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Introducere

folosire a cunostintelor si instrumentelor nanotehnologiei
pentru prevenirea, tratamentul, diagnosticarea si controlul
diferitelor boli. Utilizarea nanoparticulelor de argint cu
diametre cuprinse intre 1 si 100 nm prezinta un interes sporit
datorita proprietatilor lor unice bactericide, suprafatei totale
mari raportata la volumul total, care permite atasarea multor
tipuri de liganzi pentru functionalizarea suprafetei acestora.
Datorita proprietatilor sale antimicrobiene, argintul a fost
utilizat din antichitate pentru tratamentul si vindecarea
diferitelor afectiuni. Cu toate acestea, dezvoltarea
tehnologiilor si o mai bund intelegere a mecanismelor de
actiune ale argintului in prevenirea bolilor prin distrugerea
microorganismelor au deschis usa catre utilizarea sa n
nanomedicini. In aceastd tezi, la baza optiunii de a studia
sinteza biologica cu extracte vegetale a nanoparticulelor de
argint, cu un randament bun si o toxicitate redusa, a stat
posibilitatea  obtinerii  unor  efecte  antimicrobiene
semnificative, prin mecanisme de actiune specifice.

Lucrarea de doctorat cu titlul ,,Nanoparticule de argint
cu aplicatii in biomedicind” este structurata in patru capitole,
plus partea de introducere si partea de concluzii finale. Cele
trei obiective ale tezei sunt urmatoarele:

Studiul comparativ al sintezei de nanoparticule de
argint prin reducerea ionilor de argint cu reactivi chimici, n
paralel cu sinteza prin intermediul reducatorilor naturali;

Studiul influentei radiatiilor ultraviolete asupra
probelor de nanoparticule de argint (AgNP) sintetizate chimic
dar si a particulelor de argint prietenoase cu mediul, cu
propunerea unui protocol experimental in doud etape —
reducerea termica si fotoreducerea,

Studiul comparativ al eficientei diferitelor extracte
vegetale (lamdie, ceai verde, afine, mure) pentru reducerea
ionilor de argint, evidentierea proprietatilor microstructurale



si optice a probelor de AgNP, precum si determinarea
activitatii antimicrobiene prin doua tehnici specializate.

Introducerea cuprinde doua parti — sinteza, caracterizarea
si aplicatiile biomedicale ale nanoparticulelor de argint;
directiile actuale de cercetare. Partea axatd pe sinteza
nanoparticulelor de argint analizeazd succint metodele fizice,
chimice si biologice de obtinere a AgNP. Caracterizarea
nanoparticulelor de argint include determinarea dimensiunii si
formei, incarcarii electrice, conductivitatii electrice si
punctului de topire, proprietatilor optice si proprietatilor
biologice (activitatea antimicrobiand, activitatea antifungica,
activitatea antivirala, activitatea antitumorala).

Capitolul | prezinta materialele si metodele utilizate in
studiul sintezei, caracterizarii microstructurale si optice
precum si a determindrii activitatii antimicrobiene a
nanoparticulelor de argint, cuprinzand 11 subcapitole care se
referd la: Reactivii chimici si biologici utilizati, ustensilele si
dispozitivele de lucru folosite pentru procedurile de sinteza;
Metoda de sinteza prin reducere chimica cu citrat de sodiu;
Protocoalele de sintezd cu reducdtori biologici (reducerea cu
extract de ceai verde, reducerea cu extract de lamaie,
reducerea cu extract de afine si mure); Expunerea la radiatii
ultraviolete a probelor de AgNP in suspensie; Caracterizarea
activitatii  reducdtoare a extractelor de plante utilizate;
Metoda spectrofotometricd de monitorizare a proprietatilor
plasmonice ale nanoparticulelor de argint; Metoda optica de
vizualizare microscopicd Tn camp Tintunecat a emisiilor
plasmonice ale AgNP; Metoda microscopiei electronice de
scanare (SEM) pentru vizualizarea AgNP; Tehnica difractiei
radiatiilor X pentru studierea proprietatilor de cristalinitate ale
AgNP;  Determinarea diametrului  hidrodinamic i a
stabilitatii suspensiilor coloidale de AgNP; Determinarea
activitatii antimicrobiene (metoda difuzimetricd si tehnica
timpului de omorare).



Capitolul 11 este un studiul comparativ al sintezei
nanoparticulelor de argint prin reducere chimicé cu citrat de
sodiu si prin reducere biologica cu extract de ceai verde, si
cuprinde la randul sdu cinci subcapitole care contin:
Rezultatele aplicarii metodei Turkevich pentru sinteza chimica
si a protocolului pentru sinteza biologica cu extract de ceai
verde a AgNP; Rezultatele analizei spectrale; Rezultatele
analizei microstructurale; Rezultatele analizei elementale si
Concluzii. Rezultatele prezentate evidentiazd eficienta
metodei de sintezd biologica cu extract de ceai verde.
Utilizarea reducatorilor naturali, polifenoli, flavone si altele
conferdi o mai mare biocompatibilitate suspensiei de
nanoparticule de argint si asigura protectia mediului, reducand
posibilele efecte citotoxice.

Capitolul Tl este destinat studiului influentei expunerii
la radiatii ultraviolete asupra sintezei de AgNP, si contine
cinci subcapitole ce se ocupa de: Sinteza fotochimica prin
reducere cu citrat trisodic si expunere la radiatii ultraviolete;
Sinteza cu extract de lamdie si expunere la radiatii
ultraviolete; si caracterizarea acestora prin: Rezultatele
analizei microstructurale; Rezultatele analizei proprietatilor
de cristalinitate; Rezultatele investigatiilor spectrale si optice.
La partea de concluzii, se subliniaza faptul ca radiatiile UV-C
influenteaza sinteza chimicd cu citrat trisodic, ca si pe cea
biologicd cu extract de lamadie, in conditiile in care
modificarile au fost evidentiate prin investigatii spectrale si de
microscopie opticd in cdmp Intunecat.

Capitolul 1V prezinta studiul comparativ al rezultatelor
sintezei de AgNP cu diferiti reducatori biologici (extract de
lamaie, ceai verde, afine si mure) pentru aplicatii in
microbiologie si include 6 subcapitole si concluzii, respectiv:
Rezultatele  determinarii  activitatii  antioxidante  a
reducatorilor biologici; Rezultatele analizei spectrale;
Rezultatele analizei prin microscopie opticda in cdmp
intunecat; Rezultatele analizei prin XRD; Rezultatele



determinarii diametrului hidrodinamic si a potentialului Zeta,
Rezultatele determinarii activitdtii antimicrobiene (rezultatele
aplicarii metodei difuzimetrice pentru determinarea activitatii
antimicrobiene a suspensiilor de AgNP si rezultatele aplicarii
metodei timpului de omorare — Kkill-time assay — pentru
determinarea activitatii antimicrobiene a suspensiilor de
AgNP). Concluziile subliniaza faptul ca nanoparticulele de
argint sintetizate cu reducatori naturali din extracte vegetale
sunt adecvate pentru aplicatii biomedicale, din punct de
vedere al granularitatii - de ordinul zecilor de nanometri si al
stabilitatii suspensiilor de AgNP. Stabilitatea suspensiilor de
nanoparticule de argint s-a dovedit a fi asigurata de repulsia
predominant stericd in cazul probelor de AgNP-lamaie si
AgNP-ceai verde; pentru suspensiile de AgNP sintetizate cu
fructe de padure, invelisul molecular mai bogat in ioni
negativi asigura si o componentda semnificativa de respingere
electrostatica.

CAPITOLUL I. Materiale si metode utilizate in studiul
sintezei, caracterizarii microstructurale si optice precum
si a determinarii activititii antimicrobiene a
nanoparticulelor de argint

I.1. Reactivii chimici si biologici, ustensilele de lucru
folosite pentru procedurile de sinteza

Pentru sinteza biologica s-au utilizat atdt azotatul de
argint si citratul trisodic dihidrat, cat si extracte vegetale din
fructe proaspete (Iamaie, afine, mure) sau din frunze uscate de
ceai verde. Reactivii chimici si biologici au fost cantariti, iar
suspensiile apoase au fost obtinute prin agitarea magneticd a
solutiilor apoase pe o plitd incélzitd electric si controlatd cu
ajutorul unui termometru.

Pentru separarea materialului biologic s-au folosit filtre de
hartie poroasa, iar centrifugarea extractelor de lamaie a fost
realizatd cu ajutorul unei centrifugi de mare viteza, la 15000
rot/min.



I.2. Metoda sintezei prin reducere chimica cu citrat de
sodiu

Sinteza chimica a AgNP s-a realizat aplicind metoda lui
Frens de sinteza a nanoparticulele de aur (Kimling si colab.,
2006). Mai exact 5 mL de citrat trisodic dihidrat (TSC) 1%
s-au adaugat la 50 mL de AgNO3 0,001 M.

Pentru a obtine concentratia de 0,001M a azotatului de
argint s-au dizolvat 0,0084 g AgNO. in 50 mL apa distilata.
Amestecul s-a supus incalzirii la aproximativ 85 °C sub
agitare magnetica (700 rpm) pana cand lichidul s-a colorat si a
devenit galben pal (Figura I.1.).

