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La invencion tiene que ver con la fabricacion biologica de nanoparticulas metalicas

en base a un sistema que utiliza érganos vegetales aislados, intactos o no. La
presente invencion permite la opciéon de utilizar soluciones saturadas o
superconcentradas de sales metalicas en sistemas que no necesariamente se
refieren a la germinacién viable o al crecimiento factible de los 6rganos o tejidos
vegetales utilizados. El sistema propuesto permite aprovechar los mecanismos
naturales de absorciéon, acumulacién, y concentracion de los metales en tejidos
vivos de érganos vegetales, intactos o no, para la produccion de nanoparticulas
metalicas sin contar necesariamente con un sistema agricola completo y viable de
produccion de plantas vivas. Se incluye como parte integral del sistema el proceso
que permite el aislamiento de las nanoparticulas metalicas por medio de la

adsorcion de las mismas en microesferas de quitosan o en complejos de quitosan.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las plantas necesitan de metales como el Cu, Fe, Mn y Zn para desarrollar
reacciones bioquimicas redox, de activacion de enzimas y proteinas, como
cofactores de las mismas y transporte de gases como el CO; y O,, entre otras. Las
raices son los sitios en donde normalmente ocurre la captura de estos metales, y
se sabe que los sistemas de absorcién son capaces de atrapar otros metales
como la plata cuando esta se encuentra en forma iénica (Ag*'). Una vez que se
absorbe el metal este se acumula en el cortex y médula de la raiz o bien es
transportado hacia el resto de la planta en donde se almacena y utiliza.

Se sabe también que la absorcion de diversos compuestos, entre ellos los iones
de metales, se lleva a cabo incluso en érganos, tejidos o hasta células aisladas in
vitro, siempre y cuando aquellos tengan la suficiente energia libre para la

reduccion, absorcion, transporte y acumulacion de los metales. La concentracion
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de metales en los sitios de absorcion, de transporte y de almacenamiento, se

encuentra bajo un control muy fino, ya que incluso en peguenas concentraciones
los iones de estos metales causan dafio oxidativo extenso, por medio de los
radicales libres y especies activas de oxigeno producidos a través de reacciones
Fenton. Esto quiere decir que aunque se encuentren en forma ibnica en la
solucién dei suelo o en la solucion nutritiva y se absorban en forma iénica, los
metales no se mantienen libres en los tejidos vegetales. Los sitios naturales de
almacenamiento de los metales son las paredes celulares, vacuolas, cloroplastos
y mitocondrias, las cuales son de manera natural fabricas de nanoestructuras
biolégicas. El desarrollo de procesos bioldgicos para la sintesis de nanoparticulas
metalicas se esta convirtiendo en una rama importante de la nanotecnologia.
Klaus et al. (1999) reportaron la obtencién de cristales de plata de diferentes
formas y tamafios en células bacterianas cuando estas se ponian en contacto con
una solucién de iones Ag®. Por su parte Shankar et al. (2003) reportaron el uso de
extractos foliares de geranio (Pelargonium graveolens) para el tratamiento de
soluciones de nitrato de plata, obteniendo una rapida reduccion de los iones plata,
asi como la formacién de nanocristales de plata en la solucién. Los analisis de
microscopia electrénica de transmision indicaron que dichas particulas de plata, en
tamafios de 16 a 40 nandmetros, se ensamblaron en superestructuras
cuasilineales. La tasa de reduccion de los iones plata por el extracto foliar de
geranio fue mayor a la reportada para el hongo Fusarium oxysporum. Esto
posibilita utilizar las plantas o sus partes aisladas como dispositivos de sintesis de
nanoparticulas. Gardea-Torresdey et al. (Solicitud de Patente US 2005/0009170)
estudiaron la obtencion y el aislamiento de nanocristales de oro, plata y platino en
plantas dicotiledoneas, en particular la alfalfa, utilizando un medio sélido o liquido
enriquecido con el metal en forma ionica. Por otra parte, el grupo de Benavides-
Mendoza (2003, patente en tramite PA/a/2003/009164) describid un sistema para
aplicar acidos organicos y compuestos de la via de los fenilpropanoides para

producir plantas o tejidos en condiciones incluso de alta concentracion de sales,
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como los que se pueden utilizar en sistemas biolégicos de producciéon de

nanocristales.

