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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a unor
agregate pe baza de nanoparticule de argint biosinte-
tizate extracelular cu aplicatii in industria farmaceutica
sitratarea apelor poluate. Procedeul, conforminventiei,
consta Tn sinteza in vivo intr-o solutie de Chorella
Sorockiniana Tn mediu de cultura BG11, rezultand
nanoparticule de argint agregate in clusteri cu structura

tridimensionala 3D cu forma globulara si morfologie
rugoasa de tip conopida, cu dimensiuni de
100...500 nm.

Revendicari: 2
Figuri: 3

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
art.32 din Legea nr.64/1991, cu exceptia cazurilor in care cererea de brevet de inventje a fost respinsd, retrasd sau consideratd ca fiind retrasa.
Intinderea protectiei conferite de cererea de brevet de inventie este determinatd de revendicarile continute in cererea publicatd in conformitate

cu art.23 alin.(1) - (3).

RO 134209 A2



Nanoparticule biosintetizate de argint si procedeul de obtinere

Inventia se refera la agregate cu morfologie de tip ..conopida™ formate din nanoparticule de argint
biosintetizate extracelular in situ si la un procedeu de obtinere cu aplicatii in industria farmaceutica,
cosmetica, alimentard umana si animala si tratarea apelor poluate.

Se cunosc numeroase solutii tehnice de sinteza a nanoparticulelor de argint, acestea fiind folosite de
medicina si farmacie. Nanoparticulele sunt sintetizate prin diverse metode incepand cu cele fizice (mecanice,
iradiere cu UV, iradiere cu microunde sau radiatie gama, ablatie laser), chimice si termindnd cu metodele
biologice. Proprietatile sale chimice si fizice foarte variate se datoreaza posibilititii de sinteza in diferite
forme si dimensiuni. De-a lungul anilor nanoparticulele de argint au fost sintetizate cel mai des sub formad
de sfera, dar existd numeroase articole cu particule sintetizate sub formd alungita, triunghiulara, cubice,
dodecaedrice. Deoarece in aceasta cerere de brevet sinteza nanoparticulelor de argint este facutd pe cale

- biologica utilizdnd bioreducitori din alge ne vom referi mai jos in mare méasura la metodele din categoria

»green chemistry” denumita si chimie ecologica. '

Cele mai utilizate aplicatii ale metalelor pretioase sub forma de nanoparticule au fost acelea de materiale
cu rol antibacterian (Popa. et al. 2018, Soleimani M. et al.2017, Ahmed S et al, 2015; Ion I. Et al, 20015;
Ion 1. Et al, 20014;Okafor F. Et, 2013; V.K. Sharma et al, 2009; S. Sarkar et al.2007;Morones J.R.et.
al.,2005), antiviral (Lara HH et all ,2010; J. Mittal et al, 2014) si mai noua sunt utilizate in controlul bolilor
plantelor(Sang W. K. et al. 2012). In industrie datorita conductivititii electrice mari si proprietatilor
antibacteriene sunt folosite in diverse compozite polimetrice (Kimberly A. et al. 201, Gagan Kaur et all
2015), ceramice (Lungu M. et al.,2014), carbonice (WE Jones et al 2010) si hibride (Wei X. et al. 2013).

De-a lungul anilor au fost ficute diverse incercéri de biosintetizare a solutiilor de argint coloidal sau
pulberi folosind ca bioreducétori extrase din diverse alge (Sudha S. et al. 2013; Parial D. et al. 2012;
Rajeshkumar S.et al.2014) dintre cele mai des intilnite in literatura putem amintii urmaétoarele alge:
Scenedesmus sp. (Jenaet J. al. 2014;), Spirulina platensis (Mahdieh M. Et al. 2012), Padina pavonica
(Sahayaa K., et al.2012), fungi (P. Mukherjee et al.2001) si bacterii (Saifuddin N.et al.,2009).