+ "o
50 mL ve
AgNO3 citrat 30 o IR X
mM trisodic ) ot
50 mL AGNF
AgNO3 | F s 4 -

’ \ '
mM we [ Y {
extract Nomp. ’
vegetal = SRR VEES.

Figura I.1. Schema procedeelor de sinteza de nanoparticule de argint
prin metoda chimica si metoda biologica (dupa Plesnicute si colab.,
2023).

4Ag*+ NasCsHs07 + 2H20 — 4Ag’+ CsHsO7H3 +3Nat+ H* + 021 (1.1).

Reactia (1) aratd ca odati cu reducerea argintului se
produce si disocierea ionilor de sodiu precum si degajarea de
oxigen molecular.

1.3. Protocoalele de sinteza cu reducitori biologici (extract
de ceai verde, lamaie, afine, mure

1.3.1. Reducerea cu extract de lamdie s-a realizat prin
sinteza biologica dupd metoda lui Dhulappanavar §i colab.,
(2011). Am procedat la extragerea sucului din fructe
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proaspete de lamadie, si centrifugarea acestuia la 5000 rpm
timp de 15 minute pentru a separa fibrele de lichidul
supernatant — solutia complexa de antioxidanti. Un volum de
12,5 mL din supernatantul obtinut a fost utilizat pentru
reducerea argintului din 50 mL de solutie de 1 mM AgNO..
Amestecul a fost Incalzit la 80 °C sub agitare magnetica (800
rpm) pana la schimbarea culorii spre maroniu. Reducerea
argintului cu antioxidanti din fructe de lamaie poate fi
descrisa calitativ astfel:

4Ag* + CsHsO7 + X + 2H20 — 4Ag® + CeHsO7Hz + HT + Y + 021 (1.2),

unde CH.O, este acidul citric, X este un alt antioxidant din
sucul de lamaie (din clasa polifenolilor, a flavonelor etc) care
sustine reducerea ionilor de argint si care se transformd in
forma sa oxidata, Y.

1.3.2. Reducerea cu extract de ceai verde s-a realizat
conform metodei lui (Nakhjavani si colab., 2017), prin care
79 de frunze uscate de ceai verde au fost zdrobite intr-un
mojar de granit si hidratate cu 400 mL apa distilatd intr-un
balon Erlenmeyer. Amestecul a fost incalzit timp de 50 min la
aproximativ 60 °C si apoi fiert incd 10 minute. Intre timp, s-a
preparat o solutie de 1 mM din 0,0084 g de AgNO3 in 50 mL
de apa distilata, la care s-a addugat 5 mL din extractul de ceai
verde la temperatura camerei. Amestecul a fost incalzit 5
minute la 40 °C in conditii de agitare magnetica la 700 de
rotatii pe minut. Dupa ce amestecul a fost lasat sa se riceasca
la temperatura camerei, s-a produs o schimbare a culorii de la
galben la cafeniu, indicand formarea de nanoparticule de
argint. Reactia generald de reducere a ionilor de argint de
catre componentele fenolice din ceaiul verde este:

nAg -+ R - (OH)n —-nAg +nR=0+nH- (1.2),
unde R este o grupare fenil care se oxideaza, iar n este
numarul de grupari hidroxil oxidate de argintul ionic (care se
reduce).



1.3.3. Reducere cu extract de afine si cu extract de mure
s-a realizat dupa metoda lui Li §i colab., (2017), si a lui
Kumar si colab., (2017). Pentru reducerea ionilor de argint s-a
folosit un extract proaspat de afine (5 g) si respectiv de mure
(5 0). La 5 mL din extractul de fructe (realizat la 60 °C in 50
mL apa distilatd si prezentand culoare rosiatica), a fost
adaugat 50 mL AgNOs; (1 mM) si amestecul a fost supus
incalzirii la 60 °C sub agitare magnetica la 700 rpm, timp de
60 min, pana cand s-a obtinut virarea coloratiei amestecului
catre o nuanta de culoare portocalie.
L.4. Expunerea la radiatii ultraviolete a probelor de AgNP
n suspensie

Pentru eficientizarea sintezei cu extract de lamaie s-a
procedat la iradierea cu radiatii ultraviolete. Expunerea la
radiatii UV a probelor de AgNP in suspensie s-a realizat cu
ajutorul unei lampi UV-C, ce emite la 253,7 nm lungime de
unda si puterea 30 W. Tubul are o lungime L= 0,87 m iar
distanta de la tub la proba a fost D=0,25 m. Proba care
continea 10 mL de suspensic de AgNP intr-un vas Petri
neacoperit cu diametrul de 3 cm a fost plasatd sub tubul de
UV-C, la distanta D. Timpul de expunere a probei a fost de la
10 pana la 30 min, astfel ca energia absorbitd de proba a variat
intre 3,5 si 11,5 J (rel. (I.3)). Pentru a preintdmpina incélzirea
probei s-au facut pauze de cate 10 minute:

E=IxSxt (1.3)
| este iradianta datd de formula lui Keitz, S fiind suprafata
vasului in care se afla proba iar t este durata iradierii (rel. 1.4):

P=2nDLI/(2a+sinZ2a) (1.4)
D fiind distanta de la centrul lampii la proba, P este puterea
lampii In UV-C, L este lungimea lampii, o este jumatatea
unghiului (in radiani) sub care se vede lampa din centrul
probei (tg a = L/2D).
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L.5. Caracterizarea activititii reducitoare a extractelor de
plante utilizate

Pentru prepararea extractelor de fructe s-au folosit 80%
metanol si aproximativ 0,02 g de probe de fructe uscate care
au fost omogenizate in solvent. Dupa agitarea magnetica timp
de 30 de min, preparatul a fost supus centrifugarii la 3000 rpm
timp de 15 min. Supernatantul a fost pastrat la 4 °C, pentru a
fi ulterior folosit.

1.5.1. Determinarea continutului total de polifenoli a
constat Tn amestecarea extractului vegetal cu reactivul Folin-
Ciocalteau prin agitare continud si adaugarea, dupa 4 minute,
a carbonatului de sodiu, Na.COs, 15%. Absorbanta solutiei de
culoare albastra care rezultd se citeste dupa doud ore la 765
nm, fatd de martor (apd distilatd), utilizind o curbd de
ctalonare care da absorbanta ca functie de concentratia unei
solutii standard de acid galic.

1.5.2. Determinarea continutului total de flavone s-a
determinat urmand o metoda spectrofotometrica - Dewanto si
colab., (2002). Tn extractul vegetal dispersat in metanol si apa
distilata se adauga o solutie de azotit de sodiu, NaNO2 5% in
fiecare eprubetd. La cinci minute se adaugd solutie 10% de
clorurd de aluminiu, AICI3x6H.O si apoi, la sase minute, se
adauga hidroxid de sodiu, NaOH 1,0 M; apoi se completeaza
cu apa. Pentru solutia rezultatd (de culoare roz), s-a obtinut un
maxim de absorbantd la 510 nm. S-a utilizat o curba de
etalonare care da absorbanta luminii ca functie de concentratia
unei solutii standard de catechina.

1.5.3. Capacitatea de captare a radicalilor liberi DPPH
(a, a-difenil-p-picrilhidrazil) — activitatea antioxidanta totala
s-a determinat cu ajutorul metodei spectrofotometrice a lui
Molyneux (2004). S-a preparat o solutie de DPPH 0,1 mM in
metanol si s-a folosit cat timp era proaspata, si anume, 2 mL
din aceasta solutie s-au amestecat cu 20 pL de extract
metanolic din fiecare dintre esantioanele vegetale. Solutia
martor a continut DPPH in 80% metanol.
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Scaderea absorbantei produsului format, albastru-violet,
s-a determinat dupa 20 min la 517 nm si procentul (%) de
activitate de inhibare s-a calculat folosind urmatoarea formula
(1.5):
% InhibareDPPH=(1-Ag,/A¢) X 100 (1.5)
unde A. este absorbanta probei cu extract iar A, este
absorbanta solutiei de DPPH in metanol.

1.6. Metoda spectrofotometrici de monitorizare a
proprietitilor plasmonice ale nanoparticulelor de argint

Analizele noastre au sugerat faptul ca, prin comparatie
cu sinteza chimica, AgNP obtinute prin sinteza biologica, au
prezentat o crestere a intensitatii benzii de absorbtie, pana la
finalizarea procesului de nucleatie, in mediul de reactie cu
reducitori biologici. Pe de alta parte, rezultatul acestui proces
s-a concretizat in deplasarea pozitiei benzii citre lungimi de
unda mai mari decat in cazul AgNP sintetizate chimic.

I.7. Metoda optica de vizualizare microscopica in cimp
Tntunecat a emisiilor plasmonice ale AgNP

Nanoparticulele de argint prezinta proprietatea de
emisie luminoasa datoritd rezonantei plasmonice in lumina
vizibild. Aceastd proprietate a nanoparticulelor de argint
permite vizualizarea lor prin microscopie optica in tehnica de
camp Tntunecat.

Desi nanoparticulele de argint sunt imposibil de observat
ntr-un microscop optic in camp luminos, efectul de emisie
plasmonica a AgNP in vizibil permite observarea lor prin
microscopia Tn cAmp Tintunecat, caci acestea apar ca niste
spoturi luminose cu dimensiune micrometricd, a caror
dimensiune este cu doud ordine de marime mai mare decat
dimensiunea nanoparticulelor.

