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INTRODUCERE

,,Sd pastram tot ceea ce a fost bun in trecut,
Cdci atat prin trecut, cdt si prin prezent

Se construieste viitorul.”

Anatole France (1844 — 1924)

Stiinta moderna a cunoscut si cunoaste o ampla si profunda dezvoltare in toate domeniile
sale. Unul din dezideratele ultimelor doud decenii este acela de a fi implementate solutii ingenioase
izvorate din cercetarile stiintifice. Astfel ca, si in domeniul bio-nanotehnologiei existd o preocupare
vie in privinta dezvoltarii de noi bio-nanotehnologii care sa propuna abordari inovative ce vizeaza
imbunatatirea tehnologiilor existente si aflarea de solutii integratoare, pentru rezolvarea diferitelor
necesititi existente Tn domenii de activitate ale stiintei sandtatii vietii, ale mediului, ale diferitelor
industrii.

Fitoterapia traditionala, prin plantele medicinale si cele aromatice, s-a dovedit de-a lungul
timpului a fi 0 sursa importanta in obtinerea unor raspunsuri fiziologice adecvate (calmarea durerii,
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reducerea febrei, a inflamatiei, a tulburarilor digestive, etc.). Studiile si cercetdrile din domeniul
farmacologiei realizate in ultimele decenii arata ca fitoterapia reprezinta una dintre ramurile
aplicative ale Farmacologiei medicamentelor vegetale, aspect mentionat si in cartea intitulata
sugestiv ,,Fitorerapie — plantele izvor de sanatate™[1].

De asemenea, sunt cunoscute si recunoscute, inca din perioada antichitatii, calitatile fizico-
chimice si efectele biologice ale metalelor pretioase si semipretioase (Au, Ag, Pl, Cu, Zn, etc).
Dintre acestea argintul, sub diferite forme, prezinta un loc bine conturat de-a lungul istoriei,
datorita calitatilor dovedite de agent catalizator, antimicrobian, anti-inflamator, cicatrizant.

Harry Margraf, de la Universitatea Saint Louis, S.U.A. a afirmat despre argint urmatoarele:
,»Argintul este cel mai bun luptator, din toate punctele de vedere, impotriva germenilor patogeni, pe
care il avem.”[5]. Acelasi cercetator a publicat Tn 1977 un studiu [6] Tn care evidentiaza calitatile de
agent germicid cu spectru larg si de cicatrizant a unui compus pe baza de argint si zinc utilizat in
tratamentul ulcerelor cutanate cronice (ulcere de gamba, acestea fiind cunoscute ca avand, in mod
curent, etiologie diabetica). Tn prezent sunt utilizate curent In practica medicald, de ingrijirea
plagilor cronice, pansamente pe baza de argint coloidal. Astfel de exemple, in care sunt evidentiate
efecte benefice ale argintului coloidal utilizat singular sau in combinatie cu alte preparate pot
continua.

Stiinta moderna, prin studiile interdisciplinare (biologie, chimie, biofizica, farmacologie)
realizate 1n ultimele decenii si coroborarea acestora cu domeniul nano contribuie la obtinerea de noi
bio-nanohibrizi metalici, care in functie de caracteristicile morfo-structurale prezinta calitatii
fizico-chimice, optice, electromagnetice, electrice, fotovoltaice, biologice (de ex. microbiologice),
superioare componentelor sale utilizate separat.

Teza de fatd intitulatd: , Dezvoltarea de noi biohibrizi pe bazd de nanoparticule de
argint si extracte din plante, utilizdnd chimia verde,, prezinta studii ale obtinerii biohibrizilor pe
bazd de nanoparticule de argint fitogenice, evidentierea proprietatilor fizico-chimice si biologice
ale acestora si sunt propuse noi plante care ar putea fi utilizate in vederea dezvoltarii de formulari
Cu proprietati antioxidante, protectoare, regenerante, pentru imbunatatirea calitatii vietii. Astfel, Tn
studiile realizate si prezentate in aceastd lucrare pentru obtinerea diferitelor tipuri de biohibrizi au
fost realizate fito-nanoparticule de argint, utilizind extracte din diverse plante (Salvia sclarea,
Arctium lappa, Artemisia abrotanum, Asparagus officinalis, Cirsium arvense, Harpagophytum
procumbens), membrane biomimetice pe baza de lipozomi, iar impreuna cu vitamina C si pectina
extrasd din coaja de lamaie s-au obtinut bio-nanohibrizi ce au in compozitie AgNPs fitogenice.
Toate bio-nanosistemele obtinute au fost caracterizate din punct de vedere al proprietatilor fizico-
chimice, morfo-structurale (UV-Vis, DLS, Potential Zeta, SEM) si a proprietatilor biologice
(activitate antioxidantd, antimicrobiand). Evidentierea calitatilor nano-biohibrizilor a fost realizata
in vitro.

Experimentele au fost efectuate in cadrul Centrului de Cercetari pentru Protectia Mediului
si Tehnologii Ecologice al Facultatii de Chimie Aplicatd si Stiinta Materialelor, Universitatea
,Politehnica” din Bucuresti, in laboratoarele din cadrul catedrei de Biofizica, Facultatea de Fizica,
Universitatea din Bucuresti si in laboratoarele din cadrul Institutului National pentru Laseri, Plasma
si Radiatii Fizice, Bucuresti-Magurele.

Lucrarea de fata este structurata in doua parti, insumand 9 capitole, urmate de concluziile
finale si de bibliografie.

Partea 1. Cercetarea bibliografica este alcatuita din 3 capitole:
¢ Capitolul 1 intitulat Nanoparticule metalice prezinta informatii cu privire la elementele de baza
referitoare la nanoparticulele metalice — tipuri de nanoparticule metalice si metode de sinteza a
acestora, metode de realizare a nano-fitosintezei folosind extracte din plante si informatii
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referitoare la hibrizi pe baza de nanoparticule metalice — tipuri de hibrizi, metode de obtinere a
nanohibrizilor .

% Tn Capitolul 2 intitulat Surse vegetale cu potential de a fi utilizate pentru realizarea sintezei
nanoparticulelor metalice sunt prezentate anumite informatii referitoare la situatia actuald a bio-
nanosintezei metalice prin intermediul Chimiei verzi, principalii factori implicati in optimizarea
nano-biosintezei metalice, mecanisme de actiune antibacteriena a nanoparticulelor metalice
sintetizate prin intermediul plantelor, activitati biologice ale nanoparticulelor biogenerate, metode
de caracterizare a nanoparticulelor metalice, precum si propuneri de surse vegetale adecvate ce pot
fi utilizate pentru obtinerea nanoparticulelor de argint.

« Capitolul 3 al acestei lucrari, Aplicatii ale nanoparticulelor metalice si ale biohibrizilor
acestora prezintda exemple de domenii de cercetare si de aplicare a nanotehnologiei si cateva
exemple de aplicatii ale bio-nanostructurilor metalice in unele domenii de activitate - bio-medical,
mediul inconjurator.

Partea a I1-a: Contributii originale prezinta obiectivele cercetarii, cuprinde 6 capitole, in
final fiind prezentate concluziile si bibliografia lucrarii.
¢ Capitolul 4 intitulat Metode de preparare si caracterizare a biohibrizilor pe baza de
nanoparticule de argint (AgNP), obtinuti prin metode ale ,,chimiei verzi” prezinta materialele si
metodele experimentale utilizate pentru sinteza nanoparticulelor de argint si a biohibrizilor, precum
si metodele de caracterizare a acestora.
< In Capitolul 5 este prezentatd Optimizarea metodei de sintezd a nanoparticulelor de argint
utilizdnd extractul din radacina de Harpagophytum procumbens.
< In cel mai amplu capitol al acestei lucriri, Capitolul 6 Biosinteza s§i caracterizarea
nanoparticulelor de argint obtinute prin metode ,,green” este prezentata abordarea ecologica a
obtinerii nanoparticulelor de argint prin intermediul a patru plante [(Brusture (Arctium lappa),
larba Sfantului loan (Salvia sclarea), Sparanghel (Asparagus officinalis), Lemnul Domnului
(Artemisia abrotanum)]), evidentierea calitatilor acestora in fitogenerarea nanoparticulelor de
argint, evaluarea activitatii antioxidante prin intermediul a doud metode (chemiluminescentd si
ABTS) si evidentierea activitatii antibacteriene a AgNP fitosintetizate.
«» Capitolul 7 - Biohibrizi pe baza de AgNP fitosintetizati din extract de Artemisia abrotanum i
lipozomi marcati cu clorofila A este destinat prezentarii modalitatii de realizare de bio-nanohibrizi
pe baza de AgNPs si lipozomi si evidentierea calitatilor antioxidante ale acestora.
% Tn Capitolul 8 Biohibrizi cu proprietdti antioxidante preparati din extract apos de Brusture
(Arctium lappa), sunt evidentiate calitatile antioxidante ale bio-nanohibrizilor obtinuti din AgNPs
sintetizate prin intermediul extractului de Arctium lappa, membrane biomimetice (lipozomi) si
vitamina C.
+«+ Capitolul 9 Nanomateriale bio-active fito-generate din buruiana de camp, Palamida (Cirsium
arvense) prezinta un sistem inovator alcatuit din componente bio-active - AgNPs fito-sintetizate din
extract apos din frunze de Palamida (Cirsium arvense) si pectind din lamaie si evidentierea
proprietatilor antioxidante si antibacteriene ale acestora ce le pot recomanda a fi utilizate in
aplicatii biomedicale.
+¢+ Teza de doctorat se Tncheie cu ,,Concluzii” in care sunt punctate sintetic rezultatele cercetarilor,
originalitatea acestora, urmate de prezentarea unor perspective de studiu in vederea obtinerii de noi
sisteme bio-active cu proprietati noi sau imbunatatirea celor deja evidentiate.

Lucrarea contine 13 tabele, 94 figuri si 222 referinte bibliografice.

Rezultatele studiilor au fost prezentate prin publicare in 5 reviste cotate ISI (factor de
impact cumulat FI = 3,104).
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Cuvinte cheie: fito-nanosinteza, AgNPs, membrane biomimetice, vitamina C, pectina din
lamaie, bio-activitatati (activitate antioxidanta si antimicrobiand).

I. CONTRIBUTII ORIGINALE
Capitolul 5

OPTIMIZAREA METODEI DE SINTEZA A NANOPARTICULELOR
DE ARGINT UTILIZAND EXTRACTUL DIN RADACINA DE
Harpagophytum procumbens

In capitolul de fati este prezentat studiul de optimizare a metodei de obtinere a
nanoparticulelor de argint (AgNPs) ecosintetizate prin intermediul extractului apos din pulbere din
radacina de Harpagophytum procumbens, cu scopul de a fi ulterior utilizate in diferite domenii ale
industriei, medicinei si farmaciei, in diferite terapii naturale/traditionale.

Harpagophytum procumbens, fam. Pedaliaceae, cunoscuta popular sub denumirea de
Gheara-diavolului (engl. Devil’s Claw), este o planta taratoare ce creste spontan in solurile
nisipoase, din zonele aride colinare si submontane ale Africii de Sud (Namibia, Botswana). Numele
plantei este dat de forma fructului acesteia care este oval, invelit in coajd lemnoasa ce prezinta doi
spini centrali si alte doud randuri de spini mai mici (Figura 5.1A). In fitoterapia traditionald sunt
utilizate radacina si tuberculii plantei (Figura 5.1B).

