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Introducere

Ultimele decenii au fost martorii unui interes ridicat din partea comunitatii stiintifice
privind obtinerea si caracterizarea nanoparticulelor metalice prin metodele chimiei verzi,
avand drept scop final eliminarea sau reducerea utilizarii si generarii de substante periculoase
pentru sandtatea umana si pentru mediu [1].

In cadrul programului de studii doctorale au fost efectuate cercetiri cu privire la
utilizarea eficientd a resurselor vegetale autohtone pentru fitosinteza de nanoparticule de
argint, in contextul aplicatiilor biomedicale. Scopul principal al acestei teze a fost
dezvoltarea unei metodologii care sa permita utilizarea resurselor vegetale autohtone in
domeniul nanotehnologiei, cu aplicabilitate practici in domeniul biomedicinii. In cadrul
acestui studiu, a fost demonstrata capacitatea extractelor de L. cardiaca si E. purpurea de a

fitosinteza nanoparticule de argint cu activitati biologice relevante.

Stadiul actual al cunoasterii

1. Nanotehnologia

In anul 1974 Norio Taniguchi, de la Tokyo Science University, a definit termenul de
,hanotehnologie” ca fiind prelucrarea, separarea, consolidarea si deformarea materialelor de
catre un atom sau o moleculd. Utilizarea nanotehnologiei in tratamentul, diagnosticarea si
controlul bolilor poarta denumirea de ,,nanomedicind” [2].

Din categoria clasei de metode de sinteza a nanoparticulelor asociate ,,chimiei verzi”,
fitosinteza reprezintd una dintre cele mai promitdtoare alternative. Aceastd metoda
presupune utilizarea extractelor de plante si biocomponentelor acestora (in special compusi
fenolici) ca agenti reducatori in reactiile de formare a nanoparticulelor, precum si ca agenti

de stabilizare a nanoparticulelor formate.

2. Extracte naturale

De-a lungul timpului, plantele au fost valorificate intr-o varietate de domenii, datorita

prezentei substantelor biologic active in compozitia lor. De-a lungul evolutiei umanitatii,



numerosi autori au investigat atat capacitatile antioxidante, cat si cele antimicrobiene ale
plantelor, avansand ideea utilizarii lor in diverse industrii, cum ar fi industria alimentara sau
farmaceutica [3].

Proprietatile fizico-chimice si opto-electronice ale nanoparticulelor metalice sunt
strans dependente de morfologia si dimensiunile particulelor, fiind determinate de acestea.
In ultimele decenii, au fost dezvoltate nanoparticule cu diferite compozitii, forme, marimi si
polidispersie. [4].

Metalele nobile, in mod special Au si Ag, au fost testate intens in procesele de

fitosinteza pentru a se obtine nanoparticule metalice cu forma si marime controlabila [5].

3. Echinacea purpurea L. si Leonurus cardiaca L. — proprietati si utilizari

In ciuda faptului ci izolarea cat si structura compusilor principali ai Echinacea
purpurea L. au fost intens studiate, legat de mecanismul de actiune nu existd un consens
general n randul cercetatorilor. Principalii constituenti ai plantei sunt considerati derivagii
de acid cafeic, alcamidele si polizaharidele. Studiile au sugerat ca alcamidele au rol principal
in proprietatile imunomodulatoare ale extractelor de E. purpurea, iar acidul cafeic poate fi
utilizat atat pentru identificarea cat si pentru controlul calitatii extractelor [6].

Compozitia Leonurus cardiaca L. este formatd din diterpene furanice, alcaloizi,
sterol, iridoizi, flavonoide, minerale si altele [7]. Rusch si colab. au identificat in extractul
de Leonurus cardiaca L. prezenta unui glucozid iridoid major clorurat [8]. Kuchta si colab.
au cuantificat utilizand RP-HPLC prezenta acidului ferulic, acidului clorogenic, acidului
cafeic, rutozidei, lavandulifoliosidei, verbacozidei si izoquercitrinei in extractul de Leonurus

cardiaca L., precum si stachidrina in diferite parti ale plantei [9, 10].

