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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a nano-
particulelor de aur (NPAu) utilizate ca molecule de
detectie pentru teste rapide de tip imunocromatografie
in flux lateral (ILF). Procedeul, conform inventiei, consta
in etapele: prepararea unei solutii S1 din 1 mM de
HAUCI, in ap4 si incélzire la temperatura de 60°C, pre-
pararea unei solutii S2 din 100 ml apa si 6 g ceai verde,
incalzire la temperatura de 80°C timp de 15 min, cu
mentinere in repaus 15 min si filtrare, prepararea unei
solutii S3, din 100 ml apa deionizata, 6 mg ceai verde
si 1 g Na,SO,, in aceleasi conditii, prepararea unei
solutii S4 formata din S1 si 1 ml S2, prepararea unei

solutii S5 formata din S1 i 250 ul S3 si caracterizarea
solutiilor prin metode analitice, rezultdnd Tn spectrele
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tice NPAu obtinute din ceai verde la lungimi de unda de
535 nm, respectiv, 530 nm, o dispersie buna in solutie,
cu un potential ¢ negativ de -18,93 mV si dimensiuni
medii ale NPAu de 20 nm, adecvate pentru testele
rapide de tip ILF
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PROCEDEU DE SINTEZA SI CARACTERIZARE MOLECULE DE DETECTIE
FOLOSITE PENTRU DEZVOLTAREA DE TESTE RAPIDE IMUNOCROMATOGRAFICE

Inventia se refera la procedeul de sinteza si caracterizare a nanoparticulelor de aur, sintetizate din ceai
verde si dezvoltarea unui test rapid bazat pe tehnica binecunoscuta, imunocromatografia in flux lateral
(IFL), utilizand ca molecule de detectie nanoparticulele de aur obtinute prin sinteza ecologica din ceai
verde. Nanoparticulele metalice (NP), in special cele de aur si de argint, au atras atentia in multe domenii
precum: cataliza [1], dezvoltarea de senzori [2], optica[3], imagistica [4], farmacie [5] precum si ca
molecule de detectie, colorate, integrate in testele rapide pe baza de imunocromatografie in flux lateral
(IFL) (asemanatoare cu testele rapide pentru detectie antigen/anticorpi COVID) [6]. P4nd In prezent, au
fost raportate numerose metode de sintez3, atat prin abordiri chimice, cat si fizice, pentru o sinteza
controlatd a nanoparticulelor de aur (NPAu) sau argint NPAg obtinandu-se diferite dimensiuni si forme.
Metoda traditionald si cea mai utilizatd pentru sintezd NPAu este cea dezvoltatd de Turkevich, care
stabilizeaz3 nanoparticulele formate, permitdnd prepararea nanoparticulelor sferice de aur cu dimensiuni
care variaza de la 5 la 50 nm [7]. Toate aceste metode chimice/fizice sunt adesea efectuate in prezenta
mai multor agenti reducitori si stabilizatori toxici, cum ar fi borohidrur de sodiu (NaBH4) sau bromura
de cetiltrimetilamoniu (CTAB), generand produse secundare toxice si periculoase. In acest sens,
impactul toxicologic al nanoparticulelor este o probleméa importantd de gestionat, intrucat numarul mare
de studii in vitro efectuate in ultimii ani, au produs rezultate controversate, unele dintre ele aritandu-si
potentiala toxicitate. Astfel, odatd cu nevoia tot mai mare de a minimiza sau elimina utilizarea
substantelor toxice cu risc pentru mediu, abordarea chimiei ecologice (biosintezei) reprezinti o
alternativd valoroasd. Dezvoltarea metodelor de sintezd ecologicd pentru prepararea nanomaterialelor a
devenit o necesitate nu numai pentru farmacie dar si ca parte integranta a testelor rapide de tip IFL.
Atunci cand NPAu sunt obtinute chimic pentru a fi folosite ca molecule de legare cu anticorpii,
toxicitatea lor prin prezenta urmelor de substante chimice reducatoare poate afecta legarea probei de
detectat cu anticorpii/antigenele pentru a forma bioconjugatele iar randamentul de legare este mult
diminuat, de unde si eficienta scazuta in obtinerea bioconjugatelor ceea ce ar putea duce la o sensibilitate
mult diminuata a testului rapid. Sensibilitatea acestui test este semnificativ influentata de cantitatea de
NPAu captate in zona de test atunci cand are loc o reactie imuna de tip sandwich. Dar pentru a creste
aceasta sensibilitate este nevoie de optimizarea largimii de distributie a NPAu utilizate pentru a
vizualiza reactia. Numeroase studii au aratat ca diametrul acestora influenteaza mult sensibilitatea
testelor de acest tip [8,9]. In mod normal, dimensiunea NPAu utilizate in testele rapide sunt cuprinse
intre 15nm-60nm. O largime de distributie ingusta, bine definita al NPAu in tehnicile de caracterizare
a distributiei de marime (de exemplu, tehnicile Dynamic Light Scattering (DLS) sau Small Angle X-ray
Scattering (SAXS) care determina o suprafata mare a ariei de reactie cu anticorpii. Sintezele ecologice
utilizand plantele, au luat amploare in domeniul farmaceutic si pentru faptul ca nanoparticulele obtinute
pot purta compusi care ar putea potenta efectul terapeutic vizat asa cum s-a demonstrat si in unele studii
ce vizau efectul antitumoral al unor NPAu obtinute ecologic [10,11]. In ceea ce privesc testele IFL, din
cunostintele noastre, nu exista studii in care sa se utilizeze nanoparticule de aur, obtinute din plante, in
scopul de a fi utilizate ca molecule de detectie a unor reactii immune de tip sandwich pe un test IFL,
reactii ce pot determina vizual prezenta unor virusuri, bacterii, proteine, medicamente in anumite probe
de origine umana (ser, sange, saliva) sau de origine alimentara (lapte, apa etc.). Unul din posibilele
motive pentru care aceste studii nu exista ar putea fi ipoteza ca atunci cand se utilizeaza plantele, pe
suprafata lor s-ar putea aseza compusi care ar putea impiedica reactia cu anticorpul in bioconjugate sau
mai departe o posibila reactive cu markerul/ virusul/bacteria de detectat. Totusi, modificarea
parametrilor de sinteza, folosirea unor plante ce contin substante reducatoare cu putere mare de reducere
a aurului din sarurile din care provin fiind nevoie de un volum foarte mic de extract din acestea pentru
a se forma nanoparticulele, concentratia potrivita de sare din care aceste nanoparticule se reduc duc la
obtinerea unor nanoparticule care ar putea indeplinii conditiile unei molecule de detectie potrivita pentru
a fi utilizata in testele IFL[12,13] . Se cunoaste ca plantele contin o0 gami largd de metaboliti. Cu toate
acestea, potentialul lor nu a fost incd utilizat pe deplin pentru sintetizarea nanoparticulelor. Vg,letalice
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utilizate pe scara larga in industria farmaceutica sau alte industrii. Astfel, existd o tot mai mare necesitate
de a dezvolta procese ecologice si economice, care nu utilizeazi substante chimice toxice in protocoalele
de sintezi chiar daca aceste NPAu sunt utilizate si in alte scopuri decat cele terapeutice [14]: ca senzori,
molecule colorimetrice de detectie, molecule de legare cu anticorpii etc. Este bine cunoscut faptul cd
specia Camellia sinensis (ceai verde) contine polifenoli. Un extract apos de ceai verde contine 59,8 mg
CAE/g de compusi fenolici (CAE = echivalenti de acid clorogenic in miligrame per gram de material
uscat) [15] si terpenoide, cum ar fi B-cariofilena ( ~ 800 pg/mL), linalol (~ 1600 pg/mL), cis-jasmond
(~ 800 pug/mL), a-terpineol (~ 800 pg/mL), 8-cadineni (~ 1600 pg/mL), indole (~ 800 pg/mL), geraniol
(~ 400 pg/mL), printre bio-componentele majore, care au activitate bactericida si antioxidanta si cateva
alte proprietati utile [16]. Acest tip de compusi contribuie la procesele de reducere a ionilor metalici din
sarurile lor, asa cum s-a afirmat in metodele de bioreducere raportate anterior [10], [11] si pot, de
asemenea, controla dimensiunea §i stabilitatea nanostructurilor formate. Acidul galic, un metabolit
fenolic secundar prezent in plante precum ceaiul verde cu proprietiti antioxidante puternice, a fost
folosit cu succes pentru a obtine nanoparticule de Au §i Ag solubile in api si s-a dovedit a fi un agent
eficient de acoperire a acestor nanoparticule de metale nobile [17], [18]. Spectrele UV-VIS ale
nanoparticulelor Au si Ag in solutie apoasa pot fi corelate cu dimensiunea lor [19], [20], [21], [22],[23].
De asemenea morfologia, dimensiunea, cristanilitatea si dispersia in solutie sunt analizate cu tehnici de
caracterizare precum: microscopia electronica de baleiaj (SEM), Microscopie Electronica de Transmisie
(TEM), Difractia de raze X (XRD). Exista deja in studiile de literatura diverse metode de sinteza a
nanoparticulelor de aur din ceai verde, in studiile existente dimensiunile obtinute au fost incepand de la
10nm pana la 40 nm [16]. Studiile au aratat ca in comparative cu alte extracte din plante, pentru
obtinerea nanoparticulelor de aur din ceai verde la scala de productie, ceaiul verde este cea mai buna
alegere deoarece catehinele au un caracter oxidant puternic foarte puternic iar una dintre cele mai
importante substante prezente in ceaiul verde este galatul de epigalocatehina (EGCG). Studiile
referitoare la benzile de absorbtie prezente in diferite formulari ale ceaiului verde, extrat apos sau
alcoolic, au aratat prezenta benzilor maxime de absorbtie pentru EGCG la lungimile de unda de cu
valori intre 270-277 nm [24, 25].

