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Inventia se refera la un procedeu biotehnologic de obtinere a nanoparticulelor de
argint, cu aplicatii in domeniul medical, cosmetic si farmaceutic.

Se cunosc procedee de obtinere a nanoparticulelor de argint care constau in metode
ce includ utilizarea germenilor de crestere (1, 2), reducerea sarurilor (3), reducerea prin
utilizare de microunde (4), iradierea cu ultrasunete (5), radioliza (6, 7), metode solvotermale
(8), sinteze electrochimice (9, 10), etc.

Un procedeu cunoscut de sinteza a nanoparticulelor de Ag se bazeaza pe utilizarea
de precursori precum: AgNQ,, citrat de sodiu si SDS (sodium dodecyl sulphat).

O solutie de nitrat de argint (cu concentratii ce pot varia intre 1 mM si 6 mM) se
amesteca cu 8% SDS alaturi de un agent reducator (hidrazina); solutia de hidrazina poate
avea concentratii cuprinse intre 2 mM si 12 mM. Se adauga citrat de sodiu care are rol si de
stabilizator. La amestecarea precursorilor are loc o reactie de culoare ce vireaza de la
transparent la galben si, in final, catre rosu-brun, indicand formarea nanoparticulelor de
argint. Purificarea nanoparticulelor de argint se realizeaza ulterior prin centrifugare. Pentru
indepartarea excesului de Ag ionic, coloidul rezultat este spalat cu apa deionizata si uscat
prin inghetare rapida (freeze drying).

Dezavantajele procedeului prezentat sunt:

- utilizarea de substante toxice in protocolul de sinteza a nanoparticulelor de argint;

- controlul dificil al dimensiunii particulelor ca fiind direct dependent de conditiile de
sinteza si precursorii folositj;

- dificultati tehnologice in ceea ce priveste posibilitatea de scale-up, producere pe
scara larga (industriald).

US 2005009170 (A1) se refera la utilizarea plantelor pentru obtinerea de nano-
particule de metal. Un exemplu de realizare a inventiei, cu privire la obtinerea nano-
particulelor de argint prin metoda biologica, presupune utilizarea semintelor de lucerna din
soiul Mesa, care au fost imersate timp de 30 min intr-o solutie de Captan (2 g/l) pentru a se
evita contaminarea fungica, au fost spalate de trei ori cu apa sterilizata deionizata, au fost
transferate in borcane cu capac contindnd 75 ml mediu nutritiv steril agar-agar solidificat
contindnd macro si microelemente, imbogatit cu MnCl, - 4H,0 si FeCl,, celelalte saruri de
clorura fiind substituite cu saruri pe baza de nitrat sau sulfat pentru a evita precipitarea
clorurii de argint. S-au adaugat ulterior 5 g masa de Difcobacto (TM) agar pentru fiecare litru
de solutie nutritiva preparata. Sursa de ioni de argint in acest studiu a fost furnizata sub
forma de nitrat de argint (AgNO,).

EP 2035567 (A1) se refera la utilizarea de bacterii probiotice selectate din grupul
Lactobacillus sp. pentru producerea unei compozitii care cuprinde nanoargint sau nanogold
sub forma coloidala la nivelul membranei bacteriene, avand ca prima etapa incubarea
bacteriei probiotice selectate, cu o solutie apoasa care contine cel putin 4 mM sare de argint
sau aur.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea nanoparticulelor de
argint cu dimensiuni mici, uniforme, stabile si netoxice.

Procedeul biotehnologic de obtinere a nanoparticulelor de argint conform inventiei
inlatura dezavantajele mentionate in stadiul tehnicii prin aceea ca sunt eliminate etapele de
izolare si purificare a nanoparticulelor de argint.

Procedeul biotehnologic de obtinere a nanoparticulelor de argint conform inventiei
consta in aceea ca plantele de capsun obtinute prin germinarea aseptica a achenelor se
cultiva nesectionate pe mediu nutritiv solid Murashige-Skoog, calusul generat la nivelul
hipocotilului este reprodus si mentinut prin pasaje la 3 saptamani pe mediu bazal proaspat
MS suplimentat cu 1...3 mg/l acid 2,4 diclorfenoxiacetic, 1...3 mg/l acid a-naftil acetic,
0,1...2,5 mg/l K, zaharoza 15%, glucoza 15%, agar 1...15 g/l, la temperaturi de 23...25 +
+ 2°C; 10 mg extract brut de calus de capsun se mojareaza cu apa distilata sterild la
25...100°C, se filtreaza, se centrifugheaza 10 min la 24°C, se mentine la temperatura
camerei pana la initierea sintezei de nanoparticule de argint, urmata de introducerea, in vase
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Erlenmeyer de 250 ml, a 20 ml extract brut de calus de capsun cu 180 ml azotat de argint
1 mM. Mediul nutritiv solid Murashige-Skoog, utilizat pentru cultivarea plantelor de capsun,
contine macroelemente, microelemente, vitamine Gamborg B5, zaharoza, agar, si este
suplimentat cu 1 mg/l acid 2,4 diclorfenoxiacetic si 0,1 mg/l 6-benzilaminopurina.