4. Fitosinteza nanomaterialelor — principii si aplicatii

Nanotehnologia reprezinta stiinta care se ocupa cu obtinerea de particule, dispozitive
si sisteme la scard nano. Aceste materiale si dispozitive pot fi proiectate pentru a interactiona
cu celulele si tesuturile la nivel molecular cu un grad ridicat de specificitate functionala,

permitand astfel integrarea dintre dispozitiv si sistemul biologic [11]. Domeniul emergent al



nanotehnologiei nu este o singura disciplind stiintificd, implicand oameni de stiintd din mai
multe domenii diferite, inclusiv fizicieni, chimisti, ingineri si biologi. in prezent,
nanotehnologia castigd importantd in biologie datoritd dimensiunilor sale mici si a efectelor
vizate. Nanoparticulele pot fi realizate dintr-o gama larga de materiale, cum ar fi metalele
(aur, argint), oxizi de metal, dioxid de siliciu, materiale anorganice, materiale polimerice si
lipide. [12].

Contributii personale

5. Materiale si metode

Uscarea materialului vegetal, flori pentru Echinacea (Echinacea purpurea L.) si
respectiv partea aeriana pentru Talpa gastei (Leonurus cardiaca L.) s-a realizat ferit de
actiunea directd a soarelui, uscarea fiind consideratd finalizatd la atingerea unei mase
constante. O data uscat, materialul vegetal a fost maruntit si pastrat la intuneric si in mediu
cu umiditate controlata, in vederea folosirii ulterioare.

Pentru obtinerea extractelor naturale au fost selectate doud metode de extractie, care,
in conformitate cu datele de literatura, asigurd atat extractia principiilor active, cat si

Extractia clasica — produsul vegetal, care anterior a fost maruntit, a fost supus
extractiei clasice la temperaturd, utilizdnd ca solvent un amestec hidroalcoolic, in raport
etanol:apa = 1:1; pentru extractie a fost utilizata etuva Memmert UN 110, timp de extractie
3 ore la o temperaturd de 70°C. Extractul obtinut a fost in final filtrat utilizand hartie de filtru.

Extractia asistata de microunde — produsul vegetal maruntit impreuna cu solventul
hidroalcoolic, etanol:apa = 1:1, au fost incélzite impreuna utilizdnd energia microundelor,
folosind un echipament Ethos Easy Advanced Microwave Digestion System, probele fiind
in final filtrate.

Dupa obtinerea si filtrarea extractelor, acestea au fost reduse. Dupa indepartarea a
peste 90% din solvent, extractul a fost uscat prin liofilizare In vederea conservarii
proprietatilor extractului, pe de o parte, si pentru prelungirea duratei de pastrare a acestuia,
pe de alta parte. Extractele astfel uscate au fost péstrate la congelator in vederea utilizarii
ulterioare.

Pentru obtinerea dispersiilor de nanoparticule de argint fitosintetizate, au fost

utilizate extractele uscate realizate anterior, redizolvate in apa purificatd la diverse
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concentratii (5, 2,5, 2, 1,25, respectiv 1 mg/mL) si mixate cu solutia de azotat de argint, in
raport extract/sare metalica 1:1.

Tabel 5.2. Codificarea probelor de nanoparticule de argint fitosintetizate

Extract Concentratie Codificare
(cf. tabel 7.1) extract (mg/mL)
Ee 5.00 EES
2.50 EE2.5
2.00 EE2
1.25 EEL.25
1.00 EEI
Emw 5.00 EM5
2.50 EM2.5
2.00 EM2
1.25 EMI1.25
1.00 EMI
Le 5.00 LES
2.50 LE2.5
2.00 LE2
1.25 LEI.25
1.00 LE]
Linw 5.00 LM5
2.50 LM2.5
2.00 LM2
1.25 LMI1.25
1.00 LMI

Gelul care a servit ca vehicul pentru incorporarea extractelor continand
nanoparticule, precum si gelul-martor au fost preparate din Carbopol 940 (Sigma-Aldricht).