De asemenea studiile existente au aratat ca un important parametru care influenteaza
dimensiunea NPu din acidul cloroauric este procentul de extract adaugat, un procent de 1% determina
un maxim al lungimii de unda in Spectrometra UV-VIS de 538 nm corespunzator unei dimensiuni mici
de 8-24nm. Un procent de 5% a extrasului adaugat determina un maxim de absorbtie de 566nm, iar un
procent de 10% determina un maxim al absorbtiei lungimii de unda de 602 nm care corelate cu
dimensiunile nanoparticulei de aur acesta a prezentat dimensiuni intre 57-113 nm conform autorilor
studiului [26]. Procentul cat mai mic de extract apos adaugat au determinat o dimensiune mica a
nanoparticulei corelata cu o lungime de unda cat mai aproape de 500nm, lungime de unda caracteristica
dimensiunii de nanometrii a nanoparticulei de aur. Optimizarile realizate asupra parametrilor de sinteza
a dus si la obtinerea unor NPAu din ceai verde de foarte mici dimensiuni de pana in 10nm intr-un studiu
recent [27]. Aceste dimensiuni sunt potrivite pentru o mulitudine de aplicatii biologice,medicale de
inginerie a tesuturilor sau ca si vehicul de transport pentru unele medicamente sau gene, sau ca molecule
de detective vizuala si fluorescenta. Desi cercetarea in nanotehnologia aplicata pentru dezvoltarea de
teste rapide de tip IFL a avansat in ultima perioada catre gasirea unor alte nanomolecule de detectie mai
sensibile (doturi cuantice (QDs), oxid de grafena(GO-QDs)) decat cele folosite in mod curent
(particulele coloidale de aur), totusi nu s-a reusit avansarea catre aria comerciala cu astfel de molecule
probabil, inca, datorita inconsistentei pe care acestea o manifesta de la un test la altul si datorita si lipsei
caracterizarii, riguroase si precise a acestor molecule dupa sinteza lor [ 28, 29]. Nanoparticulele
metalice, in special nanoparticulele de aur (NPAu), prezinti un interes deosebit datoritd proprietitilor
lor optice si electrice unice care au incurajat dezvoltarea unei game largi de aplicatii. Metoda curgerii
in flux lateral pe membrane este 0 metoda simpla care poate detecta o varietate de proteine marker din
sangele uman de la micotoxine si pana la agenti virali si bacterii. Sensibilitatea testelor depinde foarte
mult de schimbarile colorimetrice datorate agregarii NPAu coloidale. In general, un test rapid bazat pe
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cromatografia in flux lateral este format din: zona de aplicare a probei, o zona de depunere a
bioconjugatelor cu rol de molecule de detectie, formate din NPAu si anticorpi, o zona de reactie (cea
mai mare arie a testului) si o zona de absorbtie. Schema de realizare a unui test rapid bazat pe IFL este
prezentata in Figura 1. Principiul de functionare al acestor microsenzori se bazeaza pe
imunocromatografia in flux lateral de tip sandwich. Astfel, dupa pipetarea probei de ser, sange sau
plasma in aria specifica pentru depunerea probei (vezi Fig.l....exemplul... ), acesta migreaza prin
capilaritate de-a lungul membranei de proba pana ajunge in dreptul membranelor impregnate cu
biomolecule formate din anticorpi legati de nanoparticulele metalice de aur (Ac1-NPAu), cu rol de
detectie. Acestea vor recunoaste markerul de detectat (cu rol de antigen -Ag) din proba si vor forma un
compex cu acesta (Ag-Acl-NPAu. Fluxul de lichid va antrena complexul format pana in dreptul
membranei de test unde se vor afla anticorpii de captura (specifici markerului din proba) care vor forma
un sandwich cu complexul (Ag-Ac1-NPAu-Ac2) . Daca proba contine o anumita concentratie de marker
ce poate fi detectata, linia de test va putea fi vizualizata in vizibil sau in fluorescenta. Excesul de lichid
va continua sa inainteze in membrana test pana va ajunge in dreptul liniei control unde obligatoriu,
pentru validare, linia va trebui sa se coloreze (rosu sau albastru in functie de agregare si marime
nanoparticule). Absenta culorii liniei de test sugereaza un nivel al concentratiei markerului prezent in
proba sub nivelul minim de detectie. Drept control al testului membrana test prezinta o linie de control
(unde se afla anticorpii care vor recunoaste anticorpii care formeaza bioconjugatele folosite pentru
detectie) care, daca se coloreaza, indica daca testul s-a realizat corect. Toate membranele sunt lipite
perfect pe 0 membrana suport cu rolul de a le alinia, uniformiza si de a le stabiliza.Majoritatea testelor
imunocromatografice contin o0 membrana de conjugate formate din anticorpi legati de nanoparticule de
aur in solutie dar care apoi dupa impregnare, solutia este deshidratata asa cum a fost deja descries in
patentul US 6485982 [30]. Se poate intalni si cazul cand stripul (testul) este imersat intr-o solutie de
conjugat si proba intr-un mod vertical iar prin capilaritate fluxul de lichid format din proba si
bioconjugate trece prin membranele testului pana la final/ in acest caz se utilizeaza nanoparticolele de
aur legate de anticorpi in solutie nu uscate pe membrana conjugat, asa cum a fost descries pe larg de
patentul US2005/0124077 [31]. Numeroase patente s-au ocupat cu cresterea sensibilitatii si specificitatii
testelor IFL prin folosirea unor metode chimice de legare a acestora cu anticorpii vizand urmatoarele
grupari ale anticorpilor: gruparile amino, gruparile aldehida, sulthidril sau gruparile carboxil. Aceste
legari chimice de tip covalent utilizeaza agenti chimici de legare. Aceste proceduri pot afecta situsurile
de legare ale anticorpilor, implica etape numeroase dar pot creste eficienta de legare cu antigenul in
comparatie cu metoda de adsorbtie fizica a carei eficienta de legare este mult mai mica. Fiecare din
producatorii testelor aleg dintre aceste metode cea mai potrivita si specifica pentru analitii de detectat.
La nivel mondial, China este cea mai mare producatoare a testelor rapide. Totusi si la nivel mondial,
exista putini producatori reali: Roche Diagnostics (Elvetia), Siemens Healthineers (Germania), Danaher
Corporation (SUA), Abbott (SUA), and Thermo Fisher Scientific (SUA) are the leading players in this
market. Other players in this market are Johnson & Johnson (SUA), Becton, Dickinson and Company
(SUA), Bio-Rad Laboratories (SUA), Sysmex Corporation (Japonia), bioMérieux (Franta), DiaSorin
(Italia), Ortho Clinical Diagnostics (SUA), and QIAGEN N.V. (Olanda). Majoritatea patentelor pe astfel
de teste apartin firmei Abbot si Syntex (SUA): EP0267006A2, EP0168689A2, EP0262328A2 . Niciun
patent existent nu contine nanoparticule de aur sintetizate ecologic utilizand specia de Camellia Sinessis
ba chiar nicio sinteza a nanoparticulelor de aur utilizate nu este una ecologica [32].