Pentru  determinarea  dimensiunii medii a
nanoparticulelor de argint s-a utilizat softul ImageJ, cu
ajutorul caruia s-au masurat diametrele a peste 100 de
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nanoparticule plasmonice pentru care s-a obtinut o histograma
de distributie a dimensiunilor diametrelor. Dimensiunea
mediand a nanoparticulelor se poate obtine din fitarea
lognormala a histogramei, permitand si determinarea deviatiei
standard, prin utilizarea unui software Origin 2018.

1.8. Metoda microscopiei electronice de scanare (SEM)
pentru vizualizarea AgNP

Tehnica EDAX a permis identificarea precisd a
elementelor chimice ce se gasesc la suprafata probelor, putand
efectua o analiza cantitativa a zonei din imaginea analizata.
S-au efectuat analize de compozitie elementala prin EDAX.
pe zone selectate din fiecare proba.

Pentru prelucrare, fondul spectrelor a fost selectat
manual, iar software-ul TEAMS a fost folosit pentru
masuratori cu calcularea automata a compozitiei chimice in
procente relative pentru principalele elemente detectabile din
probe.

1.9. Tehnica difractiei radiatiilor X pentru studierea
proprietatilor de cristalinitate ale AgNP

Structura nanoparticulelor metalice cristaline, analizate
prin penetrarea razelor X 1n material, a condus la obtinerea
unui model de difractie care arata cd s-au format structuri
cristaline. Maximele de difractie pentru argint au fost
identificate ca fiind conforme standardelor JCPDS nr. 19-
0629, care denota cristalizarea cubica a nanoparticulelor de
argint.

1.10. Determinarea diametrului hidrodinamic si a
stabilititii suspensiilor coloidale de AgNP

S-a efectuat masurarea diametrului hidrodinamic si a
potentialului Zeta cu analizorul de dimensiuni a particulelor
submicronice.

Diametrul hidrodinamic al nanoparticulelor determinat
prin DLS (dynamic light scattering) este in general mai mare
decat dimensiunea particulei masurate prin microscopie
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electronica, datoritd formarii stratului dublu de solvent (in
cazul nostru, solventul este apa) in jurul unei particule.

De asemenea, potentialul Zeta se masoara la nivelul
stratului dublu si indicd gradul de stabilitate al suspensiei de
nanoparticule.

I.11. Determinarea activitatii antimicrobiene

Activitatea antimicrobiana a AgNP a constat in
aplicarca a doud metode diferite, si anume, metoda
difuzimetrica si tehnica timpului de omorare.
I.11.1. Metoda difuzimetrica

Metoda difuzimetrica a constat in pregitireca de
suspensii bacteriene echivalente cu etalonul standard 0,5
McFarland (1,5X 108 ufc/mL - ufc=unitdti formatoare de
colonii) din germenii standard Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Gram pozitiv) si Escherichia coli ATCC25922 (Gram
negativ). Suspensiile s-au etalat prin stergere cu un tampon de
exudat pe suprafata mediului de culturd solidificat Mueller
Hinton-Agar (Oxoid), distribuit initial in placi Petri sterile.
Ulterior, s-au repartizat discuri de hartie de filtru sterile (26
mm), peste care s-a pipetat 10 pL de suspensie de AgNP, cu
ajutorul unei pipete automate. Dupa ce placile s-au incubat 24
ore la 37 °C, s-a determinat diametrul zonelor de inibitie a
cresterii microbiene ce apar ca translucide pe fond opac.
Masurétorile s-au repetat de trei ori, iar rezultatele obtinute au
fost exprimate ca valorii medii si cu deviatiile standard.
1.11.2. Tehnica timpului de omorare (kill-time assay)

Tehnica timpului de omorare (kill-time assay, Sim et
al., 2014) se refera la determinarea activitatii bactericide n
cazul nostru - pe tulpini Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC25922. Din culturile de 24 ore s-au
realizat suspensii cu o densitate celulara del,5 X108
celule/mL. Tn tuburi Eppendorf sterile s-a distribuit 0,9 mL
suspensie microbiand si 0,1 mL suspensie de nanoparticule de
AgNP (sintetizate cu afine=A, cu ceai verde=C, cu lamaie=L,
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cu mure=M). La timpii de evaluare prestabiliti (TO - cultura
martor; T1-6 ore; T2-12 ore, T3-24 ore, T4-48 ore, T5-72
ore), s-au prelevat cate 100 uL suspensie bacteriana tratata cu
AgNP si s-a repartizat in placi Petri sterile peste care s-a
adaugat mediul de culturda Mueller-Hinton Agar (Oxoid), topit
si récit la 45 °C, pentru a nu influenta viabilitatea celulara.
Dupa omogenizare, probele au fost incubate la termostat (37
°C) timp de 24 ore. Examinarea a constat in numararea
coloniilor microbiene formate pe si in structura mediului de
culturd. Numarul de colonii (ufc/mL - unitati formatoare de
colonii/mL) a fost raporat logarithmic pentru a se determina
procentul de reducere logaritmica, stiind cd 1Logs
esteechivalent cu 90% omorare microbiana in timp ce 6Log
reprezintd 99,9999% distrugere de celule microbiene.

CAPITOLUL II. Studiul comparativ al sintezei
nanoparticulelor de argint prin reducere chimica cu citrat
de sodiu si reducere biologica cu extract de ceai verde

Sinteza chimica a nanoparticulelor de argint este practic
cea mai larg folositd metoda de reducere a ionilor de argint
disociati din azotatul de argint in solutie, utilizidnd acest
precursor convenabil din punct de vedere a costurilor si care
implica proceduri necomplicate de lucru. Dezvoltarea
metodelor biologice (Liagat, si colab., 2022, Alamier si
colab., 2023) bazate pe extracte vegetale a scos in evidenta
argint care sa fie si protectoare fatd de mediu, avand in vedere
ca, In final, dupa utilizarea in orice domeniu, tehnic sau
biomedical, aceste particule ajung in mediu, interferand cu
toate componentele biosferei.
II.1. Rezultatele aplicarii metodei Turkevich pentru
sinteza chimica si a protocolului pentru sinteza biologica
cu extract de ceai verde a AgNP.

Tn cadrul aceastui studiu, particulele de AgNP au fost
sintetizate ntdi chimic, pornind de la metoda Turkevich
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pentru sinteza AuNP si modificata dupa Frens (Xia si colab.,
2016) Tn ceea ce priveste temperatura de sinteza. Suspensia
obtinutd a fost lasatd sd se raceascd la temperatura camerei.
Apoi, s-a procedat conform unui studiu al lui Nakhjavani si
colab., (2017), pentru un extract apos de frunze uscate de ceai
verde, in care s-a adaugat o solutiec de AgNOs in apa distilata,
dupa cum s-a ardtat in capitolul anterior. Amestecul a fost
incalzit la 40 °C, iar dovada vizualda a formarii
nanoparticulelor a fost virarea culorii de la galben pal la
cafeniu. Pentru a dovedi faptul ca in aceste suspensii S-au
sintetizat nanoparticule de argint, atat prin metoda chimica cat
si prin cea biologica, au fost realizate o serie de analize
spectrofotometrice si microstructurale ale caror rezultate au
fost prezentate comparativ (Plesnicute si colab., 2024).
11.2. Rezultatele analizei spectrale

Rezultatele analizei spectrale au ardtat ca AgNP
sintetizate prin metoda chimica, cu citrat trisodic, au prezentat
banda de absorbtie caracteristica argintului nanostructurat, ca
in Figura I1.1.

0.5
0.4 AgNP-citrat
0.3

0.2

0.1

Absorbanta (u. a.)

0

300 350 400 450 500 550 600

Lungime de unda (nm)
Figura I11.1. Banda de absorbtie a luminii caracteristica AgNP

rezultate din sinteza chimica cu citrat trisodic ilustreaza formarea
nanoparticulelor. u.a. — unitati de absorbanta

Fenomenul de rezonantd plasmonica localizata de
suprafata este caracteristic particulelor de AgNP acoperite cu
citrat trisodic (Oprica si colab., 2020) cu absorbantd maxima
la 425 nm. Capacitatea modestd a citratului de reducere a
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ionilor de argint explica intensitatea relativ mica din maximul
benzii de aproximativ 0,34 u.a. Prin metoda biologica, AgNP
au fost sintetizate utilizand un extract de frunze uscate de ceai
verde. Banda caracteristicd a suspensiei de AgNP proaspat
sintetizata cu ceai verde (30 min dupa racire la temperatura
camerei) confirmd capacitatea de reducere a extractului
vegetal utilizat. Maximul de absorbtie obtinut prin metoda
biologica este la 447 nm cu o intensitate de 2,35 u.a. (Fig. 11.2.
a). Se poate spune ca si concentratia de nanoparticule de
argint din proba de AgNP-ceai verde este de circa opt ori mai
mare decéat in proba de AgNP-citrat. Mai departe, am studiat
posibilitatea de optimizare a protocolului de sinteza si, pentru
Tnceput, s-a efectuat o centrifugare de 10 min la 1500 rpm, cu
inlaturarea supernatantului si resuspendarea in 50 mL de apa
distilata, iar o noua inregistrare spectrala a pus in evidenta o
scaddere la 0,41 u.a. a intensitdtii benzii de absorbtie
caracteristice probei de AgNP-ceai verde. Acest fapt poate fi
explicat prin aceea cd indicele de refractie si constanta
dielectrica a mediului din vecinatatea nanoparticulelor se
modifica prin resuspendare 1n apa distilata, deoarece invelisul
molecular se modificd dupa eliminarea unor componente
nereactionate din extractul de ceai verde, prin centrifugare.
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Figura Il. 2. a) Spectrul de absorbtie caracteristic suspensiei de
AgNP-ceai verde dupa timp de 30 min; b) banda de absorbtie dupa
centrifugare si resuspendare in apa distilata.
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Figura I1.3. Spectrul de absorbtie caracteristic probelor de AgNP-
ceai verde, a) la 2,5 ore dupa resuspendare si b) la 72 ore dupa
resuspendare, in conditii de depozitare la temperatura camerii.