Figura 5.1 Fotogafii ale plantei Harpagophytum procumbens: A) Floare si ghimpe [149]; B) Tuberculi ai
plantei [150].

In studiile de specialitate, despre Gheara-diavolului sunt mentionate efectele anti-
inflamatoare [157] ale fitocompusilor activi continuti in aceasta plantd, cum sunt: glicozide iridoide
- harpagozid (ester al acidului cinamic), harpagide [157], feniletanoide (verbascozide si
izoverbascozide), fenoli si flavonoizi [158], precum si lipide, proteine, polifenoli, carbohidrati
[159]. Printre alte proprietdti ale acestei plante se enumera: activitatea antioxidanta,
antimutagenica, hepatoprotectoare, hemodinamica, antimicrobiana, antitumorala [160], antialergica
[157,160,161], poate fi utilizata in terapia bolilor degenerative ale sistemului osos si muscular
[162], antiobezitate [163]; previne aparitia osteoporozei, confera protectie fata de pierderea 0soasa
indusd de ovariectomie [162]; stimuleazd activitatea spasticd uterotonica, fiind utild in
inducerea/accelerarea travaliului si expulzarea placentei femeii dupa nastere [163].

Tn studiul de fata este prezentata fitogenerarea AgNPs printr-o metoda simpla, utilizind
extractul din radacind de Harpagophytum procumbens. AgNPs obtinute au fost caracterizate
spectral, prin intermediul spectroscopiei de absorbtie Th UV-Vis, iar dimensiunea lor a fost estimata
prin masurdatori DLS. Activitatea antioxidanta a AgNPs a fost evaluatda prin metoda
chemiluminescentei si tehnica ABTS.

5.1 Obtinerea extractului vegetal din radacina de Harpagophytum procumbens

Metoda de obtinere a bio-nanoparticulelor de argint realizate cu ajutorul extractului din
8
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pulbere de radacina de Harpagophytum procumbens este prezentata in capitolul 4.
Abrevierile probelor preparate sunt prezentate Tn Tabelul 5.1.

Tabel 5.1. Prescurtarile probelor analizate [132].

Denumire proba Abrevierea porbei
Extract din radacina de Harpagophytum procumbens HE
AgNP biosintetizate din radacina de Harpagophytum, raport extract: AQN O3(ag), S1 1h
de: 1:10 (mL/mL), dupa 1 ord
AgNP biosintetizate din radacina de Harpagophytum, raport extract: AQNOsag), S1 2h
de: 1:10 (mL/mL), dupa 2 ore
AgNP biosintetizate din radacina de Harpagophytum, raport extract: AGNOj(ag), S1 24h
de: 1:10 (mL/mL), dupa 24 ore
AgNP biosintetizate din radacina de Harpagophytum, raport extract: AQNOsz(ag), S2 1h
de: 1:100 (mL/mL), dupa 1 ora
AgNP biosintetizate din radacind de Harpagophytum, raport extract: AGNOsag), S2_2h
de: 1:100 (mL/mL), dupa 2 ore
AgNP biosintetizate din radacind de Harpagophytum, raport extract: AGNOs(ag), S2_24h
de: 1:100 (mL/mL), dupa 24 ore
Suspensia de AgNPs (S2 24) centrifugata timp de 30 minute, la 4°C, 15000 rpm S2 1
Proba S2 1 ultrasonata timp de 5 minute S22
Proba S22 ultrasunata timp de 5 minute (timp total de ultrasonare = 10 min.) S2_3

5.1.1 Monitorizarea prin spectroscopia de absorbtie in UV-Vis a nanoparticulelor obtinute
prin intermediul extractului de Harpagophytum procumbens

Evidentierea capacitatii extractului apos din radacind de Harpagophytum procumbens de a
sintetiza nanoparticule de argint a fost realizata prin intermediul spectrelor de absorbtie Th UV-Vis
corelate cu masuratori ale dispersiei dinamice a luminii (DLS).

Figura 5.2 prezinta evolutia in timp a suspensiilor de nanoparticule metalice preparate
folosind doua rapoarte volumetrice extract: AgNOsqg), de: 1:10 (mL/mL) (Figura 5.2A) si 1:100
(mL/mL) (Figura 5.2B).

LT N
A, or 4
(TF

03

04

ABSOTBANTA

034

ABSOTBANTA

024

o

T T T T T T T 1 oo v r r .
400 450 500 550 600 650 700 750 800 @0 300 [ 0 00

LUNGIME DE UNDA (nm) LUNGIME DE UNDA (nm)
Figura 5.2. Evolutia in timp a suspensiilor de nanoparticule metalice preparate folosind un raport volumetric
extract:AgNOsg de: A) 1:10 (mL/mL) si B) 1:100 (mL/mL) [132].

Asa cum se observa in figura 5.2B, banda SPR este bine conturatd pentru raportul
volumetric extract: AgNOs@g de 1:100 (mL/mL), care s-a dovedit un raport optim pentru
fitogenerarea AgNPs. In continuare, aceste nanoparticule au fost procesate si caracterizate spectral,
in vederea optimizarii protocolului de obtinere a AgNPs.

Astfel, suspensia de AgNPs a fost centrifugata timp de 30 minute, la 4°C, 15000 rpm
(Centrifuga SIGMA 12K 15); sedimentul rezultat (proba S2 1) a fost retinut si resuspendat in apa
distilata (1 mL). Mai departe, proba a fost ultrasonata utilizand un sonicator cu sonda de titan
(Hielser, UP 100 H), timp de 5 minute (proba S2_2) si 10 minute (proba S2_3).

Figura 5.3 prezintd dependenta benzii SPR in functie de timpul de ultrasonare. Se observa
un efect hipsocrom al benzii SPR care se deplaseaza spre lungimi de undd mai mici, de la 449 nm

9
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la 441 nm dupa iradiere cu ultrasunete. Aceste rezultate se explicd prin sciaderea dimensiunii
AgNPs, fapt demonstrat mai departe, prin masuratori DLS (Figura 5.4).
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Figura 5.3. Dependenta benzii SPR in functie de timpul de ultrasonare: A) Spectrele de absorbtie in UV-Vis
ale probelor de AgNPs: S2 1, S2 21 S2 3. B) Deplasarea hipsocroma a benzii SPR,
in functie de timpul de ultrasonare [132].

5.1.2 Evaluarea dimensiunii nanoparticulelor obtinute

Ca urmare a procedeelor aplicate, se constata faptul ca dimensiunea AgNPs scade drastic
dupa 5 minute de iradiere, de la 240 (proba S2_1) la 79 nm (proba S2_2). De asemenea, indicele de
polidispersie, Pdl, variazd usor de la 0.4 la 0.38. Dupa incd 5 minute de ultrasonare, PdI creste,
atingand valoarea de 0.47, indicand prezenta mai multor populatii de nanoparticule, iar diametrul
mediu al acestor NPs creste pand la valoarea de 82 nm. Prin urmare, putem concluziona ca timpul
optim de ultrasonare este de 5 min; depasirea acestui timp producand efecte nesemnificative.
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Figura 5.4. Dimensiunile probelor S2, obtinute prin masuratori DLS [132].
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5.2 Estimarea activitatii antioxidante a nanoparticulelor realizate

Influenta dimensiunii AgNPs asupra proprietatii antioxidante a fost studiatd comparativ
prin doud metode: metoda chemiluminescentei si metoda ABTS. Metoda de evidentiere a
chemiluminescentei evalueaza capacitatea de captare a radicalilor de viatd scurtd, de ex. speciile
reactive ale oxigenului (SRO), iar metoda ABTS evalueza capacitatea de captare a radicalului de
viatd lungd ABTS*".

Probele de AgNPs avand dimeniuni cuprinse intre 79 - 220 nm au prezentat o0 activitate
antioxidanta buna de captare a radicalilor SRO cuprinsa intre 68,5 -75,5% comparativ cu extractul
de Harpagophytum procumbens (60%). Aceasta activitate antioxidanta amplificatd, in cazul probei
S2_2, manifestata asupra SRO din sistemul chemiluminescent (figura 5.5), poate fi: efectul sinergic

10
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produs de structurile complexe ale principalilor compusi bioactivi din extractul de Harpagophytum
procumbens si efectul de nanodimensiune, care conduce la generarea/crearea mai multor centri de
reactie pentru captarea radicalilor liberi [164].
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Figura 5.5. Evaluarea activitatii antioxidante prin metoda chemiluminescentei [132].

O capacitate antioxidantd moderatd de captare a radicalului ABTS®" a fost semnalata in
cazul nanoparticulelor de Ag sintetizate prin intermediul extractului din radicind de
Harpagophytum procumbens, (Inh =18,3%), insa mai accentuatd comparativ cu cea a extractului
nativ (Inh = 12.5%) (Figura 5.6). Dimensiunca AgNPs influenteaza capacitatea de captare a
radicalului ABTS, astfel variind intre 13,9 — 18,3%, cea mai bund valoare obtindndu-se pentru
AgNPs ce prezinta dimensiunea de 79 nm (proba S2_2).
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Figura 5.6. Evaluarea activitatii antioxidante prin metoda ABTS [132].

5.3 Concluzii partiale

Studiul prezinta optimizarea protocolului de obtinere a unor nanoparticule de argint
fitosintetizate cu ajutorul unui extract apos din radacina de Harpagophytum procumbens, pentru
aplicatii in scop bio-medical. Dintre esantioanele preparate cu diferite concentratii de extract de
planta si solutie de AgNOs 1 mM s-a dovedit mai eficient raportul Extract: AGNOs(ag, 1 mm) = 1:100
(mL/mL).

Evolutia in timp a formarii AgNPs a fost monitorizatd prin banda SPR din domeniul
vizibil, a cdrei deplasare hipsocroma a fost corelatd cu scidderea dimensiunii nanoparticulelor, asa
cum s-a confirmat prin masuratorile DLS.

Nanoparticulele de Ag prezintd o capacitate de captare a radicalilor de viata scurtd de 73 %
si a radicalilor de viatd lungd ABTS de 18,3 %, evidentiind cd aducerea la scard nanometrica
conduce la o amplificare a proprietatilor antioxidante.

11
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Capitolul 6
BIOSINTEZA SI CARACTERIZAREA NANOPARTICULELOR DE
ARGINT OBTINUTE PRIN METODE "GREEN”

In acest capitol este prezentati contributia originaldi adusi n dezvoltarea de noi
nanosisteme antioxidante si antibacteriene, bazate pe AgNPs fito-generate din extracte apoase din
parti aeriene din diferite plante: Brusture (Arctium lappa), (Figura 6.1A), larba Sfantului loan
(Salvia sclarea), (Figura 6.1B), Sparanghel (Asparagus officinalis), (Figura 6.1C), Lemnul
Domnului (Artemisia abrotanum), (Figura 6.1D) cu perspective de aplicare Tn scopuri bio-
medicale.

A Nk Al2) ) AR D. Y
Figura 6.1. Fotografii personale ale plantelor utilizate Tn acest studiu:
A. Brusture (Arctium lappa); B. larba Sfantului Ioan (Salvia sclarea); C. Sparanghel (Asparagus
officinalis); D. Lemnul Domnului (Artemisia abrotanum).