Avantajele utilizarii protocoalelor ecologice utilizate pentru sinteza de nanoparticule cu aplicatii ca
molecule de detectie si legare a anticorpilor ar fi ca acestea deja sunt stabile in solutie (ceaiul verde
continand unele substante, pe post de detergent (saponine), aditivi de stabilizare in solutie iar
dimensiunile si morfologiile nanoparticulelor pot fi controlate prin modificarea unor conditii critice de
sinteza, inclusiv concentratia extractului, pH-ul, lumina, temperatura, stabilitatea solutiei tampon de
lucru, compusii donatori de electroni (de exemplu, glucoza sau fructoza), concentrafia biomasei si a
substratului, viteza de amestecare si timpul de expunere. Totodata sinteza ecologica este eficienta, cu
randamente mari si nanoparticolele pot fi produse la scara larga [33, 34]. Avand in vedere cererea to
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mai mare de teste rapide de tip IFL, sinteza acestor nanoparticule din ceai verde ar putea fi o alternativa
ieftina, eficienta (se obtin randamente mai mari in comparative cu sinteza chimica) dar si calitativ mai
buna deoarece nu se utilizeaza si alte substante chimice toxice pt stabilizarea lor in solutie (asa cum s-a
mai descries anterior) si in consecinta, in cazul legarii lor de anticorpii monoclonali (pentru o mai buna
specificitate a testului si in consecinta un test calitativ superior) acestea nu ar afecta situsurile specific
de legare al anticorpului cu analitul de detectat.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia de fata este realizarea unei metode simple,
ecologice de sinteza a nanoparticulelor de aur in locul celor chimice, toxice existente si utilizarea lor ca
molecule de detectie pentru dezvoltarea unor metode imunocromatografice. Prezenta catehinelor in
cantitate mare in ceaiul verde ar fi cauza reducerii rapide al aurului din acidul cloroauric si formarea
nanoparticulelor cu o dimensiune potrivita pentru a fi utilizate in testele imunocromatografice. Metodele
imunocromatografice sunt cele mai utilizate metode de diagnostic rapid utilizate in prezent.

