatura
camerei sub agitare. Solutia coloidali a fost apoi purificatd prin centrifugare, iar precipitatul
sedimentat a fost redispersat in apa ultrapura si sonicat pentru a asigura o distribufie omogena.
Solutia finald se pastreaza la temperaturi de 4-8°C, in recipienti din sticld brund si poate fi
utilizatd pand la 3 luni de la data fabricatiei, in aceleasi conditii de stabilitate.

Produsul se defineste prin compozitia solutiei coloidale (AuNP-JsUS) ce contine 0.01%
AuNP, 4.16% extract de nuca hidrosolubil si 95.83% apa ultrapur; si ce prezintd urmétoarele
caracteristici: un maxim de absorbtie la 530 nm, o morfologie sfericd cu o mirime medie a
diamterului AuNP-JsUS de 19.6 + 0.3 nm pentru 62% din proba analizata.

Produsul obtinut prin procedeul de sintezi biologica prezintd urmitoarele avantaje: s-a
demonstrat ca gruparile functionale de pe AuNP-JsUS rezultate in urma reducerii sérii de aur
cu extract hidrosolubil de nuca prezintd proprietiti antioxidante. De asemenea, AuNP obtinute
prezintd omogeneitate, o distributie a marimii buna §i au o stabilitate ridicatd de pana la 3 luni,
pastrate la temperaturi de 4-8°C. De asemenea, AuNP-JsUS obtinute prezinti proprietéti
catalitice imbunétitite.

In figurile anexate, care fac parte din prezenta inventie, sunt redate urmatoarele:

Figura 1 prezinti spectrul de absorbfie UV-Vis al nanoparticulelor de aur obfinute cu extract
hidrosolubil de nuci, prin comparatie cu cele obtinte cu 1% citrat cu inserfia unei poze cu solutia
finald de AuNP-JsUS.

Figura 2 prezintd: a) imaginea de microscopie electronicd in transmisie (TEM) a AuNP-
JSUS; b) histograma de distributie a marimii diametrului ale AuNP cu inserarea potrivirii
distributiei gaussiene.

Figura 3 prezintd studiul de stabilitate al AuNP-JsUS monitorizind intensitatea maximului

de absorbtie la 530 nm in functie de timp.
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Figura 4 prezintd spectrele FTIR-ATR (Spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier
cu modul de reflectantd totald atenuati) ale regiunii de amprenta specifica intre 1800 — 800 cm”
! pentru extractul hidrosolubil de nuci si AuNP-JsUS obtinute cu ajutorul acestuia.

Figura 5 prezintd voltametrii ciclice ale AuNP-JsUS in comparatie cu cele sintetizate prin
metoda chimicd in prezenta apei oxigenate (H20,).

Figura 6 prezint3 activitatea antioxidanti in vitro a AuNP-JsUS comparativ cu cea a vitaminei
C, in prezenta radicalului liber DPPH. S-au inregistrat maximele de absobtie la 519 nm, iar
neutralizrea radicalilor DPPH a fost exprimata ca procent in comparatie cu controlul negativ.

Figura 7 prezinti a) activitatea de neutralizare a radicalului liber H,O;. S-a realizat curba de
calibrare a dilutiilor H,O» prin inregistrarea maximului de absorbtie la 225 nm in prezenta
(insertie a) si absenta unei concentratii de 0.005% AuNP-JsUS; b) ilustreaza procentul de
captare/neutralizare a H,O; in functie de concentratie, permifand determinarea ECso

Se prezinta in continuare un exemplu concret, nelimitativ, de realizare a inventiei:
Procedeul de sintezd al nanoparticulelor de aur cu ajutorul unui extract de nucd hidrosolubil
obtinut dupi [M. David, A. Serban, C.V. Popa, M. Florescu, A Nanoparticle-Based Label-Free
Sensor for Screening the Relative Antioxidant Capacity of Hydrosoluble Plant Extracts,
Sensors 2019, 19, 590; DOIL: https://doi.org/10.3390/s19030590], dar nu limitat la acest
procedeu de extractie, constd in combinarea a 12 pL solutie apoasda HAuCls (1g/mL -
HAuCl4x3H;0; 99.9%; MW = 393.83 g/mol dizolvat in apa ultrapurd) cu 11.5 mL apa ultrapura
si solutia este adusa la 90°C sub agitare continud. Odaté atinsd temperatura de 90°C, aceasta
este coboriti la 70°C pentru a nu denatura proprietagile extractului. Dupa stabilizarea solutiei
la 70°C se adaugi prin picurare 0.5 mL extract de nuci hidrosolubil (JsUS). Incilzirea este
oprita la scurt timp dupa adiugarea extractului (< 1 min) deoarece solutia finald isi schimba
culoarea de la galben pal la violet (insertie figura 1), indicind formarea AuNP-JsUS. Solutia se
lasd la ricit timp de 60 min, sub agitare continud, pentru stabilizarea nanoparticulelor cu
grupdrile functionale. Pentru spdlarea AuNP-JsUS, solutia coloidald este transferatd in tuburi
Eppendorf si centrifugati cu o viteza de 13400 rpm timp de 20 min. Dupa centrifugare se scoate
supernatantul cu ajutorul unei pipete, iar precipitatul este resuspendat in aceeasi cantitate de
apd ultrapurd. Un ciclu de spilare este suficient pentru inliturarea compusilor rimasi in urma
reducerii acidului cloroauric cu extract hidrosolubil de nuca. Ulterior, solutia finald poate fi

