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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
nanoparticule de a-Fe, O, cu aplicati in domeniul
medical. Procedeul, conform inventiei, consta in
etapele: biosinteza nanoparticulelor de oxid de fier prin
cultivare a bacteriei probiotice Lactobacillus fermentum
impreund cu un precursor de fier de tip acetilacetonat
de fier, izolarea dispersiei de biomasa celulara si puri-
ficarea din mediul de cultivare prin ultrasonificare si

stabilizarea acestora intr-un mediu lichid, rezultand
nanoparticule de oxid feric cu structuréd de tip hematit
a-Fe,O,, cu dimensiune a nanoparticulei de aproximativ
10 nm si forma sferica, o concentratie de fier de 1,062
mg/ml, avand o biodisponibilitate mare prin cresterea
gradului de absorbtie al fierului Tn organism.
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CARACTERIZAREA SI PROCEDEUL DE OBTINERE A NANOPARTICULELOR DE
OXID DE FIER CU LACTOBACILLUS FERMENTUM

DESCRIEREA INVENTIEI

Aceastd inventie face obiectul unei noi solutii coloidale de nanoparticule de oxid de fier,
cu dimensiune controlatd si monodisperse, si utilizarea acesteia in aplicatiile biomedicale si
fotocatalitice. Inventia este reprezentatd de nanoparticule de oxid de fier cu structurd spinelica,
Fe30s si respectiv perovskiticd, Fe2Os3 (1-3).

Diversitatea metodelor de obtinere, printre care: precipitarea, metoda solvotermald,
hidrotermala, metoda combustiei, sol-gel, ablatia sau piroliza laser, precum si caracteristicile
morfologice si structurale pe care le prezintd aceste nanomateriale magnetice sunt prezentate in
brevetele EP1812336B1, EP2704992B1, RO126395A2, ES2666704A1.

in scopul obtinerii unor nanoparticule de oxid de fier biocompatibile, cu o toxicitate redusa,
ecologice, se utilizeazd metodele de sintezd biologice. Abordirile se bazeazid pe utilizarea
extractelor de plante sau a compusilor microbiologici, avand o capacitate reducétoare in conectarea
cu precursorii de fier. In bacterii, unele enzime extracelulare (celulaza, xilanaza, pectinaza, si
lactaza) prezintd proprietati redox excelente. Acestea se comportd ca un nanoreactor biologic,
actionand prin transferul de electroni in reducerea ionilor metalici pentru a forma nanoparticule si
stabilizandu-le si ca agent de acoperire.

Utilizarea acestor nanoparticule in aplicatii biomedicale reprezintd o provocare deoarece,
biodisponibilitatea cea mai mare a fierului spre absorbtie este reprezentatd de forma Fe>Os. Faza
Fe203 este o fazd extrem de rard printre oxizii de fier. Prin utilizarea bacteriei probiotice
Lactobacillus fermentum in metoda de sintezd a nanoparticulelor de oxid de fier nu mai este
necesard addugarea unui alt compus pentru schimbarea formei fierului. Valenta fierului este redusa
direct de microorgnism de la Fe** la Fe?" datorita continutului acesteia de acid p-hidroxifenil lactic.
Mai mult decét atat, aceste bacterii sunt foarte promitatoare pentru domeniul medical, deoarece,
in primul rdnd, nanoparticulele atasate bacteriilor prezintd o dimensiune redusa (~10 nm) si o
forma sferica. In al doilea rand, bacteriile probiotice sunt componente ale microbiotei intestinale

si pot supravietui sucurilor gastrice, fiind un purtétor catre tractul gastro-intestinal. Prin utilizarea
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nanoparticulelor de oxid de fier sintetizate cu L. fermentum se obtine forma Fe2O3, asigurandu-se
astfel o biodisponibilitate mai mare a fierului spre absorbtie in organism.

In prezenta inventie, originalitatea se datoreaza formuldrii unor noi tipuri de nanoparticule
de oxid de fier impreund cu probiotice, care acoperd un segment de piatd sensibil in domeniul
medical cum sunt persoanele anemice.

Modul de obtinere a nanoparticulelor de oxid de fier sintetizate cu L. fermentum

Nanoparticulele de oxid de fier prezinta o larga aplicabilitate in diferite domenii (industria
medicald, industria farmaceuticd, industria alimentard) ca potentiali catalizatori pentru o noua
revolutie stiintifica si tehnologica.