Procedeul conform inventiei, pornind de la principiile unei sinteza ecologice, este o0 metoda de sinteza
a nanoparticulelor de aur coloidale utilizand extractul apos de Camellia sinesis (ceaiul verde) care
datorita prezentei puternice a substantelor antioxidante/reducatoare nu este nevoie decat de un volum
foarte mic pentru ca aurul sa fie redus puternic dintr-o solutie de sare de ImM HAuCls in apa la o
dimensiune de nanometrii, de aproximativ 20 nm, potrivita pentru a fi utilizata in testele
imunocromatografice de tip IFL. Gradul de controlabilitate al dimensiunii nanoparticulelor in urma
sintezei este datorat si posibilitatii de a varia volumele dintre cele doua solutii (extract apos si solutia de
acid cloroauric) si a concentratiei de carbonat de sodiu, care de fapt este si substanta care ajuta
nanoparticulele de aur sa ajunga la un anume pH, optim pentru a putea fi utilizate mai departe in sinteza
bioconjugatelor, formate prin legarea NPAu cu anticorpii de detectie (NPAu-Ac2), bioconjugate
utilizate mai departe pentru a detecta un anume analit (proteina, bacterie, virus) din probe de ser/sange
cu ajutorul testelor de tip IFL pentru detectia proteinei marker cardiac, Creatin Kinaza MB. Procedeul
de obtinerea al nanoparticulelor de o anumita dimensiune este urmat pas cu pas de metode de
caracterizare care sa vin ca dovada clara a dimensiunii de nanometri obtinute. Pentru demonstarea
utilizarii nanoparticulelor ecologice in aplicatii IFL s-a dezvoltat si un test IFL pentru detectia marker-
ului cardiac, important in infarctul miocardic acut (IMA), Creatin-Kinaza MB (CK-MB). CK-MB este
una dintre cele 3 forme (izoenzime) ale enzimei creatinkinaza (CK). Aceste enzime includ: CK-MM
(aflata in mugchii scheletici si in inimd), CK-MB (gasita mai ales in inim4, i in cantitati mici in mugchii
scheletici), CK-BB (aflat mai ales in creier si in muschiul neted, MB cum ar fi intestinul si uterul) CK-
MB, in mod normal este nedetectabil sau foarte scdzut in sdnge. Daca prezenta CK-MB in singe este in
cantitifi semnificative, atunci este clar ca inima este afectata. Testul IFL pentru CK-MB poate fi utilizat
pentru a determina dac se datoreazi leziunilor cardiace sau este mai probabil s fie legat de leziuni ale
mugchilor scheletici. Durerea toracica i cresterea valorilor CK totale plus CK-MB indici faptul c3 este
probabil ca persoana s fi avut recent un atac de cord. Cresterea CK-MB poate fi detectati la o persoana
care suferd de atac de cord, la aproximativ 3-6 ore de la aparitia durerii toracice. Nivelul CK-MB atinge
varful la 12-24 ore si apoi revin la normal in aproximativ 48-72 ore. Daca existd un al doilea atac de
cord sau o deteriorare continua, nivelurile pot creste din nou gi/sau se pot mentine timp mai indelungat.

Procedeul de sinteza ecologica si caracterizare molecule de detectie pentru a fi utilizate in teste
IFL, incepe prin realizarea nanoparticulelor de aur si a bioconjugatelor si apoi integrarea lor in testul de
tip IFL si demonstrarea utilitatii lui in detectia biomarkerului CK-MB, astfel:
preparare solutie S1 din 1mM de HAuCl, in apa si incalzirea acesteia la 60 °C intr-un pahar Berzelius
(fig.1B)
preparare solutie S2 formata din 100mL de apa si aproximativ 6 grame de ceai verde (in pliculete,
fig.1A) incalzita la maxim 80 °C timp de 1 5minute si lasata in repaus acoperita timp de inca 15 minute
iar dupa racire se filtreaza si solutia rezultata se caracterizeaza cu spectrometria UV-VIS (exemp]ul 1,
fig.1 E si spectrele UV-VIS in fig.2B )
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preparare solutia S3 formata din 100mL de apa deionizata si aproximativ 6 g ceai verde (pliculete) si
1gNa; COs si incalzita la maxim 80 °C timp de 15minute si lasata in repaus acoperita timp de inca 15
minute iar dupa racire se caracterizeaza cu Spectrometria UV-VIS (exemplul 1, fig.1F si fig.2A )
solutia S4 formata din solutia S1, incalzire la 60 °C peste care se adauga sub agitare magnetica la 800
RPM I mL din solutia S2 cand solutia isi schimba culoarea in violet (exemplul 2, fig. 1C si D), incalzire
timp de 15 minute pana nu se mai schimba culoarea iar dupa racire se caracterizeaza cu metodele :
Spectrometria UV-VIS (exemplul 2, fig.3a) , DLS (fig.4 B), XRD (fig.6) si SEM (fig.7A)

solutia S5 formata din solutia S1, incalzire la 60 °C, peste care se adauga sub agitare magnetica la 800
RPM 250ul. din solutia S3 cand solutia isi schimba culoarea in violet (exemplul 2, fig. 1C si D ),
incalzire timp de 15 minute pana nu se mai schimba culoarea iar dupa racire se caracterizeaza cu
metodele : Spectrometria UV-VIS (fig.3b-B), DLS (fig. 5), XRD (fig.6), potential zetta (fig. 4A) si SEM
(fig.7B)

solutia S6 formata prin amestecarea a 10mL din solutia S4 cu 100ug de anticorp policlonal anti-soarece
anti-CK-MB si incubare pentru 30 minute la temperatura camerei, centrifugare la 8500RPM timp de 45
minute, indepartarea supernatantului si resuspendarea peletului intr-un mL de tampon Tris-HCI 0,02M
cu 1%BSA, 8% sucroza si 1%Tween (exemplul 3), caracterizare cu spectrometria UV-VIS (fig.3b-B) si
cu tehnica DLS (fig.