Chlorella este o microalgd monocelulard verde smarald, cu formé sferica, diametru de 2-10 pm si nu
prezintd flageli. Chlorella contine in cloroplaste pigmenti fotosintetici de culoare verde — clorofila-a si
clorofila-b. Se divide rapid prin procesul de fotosinteza, pentru reproducere avind nevoie numai de bioxid
de carbon, apa, lumind solara si o cantitate mica de minerale (Scheffler Jet al. 2007). Datoriti eficientei sale
in fotosintza, care teoretic poate ajunge pand la 8%, depdsind chiar nivelul inregistrat de culturile cele mai
eficiente, precum trestia de zahir (Zelitch, 1. et al. 1971).

Chlorella poate reprezenta o sursid potentiald de hrand animala si umana, energie si materie prima
pentru alte industrii. Aplicatiile speciei Chlorella sunt multiple cum ar fi epurarea apelor uzate prin absorbria
metalelor grele, poluantilor chimici de tiop organic, aplicatii agro-chimice, biocombustibili, nutritie umana
si animald (Keffer J. E. et al. 2002; Aslan S. et al.2006; Feng Y. et al2011; Lau P. S. et al, 1996;Lim S. L. et
al 2010; Valderrama L. T. et al 2002;Yun Y .-S. et al 1997).

1. Viteza de diviziune celulari este relativ mare, fiecare celuld divizadndu-se in 4 noi celule intr-un timp de
17 pani la 24 ore. In anul 1951 fundatia Rockfellar in colaborare cu guvernul japonez si dr. Hiroshi
Tamiya au pus la punct o tehnologie de cultivare, recoltare si procesare a speciei Chlorella sorokiniana
la scard largd, tehnologie fezabila din punct de vedere economic (http: //www.oilgae.com /ref/glos
/chlorella_sorokiniana.html). Aceasta fiind cercetata si pentru obtinerea de biodiesel (Wu et al. US
2009/0211150 A1; US 2009/0298159 A1)

Dezavantajele solutiilor cunoscute sunt urmatoarele:

Nanoparticulele de argint biosintetizate sunt sintetizate in mod curent in laboratoarele de cercetare utilizand
ca material reducitor alga Chlorella( Soleimani M. et al.2017; Annamalai J. et al.;2016; Patel V et al.,2015.
Exista si un brevet de inventie CN 104525965 A cu biosinteza utilizand diferite tipuri de alge limnothrix,
scenedesmus quaclricauda printre care si Chlorella, dar aceste prezinta obtinerea de nanoparticule de argint
polidisperse neagregate in clustere.

Nanoparticule de argint agregate in clustere cu morfologie 3D rugoasa de tip ,,conopidd” au fost obtinute
doar prin metode chimice de cétre S. Sarkar et al. 2007. Nanoparticule de aliaj cu Au-Ag agregate in clustere

cu morfologie 3D rugoasa de tip ,,conopidd” a fost obtinut tot prin metoda chimica in brevetul
CN101786170A.
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Procedeul de realizare desi foarte simplu, eficient, ecologic si ieftin are ca limitare faptul ca acest procedeu
de biosintetizare este strans legat de tehnologia de crestere a algei. Este de preferat sa fie implementata ca o
prelungire a acestei tehnologi pentru a creste profitul.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in realizarea unor agregate cu morfologie de tip
»conopidd” formate din nanoparticule de argint si procedeu de obtinere al nanoparticulelor de argint
biosintetizate in situ extracelular cu forma rotunjita, dimensiune intre 15-60 nm, agregate in clustere cu
_structura tridimensionala (3D) cu forma globulara si morfologie rugoasa de tip ,,conopidd” cu dimensiune
intre 100-500 nm, utilizind ca agent reducétor fitochimicalele continute in solutia stoc de Chlorella
Sorokiniana in mediu de crestere BG11, la temperatura 30 de grade Celsius si iluminare constanta pe durata
a 5 zile si nu foloseste agenti reducatori chimici toxici si ddunétori mediului inconjurétor si extind domeniului
de utilizare a algei Chlorella Sorokiniana de la supliment alimentar la supliment alimentar cu proprietati
antibacteriene si antivirale si solutii ecologice de tratare a bolilor plantelor.