Etapele principale care au dus la concretizarea prezentei inventii au fost urmatoarele: (1)
selectarea precursorului de fier pentru sintezd, (2) cultivarea tulpinii selectate impreund cu
precursorul de fier in vederea sintezei, (3) izolarea si purificarea biomasei din mediul de cultivare,
(4) distrugerea membrane celulare in vederea eliberarii nanoparticulelor de oxid de fier, si (5)
caracterizarea nanoparticulelor obtinute.

(1) In urma verificarii precursorilor de fier s-a ales acetilacetonat de fier, Fe(CsH702)3
datorita proprietatii sale de catalizator eficient pentru acetilarea chimio-selectiva, cu
randamente ridicate de obtinere a nanoparticulelor si datoritd patogenicitatii reduse
asupra tulpinii microbiene.

(2) Nanoparticulele de oxid de fier s-au obtinut prin fermentarea bacteriei probiotice L.
fermentum (108cfu/ml) impreuna cu Fe(CsH702); la o concentratie de 200 mg/L.
Procedeul a avut loc sub agitare continua intr-un incubator la temperatura de 37 °C,
timp de 48h.

(3) La finalul procesului de fermentatie, dispersia de biomasa celulard obtinuta a fost
centrifugatd in mai multe reprize, pentru izolare de mediul de cultura si stabilizata prin
mai multe spalari cu H,O distilata.

(4) Nanoparticulele de oxid de fier au fost separate de membranele celulare printr-un
proces de ultrasonificare, eliberandu-se astfel nanoparticulele. Ultrasonificarea s-a
efectuat pe un volum de 25 ml solutie de biomasa si apa distilata la o putere de 500 W,
amplitudine 50%, cu 2 impulsuri/min.

(5) Caracterizarea structurala a probelor de oxid de fier obtinute, s-a realizat prin Difractie

de Raze X (XRD), observandu-se astfel ca difractograma probei prezinta linii de
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difractie corespunzitoare structurii hexagonale de tip hematit a Fe2O3 (a-Fe203).
Formarea oxidului feric, FeO3 poate fi explicatd prin oxidarea totald in cadrul
procesului de fermentatie a ionului de fier divalent datoritda continutului de acid p-
hidroxifenil lactic al bacteriei. Dimensiunea medie a cristalitelor a fost calculata cu
ajutorul formulei lui Scherrer, remarcandu-se astfel un grad de cristalizare mic—
deristatite~10 nm. Natura chimica a nanoparticulelor sintetizate a fost investigata prin
masuratori de spectroscopie FTIR, iar spectrele inregistrate sunt in acord cu datele din
literaturi, care prezinta dous benzi apropiate ca intensitate, intre 410 si 620 cm™ pentru
a-Fe20s. Analizele structurale si de naturd chimicd au fost completate de cele
morfologice prin investigatiile de microscopie electronici in transmisie concretizate in
imaginile TEM, identificandu-se formatiuni pseudo-poliedrice, usor aciculare. Solutia

finala a avut o concentratie de fier de 1.062 mg/mL.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmitoarele avantaje:

datorita caracteristicilor electronice, optice si magnetice, nanoparticulele de oxid de
fier prezintd potential aplicativ in multe domenii, cum ar fi biomedicina,
nanobiotehnologie, stiinta materialelor, chimie si fizica.

Prin metoda de sinteza se mareste biodisponibilitatea si se reduce gradul de toxicitate.
Obtinerea nanoparticulelor de tip hematit a-Fe2Os creste gradul de absorbtie al fierului

in organism.
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REVENDICARI

Prin prezenta inventie se revendica procedeul de obfinere a nanoparticulelor o —Fe2O3
cu aplicabilitate in domeniul medical, caracterizat printr-o sinteza ce implica utilizarea
probioticului Lactobacillus fermentum.

Faptul ca nanoparticulele obtinute reprezintd un nou tip de compus utilizabil pentru
anemie.

Revendicam de asemnea faptul ca acet tip de nanoparticule prezinta o biodisponibilitate
crescuta.

Revendicam de asemnea faptul ci acet tip de nanoparticule prezinta o citotoxicitate

redusa.
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