solutia S7 formata prin amestecarea a 10mL din solutia S5 cu 100ug de anticorp policlonal anti-soarece
anti-CK-MB si incubare pentru 30 minute la temperatura camerei, centrifugare la §500RPM timp de 45
minute, indepartarea supernatantului si resuspendarea peletului intr-un mL de tampon Tris-HCI 0,02M
cu 1%BSA, 8% sucroza si 1%Tween si caracterizare prin Spectrometrie UV-VIS (exemplul 3, fig.3b-
C) si tehnica DLS (exemplul 3, fig.8)

solutie martor M realizata la fel ca solutia S6/S7 dar fara adaugarea de anticorpi policlonal anti-soarece
anti-CK-MB caracterizata prin spectrometria UV-VIS (exemplul 3, fig.3a- spectrul A)

membrane de bioconjugate din fibra de sticla de dimensiuni 30cmx0,7cm tratate prin imersie in
400uL din solutia S6/S7 formulata cu 0,5% BSA, 1% sucroza si 0,01% Tween, uscare 2h la 40°C si
pastrate la o temperatura de 20°C -22°C, umiditate ~25-30% pana la asamblarea testului IFL (exemplul
4, fig.9- C)

utilizare membrane de nitroceluloza taiate in dimensiuni de 2,4cmx30 cm (exemplul4, fig.9-B)
realizare membrane de proba de dimensiuni 30cmx 2,5 cm, pretratate anterior asamblarii in test prin
imersarea in 2mL de solutie de tampon PBS 7,4 cu BSA 0,5%, 1% sucroza si 0,02% tween, lasata sa se
usuce 2h la 37°C si apoi introdusa in punga de aluminiu in care se introduce 5-8 pliculete de silicagel si
se videaza pana la asamblarea testului IFL (exemplul 4, fig.9-D)

utilizare membrana de absorbtie de dimensiuni 2,5 cmx30 cm (exemplul 4,fig.9-A)

imersarea membranelor de bioconjugate mici de dimensiuni 30x0,7cm in cate 200 uL de solutie S7
asamblarea pe un suport PVC a membranei de nitroceluloza de dimensiune 2,4cm x35 cm, cand se
adauga pe mijlocul suportului, dupa indepartarea benzii cu lipici aflata la mijlocul suportului
pregatirea solutiei S8 pentru linia de test (LT), formata din anticorp de captura Acl-clona M1202222
(anti CK-MB) in concentratia de 2mg/mL realizate in solutia tampon PBS, pH 7,4 in care s-a introdus
BSA 0,25%, sucroza 0,25% si metanol (MeOH) 1,50%

pregatirea solutiei S9 pentru linia de control (LC) formata din anticorp de captura policlonal, anti-
soarece in concentratia de 2mg/mL realizate in solutia tampon PBS, pH 7,4 in care sa- introdus BSA
0,25%, sucroza 0,25% si methanol (MeOH) 1,50%

introducerea solutiei S8 (LT) intr-un recipient corespunzator locului de depunere pe LT a membrane de
nitroceluloza, aparat Agismart RG 1000, Regabio (India) si depunerea solutiei S8 pe membrana de
nitroceluloza la 1cm distanta de membrana de bioconjugate (exemplul 4- fig.10-A)

introducerea solutiei S9 in recipientul pentru LC al aparatului de depunere, marca Agismart RG 1000,
Regabio (India) si depunerea solutiei S9 pe membrana de nitroceluloza la 0,7 cm de de LT (exemplul
4-fig.10-B)

adaugarea membranei de proba de dimensiune 30cmx 2,5 cm pe cardul PVC, a membranei de absorbtie
si a membranei cu bioconjugate impregnata cu solutiile S6/S7
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depunerea solutiilor S8 si S9 din recipientele A si B pe membrana din mijloc (nitroceluloza)-fig.10 si
11

taierea in transversala a unor benzi (stripuri de testare de tip IFL) de dimensiune, 0,4cmX6cm (fig.12,a)
pregatirea a 6 concentratii de marker cardiac IMA, CK-MB in solutie de tampon PBS, pH 7,4: 0
ng/mL;5ng/mL; 10ng/mL;40ng/mL;100ng/mL ; 200ng/mL

adaugarea fiecarei concentratii pe cate un test de tip IFL in zona membrane de proba in volum de 100uL
cu concentratiile de CK-MB pregatite anterior

trecerea fluxului de lichid prin toate membranele in timpul a maxim 15 minute si

colorarea in violet a LT si LC proportional, ca intensitate vizuala a culorii, cu concentratia adaugata de
biomarker CK-MB ca marturie demonstrarii utilitatii moleculelor de detectie sintetizate in mod ecologic
din ceai verde (exemplul 5, fig.13,14)

aparitia liniei de control in culoare violet ca o marturie a functionarii corecte a testului cu moleculele
ecologice de nanoparticule de aur sintetizate din ceai verde

In continuare, se dau exemple de realizare a inventiei, in legatura cu fig.1..14, care reprezinta:

- fig. 1., imagini ale solutiilor preparate: solutia S1din 1mM HAuCl4 (A), solutia S2 (D) si S3(E) in
conformitate cu exemplul 1, solutia S4 sau S5(C) (cand vireaza culoarea spre culoarea finala, violet),
-fig.2., spectrele UV-VIS suprapuse pentru solutiile S2 (A), S3 (B) in care se observa benzile de
absorbtie prezente la ambele solutii intre 272-275 nm, benzi caracteristice galatului de epigalocatechina
din ceaiul verde,

-fig.3.a, spectrele UV-VIS pentru solutiile S4 unde apare banda caracteristica a NPAu obtinute din ceai
verde la 535nm

-fig.3b spectrele UV-VIS pentru solutiile S5 unde apare: banda caracteristica a NPAu obtinute din ceai
verde la 530nm (B); banda caracteristica NPAu la 530nm din solutia martor M (cu NPAu din solutia
S5) fara anticorp (A) si solutia de bioconjugate cu deplasarea la lungimea de unda de la 530nm la 540nm
atunci cand are loc conjugarea nanoparticulelor de aur cu anticorpii (spectrul C );

- fig.4., potential zeta pentru S4 si S5, ambele au prezentat o dispersie buna in solutie cu un potential
negativde -18,93 mV ( A) si spectrele DLS cu distributia nanoparticulelor de aur in solutie, dimensiunea
lor medie de 93,4 nm si indicii de polidispersie pentru solutia S4 (B)