AgNPs sintetizate Tn acest studiu au fost caracterizate spectral prin intermediul
spectroscopiei de absorbtie Tn UV-Vis, masuratori DLS, iar stabilitatea lor fizica a fost estimata
prin determinari ale potentialului Zeta. Proprietatile antioxidante au fost testate prin doud metode:
tehnica chemiluminescentei si testul ABTS™. Eficacitatea antibacteriand a AgNPs biogenice
dezvoltate a fost evaluata impotriva agentului patogen uman Escherichia coli ATCC 8738.

6.1. Obtinerea extractelor vegetale din Brusture (Arctium lappa), larba Sfantului
loan (Salvia sclarea), Sparanghel (Asparagus officinalis) si Lemnul Domnului
(Artemisia abrotanum)

Biosinteza ,,verde” a nanoparticulelor de argint (AgNPs)a fost realizata prin intermediul
extractului apos obtinut din plantele luate in studiu: Arctium lappa, Salvia sclarea, Asparagus
officinalis, Artemisia abrotanum.

Abrevierile probelor preparate sunt prezentate tn Tabelul 6.1.

Tabel 6.1. Prescurtarile probelor analizate [131].

Proba Abrevierea porbei
larba Sfantului loan (Salvia sclarea) IS1
AgNPs biosintetizate din salvie AgNP-ISI
Brusture (Arctium lappa) Br
AgNPs biosintetizate din brusture AgNP-Br
Lemnul Domnului (Artemisia abrotanum) LD
AgNPs biosintetizate din Lemnul Domnului AgNP-LD
Sparanghel (Asparagus officinalis) Asp
AgNPs biosintetizate din sparanghel AgNP-Asp

12
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6.1.1. Obtinerea nanoparticulelor de argint si monitorizarea spectrali prin spectroscopia de
absorbtie in UV-Vis

Prin intermediul spectrelor de absorbtie Th UV-Vis corelate cu masuratori ale DLS, a fost
pusd in evidentd capacitatea extractelor apoase de Asparagus officinalis, Artemisia abrotanum,
Arctium lappa, Salvia sclarea de a sintetiza nanoparticule de argint.

Toate cele patru tipuri de plante studiate, desi de slaba intensitate, se pot observa benzile
specifice rezonantei plasmonilor de suprafata (SPR) a nanoparticulelor de argint in zona 450 — 480
nm. Aceste benzi sunt mult mai bine evidentiate daca se analizeaza pozitia si intensitatea benzilor
doar pe domeniul vizibil. Tntr-adevar, in Figura 6.3 sunt prezentate detaliile punerii in evidenta a
sintezei nanoparticulelor de argint preparate prin intermediul extractelor naturale de plante: Salvia
sclarea, Arctium lappa, Artemisia abrotanum, respectiv Asparagus officinalis, (Figurile 6.3.
A,B,C,D). Acestea confirma formarea nanoparticulelor de argint [174, 175]. Se evidentiaza banda
SPR puternica aparuti la 452, 438, 467 si 454 nm pentru AgNP-ISI, AgNP-Br, AgNP-LD si AgNP-
Asp.
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Figura 6.3. Banda SPR a AgNPs sintetizate ,,verde” utilizand extractul din: A. Salvia sclarea (AgNPs-ISI);
B. Arctium lappa (AgNPs-Br); C. Artemisia abrotanum (AgNPs-LD);

E. Asparagus officinalis (AgNPs-Asp) [131].
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Figura 6.4. Comparatia benzilor SPR ale spectrelor nominalizate pentru toate probele (AgNPs-IS1 = banda
neagrd; AgNPs-LD = banda rosie; AgNPs-Asp = banda albastri; AgNPs-Br = banda verde-turcoaz) [131].
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Figura 6.4 ilustreaza o comparatie a spectrelor normalizate la maximul benzilor SPR pentru
toate probele, evidentiindu-se 0 strénsa corelatie a latimii benzilor cu dimensiunea particulelor si de
distributia dupa dimensiune a acestora.

Astfel, se poate observa (Figura 6.4) ca, nanoparticulele AgNPs-LD (rosu) si AgNPs-ISI
(negru) prezinta benzile SPR cele mai inguste, urmate de AgNPs-Asp (albastru) si AgNPs-Br
(verde-turcoaz). Este de asteaptat ca marimea medie a nanoparticulelor sintetizate sd creasca in
functie de marimea benzii SPR dupa cum urmeaza: marimea (AgNPs-LD) < marimea (AgNPs-1SI) <
marimea (AgNPs-Asp) ~ marimea (AgNPs-Br).

Aceste ipoteze au fost confirmate Tn continuare prin masuratori DLS (Figura 6.6) care indica
dimensiunea la nano-scara a AgNPs preparate. Diametrele medii ale celor patru tipuri de
nanoparticule au prezentat urmatoarele valori: 51,05 nm (AgNPs - LD), 74,52 nm (AgNPs-1Sl), 122,3
nm (AgNPs-Asp) si 123,6 nm (AgNPs-Br), ceea ce este in perfecta concordanta cu ordinea
dimensiunilor prevazuta din spectrele electronice ale benzii SPR.

6.1.2. Determinarea dimensiunii AQNPs prin tehnica DLS

Din Figura 6.6 se constata ca marimea AgNPs obtinute prin sinteza ,,verde” variaza in
functie de extractul de planta utilizat in biosinteza. Astfel, nanoparticulele de argint sintetizate Tn
prezenta extractului de Salvia sclarea (AgNPs-ISI) au un diametru mediu de Zay = 75 nm si un
coeficient de polidispersie (Pdl) de 0,23; pentru extractul de Arctium lappa (AgNPs-Br), se obtine
un diametru mediu de Zav = 125 nm si un coeficient de polidispersie de 0,37; in cazul extractului de
Artemisia abrotanum (AgNPs-LD), nanoparticulele de argint prezinta un diametru mediu de Za =
51 nm si un coeficient de polidispersie de 0,132, iar in prezenta extractului de Asparagus officinalis
(AgNPs-Asp), se obtin nanoparticule un diametru mediu de Zav = 121 nm, Pdl = 0,37.

r 0.45

140
A - 0.4

120 L 035
100 - 03

80 - 025 _

Zav [nm]
Pd

- 0.2
- 0.15
- 0.1

r 0.05

AgNP-ISI AgNP-Br AgNP-LD AgNP-Asp
Figura 6.6. Determinarea marimii nanoparticulelor de argint obtinute pe baza de Salvia sclarea (AgNPs-ISI),
Arctium lappa (AgNPs-Br), Artemisia abrotanum (AgNPs-LD), Asparagus officinalis (AgNPs-Asp),
analizate cu tehnica DLS [131].
Se observa ca nanoparticulele AgNPs-LD au prezentat cel mai mic indice de polidispersitate
(Pd1 =0,132).
6.1.3. Evaluarea stabilitatii fizice a AQNPs

Stabilitatea fizica a nanoparticulelor de argint fito-generate a fost evaluata in termeni de
potential Zeta (&), un parametru strans legat de sarcina de suprafata a particulelor.
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Figura 6.7. Variatia stabilitatii fizice a AgNPSs biosintetizate pe bazi de S. sclarea (AgNPs-ISI), A. lappa
(AgNPs-Br), A. abrotanum (AgNPs-LD), A. officinalis (AgNPs-Asp),
evaluate in termeni de potential Zeta [mV], [131].

Dupa cum rezulta din Figura 6.7 toate probele (AgNPs-1SI, AgNPs-Br, AgNPs-LD, AgNPs-
Asp) au prezentat valori negative ale sarcinii de suprafata; AgNPs-Br a prezentat o stabilitate
moderata (§ = -17,20 + 1,42 mV), comparativ cu celelalte probe, care au o stabilitate buna, asigurata de
fortele de respingere dintre particule: & (AgNPs-ISI) =-24,00 + 1,20 mV; & (AgNPs-LD) = -22,10 + 2,33
mV; & (AgNPs-Asp) =-22,00 +0,50 mV.

6.2. Evaluarea activitatilor biologice ale nanoparticulelor fitogene dezvoltate

Potentialul antioxidant al esantioanelor obtinute a fost determinat in vitro prin doua tipuri
de analize: tehnica chemiluminescentei si metoda ABTS (asa cum este descris in capitolul 4).

6.2.1 Activitatea antioxidanti evaluati prin metoda cheimiluminescentei

Toate esantioanele preparate au prezentat proprietati antioxidante semnificative. Mai mult,
nanoparticulele de argint fito-preparate au prezentat o capacitate mai mare de captare a radicalilor
liberi, comparativ cu extractele naturale de la care provin. Studiile anterioare au evidentiat un
comportament similar al AgNPs fitogene comparativ cu precursorii lor: extracte vegetale [174, 176,
177].

100 W Ex m AgNP

ISI Br LD Asp

Figura 6.8. Activitatea antioxidanta (evaluata prin tehnica chemiluminescentei) a nanoparticulelor de argint
si extractelor vegetale precursoare: Salvia sclarea, Arctium lappa, Artemisia abrotanum, Asparagus
officinalis (Datele sunt prezentate ca medie £ SD), [131].
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Rezultatele chemiluminescentei (Figura 6.8) au evidentiat o capacitate ridicata de captare a
radicalilor liberi de viatd scurtd, in urmatoarea secventa: AQNPs-LD>AgNPs-ISI>AgNPs-
Asp>AgNPs-Br.

6.2.2. Activitatea antioxidanti evaluati prin intermediul cation-radicalului ABTS™

Metoda ABTS' " (Figura 6.9) a evidentiat faptul ca inhibarea cation-radicalilor ABTS a fost
cuprinsa intre 3,74 si 11,84% pentru extractele naturale. AgNPs fito-generate au prezentat o mai
buna capacitate de a inhiba ABTS" ", cu valori ale captarii ABTS' " cuprinse intre 32,44 si 61,26%.
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Figura 6.9. Activitatea antioxidanta (evaluata prin metoda ABTS) a AgNPs fitosintetizate din extractele
apoase: Salvia sclarea (ISI), Arctium lappa (Br), Artemisia abrotanum (LD), Asparagus officinalius (Asp)
(Datele sunt prezentate ca medie + SD), [131].
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Se poate conchide ca extractul de Lemnul Domnului (LD) si AgNPs fitosintetizate din
acest extract (AgNPs-LD) s-au dovedit a fi cele mai eficiente sisteme antioxidante, prezentand
capacitati remarcabile de reducere atat a radicalilor liberi de viata scurtd (AA = 95,53% pentru LD
si 97,39% pentru AgNPs-LD), cét si pe cei de viata lunga (11,84% pentru LD si 61,26% pentru
AgNPs-LD). Aceste bioactivitati pot fi atribuite prezentei amestecurilor de substante
fitochimice, antioxidante din compozitia materialelor vegetale, bogate Tn fenoli, flavonoide,
terpenoizi sau lignani.

