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Rezumat. Sinteza ,verde” a nanopartiulelor de aur (NPAu) este o metoda ecologica care
inlatura preocupadrile asociate cu aplicatiile biomedicale ale NPAu formulate chimic.
Exista largi varietati de sisteme biologice care au fost testate pentru potentialul lor de a
functiona ca agenti reducatori in timpul reactiei de sinteza. Plantele sunt considerate a fi
cea mai de incredere resursa in acest scop. Nu numai partile plantelor (frunze, tulpini si
radacini) au abilitati reducatoare, ci si deseurile de plante, cum ar fi cojile de fructe etc.
prezintd aceleasi proprietati. Microorganismele sunt un candidat excelent pentru sinteza
NPAu, atat intracelulare, cat si extracelulare. Peretele celular incarcat negativ al
bacteriilor poate interactiona electrostatic cu ionii Au(Ill) incircati pozitiv. In timpul
sintezei intracelulare, ionii de aur sunt transportati in interiorul celulei unde enzimele si
biomoleculele realizeaza sinteza NPAu. Ciupercile sint, de asemenea, folosite ca sursa
pentru biosinteza NPAu. Ciupercile secreta o serie de biomolecule, inclusiv metaboliti si
enzime extracelulare, care s-a raportat ca joaca un rol in sinteza nanoparticulelor
metalice. Numeroase studii au raportat sinteza nanoparticulelor de aur folosind ciuperci
unicelulare si multicelulare.

Cuvinte cheie: Nanoparticule de aur, biosinteza, plante, mcicroorganisme, ciuperci.

Summary. The ,green” synthesis of gold nanoparticles (NPAu) is an environmentally
friendly method that removes the concerns associated with biomedical applications of
chemically formulated NPAu. There are a wide variety of biological systems that have
been tested for their potential to function as reducing agents during the synthesis
reaction. Plants are considered to be the most reliable resource for this purpose. Not only
plant parts (leaves, stems and roots) have reducing abilities, but also plant waste such as
fruit peels etc. have the same properties. Microorganisms are an excellent candidate for
NPAu synthesis, both intracellularly and extracellularly. The negatively charged cell wall
of bacteria can interact electrostatically with the positively charged Au(III) ions. During
intracellular synthesis, gold ions are transported inside the cell where enzymes and
biomolecules carry out NPAu synthesis. Fungi are also used as a source for NPAu
biosynthesis. Fungi secrete a number of biomolecules, including metabolites and
extracellular enzymes, which have been reported to play a role in the synthesis of metal
nanoparticles. Numerous studies have reported the synthesis of gold nanoparticles using
unicellular and multicellular fungi.

Key words: Gold nanoparticles, biosynthesis, plants, microorganisms, fungi.

INTRODUCERE

in prezent, nanotehnologia este un domeniu interdisciplinar care include ingineria,
biomedicina, chimia si fizica. Coloizii de aur sunt acum din ce In ce mai utilizati In diferite
domenii precum chimie, biologie, inginerie si medicind. In domeniul biomedical au
aplicatii vaste in diagnosticare, terapie si imunologie. Nanopartiulele de aur (NPAu) sunt
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nanoparticule remarcabile pentru cercetare datorita faptului ca sunt unele dintre cele mai
stabile si usor de sintetizat [5, 7, 10]. Se fac eforturi pentru sinteza biologica a NPAu, care
este o alternativa curatd, de incredere si ecologica la substantele chimice utilizate in
reactiile de sinteza chimica. Resursele biologice utilizate in sinteza nanoparticulelor
variazd de la celule bacteriene simple la eucariote complexe. in mod interesant,
capacitatea organismelor de a sinteza nanoparticule de metal a dat nastere unei noi
abordari palpitante in ceea ce priveste dezvoltarea acestor nano-fabrici biologice. S-a
raportat ca o multitudine de organisme realizeaza sinteza cu succes a NPAu, variind de la
bacterii la plante, alge si ciuperci. NPAu pot fi conjugate cu o serie de liganzi, agenti
terapeutici, ADN, aminoacizi, proteine, peptide, si oligonucleotide. Recent, studiile au
ardtat ca, NPAu nu numai ca se infiltreaza in vasele de sange pentru a ajunge la locul
tumorii, dar si intrd si in interiorul organitelor, sugerand ca pot fi folosite ca purtatori
eficienti de medicamente [5].

SCOPUL LUCRARII
Descrierea metodelor biologice de sinteza a nanoparticulelor de aur, vehicule pentru
transportul la tinta a medicamentelor, ca alternativa la metodele chimice.