pastratd pana la 3 luni la temperaturi de 4-8°C.
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Spectrul de absorbtie UV-Vis din Figura 1 ilustreazi prin banda plasmonici a aurului de la
valoarea 530 nm (pentru reducerea cu extract JsUS) si 520 nm (pentru reducerea prin metoda
chimici clasicd cu citrat) formarea nanoparticulelor de aur. De asemenea valoarea intensitétii
maximului de absorbtie este mult mai mare in cazul AuNP-JsUS (1.03 u.i. fatd de 0.4 u.i.).

Figura 2 a) prezinti rezultatul masuratorilor de microscopie electronica in transmisie (TEM)
ilustrand forma i marimea AuNP-JsUS. Nanoparticulele prezinti forme sferice, nu prezinta
aggregate si prezintd o distributie a diametrelor intre 17 — 59 nm, cu o medie de 20 nm pentru
62% din nanoparticule ce a fost determinati cu ajutorul distrbutiei gaussiene din figura 2 b).

Figura 3 prezintd studiul de stabilitate al AuNP-JsUS monitorizénd intensitatea maximului de
absorbtie in functie de timp, acesta scdzénd 6% in 3 luni.

Figura 4 prezintd spectrele FTIR-ATR (Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier cu
modul de reflectanti totald atenuati) ale regiunii de amprenti specifici intre 1800 — 800 cm™
pentru extractul de nucd si AuNP-JsUS obtinute cu ajutorul acestuia. Spectrele aratd grupdrile
functionale din extract pastrate §i pe suprafata AuNP, acestia reprezentand: vibratia carbonilului
C=0 caracteristica legiturilor amidice din banda 1639 cm™; hidrocarburi C-H intre 1500 — 1440
cm’! caracteristice ringurilor aromatice (amide tertiare ale grupirii methyl) si grupdri ale
derivatilor fenolici O-H, C-O si C=C intre 1440 — 900 cm’".

Figura 5 prezintd comportamentul catalitic imbunititit al AuNP-JsUS sintetizate pe cale
biologica in comparatie cu cele sintetizate prin metoda chimicé in prezenta H2O: cu ajutorul
metodei electrochimice de voltametrie ciclicd. Ambele tipuri de AuNP au un profil redox bine
definit insd, in prezenta H2O;, acesta s-a schimbat in functie de caracteristicile AuNP. Pentru
AuNP-urile sintetizate chimic (a) varful de reducere al H,O2 scade semnificativ, in timp ce
varful de oxidare creste usor. In cazul AuNP-JsUS (b), varful de reducere al H,O; scade si se
deplaseazd céitre un potential mai ridicat, in timp ce varful de oxidare creste semnificativ,
ilustrand proprietatile catalitice imbunétitite si, in acelasi timp, sugerdnd o oxidare ireversibild
a H,0..

Figura 6 prezintd evaluarea activitdtii antioxidante a AuNP-JsUS, comparativ cu cea a
vitaminei C, cu ajutorul radicalului liber DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), de culoare
violet, care se decoloreaza prin interactia cu un antioxidant. S-a preparat o solutie stoc de 0.1
mM DPPH (in ethanol) din care s-au amestecat 750 L. cu 10, 40 si 80 uL solutie stoc vitamina
C 0.1 mM (in ethanol), respectiv solutie coloidald de 0.01% AuNP-JsUS, si s-a adus la un

volum final de 3 mL cu ethanol. S-au inregistrat maximele /dg@ﬁs@ﬁﬁ;%\]\a 519 nm dupa un timp
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de incubare de 30 min. Captarea radicalilor DPPH a fost exprimaté ca procent in comparatie
cu controlul negativ fara addugarea de probad, iar vitamina C a fost utilizatd ca martor pozitiv.
S-au calculat procentele de activitate antioxidantd dupa cum urmeaza: % DPPH = [(Ao —A1)/Ao]
x 100, unde Ao a fost absorbanta controlului pozitiv (vit C) si A a fost absorbanta in prezenta
probei (AuNP-JsUS). Pentru vitamina C controlul a fost DPPH [S.M. Nabavi, M.A.
Ebrahimzadeh, S.F. Nabavi, M. Jafari, Free Radical Scavenging Activity and Antioxidant
Capacity of Eryngium Caucasicum Trautv and Froripia Subpinnata, Pharmacologyonline 3:
19-25 (2008)]. S-a confirmat capacitatea antioxidantd a activititii de neutralizare a radicalilor
DPPH in prezenta vit C si a AuNP-JsUS. Desi vitamina C prezinti o activitate antioxidantd mai
ridicata fatd de AuNP-JsUS, activitatea de neutralizare a radicalilor DPPH a crescut cu cresterea
concentratiei de nanoparticule. Prin urmare, s-a confirmat cd nanoparticulele de aur sintetizate
cu ajutorul extractului de nuca au avut un efect antioxidant.