-fig.5., spectrele DLS cu distributia nanoparticulelor de aur si indicii de polidispersie pentru solutia S5,
diametrul mediu al nanoparticulelor de 31,5 nm mai mic decat in cazul solutiei S4

-fig.6., Spectre experimentale de difractie §i analiza Rietveld in vederea studiului puritatii si a
dimensiunii domenillor cristaline pentru nanoparticulele de aur din solutiile cu nanoparticule de aur (S4
si S5)

-fig.7., imagini SEM ale nanoparticulelor de aur din solutiile S4 (A) si S5(B) unde se observa dimensiuni
medii de 20 nm pentru ambele solutii cu NPAu, dimensiuni potrivite pentru testele de tip IFL

-fig.8., spectrul DLS al solutiei de bioconjugate S7 prezentat in Fig.6, nanoparticulele prezentand acelasi
aspect al distributiei dar o marire a nanoparticulei de 2 ori

-fig.9., fasii de membrane asamblate pe suportul PVC: A. Membrana de absorbtie; B. membrana de
nitroceluloza cu puncte de ghidaj pentru linia te test (LT) si linia de control (LC); C. Membrana in care
se impregneza solutiile S4/S5 de bioconjugate; D. Membrana de proba

-fig.10., recipiente pentru depunere solutii cu aparatul Agismart: A. recipient pentru depunerea solutiei
pe linia de test (LT-S9); B. recipient pentru depunerea solutiei pe linia de control (LC-S10)

-fig.11., printarea liniilor cu solutia S8 (A) si cu solutia S9 (B) folosind viteza 1,5 a aparatului si o latime
lichid disperat in membrana de nitroceluloza <Smm

fig. 12., schema test de tip IFL taiat transversal si format din: A.suport laminat pentru membrane (60
mm x 4 mm); B. membrana de absorbtie (14mmx4mm);C.membrana de nitroceluloza; D.linia de control
(LC); E. linia de test (LT); membrana de bioconjugate (mmx4mm); membrana de proba (14mmx4mm);
S.suprafete suprapuse (2Zmmx4mm)

fig.13., teste IFL cu bioconjugate formate din NPAu obtinute ecologic unde s-a demonstrat
functionalitatea reactia imune dintre bioconjugatele antrenate pana la linia de control si anticorpii aflati
pe linia de control; probele au prezentat concentratii de Sng/mL CK-MB in solutia de tampon PBS 7,4
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fig.14., teste IFL cu aparitia in culoarea violet a liniilor de test si control dupa adaugarea a 6 concentratii
de CK-MB in solutie de tampon PBS astfel : A. Ong/mL; B. 5ng/mL;C.10ng/mL; D.
50ng/mL;E.400ng/mL.

Exemplul 1.

S-au realizat doua retete de obtinere a nanoparticulelor de aur din ceai verde, conform cu procedeul
descris anterior, astfel : solutia S2 care in care extrasul apos obtinut nu contine carbonat de sodiu (solutia
S2) si solutia S3 care contine 1g de carbonat de sodiu (solutia S3). Solutiile cu extractele apoase de ceai
verde S2 si S3 au fost caracterizate prin spectrofotometria UV-VIS unde s-au putut vedea la ambele
spectre banda de absorbtie caracteristica a galatului de epigalocatechina din ceaiul verde de la 272 nm-
275 nm. Aceasta banda a fost mai intensa in cazul solutiei de cei verde obtinuta prin adaugarea si a
Na2CO3 in solutie in timpul infuziei (fig...UV-VIS extract) asa cum se poate vedea in fig.1 B (S2)
comparativ cu A (S1).

Exemplul 2.

Solutiile S2 si S3 au fost folosite pentru a titra o solutie de acid cloroauric 1mM (solutia S1, fig.1- B)
pana la aparitia culorii violet care este dovada formarii nanoparticulelor de aur (fig.1, C si D). Pentru
obtinerea NPAu cu solutia S2 si S1 a fost nevoie de adaugarea unui volum de 1mL de solutie S2 (E)peste
80mL solutie S1(D) la incalzire si in timpul a 2 minute. Pentru obtinerea NPAu cu solutia S3 a fost
nevoie de 250 pL din solutia S3 (F) si un timp de 1 minut. Caracterizarea formarii NPAu in cazul
utilizarii celor doua extracte apoase pentru titrarea S1 s-a realizat prin evidentierea benzii de la 530nm
in cazul solutiei noi formate, S4 si banda de la 535 nm pentru solutia S5. Diferenta de lungime de unda
a fost datorata dimensiunilor mai mari pe care le-au avut NPAu din solutia S4 care a fost titrata cu S2
(extract fara carbonat de sodiu) cu un volum de extract mai mare, de 1,23%, comparativ cu S5 care a
fost titrata cu doar 250uL din S3 adica cu un procent de 0,31%. Dispersia NPAu in solutie, morfologia
si marimea diferita in cazul solutiilor S4 si S5 au fost verificate si prin spectrometria UV-VIS (Fig., 3a-
S4 si Fig. 3b (solutia S5-B), si tehnica DLS (Fig.4 - solutia S4 si Fig S-solutia S5), prin morfologia
SEM (Fig.5 a- solutia S4 si Fig.5b- solutia S5) si tehnica XRD (Fig.6, solutia S5).

Exemplul 3.

Sinteza bioconjugatelor formate din NPAu si anticorpii anti-CK-MB s-a realizat utilizand solutia S5 si
S4 astfel: formata prin amestecarea a 10mL din solutia S5/S4 cu 100ug de anticorp policlonal anti-
soarece anti-CK-MB si incubare pentru 30 minute la temperatura camerei, centrifugare la 8500RPM
timp de 45 minute, indepartarea supernatantului si resuspendarea peletului intr-un mL de tampon Tris-
HC10,02M cu 1%BSA, 8% sucroza si 1%Tween si caracterizare prin Spectrometrie UV-VIS si tehnica
DLS. S-a utilizat o solutia martor M care a fost realizata in mod identic doar ca nu s-au utilizat
anticorpi. Se poate observa in Fig. 3b — ca banda prezentata de solutia martor M (A) se deplaseaza de la
530 nm la 540 nm aceasta fiind o confirmare a maririi nanoparticulei datorita conjugarii cu anticorpul.
Aceasta marire s-a observant si in spectrul DLS al solutiei de bioconjugate S7 prezentat in Fig.6,
nanoparticulele prezentand acelasi aspect al distributiei dar o marire a nanoparticulei de 2 ori.