Pentru studierea in continuare a procedurii de sinteza
biologicd a AgNP, dupa resuspendarea depozitului in apa
distilatad, suspensia a fost ldsatd sd se stabilizeze la
temperatura camerei timp de trei ore de la sinteza initiala. S-a
obtinut o crestere semnificativd a maximului benzii de
absorbtie de pana la 3,05 u. a. (Fig. I.3.a) cu o usoard
deplasare a pozitiei in scara lungimilor de unda, spre valori
mai mari, la 448 nm (Tabelul 11.1).

Tabelul 11.1. Caracteristicile benzilor de absorbtie ale probelor de

AgNP.
. .. Pozitia maximului benzii
. Intensitatea benzii de .
Reducitor . de absorbtie
absorbtie (u. a.) ..
caracteristice (nm)
Citrat trisodic 0,344 425
Ceai verde, la 30 min 2,354 447
Ceai verde, la 3 ore 3.055 448
Ceai verde, la 72 ore 3,374 445

Apoi proba a fost pastratd pana la un timp total de 72
ore la temperatura camerei. Analiza spectrala a evidentiat un
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maxim de absorbtie situat la 445 nm si o crestere a intensitatii
benzii, pana la 3,374 u. a. (Fig. I11.3.b). Mentinerea acestei
intensitati a benzii de absorbtie dupa prelungirea in continuare
a perioadei de depozitare, denotd finalizarea procesului de
reducere a ionilor de argint din mediul de reactie in cele 72 de
ore de pastrare la frigider. In timpul procesului de stabilizare
prin maturare (reducere lentd in timp) al suspensiilor de
AgNP, aceste molecule antioxidante s-au consumat in reactii
cu ionii de argint ramasi neredusi in timpul procesului de
sintezd biologicd. O posibila dovadd a acestei afirmatii o
reprezintd scdderea absorbantei in spectrul de sub 300 nm,
insotitd insd de o crestere a intensitdtii benzii caracteristice de
absorbtie a AgNP pana la 3,37 u.a. De aici putem deduce cé in
acest interval de doud ore s-au format noi nanoparticule de
argint. Lipsa altor modificari spectrale ne face sa
concluziondam ca procesul de nucleatie al nanoparticulelor de
argint s-a incheiat, intr-adevar suspensia ramanand stabila
timp de doua luni (Plesnicute si colab., 2003).

In acelasi timp suspensia de AgNP obtinuti prin metoda
chimica si lasatd sd se maturizeze pentru acelasi interval de
timp nu a condus la modificari — similar metodei biologice.

S-a observat asadar cd sinteza propusa aici beneficiaza
de avantajul acoperirii nanoparticulelor cu antioxidanti
naturali, fapt extrem de util pentru aplicatii biomedicale.

11.3. Rezultatele analizei microstructurale

Rezultatele analizei microstructurale obtinute prin
analiza micrografiilor SEM pentru proba AgNP sintetizata
chimic (Fig. 11.4.) prezinta formatiuni de particule dispersate
(marcate cu cercuri negre) dar si asociatii de cate 2-4 particule
(marcate cu patrate galbene).

Imaginea SEM a probei de AgNP sintetizata
(Fig.I1.5.) cu extract de ceai verde pune in evidentd o mai
mare concentratie de particule ntr-o mare diversitate de
dimensiuni.
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Figura I1.4. Imagine SEM inregistratd pentru proba de AgNP-citrat,
care evidentiaza dimensiuni sub 20 nm

Se pot observa nanoparticule cu dimensiuni de pana la 50 mn

si diferite agregate de particule sub forma cubicd, care pot
ajunge sa aiba dimensiuni de sute de nanometri.

Figura I1.5. Imagine SEM inregistratd pentru proba de AgNP-ceai
verde, ce evidentiaza dimensiuni sub 50 nm.
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Aceste diferente dimensionale, intre AgNP obtinuta
chimic si respectiv biologic, erau de asteptat, datorita
incarcaturii suplimentare cu material biologic la suprafata
nanoparticulelor sintetizate cu extract de ceai verde. De
asemenea, epuizarea ionilor de argint prin reactiile de
reducere tardive 1n timpul Tmbatranirii suspensiilor justifica
densitatea mare de nanoparticule formate conform imaginii
SEM (Fig. 11.5.). Diametrele mai mari pentru AgNP-ceai
verde sunt in concordanta cu deplasarea spre rosu a benzii de
absorbtie (Paramelle si colab., 2014).

11.4. Rezultatele analizei elementale

Rezultatele analizei elementale prin EDAX au pus in
evidentd un maxim foarte intens, care corespunde suportului
de aluminiu.
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Figura 11.6. Rezultatul analizei elementale efectuata pentru proba de
AgNP-citrat.
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Tabelul 11.2. Rezultatele analizei elementale pentru AgNP-citrat.
Element/Linie .
de emisie Po-mfere Pondere al?mncﬁ Eroare(%)
. masici (%) /abundenti (%)
atomica
CK 53,56 60,41 9.06
OK 10,94 10,54 10,32
CuK 0,63 0,16 424
AIK 3431 19,80 4,67
AgL 0,65 0,09 7.80

Se mai pot distinge maxime Tinguste mai mici ca
intensitate, ce corespund prezentei carbonului, oxigenului,
cuprului si argintului (in aceastd ordine). Ponderea atomica si
cea masica a acestor elemente chimice prezente in suspensia
sintetizatd chimic se regasesc in Tabelul I1.2. Carbonul si
oxigenul provin din componente de natura organica (cum ar fi
ionii de citrat care se gasesc fie la suprafata nanoparticulelor
sau sub forma de ioni neredusi). Analiza elementalda EDAX
asupra probei de AgNP sintetizatd prin reducere biologica cu
extract de ceai verde s-a realizat similar. Se observa linii mai
intense pentru carbon si oxigen comparativ cu proba
sintetizata chimic. Aceste varfuri mai intense pot fi asociate
continutului de carbon si oxigen a compusilor ramasi din
extractul de ceai verde (Fig.11.7.).

Tabelul 11.3. Rezultatele analizei elementale pentru AgNP-ceai

verde

Element/linie de Ponderea Abundenta E (%)

emisie atomica masica (%) atomica (%) roareL7e
CK 51,71 66,21 10,47
OK 18.54 17.82 11,67
Cul 1.40 0,34 14.74
Mgl. 0,19 0,12 33,96
AlK 26,91 ' 15,33 413
Agl 1.35 0,18 20,98
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Figura I1.7. Rezultatul analizei elementale efectuatd pentru proba de
AgNP-ceai verde.

In Tabelul I1.3. sunt prezentate ponderile atomici si
masici ale elementelor chimice analizate pentru proba de
AgNP-ceai verde. Ponderea argintului este 1,35% din
greutatea elementelor probei 1n punctul analizat si 0,18% din
abundenta elementelor, confirmand cresterea, fatd de proba
sintetizata prin metoda chimicid, a concentratici de
nanoparticule din proba sintetizatd prin metoda biologica.

11.5. Concluzii

Prin aplicarea ambelor tehnici de reducere a ionilor de
argint s-a reusit obtinerea de suspensii stabile de nanoparticule
de argint cu proprietati fizico-chimice comparabile cu cele ale
produselor similare descrise in literatura de specialitate.
Rezultatele analizei spectrale au aratat prezenta proprietatilor
plasmonice ale argintului nanostructurat, maximele de
absorbtie fiind la lungimile de undda 425.de nm (metoda
chimicd) si respectiv 445 nm (metoda biologicd), ceea ce
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sugereaza particule relativ mai mari in cel de-al doilea caz, in
concordanta cu rezultatele investigatiei microstructurale prin
microscopie electronica — particule de pana la 20 nm si
respectiv 50 nm. Intensitatea sensibil mai mare a benzii de
absorbtie a probei de AgNP-ceai verde este in concordanta cu
continutul mai mare de argint nanostructurat evidentiat de
analiza elementala. Toate aceste rezultate scot clar in evidenta
eficienta remarcabila a metodei de sintezd biologica cu extract
de ceai verde. Utilizarea reducitorilor naturali, polifenoli,
flavone si altele confera o mai mare biocompatibilitate
suspensiei de nanoparticule de argint, ce pot fi destinate
aplicatiilor farmaceutice, cosmetice etc. (Zahoor et al., 2021)
si asigurd si protectia mediului, reducand posibilele efecte
citotoxice.