Agregate cu morfologie de tip ,,conopida” formate din manoparticule de argint biosintetizate inlatura
dezavantajele mentionate prin aceia ca contin nanoparticule de argint biosintetizate in vivo extracelular cu
forma rotunjita cu dimensiune intre 15-60 nm, agregate in clustere cu structura tridimensionala (3D) cu
forma globulara si morfologie rugoasa de tip ,,conopida” cu dimensiune intre 100-500 nm, in solutie de
Chlorella Sorokiniana in mediu de crestere BG11, la temperatura 30 de grade Celsius si iluminare constanta
pe durata a 5 zile, utilizand fitochimicalele continute in alga ca agent reducétor, disperant si stabilizator.

Procedeu de obtinere pentru biosintetizarea nanoparticulelor de argint inldtura dezavantajele mentionate
prin aceia ca consta in sinteza in vitro intr-o solutie stoc de Chlorella Sorokiniana in mediul de cultura BG11
cu densitatea algei cuprinsa intre 10 — 20 g/l in care se introduce solutie stoc de azotat de argint 50 mM, in
cantitéti egale, mentinute timp de 5 zile in camera climatica cu 30 de grade Celsius, iluminare constanta, cu
agitare manuala de doua ori pe zi, solutia isi schimba culoarea din verde smarald spre verde pal in primele
12 h, urmata de inchiderea culorii pana la negru brun in ziua 3,dupa care isi mentine culoarea.

Avantajele inventiei sunt urmitoarele:

Chlorella Sorokiniana este utilizata ca supliment alimentar in alimentatia oamenilor si animalelor (Brooks
et US 2013/0122180 A1, US 2010/0297323 A1;US 2010/0297295 A1 )si prin functionalizarea acesteia cu
nanoparticule de argint se largeste domeniul de utilizare prin addugarea de proprietétile antifungice si
antibacteriene utilizabile in tratarea oamenilor, animalelor si plantelor.

Agregatele cu morfologie de tip ,,conopida” formate din nanoparticule de argint biosintetizate extracelular
in situ sub actiunea fitochemicalelor din Chlorella Sorokiniana prezinta corpusculi globulari bine definiti
atat la nivelul agregatelor cat si la nivelul particulelor primare, ambele avand suprafete proprii disponibile
pentru functionalizarea sau/si reactii chimice, biologice ducind la o mai mare reactivitate a acestora, avind
avantajul de a fii sintetizata intr-un mediu faréd produsi chimici determina o buna compatibilitate biologica a
acestui produs, excluzdnd etapele finale de purificare, separare, concentrare.

Procedeul de realizare este simplu, ecologic, ieftin si nu utilizeazad nici un agent chimic sau toxic pentru
sandtatea umana, animala si nu afecteaza mediu inconjuritor.

Procedeul de realizare este simplu, eficient, ecologic, ieftin nu cuprinde etape suplimentare de
preparare/purificare a materiei prime si a produsilor de reactie cum ar fii de separare (extractie, filtrare,
centrifugare) uscare, maruntire, sterilizare, toate operatiile au loc fara operatii termice, etc.

Procedeul de biosintetizare este strans legata de tehnologia de crestere a algei, poate fi implementata ca o
prelungire a acestei pentru a creste profitul unitatii de crestere a algelor.

In continuare se dau 3 exemple de realizare a inventiei in legitura cu Fig. 1...,Fig. 3 care reprezinti:
Fig. 1. Spectrul UV-VIS pentru:a) solutia 1, conform inventiei; b)solutia 2; si c¢) pentru solutia 3.

Fig. 2. a, b, ¢, d Micrografii SEM pentru solutia 1, conform inventiei;

Fig. 3. a, b, ¢, d Micrografii SEM pentru solutia 2,

Tabel. 1. Parametrii spectrali pentru spectrul UV-Vis de absorbtie pentru solutia 1-3;
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In continuare se dau 3 exemple de realizare a inventiei in care diferenta consta in compozitia
solutiei stoc de azotat de argint si modul de prepararea a acestora.

Pentru biosinteza nanoparticulelor de argint au fost utilizate doua solutii stoc de alge Chlorella
Sorokiniana si solutie stoc de azotat de argint 50 mM in cantitiiti egale.