Exemplul 4. Etapele de fabricare a testului IFL

Testele de tip IFL sunt formate din 4 membrane importante toate asezate in modul favorizarii curgerii
uniforme a lichidului de-a lungul intreglului test conform cu principiul imunocromatografiei in flux
lateral. Testele realizate pentru aplicatie au fost taiate in dimensiunile pentru testare dintr-o folie mai
mare de 6 cm x30 cm, un test avand dimensiunile de 0,4cmx6cm. Folia este formata din 4 membrane
suprapuse conform Fig.9 in care membranele sunt: A. membrana de absorbtie (din celuloza, dimensiune
pori 40 pm, grosime 1,5 mm); B. membrana de nitroceluloza cu viteza fluxului de lichid 180 s/ 4cm; C.
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membrana de bioconjugate din fibra de sticla , dimensiuni 1cmx30cm (I1xL); D. Membrana de proba,
dimensiuni 0,4 cmX 1,6cm, grosime 110-160 pm.

Dupa formarea foliei cu membranele lipite pe un support PVC, etapele urmatoare au fost:

-introducerea solutiilor in recipientele aparatului specifice pentru depunerea solutiilor S9 (A) si S10(B)
(fig.10)

-depunerea solutiilor cu o dispersie a lichidului in latime de maxim Smm (fig.11)
-taierea testelor IFL in dimensiuni conform schemei din fig. 12
Exemplul 5. Demonstrarea aplicatiei

Pentru aplicatie in testele IFL, s-au utilizat 5 probe cu CK-MB realizate in solutie de tempon PBS si
o proba care nu a prezentat CK-MB. S-a picurat pe fiecare test cate 100ul. de solutie de CK-MB cu
urmatoarele concentratii : A. Ong/mL; B. 5ng/mL;C.10ng/mL; D. 50ng/mL;E.400ng/mL. S-au realizate
si mai multe teste utilizand doar solutia tampon fara CK-MB. Functionalitatea testelor se poate
demonstra si doar atunci cand apare doar linia de control colorata in violet (fig.13 si 14 ) asta, insemnand
ca reactia dintre anticorpii marcati cu NPAu ecologice si cei aflati pe linia de control a avut loc. In cazul
concentratiilor de CK-MB s-a observant colorarea liniilor de test vizibil proportional cu cresterea
concentratiei de CK-MB din probe (fig.14).
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REVENDICARE

1. Procedeu de sinteza si caracterizare a unor molecule de detectie sintetizate ecologic din ceai
verde si utilizate in teste bazate pe tehnica imunocromatografiei in flux lateral pentru detectia
markerul cardiac CK-MB, caracterizat prin aceea ca are urmatoarele etape:

1/a) preparare solutie S1 din ImM de HAuCl, in apa si incalzirea acesteia la 60 °C intr-un pahar

Berzelius (fig.1B); 1/b) preparare solutie S2 formata din 100mL de apa si aproximativ 6 grame

de ceai verde incalzita la maxim 80 °C timp de 15minute si lasata in repaus acoperita timp de inca

15 minute iar dupa racire se filtreaza si solutia rezultata se caracterizeaza cu spectrometria UV-

VIS;1/c) preparare solutia $3 formata din 100mL de apa deionizata si aproximativ 6 g ceai verde

(pliculete) si 1gNaz COs si incalzita la maxim 80 °C timp de 15minute si lasata in repaus acoperita

timp de inca 15 minute iar dupa racire se caracterizeaza cu Spectrometria UV-VIS; 1/d) solutia S4

formata din solutia S1, incalzire la 60 °C peste care se adauga sub agitare magnetica la 800 RPM

ImL din solutia S2 cand solutia isi schimba culoarea in violet, incalzire timp de 15 minute pana nu

se mai schimba culoarea iar dupa racire se caracterizeaza cu metodele : Spectrometria UV-VIS ,

DLS, XRD si SEM; 1/e) solutia SS formata din solutia S1, incalzire la 60 °C, peste care se adauga

sub agitare magnetica la 800 RPM 250uL din solutia S3 cand solutia isi schimba culoarea in violet,

incalzire timp de 15 minute pana nu se mai schimba culoarea iar dupa racire se caracterizeaza cu
metodele : Spectrometria UV-VIS, DLS , XRD, potential zeta si SEM;1/f) solutia S6 formata prin
amestecarea a 10mL din solutia S4 cu 100pug de anticorp policlonal anti-soarece anti-CK-MB si
incubare pentru 30 minute la temperatura camerei, centrifugare la 8500RPM timp de 45 minute,
indepartarea supernatantului si resuspendarea peletului intr-un mL de tampon Tris-HCI 0,02M cu
1%BSA, 8% sucroza si 1%Tween, caracterizare cu spectrometria UV-VIS si cu tehnica DLS;1/g)
solutia S7 formata prin amestecarea a 10mL din solutia S5 cu 100ug de anticorp policlonal anti-
soarece anti-CK-MB si incubare pentru 30 minute la temperatura camerei, centrifugare la 8500RPM
timp de 45 minute, indepartarea supernatantului si resuspendarea peletului intr-un mL de tampon

Tris-HCI 0,02M cu 1%BSA, 8% sucroza si 1%Tween si caracterizare prin Spectrometrie UV-VIS

si tehnica DLS;1/h) solutie martor M realizata la fel ca solutia S6/S7 dar fara adaugarea de

anticorpi policlonal anti-soarece anti-CK-MB caracterizata prin spectrometria UV-VIS; 1/i)

membrane de bioconjugate din fibra de sticla de dimensiuni 30cmx0,7cm tratate prin imersie in