6. Caracterizarea extractelor si a nanoparticulelor de argint
fitosintetizate

Continutul total de compusi fenolici si flavonoide in extractele obtinute sunt redate
in tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Continutul total de compusi fenolici si flavonoide in extractele analizate.
Valorile reprezintd media a cinci determinari = SE; valorile din aceeasi coloana fara o
litera superscripta comuna difera din punct de vedere statistic (P<0,05), asa cum au
fost analizate prin metoda ANOVA unidirectionala si testul TUKEY.

crt.  |xtract Continut total de compusi Continut total
) fenolici (ung GAE/g) flavonoide (mg RE/g)
1 Ee 790,23+12,51% 71,54+0.53*

10



2 Enmw 672,25+14,83° 72,82+0.442
3 Le 537,75+15,44¢ 40,80+0.29°
4 Linw 422.13+14,15¢ 40,91+0.17°

Conform rezultatelor prezentate, metoda clasica de extractie (utilizand extractia la

temperaturd) reprezintd o metodd mai eficientd pentru extractia compusilor fenolici, fatd de

extractia cu microunde. De asemenea, Echinacea prezinta, in ambele metode de extractie, un

continut mai ridicat de compusi fenolici, In comparatie cu Talpa-gastei.

In ceea ce priveste determinarea continutului total de flavonoide, se poate observa

absenta unor diferente statistic semnificative intre cele doud metode de extractie, extractele

de Echinacea fiind mai bogate in flavonoide, comparativ cu cele de Talpa gastei; de

asemenea, continutul de flavonoide este mai ridicat in extractele de Echinacea, comparativ

cu datele de literatura iar in extractele de Talpa gastei continutul total de flavonoide este

comparabil cu datele obtinute pentru extracte purificate [14].
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Acest studiu investigheaza procesul de sinteza a nanoparticulelor de argint utilizand
extracte din doud plante diferite, Echinacea si Talpa gastei. Sinteza are loc prin diverse
metode de extractie si implica variate concentratii de extracte din plante. Rezultatele obtinute
aratd cd parametrii critici, precum concentratia de extract si metoda de extractie, au un impact
semnificativ asupra formarii si stabilitatii nanoparticulelor rezultate.

In linii generale, majoritatea nanoparticulelor produse au manifestat o buna
stabilitate, fard a prezenta tendinte semnificative de agregare sau modificari majore ale
proprietatilor lor la supravegherea in timp. Cu toate acestea, s-au observat cateva exceptii In
ceea ce priveste comportamentul nanoparticulelor, in special in cazul unor concentratii foarte
scazute de extracte sau in anumite conditii experimentale.

Concluzia principald a studiului este cd procesul de fitosinteza a nanoparticulelor de
argint poate fi controlat si optimizat prin ajustarea concentratiei de extract din plante si a
metodei de extractie n functie de tipul de planta utilizat si de scopul sintezei.

Avand 1n vedere toate rezultatele obtinute, pentru evaluarea morfologiilor
nanoparticulelor au fost selectate cate doud probe pentru fiecare set de nanoparticule

fitosintetizate (cea de concentratie maxima, respectiv o concentratie medie — 2 mg/mL).
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Figura 6.18 Rezultatele TEM obtinute pentru proba EES: a) imagine TEM reprezentativa pentru
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Figura 6.19. Rezultatele TEM obtinute pentru proba EE2
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Figura 6.20. Rezultatele TEM obtinute pentru proba EM5: a) imagine TEM reprezentativa pentru

tori, C)

asura

-

morfologia nanoparticulelor, b) distributia dimensiunilor AgNP, determinata din 150 de m

spectrul EDX al probei analizate
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Figura 6.21. Rezultatele TEM obtinute pentru proba EM2: a) imagine TEM reprezentativa pentru

asuratori, c)

morfologia nanoparticulelor, b) distributia dimensiunilor AgNP, determinata din 150 de m

spectrul EDX al probei analizate

12.3nm

77222587,

20 25 30

Diametru (nm)

15

30

]
(10) oinoped

Figura 6.22. Rezultatele TEM obtinute pentru proba LES: a) imagine TEM reprezentativa pentru
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Figura 6.23. Rezultatele TEM obtinute pentru proba LE2: a) imagine TEM reprezentativa pentru
morfologia nanoparticulelor, b) distributia dimensiunilor AgNP, determinata din 150 de masuratori, c)
spectrul EDX al probei analizate
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Figura 6.24. Rezultatele TEM obtinute pentru proba LMS5: a) imagine TEM reprezentativa pentru

morfologia nanoparticulelor, b) distributia dimensiunilor AgNP, determinata din 150 de masuratori, c)
spectrul EDX al probei analizate
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Figura 6.25. Rezultatele TEM obtinute pentru proba LM2: a) imagine TEM reprezentativa pentru