Se han realizado numerosos trabajos encaminados a incrementar la capacidad de
enlace y selectividad del quitosan a los iones metélicos mediante la introduccion
de modificaciones quimicas a través de sus grupos amino e hidroxilo (Mitani et al.,
1992; Arglelles et al,, 1993). Las microesferas de quitosan y de complejos de
quitosan se preparan con el objetivo principal de encapsular sustancias para
producir sistemas de dosificacion que son de aplicacién en la industria, la
agricultura, en medicina, farmacia y biotecnologia.

Aunque ya se ha demostrado que es posible la formaciéon de nanocristales de
metales pesados en células vivas y viables de plantas dicotiledéneas con
crecimiento factible, o bien con los extractos celulares de las mismas. No se
considerd .sin embargo la utilizacién de partes de las plantas, intactas o no,
tampoco se incluyd la posibilidad de utilizar soluciones saturadas o
superconcentradas de sales metdlicas en sistemas que no necesariamente se
refieren a la germinacion viable o al crecimiento factible o a la reproduccién viable
de las semillas y plantas, por ultimo no se describieron especificamente los
procesos, equipos o modelos que permitan la produccién y aislamiento de los
nanocristales.

Asimismo, restan los problemas practicos derivados de la determinacion de las
condiciones de crecimiento de las plantas que hagan o6ptima la absorcion, la
acumulacion, la estabilidad y el tamafio de los nanocristales, los sitios de
acumulacién, la tasa de recuperacion, asi como los involucrados con el

aislamiento y purificacién de los nanocristales.
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DESCRIPCION

El sistema propuesto para la produccion de nanoparticulas metalicas utilizando
organos vegetales aislados se refiere a dos alternativas no necesariamente
excluyentes. Por una parte es posible utilizar los mecanismos naturales de
absorcion, acumulacién y concentracion de los metales en tejidos vivos de
6rganos intactos, principalmente 6rganos reproductivos con capacidad de rapido
crecimiento y gran cantidad de energia libre. Por otro lado, es factible utilizar el
potencial reductor intrinseco (potencial redox negativo) de los tejidos vivos de
organos no intactos segmentados en diversa forma y volumen. Este potencial
reductor permite que incluso los segmentos de 6rganos vegetales no intactos
absorban, acumulen y concentren los metales en el volumen viable. La invencién

aqui descrita consiste en:

1. Para la produccién de nanoparticulas metdlicas utilizando tejidos vivos de
organos intactos, principalmente o6rganos reproductivos con capacidad de
crecimiento rapido y gran cantidad de energia libre como las semillas, bulbos,
esquejes, tubérculos, cormos, tallos cortados, rizomas y cladodios, se aplicara una
solucién que contiene hasta 35000 mg L™ de un ién metalico como el cromo,
manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, plata, cadmio, iridio, platino, oro o
mercurio, entre otros. En dicho sistema es posible afiadir acidos organicos como el
acido benzoico o el acido citrico en concentraciones de 107"° hasta 102 molar asi
como otros agentes promotores de la absorcién de metales. Esta solucion se
utilizara para la pregerminacion o germinacioén de las semillas, o bien para la
saturacién de los tejidos de organos vegetativos en un esquema que no
necesariamente requiere la germinacion o el crecimiento viable. Se aplicaran de
0.5 a 50 kg de semillas u otros érganos vegetativos por metro cuadrado de un
contenedor o recipiente sin perforar y sin drenaje que contiene o no un sustrato
inerte asi como la solucion antes indicada. Las 6rganos vegetales intactos, que de
origen pueden ser viables o no serlo, permanecen en el contenedor con la

solucién enriquecida del metal durante un lapso de hasta 10 dias, bajo las
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condiciones ambientales encontradas de forma natural en el lugar de produccioén o
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bien bajo las condiciones modificadas con un sistema de regulacién ambiental en
un laboratorio, invernadero, u otra instalacion. Una vez transcurrido el lapso de
hasta 10 dias los drganos vegetales intactos se colectan por decantacion
recuperando la solucion sobrante para su posterior uso. Las semillas y otros
6rganos reproductivos reunidos, cuyos tejidos contienen las nanoparticulas
metalicas son entonces llevadas al proceso de recuperacion de los mismos que
sera descrito mas adelante.