Mediul de cultura utilizat pentru cresterea microalgei monocelulare verzi de Chlorella Sorokiniana

cuprinde intre 10-100 ml solutie BG11 (Blue Green medium 11) addugate la 1000 ml de apa. Solutia stoc
consta in mediul de cultura cu alga Chlorella sorokiniana cu densitatea algei cuprinsa intre 10 — 20 g/1.
Solutia stoc de Chlorella Sorokiniana are dublu rol de reducétor (bio-reducitor prin fitochimicalele care le
contine) si rol de agent de dispersare si stabilizare.
Exemplul 1: 25 ml solutie stoc de azotat de argint 50 mM a fost amestecata cu 25 ml solutie stoc de Chlorella
Sorokiniana. Solutia astfel formata se va denumi solutia 1. Solutia 1 este mentinuta timp de 5 zile in camera
climatica in urmitoarele conditii: 30 de grade Celsius si atmosfera cu oxigen, iluminare constanta si
atmosfera oxigenata. Solutia i§i schimba culoarea din verde smarald spre verde pal in primele 12 h, urmata
de inchiderea culorii pana la negru bun in ziua 3. Solutia a fost caracterizata prin spectroscopie UV-Vis
pentru determinarea parametrilor optici ai solutiei si prin microscopie SEM pentru determinarea dimensiunii
de particule a nanoparticulelor de argint biosintetizate si morfologia acestora.

Tabel 1 . Prezinta parametrii spectrali optici UV-Vis pentru solutia 1-3.

Tabel. 1. Parametrii spectrali pentru spectrul UV-Vis.

Solutia | Spectru ~ UV-Vis.—reprezentat | A max [nm]* I abs [ua]* observatii
grafic in fig.1a,b,c
1 a fard aditiv/fara sonicare
b 448 0.568 fard aditiv/cu sonicare
3 c 463 1.465 cu aditiv/cu sonicare

#plasmonul de rezonata, lungimea de unda unde are loc absorbtia maxima exprimat in nm,
*intensitate spectrului de absorbtie exprimata in unititi arbitrare a.u.
In figura 1a este reprezentat spectrul UV-Vis pentru solutia 1 dupa 5 zile. Spectrul prezinta o forma specifica
determinata de caracteristica fractald a agregatului 3D cat si de mirimea acestuia(Richard Darienzo et
al.2018). ’
In figura 2 a-c. sunt prezentate micrografiile obtinute prin tehnica SEM pentru nanoparticulele de argint
biosintetizate conform exemplului 1, solutia 1.
Din microscopiile SEM, fig. 2a-c, la magnificatii cuprinse intre 5.00K -400.00K se poate vedea clar ca
sinteza nanoparticulelor de argint este extracelulara. Materialul organic cu aspect corpuscular globular cu
dimensiuni micronice de culoare gri inchis constdnd in reziduuri ale algelor- Chlorella Sorokiniana, este
inconjurat §i acoperit de particulele mai mici albe strialucitoare din argint.
La cresterea magnificatiei se vede clar morfologia nanoparticulelor de argint cu cu forme rotunjite,
dimensiunii intre 15-60 nm agregate in clustere cu structura tridimensionala (3D), cu forma globulara si
morfologie rugoasa de tip ,,conopida” cu dimensiune intre 100-500nm.

Exemplul 2: 25 ml solutie stoc de azotat de argint 50 mM a fost amestecata cu 25 ml solutie stoc de Chlorella
Sorokiniana. Solutia astfel formata se va denumi solutia 2. Solutia 2 a fost mentinuta timp de 5 zile in
laborator in urmétoarele conditii: 20-35 de grade Celsius, iluminare circadiana, sonicatd 30 de minute de
doua ori pe zi. Solutia a fost caracterizata prin spectroscopie UV-Vis pentru determinarea parametrilor optici
ai solutiei si prin microscopie SEM pentru determinarea dimensiunii de particule a nanoparticulelor de argint
biosintetizat si morfologia acestora.