CAPITOLUL III. Studiul influentei expunerii la radiatii
ultraviolete asupra sintezei de AgNP

Avénd ca obiectiv sinteza de nanoparticule prietenoasa
cu mediul, am proiectat un experiment in care si utilizam
ionii de citrat din surse naturale si anume din acidul citric
continut in fructe. Pe de alta parte, am urmarit sa Tmbunatatim
eficienta sintezei, aplicand iradierea cu radiatii ultraviolete.
Datorita efectului acestor radiatii asupra apei, si anume
generarea de radicali liberi de hidroxil, se obtine
imbunitatirea capacitatii reducitoare a mediului de reactie. In
acest studiu am urmadrit sa propunem un protocol in doud
etape, pentru obtinerea eficientd de nanoparticule de argint
prietenoase cu mediul, si anume reducerea termica si
fotoreducerea.

II1.1. Sinteza fotochimica prin reducere cu citrat trisodic
si expunere la ultraviolete

Prima etapa s-a derulat similar cu cele descrise n
capitolul anterior, folosind 50 mL citrat trisodic dihidrat 1% si
50 mL de solutie de AgNO3z 1 mM.
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Figura I11.1. a) proba AgNP Figura I111.2. a) AgNP cu extract
neiradiata; de lamaie inainte de iradiere; b)
b) proba expusa la UV-C 30 min| proba expusi la UV-C 30 min.

Prin incalzire la aproximativ 80 °C, sub agitare magnetica
continud la 800 rpm, culoarea amestecului a devenit galben
pal. A doua etapa a constat in expunerea la radiatii UV-C
(descrisd intr-un capitol anterior) pentru timpi de pand la 30
min (10-20-30 min cu pauze de 10 min), urmarind ajustarea
duratei procesului si a costurilor. Suspensia iradiatd este mai
intens coloratd decat cea neiradiata, ca urmare a continudrii a
reactiei de reducere sub influenta radiatiilor ultraviolete
(Figura 111.1. a, b).

II1.2. Sinteza cu extract de lamaiie si expunere la radiatii
ultraviolete

In prima etapa, extractul proaspit de pulpa de lamaie a
fost preparat prin centrifugare, asa cum s-a aratat intr-un
capitol anterior (12,5 mL volum de supernatant a fost lasat sa
reactioneze cu 50 mL de AgNO; 1 mM). in a doua etapa,
proba a fost iradiaté la fel ca si proba de AgNP sintetizata cu
citrat trisodic, pentru durate de timp de 10-20-30 min.

S-a observat ca, in suspensia iradiatd, culoarea s-a
schimbat de la bej catre cafeniu deschis, sugerand continuarea
reducerii ionilor liberi de argint din mediul de reactie, deci
cresterea concentratiei de AgNP (Figura II1.2. a, b).
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111.3. Rezultatele analizei microstructurale

Rezultatele analizei microstructurale conform imaginilor
SEM (Fig. 111.3.a) corespundtoare probei de AgNP obtinuta
prin metoda fotochimica, prezintd atat nanoparticule bine
dispersate, cu dimensiuni de aproximativ 20 nm, cat si sub
forma de mici agregate, cu dimensiuni de peste 100 nm (in
patrate galbene). Imaginea SEM pentru proba de AgNP
sintetizatd cu extract de ldmaie si expunere la radiatii UV-C
sugereaza o crestere a densitdtii de nanoparticule, unele fiind
clar individualizate, altele fiind sub formad de clustere de
dimensiuni mici, de pana la 50 nm (conform Fig.l11.3.b).

S ) EARRETIR b)
Figura I11.3. Imagini SEM a) proba de AgNP-citrat; b) proba de
AgNP - lamaie.

.

0 20 40 60 & 100 120 140 015 20 25 30 35 4 45 %
L Diametru (nm) a) Diametru (nm) b)
Figura I11.4. Histogramele diametrului particulelor de AgNP
obtinute din inregistrarile SEM pentru: a) AgNP-citrat; b) AgNP-
lamaie.
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Se poate presupune cd aceastd organizare din
suspensia coloidala este rezultatul acoperirii nanoparticulelor
cu molecule organice din extractul de lamdie (vitamine,
flavonoide, carotenoide, pectine etc), influentand atat
dimensiunea, cat si morfologia acestora.

Conform histogramelor valorilor diametrelor particulelor
sintetizate pentru imaginile SEM, rezultd ca, pentru prima
proba, (Fig.Il1.4 a) valoarea medie este de 29,8 nm, iar pentru
a doua proba, dupa iradiere (Fig.IIL.4 b), s-a obtinut o crestere,
cu valoarea mediana, de 39,5 nm.

I11.4. Rezultatele analizei proprietatilor de cristalinitate
Rezultatele analizei proprietatilor de cristalinitate
utilizind metoda XRD au evidentiat cristalizarea cubicd a
probelor de AgNP pe baza identificarii maximelor de difractie
caracteristice, si anume picurile date de indicii Miller (111),
(200), (220), (311), conform standardelor JCPDS nr. 19-0629.

.
&
3

(1)

(11)

AgNP-citrat 400 o | AgNP-lamaie

(220)

Intensitate (a.)
©11)

20 (grade) 26 (grade)

a) b)
Figura IIL.5. Difractogramele pentru: a) proba de AgNP obtinuta ci
citrat prin metoda fotochimica; b) proba deAgNP cu extract de
lamaie si expunere la UV-C.

Pentru structurile nanoparticulelor din proba de AgNP
sintetizata cu extract de lamaie si iradiere in UV-C (Fig.l11.5.
b) s-a evidentiat un zgomot mai intens decat in proba de
AgNP sintetizata cu metoda fotochimica (Fig.IIL.5 a). Gauri si
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colab. (2016) au aratat ca generarea unor maxime de difractie
similar celor notate de noi cu (*) ar putea sugera prezenta
unor cristale de AgO notate cu sageata in Figura IIL5.

I11.5. Rezultatele investigatiilor spectrale si optice

Rezultatele investigatiilor spectrale si optice au pus in
evidentd pentru proba obtinutd prin sinteza cu citrat o banda
de absorbtie (Fig. III.6) cu maximul situat la 421 nm si o
intensitate de aproximativ 0,37 u.a. dovedind faptul ca
nanoparticulele sunt stabilizate prin acoperirea cu molecule de
citrat. Proba de AgNP expusa la radiatii UV-C (Figura I11.6)
prezintd o banda de absorbtie largd cu absorbtie maxima de
0,57 u.ala418 nm.

Putem spune ca in proba neiradiata s-a produs o crestere
cu 50% a intensitatii benzii, ca rezultat al efectului de crestere
a concentratiei de nanoparticule prin continuarea reducerii
ionilor de argint. Deplasarea pozitiei benzii de absorbtie spre
albastru sugereaza formarea de nanoparticule de dimensiuni
mai mici decat In proba neiradiata (Figura I11.6).

] i AgNP-citrat e
0.9
__ 08+
407 -
2
g 06 -
05 -
04 1 -0min
0.3 10 min
02
0.1
0
200 300 400 500 600 700
Lungime de unda (nm)
Figura III. 6. Influenta radiatiilor UV-C asupra spectrului
din vizibil al suspensiei de AgNP obtinute prin sinteza cu citrat
trisodic
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0 » »
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Se constatd cresterea liniard a maximului benzii de
absorbtie cu un coeficient de corelatie liniard de R?=0,93
(Figura IIL6. insert), odatd cu cresterea timpului de expunere.

AgNP-lamaie
2
18
1.6
_14
4121 \
i
0.8
0.6
0.4 1
0.2 4
0

e .
g ¥+ 0.019x4 04409
®'% 0.8402

Absorbanta (u.a.)

0 10 2 »
Timp de expunere la UV-C (min)

Abso

—0min ~—10 min —20 min ——30 min|

200 300 400 500 600 700
Lungime de unda (nm)

Figura I11.7. Influenta radiatiilor UV-C asupra spectrului din vizibil

al suspensiei de AgNP cu extract de lamaie.

In figura II1.7 este prezentati banda de absorbtie a
probei sintetizatd cu extract de lamaie si iradiatd in UV-C.

Numar

5 10 15 20 2% 0 35

Diametru (nm) b)

a)
Figura II1.8. Imagine microscopica in camp intunecat (obiectiv
40 X) pentru: a) proba de AgNP, Thainte de expunerea la UV-C; b)
histograma diametrelor (diametru mediu de 15,1 nm, si cu o deviatie
standard de 5,9 nm.
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Numar

° 2 » < % L

Diametru (nm)

)
Figura I11.9. Imagine prin microscopia optica in camp intunecat
(obiectiv de 40 X) pentru: a) proba de AgNP, dupa de expunerea de
30 de min la UV-C. b) histograma diametrelor (valoarea diametrului
de 16,2 nm, cu o deviatie standard de 9,6 nm).

Tnainte de iradiere, s-a inregistrat o banda de absorbtie
largd, cu un maxim de absorbtiec de 0,52 u.a la 430 nm,
confirmat in literaturd, (Alaallah si colab., 2023). Dupa
finalizarea procesului de sinteza biologica, banda prezinta un
maxim de absorbtie de la 425 nm deplasat spre albastru si a
carel intensitate a crescut la 1,2 u.a.