morfologia nanoparticulelor, b) distributia dimensiunilor AgNP, determinata din 150 de masuratori, c)
spectrul EDX al probei analizate
Analizele TEM confirma sinteza de nanoparticule cu morfologii sferice sau semi-

sferice, cu dimensiuni sub 15 nm in general, cu tendinta de a forma nanoparticule cu
dimensiuni mai mici la utilizarea unor solutii de extract cu concentratie mai mica. Spectrele
EDX confirma in toate cazurile sinteza nanoparticulelor de argint, elementele suplimentare
prezente in spectru fiind datorate fie grilelor de analiza TEM, fie elementelor prezente in

fitocomponenti.

7. Evaluarea proprietatior biologice ale nanoparticulelor fitosintetizate

16



Grafic, rezultatele evaludrii activittii antioxidante ale nanoparticulelor
fitosintetizate, comparativ cu rezultatele obtinute pentru extractele corespunzitoare sunt

prezentate 1n figura 7.1.
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Figura 7.1. Rezultatele activitatii antioxidante pentru probele de nanoparticule
fitosintetizate utilizand extracte de Echinacea (a), respectiv Talpa Gastei (b), comparativ
cu extractele naturale corespunzatoare. Rezultatele reprezinta media a cinci determinari +

SD; valorile fara o litera superscripta comuna difera din punct de vedere statistic
(P<0,05), asa cum au fost analizate prin metoda ANOVA unidirectionala si testul
TUKEY.
In studiul analizat, se investigheazi activitatea antioxidanti a extractelor vegetale

obtinute din plante precum Echinacea si Talpa géstei, prin utilizarea diferitelor metode de
extractie. Rezultatele principale includ cresterea activitatii antioxidante odatd cu
concentrarea extractelor si variatii semnificative In activitatea antioxidanta dupa fitosinteza
[15, 16]. Interesant este faptul cd nu se poate stabili o corelatie clard intre activitatea
antioxidanta si continutul de compusi fenolici sau flavonoide. De asemenea, se sugereaza ca
extractia asistatd de microunde poate fi mai eficientd in obtinerea de extracte bogate in

compusi.
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Figura 7.3 Activitatea antimicrobiana a nanoparticulelor de argint fitosintetizate utilizand
extracte de Echinacea, testate impotriva: a) Candida albicans ATCC 64548 si b)
Escherichia coli ATCC 64548; C+ - control pozitiv; C— - control negativ (apd); Emw
(2,5)—extract asistat de microunde la 2,5 mg/mL; Ee (2,5)—extract clasic la temperatura la
2,5 mg/mL. Valorile reprezintd media + SE, n = 3 per grup de tratament; valorile fara o litera
superscriptd comuna difera statistic (p < 0,05), asa cum sunt analizate prin ANOVA

unidirectionala si testul TUKEY
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Figura 7.4 Activitatea antimicrobiana a nanoparticulelor de argint fitosintetizate utilizand
extracte de Talpa Gastei, testate impotriva: a) Enterococcus faecalis ATCC 29212 si b)
Escherichia coli ATCC 64548; C+ - control pozitiv; C— - control negativ (apd); Emw (2,5)—
extract asistat de microunde la 2,5 mg/mL; Ee (2,5)—extract clasic la temperatura la 2,5
mg/mL. Valorile reprezinta media + SE, n = 3 per grup de tratament; valorile fara o litera
superscriptd comunad difera statistic (p < 0,05), asa cum sunt analizate prin ANOVA
unidirectionala si testul TUKEY

In acest studiu, s-au investigat proprietitile antimicrobiene ale nanoparticulelor
fitosintetizate utilizdnd extracte de E. purpurea si L. cardiaca. Pentru nanoparticulele cu
extracte de Echinacea, s-a constatat ca activitatea antimicrobiand creste odata cu concentratia
extractului, atinge un platou si apoi creste din nou, indicand importanta dimensiunilor
nanoparticulelor.