MATERIAL SI METODE

Pentru a identifica cele mai relevante cercetdari In acest contest au fost procesate
revistele de specialitate din bibliotecile electronice: Google Scholar, Science Direct,
Pubmed, Scopus, Medline. Cuvintele cheie folosite la filtrarea surselor bibliografice s-au
referit la: metodele de biosintezd a nanoparticulelor de aur sistate de plante,
microorganisma si ciuperci

REZULTATE

1. Biosinteza nanoparticulelor de aur sistata de plante. Fitonanotehnologia a
castigat atentia cu timpul, deoarece cuprinde un proces ecologic, ieftin si rapid pentru
sinteza nanoparticulelor. O serie de studii au raportat biosinteza NPAu folosind diferite
plante sau extracte de plante care implica utilizarea de biocomponente inofensive din
plante pentru a realiza reducerea si limitarea NPAu, reducand generarea de deseuri si
limitand necesitatea unor etape suplimentare de purificare. Numeroase bio-componente
prezente in plante, cum ar fi flavonoidele, fitosterolii, chinonele etc., joaca un rol in sinteza
NPAu datorita grupelor functionale care accelereaza reducerea si stabilizarea NPAu.
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Figura 1. Biosinteza NPAu din diferite parti ale plantelor [9]

Desi aproape fiecare parte a plantelor a fost raportat ca efectueaza cu succes sinteza
NPAu, frunzele sunt cel mai frecvent utilizate. NPAu au fost sintetizate folosind diferite
parti ale plantelor si au aratat o serie de activitati biologice. Partile plantelor folosite au
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fost frunza, tulping, seminte, scoartd, fructe, pulpa, coaja, floare, radacina, rizom, parti
aeriene, guma si planta intreaga (figura 1).Partile plantelor folosite au fost frunza, tulping,
seminte, scoarta, fructe, pulpa, coaja, floare, radacing, rizom, parti aeriene, guma si planta
intreaga (figura 1). Diferenta de nivel a diferitilor compusi prezenti in diferite plante si
chiar in diferite parti ale unei plante afecteaza sinteza NPAu. De exemplu, un studiu a
raportat efectul diferentei de nivel al continutului fenolic prezent in frunzele si fructele
plantei Garcinia mangostana asupra sintezei NPAu. Deoarece frunzele sunt bogate in
continut fenolic, rata de sinteza a NPAu a fost mai rapida in prezenta frunzelor decat a
fructelor. Mai mult, recent a fost raportata sinteza de NPAu folosind plantele medicinale
Acorus calamus si Cassia auriculate [11,12,16,17].

La biosinteza NPAu sistate de plante contribuie diferiti compusi biologic active. S-a
raportat ca lignanii [(+)-pinorezinol, (+)- mediorezinol], alcaloizii, flavonoizii, steroizii
(sitosterol- 3-0-glucozid) si terpenoizii prezenti in frunzele de Justicia glauca completeaza
reactia de sintezd a NPAu In 1 ora. NPAu aveau morfologie sferica si hexagonala cu
dimensiuni de 32 nm. Principiile biologic active din frunzele plantei Terminalia arjuna au
contribuit, de asemenea, la biosinteza NPAu 1n decurs de 15 minute. NPAu sintetizate 1n
acest studiu aveau o dimensiune de 20-50 nm si morfologie sferica. Autorul a sustinut ca
compusii reactivi cum ar fi: Arjunetin, leucoanthoc-yanidine si taninurile hidrolizabile,
prezenti in frunzele de Terminalia arjuna au contribuit la sinteza NPAu [5,13,14].

Exemple de plante, pe larg cunoscute, folosite la biosinteza NPAu.

Capsicum annum. Una dintre cele extrem de benefice plante comune este Capsicum
annum, o mica planta vesnic verde din familia Solanaceae (cunoscuta in mod obisnuit ca
plantd ,chili”) avand un nivel nutritional valoric ridicat. Extractul din planta contine
vitamine, minerale, fibre compusi biochimici. Proprietatile medicinale ale C. annum sunt
datorate prezentei computilor biochimici, cum ar fi fenoli, flavonoide si alti metaboliti
secundari. Sunt bine cunoscute proprietatile antiinfectioase, antioxidante si anticancer a
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Figura 2. Biosinteza NPAu sistata de C. annum [23]