Procedeul biotehnologic de obtinere a nanoparticulelor de argint conform inventiei
prezintd urmatoarele avantaje:

- procedeul este rapid, cu productivitate ridicata, netoxic, nanoparticulele de argint
fiind de dimensiuni mici (< 20 nm), uniforme, stabile, particularitati utile pentru aplicatji Tn
medicina si industrie;

- materia prima reprezentata de calusul de capsun este o sursa optima de metaboliti
secundari care asigura atat agentii reducatori, cat si stabilizatori pentru biosinteza
nanoparticulelor de argint. Cultura este stabila, disponibila pe toata durata anului si lipsita
de contaminanti. Mediul controlat de crestere ii asigura o buna productivitate ca masa
celulara si, implicit, ca metaboliti secundari;

- azotatul de argint la concentratia utilizata reprezinta o materie prima accesibila si
iefting;

- conditiile de sinteza nu implica o temperatura sau presiune mare, nefiind necesare
instalatii speciale, ci doar echipamente uzuale de laborator;

- calusul de capsun nefiind toxic, nanoparticulele se utilizeaza direct in amestecul de
reactie avand activitate antimicrobiana.

Se da, in continuare, un exemplu de realizare a inventiei, in legatura cu fig. 1...7, care
reprezinta:

- fig. 1, virarea rapida a culorii amestecului de reactie ca urmare a sintezei de
nanoparticule de argint, conform inventiei. Culoarea este rezultatul interactiunii
electromagnetice dintre lumina incidenta si electronii de conductie din nanoparticulele de
argint;

-fig. 2, spectrele de absorbtie pentru nanoparticulele de argint sintetizate de varianta
A de extract brut de calus de capsun;

- fig. 3, evolutia absorbantei maxime a nanoparticulelor de argint in functie de timpul
de reactie, in cazul variantei A de extract de calus de capsun;

-fig. 4, spectrele de absorbtie pentru nanoparticulele de argint sintetizate de varianta
B de extract brut de calus de capsun;

- fig. 5, evolutia absorbantei maxime a nanoparticulelor de argint in functie de timpul
de reactie, in cazul variantei B de extract de calus de capsun;

-fig. 6, spectrele de absorbtie pentru nanoparticulele de argint sintetizate de varianta
C de extract brut de calus de capsun;

- fig. 7, evolutia absorbantei maxime a nanoparticulelor de argint in functie de timpul
de reactie, in cazul variantei C de extract de calus de capsun.

Conform inventjei, pentru ob{inerea nanoparticulelor de argint prin procedeul pe baza
de calus de capsun se folosesc urmatoarele materii prime:

- Azotat de argint 1 mM (99,85%, Acros Organics);

- Extract brut de calus de capsun.

Procedeul conform inventiei cuprinde urmatoarele etape:

1. Obtinerea calusului de capsun.

Plantule obtinute prin germinarea aseptica a achenelor au fost utilizate ca inocul
pentru initierea culturii de calus. Cultivarea lor nesectionatd pe mediu nutritiv solid
Murashige-Skoog (macro- si micro-elemente MS, vitamine Gamborg B5, zaharoza, agar)
suplimentat cu 1 mg/l acid 2,4 diclorfenoxiacetic si 0,1 mg/l 6-benzilaminopurina a generat
calus la nivelul hipocotilului. Proliferarea si mentinerea acestui calus s-a realizat prin pasaje
la 3 saptamani pe mediu proaspat, reprezentat de mediu bazal MS suplimentat cu 1...3 mg/I
acid 2,4 diclorfenoxiacetic, 1...3 mg/l acid a-naftil acetic, 0,1...2,5 mg/l K, zaharoza 15%,
glucoza 15%, agar 1...15 g/l, la temperaturi de 23...25°C + 2°C.
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2. Obftinerea extractului brut de calus, tesut nediferentiat, non-morfogenetic,
proliferativ, de capsun din calus de capsun, utilizat in sinteza de nanoparticule de argint.

Céate 10 g calus au fost mojarate impreuna cu apa distilata sterila, la temperatura de:
25°C (varianta A); 100°C (varianta B); 80°C (varianta C). Cele trei variante de extract au fost
filtrate si apoi centrifugate 10 min la 24°C. Extractele au fost mentinute la temperatura
camerei pana la momentul initierii sintezei de nanoparticule de argint.

3. Sinteza nanoparticulelor de argint, rapida, ecologica si eficienta, prin utilizarea
extractelor brute de calus de capsun.