~Numan

Diametru (nm)

a) b)

Figura II1.10. Imagine microscopica captata in cdmp Tntunecat
(obiectiv de 40 X) pentru: a) proba de AgNP sintetizatd biologic,
inainte de expunerea la radiatii UV-C; b) histograma diametrelor

(valoarea diametrului mediu este de16,7 nm, abatere standard de 5,8
nm).
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Se poate spune ca prin iradiere procesul de reducere al ionilor
de argint a continuat, conducand la cresterea concentratiei de
AgNP de dimensiuni mai mici Tn suspensie.

Numar

5 10 15 2 2 0 3 40 45

a) Diametru (nm) b)

Figura III.11. Imagine captatd prin microscopia optica in cAmp
ntunecat (obiectiv de 40 X) pentru: a) proba de AgNP sintetizata
biologic, dupd expunerea de 30 de min la radiatii UV-C; b)
histograma diametrelor (valoarea diametrului mediu a devenit de
21,7 nm, iar abaterea standard de 7,6 nm).

Eficienta sintezei care creste odatd cu utilizarea radiatiei
ultraviolete a fost doveditd de intensitatea crescutd a benzii de
absorbtie caracteristice, cu aproximativ 50% pentru AgNP
sintetizate chimic si cu 130% pentru AgNP sintetizate
biologic. Cresterea dimensiunii medii la proba iradiatd in UV-
C se datoreaza cel mai probabil aglomerarii particulelor noi
formate in prezenta componentelor organice ale extractului de
lamaie.

Dar principalul beneficiu al aplicarii protocolului de
sintezd 1n doud etape, cu expunere la radiatii ultraviolete,
constd in cresterea concentratiei de nanoparticule, datorita
eficientizarii reducerii ionilor de argint in urma formarii de
radicali liberi de hidroxil, prin fotoliza moleculelor de apa din
mediul de reactie.
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111.6. Concluzii

Tn cadrul acestui studiu s-a aratat ca radiatiile UV-C
influenteaza sinteza chimicd cu citrat trisodic, ca si pe cea
biologica cu extract de lamaie.

S-a constatat o crestere semnificativd a intensitatii
benzii de absorbtie caracteristice la ambele probe iradiate, ca
urmare a cresterii concentratiilor de nanoparticule, date de
cresterea capacitatii de reducere din mediul de reactie, datoritd
radicalilor liberi de hidroxil eliberati sub impactul radiatiilor
ultraviolete.

Modificarile parametrilor dimensionali sunt datorate,
pe de o parte, formarii, Tn timpul iradierii, de noi particule de
mici dimensiuni dar cu frecventd mare de aparitie, iar, pe de
alta parte, aparitiei unor rare aglomerate de particule acoperite
de un 1invelis organic comun care au dimensiuni mai mari
decat in proba neiradiatd. Aceste modificari au fost
evidentiate prin investigatii de microscopie opticd in camp
intunecat, ceea ce reprezinta un element de originalitate,
relativ la studiul de probe de AgNP prin metoda biologica.

Rezultatele obtinute sustin proiectarea unui protocol de
sintezd prin fotoreducere in doud etape, care optimizeaza
producerea de nanoparticule de argint utilizdnd extractul de
lamaie si radiatiile ultraviolete — ambele din surse disponibile
comerciale.

CAPITOLUL 1V. Studiul comparativ al rezultatelor
sintezei de AgNP cu diferiti reducatori biologici — extract
de lamaiie, ceai verde, afine si mure. Determinarea
activitatii antimicrobiene

IV.1. Rezultatele determinarii activitiatii antioxidante a
reducitorilor biologici

Pentru compararea activitatii reducatoare a extractelor
vegetale utilizate s-au determinat urmatorii parametri
biochimici — continutul total de polifenoli, continutul total de
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flavone si activitatea antioxidanta totala (determinari efectuate
dupa protocoalele de analizd prezentate 1intr-un capitol
anterior).

CONTINUT TOTAL DE POLIFENOLI Curba de etalonare pentru acidul galic
_ 50 12
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famaie - afine - canlverde Concentratie acid galic (mg/L)

Figura IV.1. Continutul de Figura IV.2. Curba de etalonare
polifenoli Tn probele de extracte utilizata la determinarea
vegetale continutului total de polifenoli

Se poate vedea (Fig.IV.1) ca extractele de fructe prezinta
valori Intre circa 20 si aproximativ 60 de mg de acid galic
(GAE) per gram de substantd uscatd testatd, determinarile
fiind facute cu ajutorul curbei de etalonare (Fig. IV. 2) ce a
rezultat ca o dependenta liniara cu coeficient R? de 0,993.

Curba de etalonare pentru catechind
TOTAL FLAVONE
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\@
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Figura IV.3. Continutul total de  Figura IV.4. Curba de etalonare
flavone Tn extractele vegetale  pentru determinarea continutului
studiate. de flavone

Fructele de padure (mure si afine) au avut, in cazul de
fata, valori ale continutului total de polifenoli apropiate intre
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ele si toate mai mari decat pentru extractul de lamaie. Se
remarca continutul deosebit de mare de polifenoli al
extractului de frunze de ceai verde — circa 120 mg acid galic
per gram de substantd uscatd din frunze de ceai.ln graficele
din figurile IV.3 si IV.4 sunt prezentate valorile continuturilor
de flavone, obtinute pentru materialele vegetale utilizate in
acest studiu, exprimate ca echivalenti de catechina (mg) per
gram de substanta uscatd. Curba de etalonare s-a obtinut ca o
dependentd liniard intre absorbanta luminii. Se evidentiazd si
aici continutul mare de antioxidanti din categoria flavonelor in
frunzele de ceai verde — circa 27 mg catechind per gram de
substantd uscatd, comparativ cu fructele de padure — cu
aproximativ 7,5 mg catechind per gram de substantd uscata
(valoare medie cu deviatie standard de 4%), in concordanta cu
Gorinstein si colab. (2001).

Ca si 1n cazul antioxidantilor din clasa polifenolilor si
pentru flavone, fructele de padure se dovedesc mai
concentrate decat lamaia (circa 2 mg catechind pe gram de
substantd uscatd). Capacitatea antioxidata totald (Fig. IV.5),
determinata prin capacitatea de captare a radicalilor liberi de
DPPH, a evidentiat proprietati antioxidante similare pentru
frunzele de ceai verde si fructele de mure (88-89%).
ACTIVITATE ANTIOXIDANTA TOTALA

[w]

Activitatea antioxidantd totald (% inhibitie DPPH)

lamaiie

Figura IV.5. Activitatea antioxidanta totala a extractelor vegetale
prin metoda DPPH.
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Pentru fructele de afin s-a gasit circa 72%, iar pentru
extractul proaspét de ldmaie s-a obtinut circa 36%.

IV.2. Rezultatele analizei spectrale

Probele de AgNP au fost obtinute utilizand extracte de
fructe de lamaie (cu expunere de 30 min la radiatii UV-C),
mure, si afine, precum si de frunze de ceai verde (stabilizare
timp de 72 de ore), in locul reducétorilor de sinteza chimica.
Probele de suspensii coloidale de AgNP au prezentat o banda
de absorbtie caracteristica a nanoparticulelor de argint
(Figurile 1V.6-7-8-9). Pentru toate experimentele s-a folosit
un volum de 50 mL de azotat de argint 1 mM. Maximul benzii
de absorbtie caracteristice AgNP cu extract de lamaie (Fig.
IV.6), avand intensitatea maxima de 1,05 u.a., dupa 30 min de
expunere la UV-C a fost identificat la 425 nm, banda
prezentdnd semildrgime relativ mare, ceea ce indica
polidispersia dimensionald a nanoparticulelor din proba.

3

AgNP - ceai verde
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Figura IV.6. Banda de absorbtie Figura IV.7. Banda de absorbtie a
a probei de AgNP-lamaie probei de AgNP-ceai verde

Proba de AgNP-ceai verde (Fig. IV.7), a fost lasata 30
de min la temperatura camerei dupa sintezd, pand cand
intensitatea absorbantei maxime s-a stabilizat la 2,7 u.a. la 450
nm lungime de unda.
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Figura IV.9. Banda de absorbtic a
probei de AgNP-mure
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Figura IV.8. Banda de absorbtic a
probei de AgNP-afine

In figura IV.8 se poate vedea banda de absorbtie a probei
de AgNP-afine, stabilizata la intensitate maxima, dupa 27 de
zile de la sinteza (depozitare la Intuneric, in frigider).

Banda de absorbtie caracteristicd din domeniul vizibil
prezintd intensitate maxima de 2,3 la 458 nm lungime de
undd. AgNP cu extract de mure au prezentat banda de
absorbtie caracteristicd avdnd maximul la lungimea de unda
de 429 nm (Fig. IV.9) si intensitatea maxima de 1,3 u.a.,
stabilizata la aceasta valoare dupa 14 zile (depozitare la
ntuneric, in frigider).

Avand 1n vedere cd am utilizat aceeasi cantitate de azotat
de argint 1n cazul sintezei fiecarei probe (50 mL AgNOs 1
mM), se poate estima ca eficienta cea mai mare este in cazul
ceaiului verde, pentru care intensitatea din maximul benzii
caracteristice a fost cea mai mare.

lar din punct de vedere al timpului de stabilizare, s-ar
putea spune ca timpul de 30 de min pentru suspensia de ceai
verde-AgNP este cel mai convenabil (fara expunere la radiatii
ultraviolete).
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IV.3. Rezultatele analizei prin microscopie optica in camp
intunecat

Tn figurile de mai jos sunt redate capturile de imagini
obtinute la microscopul optic pentru probele de AgNP
sintetizate cu extracte de plante.