2. Para la produccién de las nanoparticulas metalicas utilizando el potencial
reductor intrinseco (potencial redox negativo) de los tejidos vivos de 6rganos no
intactos segmentados en diversa forma y volumen el procedimiento es el
siguiente. Los tejidos vivos de drganos vegetales como hojas, tallos, bulbos,
tubérculos, cormos, rizomas y cladodios son obtenidos en forma de segmentos de
diferente forma y volumen, pero siempre aumentando al maximo el cociente
superficie/volumen de tal forma que la absorcion de la solucién con los iones del
metal sea rapida. Dichos segmentos son colocados en contacto con una solucién
que contiene hasta 45000 mg L del i6n metalico como el cromo, manganeso,
hierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, plata, cadmio, iridio, platino, oro o mercurio,
entre otros. En dicho sistema es posible afadir acidos organicos como el acido
benzoico o el acido citrico en concentraciones de 107'° hasta 10 molar asi como
otros agentes promotores de la absorcion de metales. Se logra entonces la
saturacion de los tejidos vegetales en un esquema disefiado para promover la
absorcion y acumulacion de metales en las células pero que excluye el
crecimiento viable del tejido o segmento de érgano. Se aplicaran de 0.5 a 50 kg de
los segmentos de érganos vegetales por metro cuadrado de un contenedor o
recipiente sin perforar y sin drenaje, que contiene o no un sustrato inerte o
cualquier otro sistema de acomodo de los segmentos vegetales que aumente su
contacto superficial con la solucién saturada, asi como la presencia o no de un
sistema de turbulencia o mezclado que permita la adecuada recirculacion e

intercambio de gases de la solucién antes indicada. Los segmentos de los 6rganos
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durante un lapso de hasta 10 dias, bajo las condiciones ambientales encontradas
de forma natural en el lugar de produccién o bien bajo las condiciones modificadas
con un sistema de regulacién ambiental en un laboratorio, invernadero, u otra
instalacién. Una vez transcurrido el lapso de hasta 10 dias los segmentos de los
organos vegetales intactos se colectan por decantacién recuperando la solucién
sobrante para su posterior uso. Los segmentos de tejidos reunidos, cuyas células
contienen las nanoparticulas metalicas son entonces llevadas al proceso de
recuperacion de los mismos que sera descrito mas adelante.

3. Para la recuperacién de las nanoparticulas metalicas de los tejidos vegetales
frescos o secos. Los tejidos frescos o secos de las plantas que contienen las
nanoparticulas metalicas se muelen en un molino de aspas, los tejidos molidos se
dispersan por lo menos durante 2 horas en agua destilada o solucién buffer para
extraer las nanoparticulas metalicas; asi como todos los compuestos del tejido
vegetal solubles en el agua o la solucion buffer. Se filtra para eliminar la materia
sélida. Posteriormente al filtrado se le ajusta el pH de 4 a 6 y se agregan de 25 a
500 mg (peso seco) de microesferas de quitosan con grado de desacetilacién alto
o de 25 a 500 mg (peso seco) de complejos de quitosan, manteniendo el sistema
en agitacion constante no vigorosa por lo menos 12 horas para adsorber las
nanoparticulas metalicas. Las microesferas con las nanoparticulas adsorbidas se
filtran y se colocan en otra solucion buffer de diferente pH; las cuales se
mantienen en agitacion constante para liberar las nanoparticulas metalicas. Secar
a vacio y analizar las nanoparticulas metalicas obtenidas en un microscopio
electronico de transmision para definir su tamafio y morfologia.