Nanoparticulele obtinute cu extracte de Talpa Gastei au prezentat o activitate
antimicrobiand buna Impotriva bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive, cu cele mai bune
rezultate pentru anumite concentratii ale extractelor. Acest studiu sugereaza esentialitatea
controlului dimensiunilor nanoparticulelor si cd aceste nanoparticule pot fi utile pentru

dezvoltarea de agenti antimicrobieni eficienti.
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8. Obtinerea si caracterizarea unor formulari continaind nanoparticule

fitosintetizate pentru aplicatii topice

Pentru dezvoltarea formularilor cu continut de nanoparticule de argint fitosintetizate

au fost selectate nanoparticulele obtinute prin intermediul extractelor de Talpa gastei.
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Figura 8.1 Reogramele cumulate tensiune de forfecare in functie de viteza de forfecare,

respectiv vascozitate in functie de viteza de forfecare pentru gelurile testate

Pentru sistemele nenewtoniene, vascozitatea scade (caracter pseudoplastic) sau

creste (caracter dilatant) la cresterea vitezei de forfecare, respectiv tensiunii de forfecare.

Din reogramele inregistrate in Figura 8,1 se poate observa ca, pentru toate formularile

proiectate, tensiunea de forfecare creste la cresterea vitezei de forfecare, in timp ce

vascozitatea scade cu viteza de forfecare, ceea ce indicd faptul cd sistemele prezintd un

caracter pseudoplastic (sistemul se subtiaza prin forfecare).

Un alt aspect important discutat este tixotropia, care descrie modificarea reversibila

a proprietatilor gelului in functie de timpul de forfecare si de perioadele de repaus [17].

In concluzie, gelurile cu nanoparticule de argint arati o reactivitate pseudoplastica si

tixotropie, ceea ce are implicatii semnificative in dezvoltarea si utilizarea lor.

Pentru a studia eventualul caracter tixotropic al sistemelor nenewtoniene, sunt

necesare alte analize, in special analize oscilatorii (Figura 8.2), caracteristice materialelor

viscoelastice, cu proprietati intermediare intre lichid si solid.
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Figura 8.2 Dependenta modulilor de elasticitate (Storage modulus/MPa) si

vascozitate (Loss modulus/MPa), respectiv a vascozitatii complexe (Complex viscosity/

Pa-s) in functie de viteza unghiulara (Angular frequency/rad/s) pentru gelurile testate

Evolutia modulului de stocare/de -elasticitate (G') ofera informatii despre

comportamentul solid (elastic) al probei, in timp ce modulul de pierdere/de vascozitate (G")

oferd informatii despre comportamentul lichid (vascos) [18].

Pentru probele la care modulul de stocare a fost mai mare decat modulul de pierdere

este sugeratd o contributie mai mare a componentei elastice fata de cea vascoasa (evidenta

la probele LE1.25; LM 2; LM2.5 si LMS).

Masuratorile reologice indicd un G’ aproape independent de frecventa, in timp ce G"

a crescut usor cu frecventa, asa cum este caracteristic pentru materialele de tip gel [19].
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In ceea ce priveste vascozitatea complexi (1), aceasta este dependenta de frecventi
si este determinatd pentru un sistem vascoelastic nenewtonian prin supunerea acestuia la
tensiune de forfecare oscilatorie. [20].

Constanta vascozitatii complexe (Figura 8.2) sugereazd interactiuni Intre

nanoparticulele utilizate si componenta polimerica din formularile de gel.

9. Concluzii si contributii personale
9.1. Concluzii

Nanotehnologia si dezvoltarea de nanomateriale reprezintd un subiect de mare
actualitate, anual fiind desfasurate si publicate un numar impresionant de studii n acest
domeniu. In mod particular, fitosinteza de nanomateriale este in plina evolutie in ultimii ani.
nanoparticulelor metalice utilizand doua plante cu aplicatii biomedicale dovedite (Echinacea
purpurea L. si Leonurus cardiaca L.).

In ceea ce priveste studiul experimental asupra fitosintezei de nanoparticule de argint
utilizand extracte de Echinacea, pot fi formulate urmétoarele concluzii:

Rezultatele experimentale obtinute evidentiaza potentiala aplicare a extractelor de
Echinacea in fitosinteza de nanoparticule metalice. Caracterizarea complexa a extractelor a
evidentiat concentratii semnificativ mai mari de compusi fenolici totali pentru extractele
obtinute prin metoda clasica de extractie la temperatura, In timp ce metoda de extractie
asistatd cu microunde a condus la extractia unor cantitdti semnificativ mai mari de
flavonoide.