In figura 1b este prezentat spectrul UV-Vis pentru solutia 2 dupd 5 zile. Spectrul prezinta un maxim de
absorbtie la 448 nm specific nanoparticulelor de argint. [Magdalena Lungu et al. 2014]

Din microscopiile SEM, fig. 3 a-c, , la magnificatii cuprinse intre 5.00K -400.00K se poate vedea clar ca
sinteza nanoparticulelor de argint este extracelulara, nu sunt vizibile reziduuri de alge, nanoparticulele de
argint biosintetizate in situ sunt polidisperse cu fuma rotunjita si dimensiuni cuprinse intre 16-210 nm.

Exemplul 3. Exemplul 2: 25 ml solutie stoc de azotat de argint 50 mM si 0.01-0.5 mg/ml PV P a fost
amestecata cu 25 ml solutie stoc de Chlorella Sorokiniana. Solutia astfel formata se va denumi solutia 3.
Solutia 3 a fost manipulata in aceleasi conditii cu solutia 2. Solutia a fost caracterizata prin spectroscopie
UV-Vis pentru determinarea parametrilor optici.

In figura 1C este prezentat spectrul UV-Vis pentru solutia 3 dupi 5 zile. Spectrul prezinta un maxim de
absorbtie la 463 nm specific nanoparticulelor de argint. [Magdalena Lungu et al. 2014]
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Solutia 3 nu a putut fli investigala prin microscopie devarece polimerul adaugat dus la scdderea
conductivitdtii peliculei formate prin uscare.

Agregatele de nanoparticule de argint biosintetizarea cu morfologie de tip ,.conopida si procedeul de obtinere
conform inventiei consta in biosintetizarea extracelulara de nanoparticule de argint in situ cu forma rotunjita,
dimensiune intre 15-60 nm, agregate in clustere cu structura tridimensionala (3D), cu forma globulara si
morfologie rugoasa de tip ,,conopida” cu dimensiune intre 100-500 nm, utilizand ca agent reducitor,
disperant si stabilizator fitochimicalele continute in solutii de Chlorella Sorokiniana in mediu de crestere
BG11, la temperatura 30 de grade si iluminare constanta.

Agregatele cu morfologie de tip ,,conopida” formate din nanoparticule de argint biosintetizate extracelular
in situ sub actiunea fitochemicalelor din Chlorella Sorokiniana prezinta corpusculi globulari bine definiti
atat la nivelul agregatelor cat si la nivelul particulelor primare, ambele avand suprafete proprii disponibile
pentru functionalizarea sau/si reactii chimice, biologice ducind la o mai mare reactivitate a acestora, avand
avantajul de a fii sintetizata intr-un mediu fara produsi chimici determina o buna compatibilitate biologica a
acestui produs, excluzand etapele finale de purificare, separare, concentrare.
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Revendicari

1.

Agregate de argint caracterizate prin aceea ca sunt alcatuite din nanoparticule de argint
biosintetizate extracelular in situ cu forma rotunjita cu dimensiune intre 15-60 nm, agregate in
clustere cu structura tridimensionala (3D) cu forma globulara si morfologie rugoasa de tip ,,conopida”
cu dimensiune intre 100-500 nm, in solutie de Chlorella Sorokiniana in mediu de crestere BG11, Ia
temperatura de 30 de grade si lumina constanta, utilizand fitochimicalele continute in alga ca agent
reducidtor, disperant si stabilizator; astfel materialul obtinut contine alga Chlorella Sorokiniana si
nanoparticulele de argint biosintetizate.

Procedeu de obtinere conform revendicarii 1, caracterizat prin aceia ca sinteza are loc in vivo
intr-o solutie stoc de Chlorella Sorokiniana in mediul de cultura BG11 cu densitatea algei cuprinsa
intre 10 — 20 g/l in care se introduce solutie stoc de azotat de argint 50 mM, in cantititi egale,
mentinute timp de 5 zile in camera climatica cu 30 de grade Celsius, iluminare constanta, este agitata
manual de doua ori pe zi, solutia isi schimba culoarea din verde smarald spre verde pal in primele 12
h, urmata de inchiderea culorii pana la negru bun in ziua 3.
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Figura 1. Spectre UV-Vis pentru exemplu 1-3.
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