Figura 7 prezintd evaluarea activititii de neutralizare a radicalilor liberi H2O;. S-a folosit o
solutie stoc de 8.8 M H20O; ce a fost ulterior diluati in solutie tampon fosfat (pH 7.4) la
concentratii crescatoare intre 0.25 si 7 mM. S-a realizat curba de calibrare pentru dilutiile H,O>
prin inregistrarea absorbantei maximelor de absorbfie la 225 nm cu ajutorul unui
spectrofotometru. S-a repetat aceeasi masurdtoare in prezenfa unei concentratii de 0.005%
AuNP-JsUS. Procentul de neutralizare a peroxidului de hidrogen a nanoparticulelor de aur a
fost calculat dupd cum urmeazi: % H>O; Scavenging = [(Ao —A1)/Ao] x 100, unde Ao a fost
absorbanta standarului (H20:) si A; a fost absorbanta in prezenta probei (AuNP-JsUS) si
standard. S-a reprezentat procentul de neutralizare a H,O; in functie de logaritmul concentratiei
H;0:, obtindnduse o curba sigmoidi (,,DoseResp”). Din grafic, se determind ECso = 0.9 mM,
ce reprezintd concentratia de H>O, necesard pentru a obtine jumatate din raspunsul maxim
(50%) ce poate fi neutralizat cu 0.005% AuNP-JsUS. Prin urmare, s-a confirmat ci AuNP-JsUS
in concentratie de 0.005% (echivalent a 0.125 mM) pot neutraliza in mod eficient H,O; datorita
grupdrilor functionale cu proprietiti antioxidante.

Desi prezenta inventie a fost prezentatd si descrisd in mod special cu referire la exemplele de
realizare ale acesteia, se intelege ca acestea sunt cu titlu de ilustrare si exemplu §i, nu trebuie
luate ca limitare, scopul prezentei inventiei fiind indicat de revendicarile anexate. In consecinta,

scopul real al prezentei inventii va fi definit de revendicirile anexate si echivalentele acestora.

7
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Scopul prezentei inventii este definit de revendicérile anexate, i toate modificarile sau
modificdrile derivate din semnificatia si domeniul de aplicare al revendicérilor si echivalentele

acestora trebuie interpretate ca fiind incluse in scopul prezentei inventii.
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Revendicari
1. Solutie coloidald de nanoparticule de aur obtinutd printr-un procedeu de sinteza
biologica cu ajutorul unui extract din miez de nucd hidrosolubil, cu proprietiti catalitice
si antioxidante cu aplicatii din domeniul biomedical gi/sau cosmeticd caracterizata
prin aceea ca: (i) are in componentd nanoparticule de AuNP-JsUS cu o morfologie
sferica cu un diametru mediu de ~ 20 nm, (ii) prezinti pe suprafatid grupérn functionale
preluate din extractul din miez de nuci hidrosolubil (iii) au o stabilitate in timp de pana

la 90 zile; (iv) cu un maxim de absorbtie UV-vis al AuNP-JsUS la 530 nm.

2. Procedeul de sinteza biologica a solutiei coloidale de nanoparticule de aur conform
revendicarii 1, care constd in: (i) combinarea a 12 ul. solutie apoasd HAuCls (1g/mL -
HAuClsx3H;0O; 99.9%; MW = 393.83 g/mol dizolvat in api ultrapurd) cu 11.5 mL apa
ultrapurd ,dupa care (ii) solufia este adusa la 90°C sub agitare continud, dupa care (iii)
solutia este ldsatd sd se riceascd pana la temperatura de 70°C cand se opreste sursa de
incalzire gi (iv) se adaugi prin picurare 0.5 mL extract din miez de nucad hidrosolubil
(JsUS) si solutia finala 1si schimba culoarea de la galben pal la violet (insertie figura 1),
indicdnd formarea AuNP-JsUS, urmand ca (v) solutia si fie 13satd la racit timp de 60
min, sub agitare continud, pentru stabilizarea nanoparticulelor cu gruparile functionale,
dupa care (vi) pentru spilarea AuNP-JsUS, solutia coloidala este transferata in tuburi
Eppendorf si centrifugatd cu o turatie de 13400 rpm timp de 20 min, dupa care (vii)
pentru spalarea AuNP-JsUS se scoate supernatantul, ce contine apa cu compusi rimasi
in urma reducerii acidului cloroauric, cu ajutorul unei pipete, iar precipitatul ce contine
nanoparticulele AuNP-JsUS este resuspendat cu apd ultrapurd pand la acelagi volum
final ca la punctul (vi), ulterior, solutia finald putind fi pastratd panda la 3 luni la

temperaturd de 4-8°C, in recipienti din sticld bruni.
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