6.3. Determinarea activititii anti-bacteriene a AgNPs sintetizate ecologic

Activitatea antibacteriana a AgNPs fito-sintetizate a fost evaluata fata de bacteria Gram
negativa Escherichia coli (E. coli), un agent patogen comun in microflora normala a tractului
intestinal al oamenilor, adesea folosit ca indicator la contaminarea fecala [178]. Potenta anti-
bacteriana a nanoparticulelor de argint obtinute a fost estimatd in ceea ce priveste zona de
inhibare. Tn Figura 6.10 sunt prezentate imaginile plicilor Petri in care se observd prezenta
haloului zonei de inhibare (ZOI) bacteriana.

Testele realizate au indicat o buna activitate antibacteriana. Figura 6.11 prezinta
diametrele ZOI (in mm) realizate de AgNPs fata de Escherichia coli ATCC 8738. Astfel,
valoarea ZO|Angs-|s| = 20,67 = 3,05 mm, ZO|Angs-Br = 21,67 = 2,08 mm, ZO|Ang5-|_D =
23,33 + 2,09 mm, ZOlagnps-asp = 25,33 £ 1,52 mm. Aceste rezultate au indicat ca toate
AgNPs preparate au un efect semnificativ asupra inhibarii E. coli, cel mai puternic fiind cel
prezentat de AgNPs-Asp.

3) AgNPs — LD 4) AgNPs — Asp

Figura 6.10. Fotografiile placilor Petri ce evidentiaza activitatea antibacteriana a AgNPs: Salvia sclarea
(AgNPs-ISI), Arctium lappa (AgNPs-Br), Artemisia abrotanum (AgNPS-LD), Asparagus officinalius
(AgNPs-Asp), [131].
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Figura 6.11. Compararea activitatii antibacterianene a AgNPs studiate: Salvia sclarea (AgNPs-ISI), Arctium
lappa (AgNPs-Br), Artemisia abrotanum (AgNPS-LD), Asparagus officinalius (AgNPs-Asp), [131].

Actiunea antibacteriand a nanoparticulelor biogenice de argint obtinute ar putea fi atribuitad
unei serii de evenimente precum:

i) contactul fizic direct al AgNPs cu suprafata celulei bacteriene, ceea ce duce la deteriorarea
peretelui celular si apoi la deteriorarea membranei celulare, conducand la eliberarea continutului
celulei bacteriene;

i) patrunderea AgNPs in interiorul celulei bacteriene producand disfunctia membranei si in
cele din urma moartea acesteia [179].

6.4. Concluzii partiale

Acest studiu a descris fitosinteza si caracterizarea biofizica a nanoparticulelor de argint
generate din extracte naturale de larba Sfantului loan (Salvia sclarea), Brusture (Arctium lappa),
Lemnul Domnului (Artemisia abrotanum) si Sparanghel (Asparagus officinalis). Capacitatea
acestor plante de a bio-reduce ionii de argint a fost monitorizata de spectrele de absorbtie in UV-
Vis, acestea au evidentiat benzi spectrale specifice AgNPs dezvoltate; au aparut benzi SPR
puternice intre 438 si 467 nm, confirmand fitosinteza AgNPs. Latimile benzii SPR sunt in stransa
legatura cu dimensiunea particulelor, fapt demonstrat de masuratorile DLS care au demonstrat si
formarea particulelor la scala nanometrica cu diametre medii cuprinse intre 51 si 123,6 nm.

Nanoparticulele de argint biogene dezvoltate in acest studiu au demonstrat o buna
stabilitate fizicad si o capacitate mare de a capta radicalii liberi pe termen scurt si lung. Cele mai
mici nanoparticule de argint, AgNP-LD (sintetizate ,,verde” din Lemnul Domunului), cu o
dimensiune medie de 51,05 + 0,99, acestea prezentand si cea mai mare capacitate de a elimina
durata de viata scurtd (AA = 97,39%) si, de asemenea, durata de viatd lungd ( Inh ABTS++ =
61,26%) radicali liberi.

De mentionat, efectul antibacterian impresionant al AgNP-urilor biogenerate din
Asparagus (AgNP-As), prezentand un diametru ZOIl de 25,33 = 1,52 mm Tmpotriva bacteriei
Escherichia coli.

Rezultatele noastre sunt Tncurajatoare, nanoparticulele fitogenice de argint dezvoltate s-au
dovedit a fi materiale promitatoare pentru eliminarea bacteriilor si a radicalilor liberi de scurtd
duratd si lungd durata care decurg din stresul oxidativ. Mai mult, acest studiu are un mare impact
economic, de mediu si medical, deoarece ierburile si deseurile alimentare ar putea fi transformate
in nanoparticule metalice ,,verzi” cu valoare biomedicala ridicata.
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Capitolul 7
BIOHIBRIZI PE BAZA DE AgNPs FITOSINTETIZATI DIN
EXTRACT DE ARTEMISIA ABROTANUM SI LIPOZOMI MARCATI
CU CLOROFILA A

In acest capitol sunt prezentate contributiile originale privind design-ul ,verde” al
compozitelor antioxidante bazate pe lipozomi (membrane biomimetice) si nanoparticule de argint
(AgNPs), fitogenerate [135]. Bistraturile lipidice artificiale au fost marcate cu o porfirina naturala —
clorofila a (Chla), care a fost utilizatd ca marker spectral pentru monitorizarea formarii
biocompozitelor. Aceasta bioporfirina a fost folosita cu succes in studii anterioare [184, 185] ca
senzor spectral pentru monitorizarea actiunii diferitilor agenti asupra membranelor biomimetice, la
nivel molecular.

Tn acest studiu au fost preparate trei tipuri de biohibrizi, care contin membrane lipidice bio-
inspirate si continut diferit de AgNPs generat din extract apos din planta Lemnul Domnului. Dupa
cunostinta noastrd, acesta este primul raport despre sinteza ,,verde” a AgNPSs si a compozitelor
bazate pe cristale lichide biomimetice si nanoparticule fitogene de argint generate din extractul
apos de Artemisia abrotanum. Materialele obtinute au fost caracterizate prin diferite tehnici
spectrale: spectroscopie de absorbtie Tn UV-Vis, fluorescenta, masuratori DLS si de potential Zeta.
Materialele obtinute, bio-nanohibrizii au prezentat proprietati antioxidante estimate prin metoda
chemiluminescentei.

7.1.0Obtinerea extractului vegetal de Artemisia abrotanum, a lipozomilor si a bio-
nanohibrizilor pe baza de AgNPs

Bio-nanohibrizii pe bazd de AgNP au fost obtinuti prin intermediul extractului vegetal de
Artemisia abrotanum, membranelor lipidice biomimetice (MLV) si Clorofilei a (Chl a) conform
unor proceduri prezentate la Capitolul 4.

Tn Tabelul 7.1 sunt prezentate abrevierile esantioanelor obtinute.

Tabelul 7.1. Prescurtarile esantioanelor obtinute [135].

PROBA COoD
Extract apos de Artemisia abrotanum Ex
AgNPs fitogenerate din Artemisia abrotanum AgNPs
MLVs de Chla-Lecitina (lipozomi) MLV
Tampon salin fosfat pH 7,4 PBS
MLV: PBS (29: 1,V /V) MLV1
MLV: PBS (5:1,V/V) MLV?2
MLV: PBS (1:1,V/V) MLV3
PBS: AgNPs (29: 1,V / V) MG1
PBS: AgNPs (5: 1, V/ V) MG2
PBS: AgNPs (1: 1,V / V) MG3
MLV: AgNPs (29: 1, V / V) biohibrizi BH1
MLV: AgNPs (5: 1, V / V) biohibrizi BH2
MLV: AgNPs (1: 1, V / V) biohibrizi BH3

7.2. Monitorizarea spectrala a formarii nanoparticulelor de argint si a biohibrizilor

a. Caracterizarea spectrald a esantioanelor obtinute
Sinteza biocompozitelor lipo-nanoargint a fost pusid Tn evidenta prin intermediul
spectroscopiei de absorbtie Th UV-Vis (figura 7.1) si prin spectre de emisie a fluorescentei (Figura
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7.2).
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Figura 7.1. Spectrele de absorbtie in UV-Vis ale esantioanelor* luate Tn studiu [135].
*Masuratorile esantioanelor au fost realizate in triplicat.

Tn Figura 7.1, in cazul probei AgNPs, se remarca prezenta unei benzi de intensitate medie
la 464 nm, datorita rezonantei plasmonului de suprafata (SPR) a nanoparticulelor de argint, in timp
ce spectrul dat de extractul de A. abrotanum (EX) nu prezinta absorbtie in aceasta zona. Extractul
de A. abrotanum prezinta doua maxime in intervalul 200 si 350 nm, benzi specifice compusilor
aromatici si flavonoidelor.

De asemenea, pentru esantioanele marcate cu clorofila se remarca amprenta spectrala a
fluoroforului Chla, prin banda de la 668 nm pentru MLV si pentru BH1, iar pentru esantioanele
BH2 si BH3 se constata o usoara deplasare hipsocroma, la 667 si, respectiv, 663 nm. Se observa ca
in cazul probelor BH3 modificarea pozitiei si intensitatii benzii este mai accentuata, datorita
cantitatii mai mari de AgNPs utilizate (53,5 pg / mL). Se poate concluziona ca rezultatele obtinute
sugereaza prezenta Tn cadrul biosistemelor hibride BH3 a unor interactiuni puternice intre
nanoparticulele de argint fitosintetizate si straturile lipidice biomimetice, sustinute de prezenta
structurilor realizate intre Chla si AgNPs.

7.3 Evaluarea dimensiunii si a stabilitatii fizice a biohibrizilor
7.3.1 Evaluarea dimensiunii biohibrizilor obtinuti

Evaluarea dimensiunii biohibrizilor obtinuti a fost realizatd prin DLS. Asa cum se observa
n Figura 7.3, AgNPs prezinta un diametru mediu de 51 nm n timp ce veziculele multilamulare
MLV prezintd un diametru mediu mult mai mare, de 370 nm.
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Figura 7.3. Analiza dimensionala DLS a nanoparticulelor de AgNPs si a biohibrizilor [135].

In urma incorporarii AgNPs prin intermediul ultrasunetelor in MLVs s-a realizat o
reorganizare a membranelor biomimetice, avand ca rezultat trei nanocompozite lipo-nanoargint, cu
urmatoarele dimensiuni:

- BHL1: Zay = 185 nm pentru Cagnes = 3,57 ug / mL,
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- BH2: Za = 139 nm pentru Cagnes = 17,83 pg / mL,

- BH3: Za =109 nm pentru Cagnes= 53,5 pg / mL.

Aceasta secventa descrescatoare a dimensiunii nanoparticulelor ca urmare a cresterii
proportiei de AgNPs, confirma Tncorporarea acestora in structurile lipozomale.

7.3.2  Evaluarea stabilitatii fizice a biohibrizilor

Prin intermediul masurarii potentialului Zeta (ZP,mV), a fost evaluata stabilitatea fizica a
compozitelor si ale componentelor acestora. Valorile potentialului Zeta furnizeaza informatii
referitoare la mobilitatea electroforetica a particulelor din campul electric aplicat probelor supuse
analizei. Potentialul Zeta reprezinta un indicator al marimii interactiunilor dintre particule; valoarea
acestuia fiind Tn legatura directa cu sarcina electrica a particulelor. Rezultatele determinarilor sunt
prezentate Tn Figura 7.5. Se constatd ca toate probele studiate sunt incdrcate negativ, particulele
tind sa se respinga reciproc asigurand astfel stabilitatea sistemului coloidal.