Figura IV.10. Rezultatele analizei prin microscopie optica in cdmp
intunecat pentru probele de: a) AgNP sintetizate cu extract de
lamaie; b) AgNP sintetizate cu extract de ceai verde; c) AgNP

sintetizate cu extract de afine; d) AgNP sintetizate cu extract de
mure (obiectiv 40 X).

Pentru AgNP sintetizate cu extract de lamaie,
diametrele sunt cuprinse intre 15 si 40 nm (Fig. IV.10.a), iar
pentru AgNP sintetizate cu extract de ceai verde, intre 15 si 55
nm (Fig. 1V.10.b)-in accord cu Hasan si colab. (2024) care,
prin tehnica SEM, au gasit ca AgNP sintetizate cu ceai verde
prezinti diametre intre 35 si 50 nm. In cazul fructelor de
padure (Fig. 1V.10.c, d) diametrele sunt cuprinse intre 25 si 70
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nm pentru AgNP-afine si, respectiv, 22 si 67 nm pentru
AgNP-mure cu unele asocieri Tntre nanoparticule vecine.

IV.4. Rezultatele analizei prin XRD
Proprietatile de cristalinitate au fost studiate prin
aplicarea metodei bazate pe difractia radiatiilor X, iar
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Figura IV.11.c-d. Rezultatele
analizei XRD pentru c) AgNP-
afine; d) AgNP-mure.

Conform cu Figura 1V.11l.a-d, in difractogramele obtinute
pentru probele de AgNP sintetizate cu extracte vegetale se
regasesc maximele de difractie ale argintului (Tabelul IV.1).

Conform standardelor JCPDS nr. 19-0629, toate cele patru
probe de AgNP obtinute au structura cristalind specifica, fiind
acompaniate ocazional si de alte structuri cristaline, cum ar fi




argintul oxidat (AgO), al carui maxim de difractie apare foarte
pregnant Tn cazul probei de AgNP-lamaie (Fig. IV.1l.a,
notatie (*)).

Tabelul 1V.1. Rezultatele analizei XRD
Indicii (hkD)|(111) [(200) [(220) [(311)
AgNP-lamaie
20 (° 38,1507]44,3851|64,5451]77,4174
AgNP-ceai verde

260(° 38,1621/ |64,5614(77,4921
AgNP-afine

20 (% 38,1596]44,3561|64,5354|77,4534
AgNP-mure

260 (° 38,1687]44,3262|64,5083]77,4353
La fel, intre peak-urile de intensitate mica,
comparabild cu zgomotul de fond, pot fi unele care corespund
componentelor organice cristaline din extractele vegetale.
Inregistrarile nu depasesc unghiul de 80 de grade.
IV.5. Rezultatele analizei diametrului hidrodinamic si a
potentialului Zeta

Diametrul nanoparticulelor si potentialul Zeta s-au
determinat prin metoda difuziei dinamice a luminii, iar
rezultatele se prezintd in continuare.
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Figura 1V.12.a1) Diametrul hidrodinamic de 120 nm, cu un indice
de polidispersie PDI = 0,11; a2) potentialul Zeta pentru AgNP-
lamaie de- 2,88 mV.
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Se poate presupune ca particulele de argint sunt acoperite
cu invelis organic molecular cu o sarcind electricd negativa
mica, dar care pot asigura, predominant, repulsia sterica,
spatiala in cadrul sistemului coloidal, mai mult decat repulsia
elecrostatica.
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Figura 1V.12.b1) Diametrul hidrodinamic de121 nm si indicele PDI
de 0,13; b2) potentialul Zeta pentru proba de AgNP-ceai verde de —

4,33 mV.
Y 100
4( - “ /
801 R / om0
£ L f 3
1 "
% 60 , 2 080 AgNP afine
5 / : k]
2 ®
-] : o 040
2 g
s : g
8 | £om
E2 1k H
E I g \
| \ 000 NG
0000 0001 001 01 1 10 e T
Diametru (p m) Potential Zeta (mV)
cl) c2)

Figura IV.12.c1) Diametrul hidrodinamic de 61 nm si indicele PDI
de 0,29 si ¢2) potentialul Zeta pentru AgNP-afine de 17,28 mV.

Toate aceste rezultate ale analizelor parametrilor fizico-
chimici efectuate asupra suspensiilor de AgNP sintetizate de
noi au evidentiat o granularitate find si o stabilitate
semnificativa
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in timp, ceea ce le recomanda pentru aplicatii
biomedicale. Astfel, inh cele de mai jos, am prezentat
rezultatele testarii activitatii lor antimicrobiene.

Pentru proba de nanoparticule de AgNP-mure (Fig.
IV.12.d1) s-a obtinut diametrul Dy de 67 nm si indicele PDI
de 0,12. Potentialul Zeta pentru suspensia de AgNP-mure
(Fig. 1V.12.d2) a fost de -18,04 mV, astfel ca se poate spune
ca cele doua suspensii la care s-au utilizat pentru sinteza
extracte de fructe de padure se comportd similar, avand
diametrul particulelor de valori in concordanta si cu cele ce au
rezultat din microscopia opticd in camp Intunecat.

Intensitate relativa (%)

LogDiametru (nm)

AgNP-mure AgNP-ceai verde AgNP-lamaie AgNP-afine

Figura IV.12.e. Comparatie intre diametrele hidrodinamice obtinute
pentru probele de AgNP sintetizate cu extracte de plante.
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De aici se poate deduce cd invelisul organic al
miezurilor de argint nu este la fel de mare ca la probele
sintetizate cu lamaie si ceai verde, unde diametrul particulelor
coloidale este aproape dublu (in timp ce valorile obtinute prin
microscopia optica in caAmp Intunecat sunt destul de apropiate
la toate probele studiate). Stabilitatea probelor sintetizate cu
fructe de padure este asiguratd atat de repulsia electrostatica,
cat si de cea sterici, dupa cum rezultd din valorile
potentialulul Zeta, spre deosebire de celelalte doud probe
unde natura invelisului organic, molecular, mai consistent,
conduce la o incércare electrica mica si, deci, la predominanta
repulsiei sterice in sistemul coloidal.

IV.6. Rezultatele determinarii activititii antimicrobiene

Pentru testarea activitatii antimicrobiene a probelor de
AgNP s-au utilizat germeni microbieni din colectiile standard
ATCC, si anume Staphylococcus aureus si Escherichia coli ca
specii reprezentative pentru patogenii umani cu raspandire
larga.

, a) b)
Figura IV.13.a) Esantioanele de AgNP si b) esantioanele de
preparate microbiene.

Au fost aplicate atat metoda clasica, a difuziei agentului
antimicrobian in mediul de cultura al microorganismelor, cat
si tehnica timpului de omorare, ambele prezentate in capitolul
dedicat metodelor si tehnicilor experimentale aplicate in
aceasta teza.
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IV.6.1. Rezultatele aplicarii metodei difuzimetrice pentru
determinarea activititii antimicrobiene a suspensiilor de
AgNP

In imaginile fotografice din Figura IV.14 se vede ca,
n jurul rondelelor Tmbibate cu suspensii de argint, avem 0
inhibare a cresterii microbiene, mediul de cultura inoculat
uniform cu germeni patogeni fiind transparent, in timp ce
restul suprafetei prezinta un aspect opac, din cauza coloniilor
de germeni care s-au dezvoltat neafectate de argint.

Figura 1V.14. Imagini ale cutiilor Petri cu zonele de inhibitie a
cresterii microbiene. Notatii A-AgNP-afine, L-AgNP-lamaie, M-
AgNP-mure si C-AgNP-ceai verde.

Activitatea antimicrobiana
25 Metode difuzimetrica

20

18,5 185
15,5
15
105 11 15
85 7.5
5
0 | -

AgNP-afine  AgNP-ceai verde AgNP-mure AgNP-lamaie

Diametrul zonei de inhibitie (mm)
=

O S. aureus W E. coli

Figura IV.15. Rezultatele metodei difuzimetrice pentru cei doi
germeni patogeni.
In zona de inhibitie a cresterii microbiene s-a produs
difuzia nanoparticulelor de argint din rondelele imbibate cu
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fiecare suspensie dintre cele patru studiate de noi, ceea ce a
avut ca efect distrugerea microorganismelor pe o raza de
cativa mm. Activitatea antimicrobiana a agentului testat creste
odata cu cresterea zonei de inhibitie.Pentru bacteria S. aureus
cea mai mare activitate antimicrobiand s-a obtinut in cazul
probei de AgNP-ceai verde, pentru care diametrul zonei de
inhibitie a fost de peste 15 mm, iar cea mai mica in cazul
AgNP-lamaie (7,5 mm), fata de AgNP sintetizate cu fructe de
padure cu 8,5 si respectiv 10,5 mm pentru AgNP-afine si
respectiv. AgNP-mure. Tn cazul bacteriei E. coli, diametrele
medii cele mai mari s-au obtinut pentru AgNP-lamaie si
AgNP-mure (18,5 mm in ambele cazuri) in timp ce, pentru
celelalte doud suspensii de argint s-a obtinut 11,0-11,5 mm.
Dermibas si colab. (2017) au evidentiat zone de inhibitie a
cresterii microbiene corespunzatoare particulelor de AgNP
sintetizate cu extract de mure, cu diametrul de 11 mm pentru
E. coli, si 16 mm pentru S. aureus, date cu care si rezultatele
noastre sunt in buna concordanta.
IV.6.2. Rezultatele aplicirii metodei timpului de omorare
(kill-time  assay) pentru determinarea  activitatii
antimicrobiene a suspensiilor de AgNP

Pentru a obtine noi informatii referitoare la activitatea
antimicrobiand a probelor de AgNP sintetizate (folosind
extracte vegetale in loc de reducidtori de sintezd chimicd) a
fost aplicata si tehnica timpului de omorare pentru doi
germeni reprezentativi, S. aureus si E. coI| (Fig. 1V.16).