4. Otro procedimiento para la extraccion de las nanoparticulas metalicas es a partir
de su adsorcion en las microesferas del quitosan o en complejos de quitosan, se
filtran y se ponen a secar las microesferas con las nanoparticulas adsorbidas a
vacic ¢ a 60 °C durante 24 horas. Las nanoparticulas metalicas aun adsorbidas
en las microesferas secas de quitosan o en los complejos de quitosan se analizan

en un microscopio electrénico de transmision para definir su tamafio y morfologia.
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Habiendo descrito suficientemente la invencién, considerando como novedad la
misma, reclamamos como de exclusiva propiedad, lo contenido en las siguientes

clausulas:

1. El proceso para la produccion y aislamiento de nanoparticulas metalicas en
6rganos vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos,
tallos cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable, mediante
microesferas de quitosan o en complejos de quitosan, caracterizado por que
comprende los siguientes pasos:

a. Un primer paso que consiste en inmersion en soluciones de iones metalicos
como el cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, cobre, zinc, plata, cadmio,

iridio, platino, oro o mercurio, entre otros.

b. Un segundo paso que consiste en la homogenizacion del érgano vegetal,
&. Un tercer paso que consiste en lograr la adsorcion de las nanoparticulas
metalicas.

2. El proceso para la produccion y aislamiento de nanoparticulas metalicas en
organos vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos,
tallos cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable, mediante
microesferas de quitosan o en complejos de quitosan, de acuerdo a la
reivindicacion # 1, caracterizado por que se comprende de un primer paso
consistente en la inmersion de cualquiera de los o6rganos mencionados en

soluciones de iones metalicos hasta una concentracién de 45,000 mg L-" .

3. El proceso para la produccién y aislamiento de nanoparticulas metalicas en
organos vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos,
tallos cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable, mediante

microesferas de quitosan o en complejos de quitosan, de acuerdo a la
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reivindicacion # 1, caracterizado por que se comprende de un segundo paso
consistente en el aislamiento de nanoparticulas metalicas de los organos
vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos, tallos

cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable.

4. E| proceso para la produccion y aislamiento de nanoparticulas metalicas en
6rganos vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos,
tallos cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable, mediante
microesferas de quitosan o en complejos de quitosan, de acuerdo a la
reivindicacion # 1. caracterizado por que se comprende de un tercer paso en el
cual una de las maneras para realizar la adsorcion de las nanoparticulas metalicas
consiste en el uso de 25 a 500 mg de microesferas de quitosan con grado de
desacetilacion alto en una solucién buffer con un pH de 4 a 6; manteniendo el

sistema en agitacién constante no vigorosa por lo menos 12 horas.

5. El proceso para la produccién y aislamiento de nanoparticulas metalicas en
6rganos vegetales aislados, intactos o no (bulbos, esquejes, tubérculos, cormos,
tallos cortados, rizomas, cladodios y hojas), semilla viable o inviable, mediante
microesferas de quitosan o en complejos de quitosan, caracterizado por que se
comprende un tercer paso en el cual otra de las maneras para realizar la
adsorcion de las nanoparticulas metalicas consiste en la adsorcion de las
nanoparticulas metalicas en complejos de quitosan solucion buffer con un pH de 4
a 6: manteniendo el sistema en agitacion constante no vigorosa por lo menos 12

horas.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe un procedimiento para la produccion y aislamiento de nanoparticulas

metalicas utilizando un método que incluye el uso de una solucién de hasta 45000
mg L' de jones metalicos, usando un sistema de produccion que utiliza por un
lado los mecanismos naturales de absorcion, acumulacion, y concentracion de los
metales en tejidos vivos de drganos aislados e intactos, principalmente érganos
reproductivos con capacidad de rapido crecimiento y gran cantidad de energia
libre. Por otra parte hace uso del potencial reductor intrinseco de los tejidos vivos
de organos no intactos segmentados en diversa forma y volumen. Sea partiendo
de organos aislados intactos o de segmentos de 6rganos no intactos se describe
un sistema de recuperacion de las nanoparticulas metalicas mediante su
adsorcion en microesferas de quitosan o en complejos de quitosan.