0 -

& [mV]
]

Figura 7.5. Evaluarea comparativa a stabilitatii fizice (Zeta potential, mV) a biohibrizilor (BH1, BH2, BH3)
obtinuti versus lipozomi (MLV) si AgNPs [135].

In Figura 7.5 se poate obseva cresterea stabilitatii fizice a nanoparticuleor de argint
biosintetizate o data cu incorporarea acestora in sistemele biomimetice. Valorile potentialului Zeta
prezinta 0 usoara crestere odata cu cresterea continutului de AgNPs: ZPagnes = -20 [mV]; ZPsH1 = -
22,1 [mV]; ZPgm2= -24 [mV] si ZPgns = -24,1 [mV/].

7.4. Evaluarea proprietatilor antioxidante

Evaluarea activitatii antioxidante a biohibrizilor lipo-nanoargint a fost realizata utilizaind
tehnica chemiluminescentei. In Figura 7.6 sunt prezentate rezultatele determindrilor privind
activitatea antioxidantd a biocompozitelor obtinute si a componentelor acestora.
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W 357 pg/mLAgNPs
® 17.83 pg/mL AgNPs
53.5 ug/mLAgNPs

AR %

Ex AgNP MLV MG BEH

Figura 7.6. Activitatea antioxidanta a biocompozitelor obtinute si a componentelor acestora [135].

Se constatd cd extractul apos de Artemisia abrotanum prezintd o puternicd activitate
antioxidanta (AA = 93,24 %), aceasta datoritd continutului ridicat de polifenoli, flavonoide
(glicozilati si agliconi), flavonoli, derivati hidroxicinamici, artemisin prezenti in plantd [171], Insa
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AgNPs fitogenerate prin intermediul plantei Artemisia abrotanum au prezentat activitate
antioxidanta amplificata (AA = 98,63%). Deoarece structurile lipozomale simple (MLV) au
prezentat o activitate antioxidanta relativ scazuta (AA intre 40 si 50 %), aceasta a contribuit la
diminuarea activitatii antioxidante a AgNPs biosintetizate. Astfel, se constatd ca biohibrizii (BH)
obtinuti au prezentat o activitate antioxidantd intermediara (AA intre 70 si 82%), in timp ce
suspensiile diluate ale AgNPs (MG), au prezentat un nivel mediu bun (AA de 63,24 si 75,75%).

Din rezultatele obtinute, s-a constatat ca activitatea antioxidanta a biohibrizilor a crescut o
data cu continutul de AgNPs.

7.5. Concluzii partiale

1. S-arealizat obtinerea de biohibrizi pe baza AgNPs si lipozomi.

2. Dimensiunea AgNPs obtinute a fost Tn medie de 51 nm, iar biohibrizii obtinuti au
prezentat un diametru mediu de 370 nm si stabilitate fizica buna (ZPagnes = -20 mV, ZPegm = -2,1
mV, ZPgm2 = -24 mV si ZPsh3 = -24,1 mV), in functie de proportia de AgNPS. La o concentratie de
53,5 ng/mL AgNPs biohibrizii (BH3) au prezentat o stabilitate fizica bund ZP = -24, 1 mV, cea mai
mica dimensiune Zay = 109 nm si o activitate antioxidanta ridicata (AA = 82%).

3. Biocompozitele generate din extractul apos din A. abrotanum prezintd proprietati
antioxidante ridicate (AA = 70-82%).

Capitolul 8

BIOHIBRIZI CU PROPRIETATI ANTIOXIDANTE PREPARATI DIN
EXTRACT APOS DE BRUSTURE (Arctium lappa)

In acest capitol al tezei de doctorat este prezentatd o strategie ,,verde” de jos in sus (engl.
botton-up) pentru realizarea sistemelor de eliberare de antioxidanti pe baza de vitamina C,
membrane biomimetice (lipozomi) si nanoparticule de argint fitogenerate prin intermediul
extractului de Brusture (Arctium lappa). Brusturele (Figura 5.A) este 0 plantd uzuala, cunoscuta si
utilizatd pe scard largd in tratamentul hepatitei, aterosclerozei, hipertensiunii arteriale, a bolilor
geriatrice, datorita constituentilor polifenolici cu proprietati antioxidante [187]. Aceastd planta
salbatica a fost aleasa datoritd bio-activitatilor sale valoroase si eficacitatii terapeutice, precum si
din motive economice, tinand cont cd brusturele este una dintre cele mai raspandite plante din
Romania.

Activitatea antioxidanta a compozitelor bio-dezvoltate in studiul de fata a fost estimata prin
testul de chemiluminescenta, test rapid de evaluare a capacitatii de a capta radicalii liberi de viata
scurtd [195, 196]. Noutatea studiului nostru consta n incorporarea AgNPs fitogenerati din brusture
n lipozomi cu vitamina C, care le creste acestora bioactivitatea si stabilitatea. Biocompozitele
dezvoltate pot servi ca ,,elemente de constructie” pentru dezvoltarea de noi materiale bio-active cu
un potential ridicat de aplicabilitate in domeniul bio-medical. Vitamina C sau acidul ascorbic este o
moleculd antioxidanta care impiedica si elimind formarea speciilor reactive de oxigen[197], in timp
ce incorporarea sa in lipozomi imbunatiteste semnificativ proprietatile si aplicatiile lor [198].
Biocompozitele pe bazd de argint dezvoltate in studiul de fata, au fost caracterizate prin
spectroscopie de absorbtie Tn UV-Vis si DLS; stabilitatea lor fizicd a fost estimata prin masurarea
potentialului Zeta, iar proprietatile antioxidante prin tehnica chemiluminescentei. Prezenta
nanoparticulelor de argint si a vitaminei C in biocompozite a fost demonstratd prin spectre de
absorbtie Tn UV-Vis.
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8.1.  Obtinerea de biohibrizi pe baza de AgNPs, lipozomi si vitamina C

Tn acest studiu au fost concepute pentru prima dati compozite biohibride, formate din
lipozomi, vitamina C si AgNPs sintetizate din extract apos de brusture, cu doua rapoarte de AgNPs:
lipozomi. Biocompozitele au fost preparate prin iradiere cu ultrasunete (15 minute cu pauze, pe
baie cu ultrasunete Elmasonic S60H) dintr-un amestec contindand AgNPs (nS) obtinute din brusture
si lipozomi (L sau LC) intr-un raport volumetricde 1 : 1 si 2 : 1, rezultand 4 tipuri de compozite:
nSL1, nSL2, nSLCI1 si nSLC2 (Tabel 8.1).

Este cunoscut ca lipozomii confera stabilitate si protectie componentelor din biocompozite:
AgNPs si vitamina C. Marsanasco si colab. au evidentiat rolul protector al lipozomilor ca vehicule
pentru vitaminele E si C [199].

Tabel 8.1 Abrevierile esantioanelor obtinute [138].

PROBA CoD
Extract de Brusture BE
Nanoparticule de argint (AgNPs) fitogenerate din frunze nS
de brusture
Lecitina din soia MLVs L
Lecitina din soia — vitamina C LC
Biohibrizi Lipozomi AgNPs (1:1, v/V) nSL1
Biohibrizi Lipozomi/AgNPs (1:2, v/v) nSL2
Biohibrizi Lipozomi — vitamina C/AgNPs (1:1, v/V) nSLC1
Biohibrizi Lipozomi — vitamina C/AgNPs (1:2, v/v) nSLC2

In studiile anterioare realizate de Barbinta-Patrascu si colab., au fost prezentate imagini
TEM care au aratat ca nanoparticulele de argint sunt acoperite cu lipozomi [178] si ar putea fi
localizate atat Tn mediul inter-vezicular, cat si in structurile multilamelare veziculare [200].

8.2. Monitorizarea spectrala a compozitelor pe baza de argint

Spectroscopia de absorbtie Tn UV-Vis si masuratori DLS au fost utilizate pentru a
demonstra formarea nanoparticulelor de argint si a sistemelor compozite pe baza de argint.
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Figura 8.1. Compararea spectrelorde absorbtie Tn UV-Vis ale esantioanelor obtinute [138].

Spectrul de absorbtie Tn UV-Vis a AgNPs ,,verde” sintetizate din frunzele de Arctium lappa
(proba nS din Figura 8.1) a prezentat o banda SPR intensa, situata la lungimea de unda de 437 nm,
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inexistenta la extractul de planta BE, care apare dupa adaugarea extractului de brusture in solutie
de AgNOs 1 mM, demonstrand astfel biosinteza nanoparticulelor de argint.

Banda caracteristica vitaminei C situata la 263 nm a fost deplasata hipsocrom, la 259 nm,
in spectrul de absorbtie al lipozomilor care au incorporat vitamina C, (LC).

Prezenta vitaminei C si a AgNPs in compozitele biohibride pe baza de lipozomi a fost
demonstrata prin prezenta ,,amprentelor spectrale” in spectrele de absorbtie UV-Vis, precum si prin
,,modificarile” acestor amprente spectrale.

Astfel, amprenta spectrala a AgNPs in biocompozitele pe baza de argint a fost deplasata
hipsocroma, de la 437 nm (pentru nS) la 409 nm pentru nSL1, 431 nm pentru nSL2, 417,5 nm
pentru nSLC1 si 435 nm pentru nSLC2, confirmand astfel sinteza biohibrizilor. Aceste modificari
n pozitia si intensitatea benzilor de absorbtie SPR sunt mai pronuntate pentru esantioanele nSL1
si NSLC1, cu lipozomi : AgNPs 1n raport de 1: 1 (v / v) in comparatie cu esantioanele cu raport 1:
2 (v /v). Pe de alta parte, s-a putut observa ca spectrelede absorbtie ale compozitelor care contin
acid ascorbic prezinta o usoara deplasare citre regiunea spectrala UV. Acest comportament diferit
ar putea fi explicat printr-o organizare structurala diferita a biocompozitelor incarcate cu vitamina
C.

Diametrul mediu al nanoparticulelor estimat prin masuratori DLS (Figura 8.2) a variat intre
103 si 194,5nm. Dintre toate biocompozitele dezvoltate, cele care contin Brusture — nanoparticule
de argint si membrane bioinspirate incarcate cu vitamina C (1: 1, v / v) au prezentat cea mai mica

dimensiune, cu un diametru mediu de 103 nm % 4,25.
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Figura 8.2. Valorile dimensiunii medii ale nano-biocompozitelor pe baza de argint [138].

8.3.  Estimarea stabilitatii fizice a biohibrizilor

Stabilitatea fizica a biohibrizilor a fost estimata in termeni de potential Zeta (ZP), pe baza
mobilitdtii electroforetice. Valoarea ZP este legata de sarcina electricd de la suprafatd a
particulelor.

Toate esantioanele au prezentat o sarcind de suprafatd negativd, ceea ce induce forte
repulsive intre particule, asigurand stabilitate pe termen scurt pentru nanostructurile de argint ZP
(nS) =-17 mV si lipozomi (ZP (L) = -20,45 mV si o buna stabilitate pentru celelalte probe. Probele
incdrcate cu acid ascorbic au valori ZP mai negative, indicdnd o mai mare stabilitate (Figura 8.3).
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Figura 8.3. Valorile potentialului Zeta ale biocompozitelor preparate si ale componentelor acestora [138].