Cate 20 ml extract brut de calus de capsun din fiecare varianta au fost pusi in contact
cu 180 ml AgNO, 1 mM, in vase Erlenmeyer de 250 ml.

Toate cele 3 variante de extract (varianta A, varianta B si varianta C) au mediat rapid
formarea de nanoparticule de argint, fapt confirmat prin virarea culoriiamestecului de sinteza
de la usor galbui (aproape transparent) spre portocaliu, datorita rezonantei plasmonice de
suprafata, caracteristica argintului nanoparticulat (fig. 1) si care determina aparitia unei benzi
de absorbtie intensa in spectrul vizibil.

Se prezinta, in continuare, caracterizarea nanoparticulelor de argint obtinute prin
procedeul conform inventiei:

Spectroscopie UV-VIS

Reducerea Ag* la Ag’ si cinetica sintezei nanoparticulelor de argint a fost verificata
periodic, la intervale de 30 min, fata de apa ca referinta, pentru toate cele 3 variante
experimentale, la o viteza 10 nm/s, rezolutie de 1 nm, pe un domeniu de 300...600 nm, cu
un spectrofotometru Analytik Jena. Datoritd rezonantei plasmonice de suprafata
caracteristice nanoparticulelor de argint, se formeaza o banda de absorbiie intensa in
spectrul vizibil. Se constata cresterea absorbantei in functie de timp (fig. 3, 5, 7), pe
parcursul celor 6 h de masurare, cu un maximum de absorbtie Tn domeniul 420...440 nm.
Varianta B reduce AgNO, mai repede decét celelalte doua variante. Dupa un timp de reactie
de 24 h, absorbanta variantelor A si B este mai mare decéat cea a variantei B, evidentiind o
mai mare cantitate de nanoparticule de argint sintetizate de catre extractele respective.
Spectrele de absorbtie UV-vis ale nanoparticulelor de argint sintetizate de cele 3 variante de
extracte brute de calus de capsun sunt prezentate in fig. 2, 4 si 6.

Microscopie electronica de baleiaj (SEM)

Analizarea prin microscopie electronica de baleiaj evidentiaza sinteza unui numar
mare de nanoparticule de argint, de forma predominant sferica, cu dimensiuni relativ
uniforme, de pana la 50 nm.

Efect antimicrobian

Efectul inhibitor al nanoparticulelor de argint sintetizate din extracte brute de calus
de capsun a fost testat asupra culturilor de microorganisme patogene: Pseudomonas
aeruginosa, Staphilococcus aureus si Bacillus licheniformis.

Activitatea antimicrobiana a nanoparticulelor de Ag a fost testata impotriva unor
tulpini de: Salmonella enterica, Staphilococcus aureus, Salmonella panama, Escherichia coli,
Bacillus licheniformis si Pseudomonas aeruginosa, prin metoda disc-difuziei in agar. Se
constata o activitate inhibitorie a nanoparticulelor de argint mai intensa in cazul tulpinilor de
Pseudomonas aeruginosa si Staphilococcus aureus, similara celei exercitate de AgNO,,
ceea ce confirma faptul ca efectul inhibitor al amestecului de sinteza este datorat
nanoparticulelor de argint. Se mentioneaza ca extractele initiale de calus de capsun nu au
activitate antimicrobiana.

Procedeul poate fi aplicat si la sinteza de nanoparticule de metale nobile (Au, Pt, Pd).
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Revendicari

1. Procedeu biotehnologic de obfinere a nanoparticulelor de argint, caracterizat prin
aceea ca plantele de capsun obfinute prin germinarea aseptica a achenelor se cultiva
nesectionate pe mediu nutritiv solid Murashige-Skoog, calusul generat la nivelul hipocotilului
este reprodus si mentinut prin pasaje la 3 saptamani pe mediu bazal proaspat MS,
suplimentat cu 1...3 mg/l acid 2,4 diclorfenoxiacetic, 1...3 mg/l acid a-naftil acetic,
0,1...2,5 mg/l K, zaharoza 15%, glucoza 15%, agar 1...15 g/l, la 23...25°C + 2°C, 10 mg
extract brut de calus de capsun se mojareaza cu apa distilata sterila la 25...100°C, se
filtreaza, se centrifugheaza 10 min la 24°C, se mentine la temperatura camerei pana la
initierea sintezei de nanoparticule de argint, urmata de introducerea, in vase Erlenmeyer de
250 ml, a 20 ml extract brut de calus de capsun cu 180 ml azotat de argint 1 mM.

2. Procedeu biotehnologic de obtinere a nanoparticulelor de argint conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca mediul nutritiv solid Murashige-Skoog, utilizat
pentru cultivarea plantelor de capsun, contine macroelemente, microelemente, vitamine
Gamborg B5, zaharoza, agar, este suplimentat cu 1 mg/l acid 2,4 diclorfenoxiacetic si
0,1 mg/l 6-benzilaminopurina.
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