Sinteza verde de NPAu a fost realizata prin utilizarea extractului de fructe uscate de C.
annum (Ca-AuNPs) care actioneaza atat ca agent reducator, cat si ca agent stabilizator.
Metoda de sintezda este simpld, rapida, ecologicda, deoarece minimizeaza utilizarea
substantelor chimice. In figura 2 este descrisi biosinteza NPAu folosind extract de fructe
de C. annum prin reducerea Au3*la Au®. In experimentul tipic, solutia apoasd de 1 mM
HAuCls a fost introdusa intr-un balon conic si incalzit la 90 - C la un resou magnetic.
Aproximativ 500 pL volum de extract de fructe C. annum a fost adaugat rapid la 10 ml de
solutie HAuCls Incalzita la 90°C si la o agitare viguroasa. Amestecul a fost incubat timp de
cateva minute pentru a observa schimbarea culorii de la galben pal la violet inchis. Aici,
extractul de fructe de C. annum joaca rolul atat de reducator, cat si de gent de acoperire.
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Amestecul obtinut a fost apoi racit la temperatura camerei si centrifugat la 10.000 rpm
timp de 30 min. La etapa de purificare se obtin nanoparticule, care ulterior sunt spalate si
centrifugate. Suspensia coloidala de nanoparticule este depozzitata 4 - C pentru utilizare
ulterioara (figura 3).
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Figura 3. Mecanismul posibil de formare si stabilizare a NPAU in prezenta
principiilor active din C. annum [23]

In figura 3 este descris posibilul mechanism de biosintezi sistat de capsaicini
(C18H27NOs3). Capsaicina [(E)-N-(4-hidroxi-3metoxibenzil) 8-metilnon-6-enamida] este
responsabila de a produce senzatia de arsura dupa ce vin in contact cu tesuturile pielii si
ochilor. Capsaicina pura este incolora, inodora si de natura hidrofoba. Reducerea Au3+in
Au® a fost efectuata de capsaicina si alti fitoconstituenti ai extractului de fructe de C.
annum. In plus, acesti fitoconstituenti au contribuit la stabilizarea NPAu prin acoperirea
suprafetei lor [23].

Allium cepa. Recent, cercetdtorii au atras atentia la metabolitii care se continut in
ceapa (Allium cepa), folositi pentru diverse studii epidemiologice care confirma actiuniule
benefice, reducand riscul de cancer, diabet si diverse boli neurodegenerative. Ceapa este
o sursa bogata de compusi biologic activi, cum ar fi flavonoide, compusi fenolici si
antociani. Astfel, quercetina (flavonoida), joaca un rol important in inhibarea peroxidarii
lipidelor, eliminarea radicalilor de oxygen. Majoritatea compusilor fenolici precum
quercetina, acidul galic, acidul ferulic si kaempferolul se gasesc in coja de ceapa rosie in
cantitati cu mult mai mari decat in partea comestibila. Coaja de ceapa rosie poseda cea
mai puternica activitate antioxidanta, decat alte soiuri de ceapa. Coaja de ceapa rosie, desi
este un deseu, contine o cantitate crescuta de quercetina, de cateva orite ori, in comparatie
cu pulpa de ceapa. Aceasta materie prima a fost folosita pentru biosinteza NPAu.
Quercetina actioneaza ca un agent reducator puternic precum si un agent de acoperire si
antioxidant sinergic. Conform metodei descriese in figura 4 extractul brut de coaja de
ceapa a fost purificat In patru fractiuni, si anume, acetat de etil, butanol, metanol si apa.
Extractul de coaja de ceapa a fost considerat unul dintre cei mai buni precursori
antioxidanti si antiinflamatori, asa cum contine diversi polifenoli si flavonoide
importante. Printre diverse flavonoide, quercetina joaca un rol important in activitatea
antiinflamatoare [24].

Ali S. si coaut, (2023) au dezvoltat un nou sistem automatizat computerizat pentru
obtinerea NPAu sistata de plante. Tranzitia Intre etapele metodei, functionarea pompelor,
incalzitoarelor si calculul cantitatilor de lichide se efectueaza automat prin preprogramare
(figura 5). Conform acestei metode, primul pas a fost spalarea frunzelor de Ziziphus spina-
christi in apa deionizata si apoi uscate la umbra la temperatura camerei [4].
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Figura 4. Etapele de biosinteza a NPAu sistata de coaja de Allium cepa [24]
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Figura 5. Sistem automatizat de obtinere a NPAu sistat de plante [4]