Astfel, adaugarea vitaminei C in formularea lipozomala a determinat o stabilitate mai buna
n comparatie cu lipozomii singuri: ZP(LC) = -27,3 mV; ZP(L) = -20,45 mV). De asemenea,
adaugarea de vitamina C a condus la cresterea potentialului Zeta de la | -22,4 | [mV], la | -24,63 |
[mV] pentru sistemele care contin AgNPs si lipozomi Tntr-un raport de 1:1 (v / V) si de la | -25,43 |
[mV] péna la | -25,85 | [mV] pentru sistemele care contin AgNP si lipozomi Tntr-un raport de 2:1(v
/ v). Combinarea membranelor biomimetice cu nanoparticule de argint generate din brusture (nS) a
asigurat o imbunatatire a stabilitatii fizice a nS. Aceste rezultate sunt Tn acord cu cercetari
anterioare [173, 178].

8.4  Determinarea proprietatilor biologice
8.4.1 Evidentierea activititii antioxidante prin metoda chemiluminescentei

Proprietatile antioxidante ale esantioanclor au fost verificate prin tehnica
chemiluminescentei. Valorile activitatii antioxidante in vitro (AA%) au fost realizate n triplicat.
Rezultatele determinarilor sunt prezentate in Figura 8.4.

80 )
70
X 60
40
30
20
10
BE nS L

vitC LC nSL1 nSL2 nSLC1  nSLC2

AA,
2

Figura 8.4. Activitatea antioxidanta a bio-nanosistemelor pe baza de argint obtinute din extract de frunze de
A. lappa [138].

Nanoparticulele de argint sintetizate ,,verde”, nS, au prezentat o valoare ridicata a activitatii
antioxidante de 89,3% in comparatie cu extractul vegetal singur (83%), aceastd amplificare fiind
determinatd de dimensiunea la nano-scala a nanoparticulelor metalice, care oferd o crestere a
suprafetei totale, oferind multe centre de reactie pentru captarea radicalilor liberi [173]. Aceasta
imbunatatire a valorii AA% a fost evidentiata si in studiile anterioare [173, 178].

Tn schimb, formularile lipozomale cu vitamina C au aritat o valoare AA% ceva mai redusa,
de 72,3%, dar mai mare decat cea a lipozomilor singuri (AA% = 47,8%).
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Prezenta acidului ascorbic a dat nastere la sisteme biohibride cu activitati antioxidante
imbunatatite (83% pentru nSLC1 si 88% pentru nSLC2) in comparatie cu lipozomii fira vitamina
C (75% pentru nSL1 si 85% pentru nSL2).

Chiar si in urma diluarii de 1-5 sau 2 ori n veziculele lipidice, nanoparticulele de argint
bio-generate din brusture au prezentat o activitate antioxidanta ridicata. Totodata, valorile AA% ale
biohibrizilor pe baza de argint continand vitamina C, dezvoltate in acest studiu, sunt mai mari decat
pentru biocompozite nanoargint/lecitina obtinute din Geranium (72%,[194]) si salvie (86,5%,
[175]).

Potentialul antioxidant al nanoparticulelor generate din brusture este conferit de prezenta
biocomponentilor antioxidanti existenti in compozitia frunzelor acestei plante, derivati ai flavonei,
cum sunt: rutin, quercetina, luteolina, crocinul si cianina si acizii polifenol carboxilici, cum sunt,
acidul clorogenic si cafeic [187, 201].

8.5. Concluzii partiale

Membranele celulare artificiale si nanoparticulele fitogenice de argint generate din
extractul apos de Arctium lappa au fost utilizate pentru proiectarea ,,de jos in sus” a sistemelor
biogenice antioxidante cu si fara vitamina C.

Spectrele de absorbtie UV-Vis au demonstrat formarea nanoparticulelor de argint generate
din brusture si a compozitelor lor cu membrane lipidice bio-inspirate incarcate sau nu cu acid
ascorbic.

Tehnica DLS a demonstrat dimensiunea nano-scalara a sistemelor biohibride dezvoltate pe
baza de argint.

Deplasarile amprentelor spectrale ale nanoparticulelor de argint sintetizate ,,verde” si
vitaminei C in spectrele de absorbtie UV-Vis ale biocompozitelor pe baza de lipozomi au dovedit
prezenta AgNPs si a vitaminei C in biohibrizii obtinuti.

Adaugarea de vitamina C in biocompozite a imbunétatit proprietatile materialelor obtinute.
Astfel, sistemele pe baza de nanoparticule de argint care contin vitamina C sunt mai stabile decat
sistemele incarcate cu argint fara vitamina C, astfel incat sistemele biohibride care contin vitamina
C au prezentat o stabilitate fizica sporitd in comparatie cu sistemele fara vitamina C (cresterea a
fost de 33,5% pentru preparatul numai cu lipozomi, 10% pentru biocompozite cu raport lipozomi:
AgNPs de 1: 1, /v si 1,7% pentru biocompozite cu raport lipozomi: AgNPs de 1: 2, v/v). Tn plus,
inserarea vitaminei C Tn compozitele pe baza de argint obtinute din brusture a imbunatatit
semnificativ eficienta antioxidantd a acestor compozite.

Componentele lipozomale ale biocompozitelor dezvoltate in studiul nostru au asigurat o
imbunatatire a stabilitatii nanoparticulelor de argint sintetizate ,,verde”.

Aceste materiale dezvoltate ar putea fi aplicate Tn domeniul biomedical dermatologic prin
reducerea actiunii radicalilor liberi la nivelul epidermei si ca adjuvanti in tratamentul bolilor
asociate stresului oxidativ.
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Capitolul 9

NANOMATERIALE BIO-ACTIVE FITO-GENERATE DIN
BURUIANA DE CAMP, PALAMIDA (Cirsium arvense)

Nevoia de a proiecta noi strategii ,,verzi” pentru aplicatii biomedicale si biofotonice a
generat o larga deschidere catre domeniul tehnologiilor emergente in ultimele decenii [189, 192,
202, 203, 204].

Acest studiu prezintd un concept inovator de materiale bio-active care contin pectina din
lamaie si nanoparticule de argint (AgNPs) fito-sintetizate din extracte apoase naturale de frunze de
Palamida (Cirsium arvense). Aceastd alegere este motivata de recunoasterea proprietatilor plantei,
a pectinei si a AgNPs, Tn tratamentul multor boli, in cele cu rezistenta la antibiotice, atunci cand
multe antibiotice sintetice disponibile in comert devin mai putin eficiente Tmpotriva diverselor boli
umane [205].

Cirsium arvense (Figura 9.1) cunoscuta si sub numele de ciulin este o planta medicinala,
erbacee perena, din familia Asteracea, adesea gasita ca buruieni nocive in pajisti si zone riverane
[206]. Este raspandita in Europa si in unele zone din Africa de Nord si Asia sub forma de colonii
[207].

Figura 9.1. Fotografii ale plantei Palamida (Cirsium arvense) [208].

In medicina populara, aplicatiile terapeutice ale palimidei, includ tratamentul ulcerului
peptic, metroragiei, sifilisului, leucemiei, diabetului, infectiilor oculare, afectiunilor pielii,
gonoreei, tuberculozei si ale unor afectiuni bucale [206]. Diferitele utilizari medicale atribuite
speciilor de C. arvense ii determind pe cercetatori sa obtina extracte si compusi (metaboliti
secundari bioactivi si uleiuri esentiale) din acesta planta. Astfel, potentialul terapeutic semnificativ
al Cirsium arvense se bazeaza pe continutul ridicat de compusi flavonoizi, de linarina (5,7-
dihidroxi-4-metoxiflavon, 7-0- (0-a-L-rhamnopiranozil-B-D-glucopiranozid) din frunze, 3-O-metil
kaempferol, luteolin, apigenin, cosmozin si acid acacetin 7-p-D-glucopiranozid uronic din flori
[202].

Pectina, extrasd din coaja de laméie, este un polizaharid eterogen cu diferite activitati
biologice. Utilizarea si valorificarea cojilor de citrice a facut obiectul diferitelor cercetdri ca sursa
potentiald de antioxidanti naturali si compusi fenolici. S-a raportat cd pectina a scazut nivelul
lipidelor din sange si statutul peroxidativ, si a prezentat activitati antioxidante in toxicitatea renala
indusa de octilfenol [213]. Proprietatile antibacteriene surprinzatoare (in vitro) ale pectinei, au fost
raportate pentru prima data de cercetatorii rusi la sfarsitul anilor 1990. Cu toate acestea, concluziile
au ramas aproape ignorate pana in a doua decada a anilor 2000, cand o serie de studii au inceput sa
raporteze noi cercetari pe baza de pectina, substanta cu activitate bactericida ridicata [214].

9.1 Obtinerea de nanomateriale bio-active fito-generate din ciulin,
Palamida (Cirsium arvense)

Principalele etape pentru bio-proiectarea materialelor pe baza de frunze de Palamida
(ciulin) sunt urmatoarele:
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i) Prepararea extractului de ciulin.
ii) Prepararea, fito-mediata, a materialelor pe baza de argint.

Prezentarea detaliata a celor doud etape de obtinere a fito-nanoparticulelor de argint pe
baza de frunze de ciulin face parte integranta din Capitolul 4.

Tabelul 9.1 contine prezentarea sumara a codurilor prescurtate ale esantioanelor dezvoltate
n acest studiu.

Tabel 9.1. Prescurtarile esantioanelor elaborate in acest studiu [133].

Probele dezvoltate Tn acest studiu Cod
Extract din frunze de ciulin TST
Nanoparticule de argint fito-generate din extractul de ciulin TST-AgNPs
Pectind izolata din cojile de lamaie LP
Biohibrizi pe baza de pectina de lamaie si de ciulin AgNPs TST-AgNPs-LP

9.2 Monitorizare opticia a bio-nanoparticulelor obtinute pe baza de Cirsium arvense

Dupé cum se poate constata In Figura 9.2 sunt prezente urmatoarele benzi de absorbtie:
ntre 206-219 nm - benzi atribuite carbohidratilor si/sau legaturilor peptidice din proteine; intre
256-282 nm - benzi atribuite resturilor de aminoacizi aromatici ale proteinelor si, de asemenea,
carbohidratilor [191, 215]; benzile Tntre 315-327 nm atribuite flavonoidelor [216].
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Figura 9.2. Spectrele de absorbtie ale esantioanelor obtinute; Inserare: banda SPR ale AgNPs obtinute din
Cirsium arvense [133].

Sinteza mediata de Cirsium arvense a AgNPs a fost demonstrata in primul rand prin
aparitia unei singure benzi SPR situata la 448 nm, asa cum se arata in insertia din Figura 9.2. Banda
SPR prezentata este caracteristica pentru nanoparticulele de argint in forma sferica [217, 219].

9.3. Evaluarea stabilitatii materialelor acoperite cu pectina

Nanoparticulele pe baza de argint au sarcind negativa la suprafatd, cuantificatd prin
masurdtori ale potentialelor Zeta (Tabelul 9.2).

Tabelul 9.2. Valorile potentialului Zeta, Dimensiunea medie si Indicele de polidispersitate ale materialelor
care contin AgNPs obtinute din Cirsium arvense [133].