400uL din solutia S6/S7 formulata cu 0,5% BSA, 1% sucroza si 0,01% Tween, uscare 2h la 40°C

si pastrate la o temperatura de 20°C -22°C, umiditate ~25-30% pana la asamblarea testului IFL; 1/j)

utilizare membrane de nitroceluloza taiate in dimensiuni de 2,4cmx30 cm; 1/k) realizare

membrane de proba de dimensiuni 30cmx 2,5 c¢m, pretratate anterior asamblarii in test prin
imersarea in 2mL de solutie de tampon PBS 7,4 cu BSA 0,5%, 1% sucroza si 0,02% tween, lasata
sa se usuce 2h la 37°C si apoi introdusa in punga de aluminiu in care se introduce 5-8 pliculete de
silicagel si se videaza pana la asamblarea testului IFL;1/l)utilizare membrana de absorbtie de
dimensiuni 2,5 cmx30 cm; 1/m) imersarea membranelor de bioconjugate mici de dimensiuni
30x0,7cm in cate 200 pL de solutie S7; 1/n) asamblarea pe un suport PVC a membranei de
nitroceluloza de dimensiune 2,4cm x35 cm, cand se adauga pe mijlocul suportului, dupa
indepartarea benzii cu lipici aflata la mijlocul suportului; 1/0) pregatirea solutici S8 pentru linia de
test (LT), formata din anticorp de captura Acl-clona M1202222 (anti CK-MB) in concentratia de

2mg/mL realizate in solutia tampon PBS, pH 7,4 in care s-a introdus BSA 0,25%, sucroza 0,25%

si metanol (MeOH) 1,50%; 1/0) pregatirea solutiei S9 pentru linia de control (LC) formata din

anticorp de captura policlonal, anti-soarece in concentratia de 2mg/mL realizate in solutia tampon

PBS, pH 7,4 in care sa- introdus BSA 0,25%, sucroza 0,25% si methanol (MeOH) 1,50%;1/p)

introducerea solutiei 88 (LT) intr-un recipient corespunzator locului de depunere pe LT a

membrane de nitroceluloza, aparat Agismart RG 1000, Regabio (India) si depunerea solutiei S8 pe

membrana de nitroceluloza la 1cm distanta de membrana de bioconjugate;1/r)introducerea solutiei

89 in recipientul pentru LC al aparatului de depunere, marca Agismart RG 1000, Regabio (India)

si depunerea solutiei S9 pe membrana de nitroceluloza la 0,7 cm de LT;1/s) adaugarea membranei

1 , S e
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de proba de dimensiune 30cmx 2,5 cm pe cardul PVC, a membranei de absorbtie si a membranei
cu bioconjugate impregnata cu solutiile S6/S7;1/t) depunerea solutiilor S8 si S9 din recipientele A
si B pe membrana din mijloc (nitroceluloza);1/u) taierea in transversala a unor benzi (stripuri de
testare de tip IFL) de dimensiune, 0,4cmX6cm;1/v)pregatirea a 6 concentratii de marker cardiac
IMA, CK-MB in solutie de tampon PBS, pH 7,4: 0 ng/mL;5ng/mL,; 10ng/mL;40ng/mL;100ng/mL
; 200ng/mL;1/w) adaugarea fiecarei concentratii pe cate un test de tip IFL in zona membrane de
proba in volum de 100uL cu concentratiile de CK-MB pregatite anterior;1/x) trecerea fluxului de
lichid prin toate membranele in timpul a maxim 15 minute si colorarea in violet a LT si LC
proportional, ca intensitate vizuala a culorii, cu concentratia adaugata de biomarker CK-MB ca
marturie demonstrarii utilitatii moleculelor de detectie sintetizate in mod ecologic din ceai
verde;1/y) aparitia liniei de control in culoare violet ca o marturie a functionarii corecte a testului
cu moleculele ecologice de nanoparticule de aur sintetizate din ceai verde.
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Analysis Resuits
Zeta Potential :-18.93 (mv) Zeta Potential of Cell (Upper) : -36.05 (mv)
Mobility :-1.475e-004 (cm2/Vs) Zeta Potential of Cell (Lower) : -14.06 (mV)
Conductivity 11,2275 {mS/cm) Base Frequency 1 122.7 (Hz)
Lorentz Fitting 11 peak A
Conversion Equation : Smoluchowski
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Intensity Distribution ACF
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Dhameter () Time (Sec)
Distribution Results (Contin) Cumuliants Results
Diameter (d) :93.4 (nm})
Peak Diameter (nm) Std. Dev. Polydispersity Index (P.1.) :0.206
1 121.5 65.2 Diffusion Const. (D) :5.267e-08  {cm?/sec)
2 0.0 0.0 Molecular Weight :3.605e+008
3 0.0 0.0 Measurement Condition
4 (/R 1.0 Temperature 250 (°C)
5 0L (RY Diluent Narne :WATER
Average 121.5 65.2 Refractive Index 11.3328
Viscosity :0.8878 (cP)
; . , . Scaftering Intensity 129452 (cps)
Residual @ 1.863e-003 (OK) Aftenuator 1 $97.72 (%)
Fig.4
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Intensity Distribution ACF
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Distribution Results (Contii) Cumulants Results v
Diameter (d)y :31.5 (nm)
Peak Diameter (nm) Std. Dev. Polydispersity Index (P.1.) :1.329
1 3.7 1.4 Diffusion Const. (D) :1.557e&-0607  (cm?/sec)
2 50.8 24.4 Molecular Weight :4.124e+007
3 0.0 0.0 Measurement Condition
4 0.0 0.0 Temperature 1249 (°C)
5 0.0 0.0 Diluent Name T WATER
Average 45.4 27.4 Refractive Index 11.3328
Viscosity 11,8898 (cP)
; . O Ao s Scattering Intensity 130462 (cps)
Residual : 1.694e-003 (0.K) Attenuator 1 '9.07 (%)
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Intensity Distribution ACF
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Distribution Results {Contin) Cumulants Results
Diameter (d) :632 (nm)
Peak Diameter (nm) Std. Dev. Polydispersity Index (P.I.) :0.293
1 6.5 L5 Diffusion Const. (D) :7.797e-008  (cm?/sec)
2 97.8 59.1 Molecular Weight : 1.645e+008
3 0.0 0.0 Measurement Condition
4 0.0 0.0 Temperature 1251 (°0)
5 0.0 0.0 Diluent Name : WATER
Average 92.5 61.2 Refractive Index 11,3328
Viscosity :0.8858 (cP)
. ) ) Scattering Intensity :30561 (cps)
Residual 2.227e-003 (OK) Attenuator | 6.9 (%)
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