Frunzele au fost macinate in pudra fina. 1 g din aceasta pulbere a fost plasat intr-un
pahar (A), impreuna cu 100 ml de apa deionizata. Cand sistemul este pornit, incalzitorul
(1) Incepe sa functioneze si cand temperatura atinge70 - C, incalzitorul este oprit timp de
60 de minute, iar filtrarea in vid se porneste automat. In a doua etap3, 10 ml de extract
filtrat au fost luate dintr-un balon (I) si turnate intr-un pahar (B), care a fost fixat pe
incalzitorul (2) si 25 mL 100 pg/mL [HAuCl4-3H20] au fost indepartati din balonul (2) si
turnati Intr-un pahar (B), care a fost atasat de incalzitor (2). Debitul este asistat de o
pompa mici, iar volumul este calculat de senzorul de volum. In a treia etap, incilzitorul
(2) a fost alimentat cu agitattor magnetic, iar cand temperatura atinge 40 ° C 30 min,
incalzitorul este oprit. NPAu au fost obtinute folosind o abordare noua bazata pe chimia
verde [4].

2. Biosinteza nanoparticulelor de aur sistatd de microorganisme.
Microorganismele sunt un candidat excelent pentru sinteza NPAu atat intracelulare, cat si
extracelulare. Peretele celular Incarcat negativ al bacteriilor poate interactiona
electrostatic cu ionii Au(IIl) incircati pozitiv. In timpul sintezei intracelulare, ionii de aur
sunt transportati in interiorul celulei unde enzimele si biomoleculele realizeaza sinteza
NPAu. Pe de alta parte, in timpul sintezei extracelulare, ionii de aur sunt prinsi pe
membrana celularda de enzimele membranei. Aceste enzime de pe membrana sau
enzimele reductaza secretate de celula microbiana pot desfasura procesul de sinteza in
afara celulei bacteriene. Sinteza extracelulard, totusi, este mai fascinanta deoarece nu
necesita pasi suplimentari de procesare care sunt necesari pentru separarea
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nanoparticulelor din matricea intracelulara. Un studiu a aratat ca, in timpul reactiei de
sinteza extracelulard, enzimele dependente de NADPH sunt secretate de bacteriicare pot
reduce ionii Au(IIl) la Au® precum nitrat reductaza secreta de Pseudomonas denitrificans.
Rezultatele au aratat ca enzima reductaza de actiune s-a diminuat odata ce AuNP-urile au
fost sintetizate. Shah si colab. au raportat ca atat enzimele dependente de NADPH, cat si
de NADH functioneaza ca agent de nucleare pentru reactia de sinteza. Singh si colab. au
raportat ca capsulatul de Rhodopseudomonas a secretat enzime dependente de NADH in
timpul sintezei extracelulare a NPAu. Transferul de electroni din NADH transportat de
enzima dependenta de NADH determina reducerea Au(IlII) la AuY, rezultand sinteza NPAu.
[18,27,28]. Thermomonospora sp. (Ordinul: Actinomycetes) efectueaza sinteza NPAu
mediatd de enzime intracelulare, obtindnd reducerea ionilor Au(Ill) la suprafata
membranei si a miceliului.

‘ AANO.
BN 0 (:g"*)
& ry @’b‘;
¢
‘b @
TOOER06E | GO uuo«& uou
eooes2ee | 060 208000000000 ED0e

f\; Q Silver nanoparticle QJ Protein capped

& " Protein silver nanoparticles
- " ) Reducing enzyme @ siverion
d * ®
Enzymatic o
An® reduction 3

Gold nanapartide ‘ Water molecules

Nitrate ’()_;“- Capping protein

Figura 6. Rolul enzimelor microbiene in bioreducerea ionilor metalici (Au),
metaloizi si nemetalici in biosinteza de nanoparticule [8]

In mod similar, algele Shewanella au efectuat eficient bioreducerea mediati de enzime
a ionilor AuCls- la NPAu care s-au dovedit a fi dispersate in membrana periplasmatica a
bacteriei. Anumite materiale produse de celulele microbiene, cum ar fi proteinele,
enzimele si substantele organice, pot actiona ca agenti de acoperire pentru a stabiliza
nanoparticulele si, prin urmare, pentru a preveni aglomerarea acestora [2,15,19,25].
Microorganismele poseda anumite enzime reductaze care pot reduce sarurile metalice la
nanoparticule metalice cu distributii de dimensiuni Inguste si monodispersitate (figura
6). Prin modificarea parametrilor esentiali de crestere, forma si dimensiunea NPAu pot fi
controlate. Sinteza NPAu sistata de bacterii necesita masuri suplimentare de precautie in
timpul manipularii bacteriilor si, de asemenea, este un proces consumator de timp. Aceste
dezavantaje au limitat utilizarea bacteriilor pentru sinteza NPAu.