Probe ZP (mV) Zay (M) Pdl
TST-AgNPs -23.15+0.65 151.747.10 0.298+0.07
TST-AgNPs-LP -11.03+0.33 276.7+11.42 0.401+0.08

(Rezultatele sunt raportate pe baza mediei + SD.)
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Astfel, TST-AgNPs obtinute din C. arvense neacoperite au prezentat o stabilitate fizica
moderata (ZPrsr-agnes = -23,15 mV) asigurata de fortele repulsive dintre particulele de argint
purtatoare de grupari functionale incarcate negativ (cum ar fi carboxilatul provenit din proteine,
aminoacizi) apartindnd agentilor de acoperire de pe suprafata TST-AgNPs, asa cum s-a dovedit
prin spectrele Tn UV-Vis (Figura 9.2).

Dupa adaugarea pectinei la TST-AgNPs, valorile potentialului Zeta s-au deplasat catre
valori mai mici (ZPrst-agnes-.e = -11,03 mV), deoarece moleculele mari de polizaharida din pectina
tind sd se adsoarba pe suprafata compozitului TST-AgNPs prin intermediul gruparilor -COO" si —
OH, scazand astfel valoarea ZP, fara a afecta Tnsa proprietatile de stabilizare a bio-nanohibridului
[163, 218].

9.4. Aspectele morfologice ale materialelor obtinute din Cirsium arvense

Aspectele referitoare la dimensiunea si morfologia materialelor obtinute din ciulin au fost
monitorizate prin analize DLS si SEM.

Rezultatele DLS (Tabelul 9.2.) au relevat diametrul mediu de 151,7 nm pentru TST-AgNPs
si de 276,7 pentru TST-AgNPs-LP. Dupa adaugarea de pectind la AgNPs obtinute din ciulin,
dimensiunile au crescut si, de asemenea, indicele de polidispersitate (Pdl) a crescut de la 0,298 la
0,401.

Micrografiile SEM ale nanoparticulelor ,,verzi” dezvoltate sunt prezentate Tn Figura 9.3.
Imaginile corespund AgNPs obtinute din ciulini, care nu sunt acoperite (figura 9.3a) si, respectiv,
acoperite cu pectina (Figura 9.3b).

Figura 9.3. Imagini SEM ale AgNPs: a) obtinute din ciulin (TST-AgNPs) si b) obtinute din ciulin si AgNPs,
acoperite cu pectind (TST-AgNPs-LP). Pe imaginile SEM de 2x2 pum? este inserata
imaginea mostrei marite [133].

Se poate observa ca TST-AgNPs au prezentat particule mici cu diametre ~ 60 nm, care sunt
organizate n grupuri de forma neregulata cu dimensiuni cuprinse intre 200 si 400 nm. Cu toate
acestea, cand s-a adaugat pectina, particulele devin mai mari, cu diametre cuprinse intre 200 si 400
nm si o forma mai rotunda.

Imaginile SEM sunt in acord cu rezultatele DLS si spectrele de absorbtie in UV-Vis.
Diferenta dintre dimensiunile particulelor obtinute prin masurdtori DLS si SEM, ar putea fi
explicata prin faptul ca DLS oferd un diametru hidrodinamic mediu, dat de diametrul particulei +
grosimea stratului dublu, care este ceva mai mare decat diametrul fizic al particulelor [219].

9.5. Evaluarea actiunii biologice a materialelor obtinute din Cirsium arvense

Profilul antioxidant al materialelor dezvoltate pe baza de C. arvense este ilustrat in Figura
9.4.
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Figura 9.4. Activitatea antioxidanta a materialelor pe baza de Cirsium arvense si a biocomponentelor
acestora (Datele sunt prezentate ca valori medii £ SD) [133].

TST-AgNPs au prezentat proprietati antioxidante puternice (AA = 93,85 %) in comparatie
cu extractul vegetal, TST (AA = 90,10 %), acest comportament generat de fito nanoparticulele de
argint fiind demonstrat de studii anterioare [164, 169, 176]. Adaugarea de pectina a dus la formarea
de biohibrizi (TST-AgNPs-LP) cu activitate antioxidanta superioara (AA = 97,75%).

Rezultatele obtinute la testul de susceptibilitate antimicrobiana a materialului Cirsium
arvense-nanoargint (TST-AgNPs-LP) pe microorganism au aratat MBC de 100 ug/mL impotriva
bacteriei Escherichia coli. Rezultatele sunt prezentate Th Tabelul 9.3.

Tabel 9.3. Sensibilitatea antimicrobiana a microorganismului E. coli,
la biohibridul pe baza de pectina [133].

Concentratie . -
probi (TST- Escherichia coli

AgNPs-LP

pg/mL), MBC- | 400 | 200 | 100 | 50 | 25 | 125 | 6.25 | 3.125 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.195

uri
TST-AgNPs-LP | S S S R | R R R R R R R R
Cheie: R - rezistent; S - Susceptibil / Sensibilitate

Activitatea anti-bacteriana a esantioanelor obtinute din C. arvense a fost evaluata printr-0
metoda cu placi Petri utilizata curent, prezentata in Capitolul 4.

Aceste rezultate ofera o indicatie asupra comportamentului compozitului obtinut bio-
argint-nanohibrid (TST-AgNPs-LP) ce a manifestat un efect antibacterian suficient de bun.

De remarcat este faprul ca, In esantioanele farda AgNPs, s-a observat o crestere mai
accentuatd a microrganismului Escherichia coli (> 550 CFU / mL fata de <90 CFU/mL pentru
proba tratatd).

argint, valoarea Z, la o concentratie de 100 pg/mL de nanoparticule de argint. Acestea au fost
calculate cu ecuatia specifica prezentata in Capitolul 4.

Tabelul 9.4. Unitatile formatoare de colonii ale E. coli, raportul bactericid si constanta de sensibilitate (Z)
pentru esantioanele obtinute din Cirsium arvense[133].

. Raportul
Cod probe CFU, E. coli bacterpicid (%) Z (mL/pg)
TST 656+3.2 NBR NBR
TST-AgNPs 97+2.1 85 0.01911
TST-AgNPs-LP 85+3.5 87 0.0204

* NBR - Fara raport bactericid
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Capacitatea antioxidantd puternica si actiunea anti-bacteriand a biohibrizilor TST-AgNPs-
LP ar putea fi atribuite compozitiei acestora, care include: moleculele existente in extractul din
frunzele de ciulin, Cirsium - nanoargint si moleculele existente in pectina de lamaie. Mai mult
decat atat, pectina este un polizaharid cu proprietati antioxidante si anti-bacteriene [190, 191, 220],
care faciliteazd adeziunea la membrana bacteriand, determindnd modificari structurale si
imbunatatind astfel, efectul agentilor anti-bacterieni datoritd actiunii de promovare a eliberarii
acestora [163, 221-222].

9.6. Concluzii partiale

1. Extractul vegetal din frunze de Cirsium arvense a fost utilizat pentru dezvoltarea ,,verde”
a nanomaterialelor pe baza de AgNPs acoperite sau nu cu pectind de lamaie, cu proprietati
amplificate.

2. Asa cum au fost prezentate Tn investigatiile SEM, nanoparticulele de argint obtinute sunt
relativ mici, cu diametre sub 100 nm, in timp ce, dupa adaugarea pectinei, se produce o marire a
dimensiunii nanoparticulelor, acestea avand diametre de peste 100 nm.

3. Rezultatele au aratat ca nanomaterialele bio-active, fito-generate din frunze de Cirsium
arvense, contin ingrediente active impotriva bacteriei E. coli. Rezultatele obtinute la testul de
sensibilitate anti-bacteriana ale biocompusului Cirsium — nanoargint, prezintd activitate anti-
bacteriana impotriva Escherichia coli, la o concentratie de 100 pg / mL.

4. S-a constatat ca nanomaterialele bio-active fito-generate din frunze de ciulin (Cirsium
arvense) au un potential amplificat de eliminare a radicalilor liberi de viata scurta, avand valori
ridicate ale activitatii antioxidante (90-98%).

5. Rezultatele noastre sunt promititoare, biomaterialele obtinute ar putea fi utilizate in
aplicatii biomedicale, ca agenti anti-bacterieni sau antioxidanti. Pe de alta parte, spectrele de
absorbtie Tn UV-Vis au aratat ca materialele dezvoltate din Cirsium arvense absorb radiatia din
domeniul vizibil, deci pot fi buni candidati pentru aplicatii biofotonice.

Il. CONCLUZII
C.1 CONCLUZII GENERALE

Obiectivele lucririi au fost concretizate prin obtinerea de rezultate originale ca urmare a
cercetarilor realizate si prezentate sintetic in continuare.

v' Studierea a 15 de plante, din flora autohtond si internationald, din punct de vedere al
caracteristicilor generale, al prezentei unor constituienti fitochimici si al efectelor acestora,
mentionate in literatura de specialitate. Dintre plantele studiate un numar de 6 (Salvia sclarea,
Arctium lappa, Artemisia abrotanum, Asparagus officinalis, Cirsium arvense, Harpagophytum
procumbens) au fost selectate pentru fito-generarea nanoparticulelor de argint si obtinerea de
bio-nanocompozite si bio-nanohibrizi pe baza acestor AgNPs.

v’ S-a analizat capacitatea tuturor plantelor luate in studiu, de a sintetiza nanoparticule de argint,
constatandu-se un raport volumetric optim, extract vegetal: AgNOs g, 1 mmy) = 1:100 (mL/mL).

v’ Au fost realizate urmatoarele nano-sisteme: 12 suspensii de fito-generate prin intermediul celor
6 plante utilizate; 3 tipuri de bio-nanohibrizi (BH1, BH2, BH3) alcatuiti din membrane lipidice
biomimetice (MLV), marcate cu clorofila a (Chla) si nanoparticule de argint fito-sintetizate prin
intermediul extractului vegetal de Artemisia abrotanum; 4 tipuri de bio-nanohibrizi (nSL1,
nSL2, nSLC1, nSLC2) formati din lipozomi, vitamina C si nanoparticule de argint fitogenic din
extract apos de Arctium lappa si bio-nanohibrizi pe baza de pectind de lamaie si nanoparticule de
argint fitogenerate din extract apos de Cirsium arvense (TST-AgNPs-LP).
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v

v

Realizarea, analizarea unui numar total de 37 esantioane, care in functie de tipul acestora, au
fost caracterizate prin: tehnici spectrale utilizdnd spectroscopia de absorbtie in UV-Vis,
fluorescenta, prin masuratori ale dispersiei dinamice a lumini (DLS), urmate de monitorizarea
dimensiunii si a morfologiei nanomaterialelor prin analize SEM si evaluarea stabilitatii fizice a
fito-nanoparticulelor de argint, a bio-nanocompozitelor si a bio-nanohibrizilor obtinuti,
evaluarea activitatii antioxidante prin metoda chemiluminescentei si prin metoda ABTS,
evaluarea activitdtii antimicrobiene/antibacteriene (calitativd si  cantitativd) fatd de
micoorganismul Escherichia coli a produselor realizate.