Conform rezultatelor experimentale, a fost confirmata fitosinteza de nanoparticule
cu morfologii sferice sau cvasi-sferice, cu dimensiuni sub 30 nm In general si cu tendinta de
a forma nanoparticule cu dimensiuni mai mici atunci cand sunt folosite solutii de extract cu
concentratie mai scazuta.

Proprietatile antioxidante ale extractelor ar putea fi corelate cu nivelul compusilor
fenolici totali (CFT). Astfel, fiind inregistrate valori semnificativ mai mari ale CFT pentru

extractul obtinut prin metoda clasicd la temperaturd (Ee), activitatea antioxidanta
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determinatd prin testul DPPH a fost, de asemenea, semnificativ mai mare pentru EES
comparativ cu EMS5.

Ca remarca generala, proprietatile antimicrobiene ale nanoparticulelor fitosintetizate
(prezentate ca zona de inhibare, In mm) au pornit de la valori ridicate, corespunzatoare celei
mai mari concentratii de extract si au scazut incet, atingand un platou (EM2,5 si EE2 pentru
Candida albicans ATCC 64548, respectiv EM1.25 si EE1.25 pentru Escherichia coli ATCC
8738), dupd care s-a observat o crestere bruscd, asociatd cresterii influentei dimensiunii
particulelor asupra efectului antimicrobian.

Prin compararea rezultatelor analizelor fitochimice cu datele de literatura, au fost
obtinute valori mai scdzute ale compusilor fenolici totali.

Comparand cele doud metode de extractie se poate observa cad extractia clasica la
temperaturad duce la un continut mai mare de compusi fenolici totali, comparativ cu extractia
cu microunde, iar n ceea ce priveste continutul total de flavonoide, diferentele nu sunt
semnificative statistic.

Determinadrile HPLC au relevat prezenta unor acizi fenolici (acid clorogenic, acid
cafeic si acid cumaric), la valori similare datelor de literaturd. A fost identificatd, de
asemenea, prezenta unor antocianidine si flavonoide (rutin, hiperozida, catechina, naringin
si naringenin), unele dintre acestea nemaifiind prezentate anterior in studiile de literatura.

Rezultatele determindrilor analitice au demonstrat fitosinteza nanoparticulelor de
argint folosind extracte de Leonurus cardiaca L., cele mai mici dimensiuni ale
nanoparticulelor fiind obtinute cu ajutorul extractului obtinut prin metoda asistata de
microunde la o concentratie de 1 mg/mL.

Nanoparticulele de argint fitosintetizate au demonstrat un potential antioxidant
superior semnificativ statistic (conform testului DPPH) comparativ cu extractele utilizate
pentru sinteza; toate variantele experimentale testate au demonstrat proprietati
antimicrobiene semnificative (att impotriva liniilor Gram-negative, cat si a celor Gram-
pozitive, demonstrate prin studiul efectelor asupra Enterococcus faecalis and Escherichia
coli).

Avand 1n vedere rezultatele obtinute, nanoparticulele fitosintetizate utilizand extracte
de L. cardiaca au fost selectate pentru obtinerea unor formulari semisolide de tip hidrogel

pentru aplicatii topice (caracterizate din punct de vedere reologic).
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9.2. Contributii personale

Lucrarea de fatd are un nivel de originalitate ridicat, contributiile personale la

dezvoltarea cunoasterii in domeniu putand fi sumarizate astfel:

Sinteza originald de nanoparticule de argint cu extracte de L. cardiaca.
Dezvoltarea unei metodologii inovatoare pentru fitosinteza de nanoparticule
de argint cu extracte de E. purpurea.

Realizarea unui studiu analitic complex, care a inclus caracterizarea atat a
extractelor, cat si a nanoparticulelor obtinute.

Evaluarea potentialului antioxidant si a proprietatilor antimicrobiene ale
nanoparticulelor, cu implicatii in domeniul biomedicinei.

Investigarea influentei metodei de extractie si a concentratiei de extract

asupra morfologiei si proprietatilor nanoparticulelor.

Aceste contributii au fost recunoscute prin publicarea rezultatelor in reviste stiintifice

de prestigiu (Q1 si Q2), intr-un capitol de carte la nivel international si prin participarea la

conferinte stiintifice internationale.
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