3. Biosinteza nanoparticulelor de aur sistata de ciuperci

Ciupercile au fost, de asemenea, folosite ca sursa pentru biosinteza NPAu. Ciupercile
secreta o serie de biomolecule, inclusiv metaboliti si enzime extracelulare, cum ar fi
hemiceluloza, acetil xilem esteraza, 3-glucanaza, enzima litica -1 din peretele celular etc.,
care s-a raportat cd joaca un rol in sinteza nanoparticulelor metalice. Numeroase studii au
raportat sinteza nanoparticulelor de aur folosind ciuperci unicelulare si multicelulare
[1,6,22].
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Figura 7. Etapele de preparare a diferitelor extracte din ciuperci si sinteza NPAu
prin diferite metode folosind (i) extract extracelular, (ii) autolizat si (iii) extract
intracellular [21].

O specie fungica Fusarium oxysporum a fost utilizata Intr-un studiu pentru sinteza
extracelulara a NP-urilor din aliaj Au-Ag prin actiunea de reducere a enzimei dependente
de nitrati si quinone. S-a raportat de asemenea c3, o specie fungica Verticillium realizeaza
sinteza intracelulara a NPAu. NPAu au fost gasite prinse In membrana celulara si peretele
celular al ciupercilor, indicand faptul ca ionii Au3+ au fost bio-redusi prin actiunea de
reducere a enzimelor reductaze din ciuperci. Un studiu asupra biosintezei NPAu din
Phanerochaete chrysosporium a demonstrat ca, laccaza este enzima secretata de ciuperci.
pentru sinteza extracelulara a NPAu si, pentru sinteza intracelulara, ligninaza s-a dovedit
a fi responsabila [26,28]. Au fost obtinute rezultate a trei abordari diferite pentru sinteza
nanoparticulelor de aur folosind fie fractia extracelulara, autolizatul ciupercilor, fie fractia
intracelulara a 29 de ciuperci termofile (figura 7). Sa observat formarea de nanoparticule
cu dimensiuni diferite (cuprinzand intre 6 nm si 40 nm) si distributii de dimensiune (cu
abateri standard cuprinse Intre 30% si 70%), In functie de tulpina de ciuperci si de
conditiile experimentale. Prin utilizarea tehnicii de filtrare ultracentrifuga, sa demonstrat,
ca dimensiunea agentilor reducatori este mai mica de 3 kDa, iar dimensiunea moleculelor
care pot stabiliza eficient nanoparticulele este mai mare de 3 kDa [21].

CONCLUZII

1. Sinteza biologica a NPAu, este o alternativa curatd, de incredere si ecologica la
substantele chimice dure utilizate in reactiile de sintezi chimica. In functie de sursa
biologica se folosesc metode de biosinteza sistate de plante, de microorganisme si de
ciuperci.

2. Numeroase principii active din plante, cum ar fi flavonoidele, fitosterolii, chinonele etc.,
joaca un rol cheie in sinteza NPAu datorita grupelor functionale care accelereaza
reducerea si stabilizarea NPAu. Sunt folosite diferite parti ale plantelor, frunze, tulpini,
seminte, scoarta, fructe, pulpa3, coaja, flori, radacing, rizom, parti aeriene, guma si planta
intreaga. Desi aproape fiecare parte a plantelor a fost raportat ca efectueaza cu succes
sinteza NPAu, frunzele sunt cel mai frecvent utilizate.

3. Microorganismele sunt un candidat excelent pentru sinteza NPAu, atat intracelulare,
cat si extracelulare. Peretele celular incarcat negativ al bacteriilor poate interactiona
electrostatic cu ionii Au(III) incircati pozitiv. In timpul sintezei intracelulare, ionii de
aur sunt transportati in interiorul celulei unde enzimele si biomoleculele realizeaza
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sinteza NPAu.

4. Ciupercile au fost, de asemenea, folosite ca sursa pentru biosinteza NPAu. Ciupercile
secreta o serie de biomolecule, inclusiv metaboliti si enzime extracelulare, cum ar fi
hemiceluloza, acetil xilem esteraza, 3-glucanaza, enzima litica -1 din peretele celular
etc., care s-a raportat cad joaca un rol In sinteza nanoparticulelor metalice.
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