Fito-nanosistemele obtinute au prezentat bandd de rezonantd plasmonica de suprafatd (SPR)
specifica sintezei nanoparticulelor de argint, localizata la 438 nm pentru nanoparticulele de
argint fitosintetizate prin intermediul extractului de Arctium lappa (AgNPs-Br) si banda SPR
pentru AgNPs fito-generate prin intermediul extractului de Artemisia abrotanum (AgNPs-LD)
situata la 467 nm; celelalte preparate realizate au prezentat banda SPR 1a 448 nm pentru AgNPs-
TST, 449 nm pentru AgNPs-He, 452 nm pentru AgNPs — ISI si 454 nm pentru AgNPs-Asp.
Bio-nanohibrizii obtinuti au prezentat banda SPR specifica, in functie de biocompusii prezenti
in structura lor.

Bio-nanohibrizii obtinuti prin intermediul extractului de Artemisia abrotanum, alcatuiti din
membrane biomimetice lipozomale (MLV) marcate cu clorofila a (Chla) si AgNPs (BHI1, BH2,
BH3) au prezentat amprenta spectrala caracteristica bioporfirinei Chla la 668 nm, 667 nm,
respectiv 663 nm.

Dintre toate cele 6 plante studiate pentru fitogenerarca AgNPs, de remarcat este faptul ca, prin
intermediul extractului de Lemnul Domnului au fost fito-sintetizate AgNPs cu cel mai mic
diametru mediu (Zav = 51 nm), iar prin intermediul extractului vegetal de Palamida au fost fito-
sintetizate AgNPs cu cel mai mare diametru mediu (Za = 151,7).

Pentru fitosintezele nanoparticulelor de argint aplicarea procedeului de ultrasonare determina
micsorarea diametrului mediu al acestora.

AgNPs obtinute prin intermediul extractelor de planta Salvia sclarea, Arctium lappa, Artemisia
abrotanum, Asparagus officinalis au prezentat o buna stabilitate fizica, cu valori intre: & (AgNP-
Asp) =-22,00 + 0,50 mV si & (AgNP-ISI) = -24,00 £ 1,20 mV si 0 stabilitate fizica moderata & = -
17,20 £1,42 mV, pentru AgNPs fitosintetizate prin intermediul extractului de A. lappa.

Toate AgNPs fitosintetizate prin intermediul extractelor vegetale, care au fost selectate pentru
aceste cercetdri au prezentat o activitate antioxidantd mai ridicata fatd de cea a extractului
vegetal singur.

Studiile realizate si prezentate in aceastd lucrare au evidentiat aspecte distincte, specifice
fiecdrei plante si a produselor obtinute:

- Rezultatele obtinute in caracterizarca AgNPs fitogenerate din extract de Artemisia
abrotanum si a bio-nanocompozitelor (AgNPs fitogenerate din frunze de Cirsium arvense
si pectind din lamaie), ne fac sd credem ca acestea ar putea fi utilizate cu succes in
formulari fitoterapeutice destinate reducerii tulburarilor date de prezenta radicalilor liberi, a
stresului oxidativ cotidian si/sau organic, al xenobioticelor si cosmetice cu tropism dermic.

- Datorita proprietatilor constatate, bio-nanohibrizii obtinuti din AgNPs fitogenerate din
extract de A. abrotanum si membrane biomimetice lipozomale (MLV), credem ca ar putea
fi inglobati noi formuldri de tip transportor cu proprietdti protectoare, antioxidante.

- Activitate antibacteriana fatd E.coli a AgNPs fitosintetizate din Asparagus officinalis si a
bio-nanohibrizii formati din AgNPs-TST si pectina din lamaie, recarcata in aceste studii, ne
face sd credem ca acestea ar putea fi utile in retete de produse destinate prevenirii
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infectiilor microbiene specific, in ameliorarea unor afectiuni uro-genitale, in produse de
ingrijirea pielii.

- AgNPs-Br au prezentat o buna activitate antioxidanta, peste 80%, fata de radicalii liberi de
viatd scurtd si peste 45% fata de radicalii liberi de viatd lunga, ceea ce ne sugereazi ca
nanoparticulele obtinute ar determina importante efecte antioxidante n tulburari generate
de stresul oxidativ cum sunt cele din afectiunile neoplazice, inflamatorii, bacteriene,
afectiuni dermatologice, geriatrice.

- Nanoformularile AgNPs-Brusture—lipozomi—vitamina C, datorita proprietatilor constatate,
credem ca ar putea fi utilizate in formulari ce vizeaza: reducerea proceselor inflamatorii,
protectia si buna functionare a celulei hepatice, reducerea tulburarilor date de stresul
oxidativ; ar putea fi utile in realizarea de noi formulari nanostructurare, cu elemente hidro
si liopofile (vitamina A, E, D s.a.). destinate reconstructiei dermului, a epidermei.
Aspectele de noutate in domeniul cercetarii ce se desprind din aceasta lucrare sunt date de

nanoformulérile noi realizate din AgNPs fitogenerate, lipozomi, vitamina C si pectind, precum si de
avantajele date de proprietétile bio-nanohibrizilor obtinuti.

C.2 CONTRIBUTII ORIGINALE

Contributiile originale aduse prin studiile de cercetare, prezentate in teza de doctorat cu

titlul: ,,Dezvoltarea de noi biohibrizi pe baza de nanoparticule de argint si extracte din plante
utilizdnd chimia verde” pot fi sintetizate astfel:

>

Extinderea paletei plantelor ce pot fi utilizate in fitosinteza nanoparticulelor de argint si
evidentierea calitatilor fiecdrei plante utilizate in acest sens, mentiondndu-se faptul ca in
literatura de specialitate nu au fost Tntalnite studii de utilizare a celor 6 plante selectate pentru
fito-nanosinteza particulelor de argint si incorporarea ulterioara a acestora in bio-nanohibrizi
formati din membrane biomimetice, vitamina C, pectina.

Evidentierea faptului cé fiecare plantd luatd in studiu, prezintd capacitati diferite de sinteza a
AgNPs de diferite dimensiuni si grade de stabilitate.

Valorificarea materialelor vegetale si a extractelor vegetale in domeniul nanotehnologiei
pentru obtinerea de noi bio-nanohibrizi, constituiti din AgNPs fitogenerate, membrane
biomimetice, vitamina C si pectina, cu proprietdti antioxidante si antibacteriene dovedite,
reprezinta o noutate in domeniul bio-nanotehnologiei.

Obtinerea de fito-nanocompozite si bio-nanohibrizi cu proprietati antioxidante mult
imbunétatite fatd de constituientii nanoformuldrilor luati separat.

Utilizarea extractelor vegetale in sinteza nanoparticulelor de argint a dus la obtinerea de
produse noi cu proprietati antibacteriene crescute fatd de microorganismul Escherichia coli.

Se constatd dezvoltarea proprietitilor antimicrobiene la nanoformuldrile obtinute prin
intermediul fito-extractelor, proprietati care nu se regésesc a fi prezente la extractul vegetal.

C.3 PERSPECTIVE DE DEZVOLTARE ULTERIOARA

Perspectivele dezvoltarii ulterioare pot fi rezumate astfel:
Aprofundarea cercetarilor realizate prin continuarea de determinari specifice, utilizarea
spectroscopie Tn UV-Vis, FT-IR, a microscopiei (TEM, SEM, AFM), determinari ale unor
activitatii biologice (anti-inflamatoare, anticancerigene, antitumorale, etc.) in scopul
evidentierii si altor proprietati specifice bio-nanohibrizilor dezvoltati sau similari.
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> Realizarea de noi formulari bio-nanohibride pe baza de sisteme bio-active ce ar putea fi
formate din AgNPs, AuNPs fito-nanosintetizate, compusi polizaharidici de tipul pectinei,
vitamine (A, C, D, E), structuri proteice, acizi nucleici, urmarindu-se dezvoltarea si
evidentierea de proprietati terapeutice, bio-medicale noi (antioxidante, anti-inflamatoare,
antitumorale, anticancerigene, cicatrizante, anti-imbatranire, etc.) sau imbunatatirea celor deja
cunoscute.

»  Evidentierea bio-nanohibrizilor lipidici obtinuti, ca transportori pentru diferite substante cu rol
terapeutic sau ca membrane ori filme subtiri pentru aplicatii in dispozitive optoelectronice sau
biofotonice.

» Dezvoltarea de noi produse (cosmetice, fito-medicale, suplimente alimentare) in compozitia
carora sa se regaseasca unele dintre bio-nanostructurile realizate prin aceste cercetari, produse
ce 1si propun si contribuie la: Tmbunatatirea pe cai naturale a functiondrii sistemului imunitar,
prevenirea aparitiei diferitelor disfunctii ale organismului, mentinerea integritatii dermului si
al epidermei, reducerea tulburarilor date de coli bacilli si, Tn special de Eschericia coli, si al
celor date si de alti agenti patogeni, tonifierea functiilor organismului si imbunatatirea starii
generale a acestuia.

ANEXE
A. LISTA LUCRARILOR PUBLICATE iN DOMENIUL TEZEI DE
DOCTORAT

1. M. E. Barbinta-Patrascu, N. Badea, C. Ungureanu, D. Besliu, S. Antohe, Bioactive phyto-
nanosilver particles “green” synthesized from Clary Sage, Burdock, Southernwood and
Asparagus, Rom. Rep. Phys. 72(3), 606, 2020; W0S:000562620700017; IF = 2.147/ 2019

2. D. Besliu, M. E. Barbinta-Patrascu, N. Badea, I. Rau, A. Meghea, Lipo-nanosilver composites
biogenerated using Artemisia abrotanum L. aqueous extract, Mol. Cryst. Lig. Cryst. 694(1),40-
48, 2020; DOI: 10.1080/15421406.2020.1723895; WOS:000531061100004; IF = 0.512/ 2019

3. M. E. Barbinta-Patrascu, D. Besliu, A. Meghea, Antioxidant silver-based biogenic systems
generated from Arctium lappa leaves, Revista de Chimie, Volume: 71, Year: 2020, Issue:
4, https://doi.org/10.37358/RC.20.4.8049

4. M. E. Barbinta-Patrascu, C. Ungureanu, D. Besliu, A. Lazea-Stoyanova, L. losif, Bio-active
nanomaterials phyto-generated from weed herb Cirsium arvense, Optoelectronics and
Advanced Materials-Rapid Communications 14(7-10), 2020;1F = 0.445/2019

5. D. V. Besliu, Aurelia Meghea, Optimization of the silver nanoparticle synthesis method using
Harpagophytum procumbens root extract, U.P.B. Sci. Bull., 2021 (acceptat)

FACTOR DE IMPACT CUMULAT: 2,147 + 0,512 + 0,445 = 3,104

B.LISTA COMUNICARILOR IN PERIOADA DE STAGIULUI DE
DOCTORAT

1. D. Besliu, M. E. Barbinta-Patrascu, N. Badea, I. Rau, A. Meghea, ,,Lipo-nanosilver composites
biogenerated using Artemisia abrotanum L. aqueous extract ”, 15th International Conference on
Frontiers of Polymers and Advanced Materials (ICFPAM 2019), Penang, Malaysia, 17th — 21st
June 2019.

Rezumatul tezei cuprinde capitolele 5-9 de contributii originale. Numerotatea
capitolelor, subcapitolelor si a tabelelor corespunde cu cea din tezd. Sunt prezntate
referintele bibliografice semnifiative.
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