Figurh IV. 16 a. AgNP Lamaie Flgura IV. 16 b. AgNP Liamaie
Staphylococcus aureus - Escherichia coli
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Cu cat este mai puternica activitatea antimicrobiand a unei
probe de AgNP, cu atét scdderea la zero a numarului de celule
microbiene se petrece dupa un timp de interactiune mai mic.

S. aureus
41000

50000 -

40000 36270
£ 30000
z | 10 0
¥ 20000 wmd® 0 P
- 10 sy 320 0 .

10000 = 10 [t -~ 0 AgNPdamaie

160 < o - 0 o™ AgNP-mure
0 ’ 0 0 e AgNP-con verde
Ti(6 AgNP-ahne

T
ore) 22 gy
ore) T4(48
ore) T5(72

ore)
AgNP-afine  © AgNP-ceaiverde  © AgNP-mure  AgNP4amaie

ore)

Figura IV.17. Rezultatele aplicarii tehnicii timpului de omorare
pentru S. aureus.

in figura IV.17. se pot vedea timpii de omorare obtinuti
pentru S. aureus conform prelucrarii datelor din figurile
IV.16.a-d. Probele de AgNP sintetizate cu extracte de fructe
de padure (afine si mure) prezintd anihilarea cresterilor
microbiene ale germenilor S. aureus dupa T3=24 de ore
(AgNP-afine) si respectiv T4=48 de ore (AgNP-mure), cu
pornire de la niveluri relativ mari ale densititii microbiene
relevate pentru primul timp de observare, de 6 ore (Fig.
IV.17), si anume logN/mL=36270 pentru AgNP-afine si
logN/mL=41000 pentru AgNP-mure.

Proba de AgNP-ceai verde, ca si cea de AgNP-lamaie
prezintd eficacitate semnificativ mai mare contra bacteriei S.
aureus, care se distruge total la T3=24 de ore de interactiune,
cu pornire de la niveluri considerabil mai mici la momentul de
observare, de la T1=6 ore, de logN/mL=510 pentru AgNP-cea
verde si respectiv logN/mL=710 pentru AgNP-lamaie.
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Figura IV.18. Rezultatele aplicarii tehnicii timpului de omorare
pentru E. coli.

In figura 1V.18. se pot vedea timpii de omorare
obtinuti pentru E.coli conform prelucrarii datelor din figurile
IV.16.e-h. Initial, supravietuirea celulelor de E. coli (Fig.
IV.18.) dupa T1=6 ore de interactiune cu nanoparticulele de
argint este datd de valorile lui LogN/mL=4680 (AgNP-
lamaie), logN/mL=1430 (AgNP-mure), logN/mL=910
(AgNP-afine) si 30 (AgNP-ceai verde). Proba de AgNP-ceai
verde anuleaza cresterea microbiand a germenilor E. coli dupa
T2=12 ore, fiind cea mai eficientd dintre cele patru probe
studiate de noi. La T3=24 de ore se anuleazd si cresterea
microbianad corespunzatoare probei de AgNP-mure iar la
T4=48 de ore se reduc la zero si valorile corespunzatoare
celorlalte doua probe (AgNP-afine si AgNP-lamaie).Loo si
colab. (2018) au demonstrat eficienta antimicrobiana a unor
particule de AgNP sintetizate cu extract de ceai indian contra
lui E. coli cu un timp de 1-2 ore pentru efectul letal.

2023) a prilejuit propunerea catorva ipoteze privind
mecanismele de interactiune ale acestora cu celulele vii —
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ipoteze care se pot prelua si in cazul nanoparticulelor de
argint, de la suprafata carora se pot elibera atomi de argint
reoxidati, sub formd de Ag. In paralel se studiazi si
mecanismele prin care particulele de AgNP interactioneaza cu
structurile celulare. lonii de Ag- care ajung la suprafata unei
celule bacteriene intalnesc in primul rand peretele celular, ce
acopera membrana celulara, protejand-0. Acesta este format
in principal din peptidoglicani (poli-N-acetilglucozamina si
acid N-acetilmuramic), iar ionii de argint incarcati pozitiv, pot
forma complecsi moleculari cu unele grupari donoare de
electroni (cu sarcind partial negativa, datorita oxigenului sau
azotului) din moleculele de peptidoglicani, influentand
proprietatile de permeabilitate ale invelisului celular, astfel ca
pot ajunge si la membrana celulard. Prin interactiuni de acest
fel, ionii de Ag- pot penetra si membrana celulara ajungand sa
interactioneze cu organitele celulare si sd influenteze
procesele metabolice din citoplasma (Duran si colab., 2016).

Dintre aceste interactiuni intracelulare, un rol important
se atribuie generarii de specii reactive de oxigen (ROS-
Reactive Oxygen Species) si interactiunii cu proteinele si
moleculele de ADN. Asupra lui E. coli efectul a fost,
dimpotriva, cel mai mare, demonstrat prin la aplicarea
metodei difuzimetrice (Fig. IV.15) dar si cu un timp de
omorare relativ mai mare (Fig. 1V.18).

Toxicitatea indusd de producerea unui nivel ridicat de
specii reactive de oxigen (ROS) — cum sunt radicalii hidroxil
(OH), oxigenul molecular ionizat (O, peroxidul de hidrogen
(H20>) etc se datoreazi efectului lor oxidant ce afecteazi mai
ales lipidele din structurile membranare ale plasmalemei
(membrana celulard) si din membranele organitelor celulare,
de exemplu mitocondriile — sediul proceselor vitale de
respiratie celulara. Astfel, membranele cu lipide peroxidate se
destabilizeaza si isi pierd functiile de permeabilitate, iar
schimburile de ioni (de sodiu, potasiu, calciu etc) cu mediul
sunt compromise — la fel si comunicarea cu mediul, care se
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realizeazd prin intermediul curentilor transmembranari de
sodiu, calciu, potasiu etc. In consecint, celulele sufer alterari
ireparabile ale unor procese vitale si mor.

IV.7. Concluzii

Nanoparticulele de argint sintetizate cu reducatori din
extracte vegetale au caracteristici fizico-chimice comparabile
cu cele raportate in literatura, dovedindu-se adecvate pentru
aplicatii biomedicale. Banda de absorbtie caracteristica
particulelor a fost evidentiata intre 425 nm si 460 nm pentru
toate probele, in buna concordanta cu rezultatele altor autori.

Stabilitatea suspensiilor de AgNP, din punct de vedere
al granularitatii, este datoratd dimensiunii particulelor
metalice, de ordinul zecilor de nanometri, asa cum s-a
constatat prin vizualizarea lor in microscopia optica cu cAmp
intunecat, dar si diametrului hidrodinamic (intre 60 nm si 120
nm), cu indicele de polidispersie dimensionald sub 0,3,
indicand o bund monodimensionalitate la toate probele.

Stabilitatea suspensiilor, din punct de vedere al
fortelor de interactiune dintre particule, s-a dovedit a fi
asigurata de repulsia predominant sterica in cazul probelor de
AgNP-lamaie si AgNP-ceai verde, cu invelis molecular mai
bogat In molecule neutre decét in ioni, si cu valori mai mici
(in valoare absolutd) ale potentialului Zeta, in timp ce pentru
suspensiile de AgNP sintetizate cu fructe de padure, invelisul
molecular mai bogat 1n ioni negativi asigura si 0 componenta
de respingere electrostaticd, evidentiatd de valorile negative
ale potentialului Zeta — rezultand asadar, atat forte de repulsie
electrostatice, cét si sterice.

Aplicarea metodei difuzimetrice a scos in evidenta ca
eficienta cea mai mare contra lui S. aureus este datoratd
particulelor de AgNP-ceai verde, corespunzator zonelor de
inhibitie a cresterii microbiene cu diametre de circa 16,5 mm,
in timp ce particulele de AgNP-lamaie si AgNP-mure au
actionat cel mai eficient asupra lui E. coli, ducand la zone de
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inhibitie a cresterii microbiene de circa 18,5 mm — in
concordanta cu Khane si colab. (2022).

Aplicarea tehnicii timpului de omorére a permis
evidentierea intervalelor de timp de anihilare totala a
germenilor testati, pentru S. aureus si E. coli. Pentru S. aureus
se poate considera cd probele AgNP-ceai verde si AgNP-
lamaie au condus la cele mai bune rezultate deoarece, inca de
la 6 ore de interactiune, densitdtile celulelor microbiene
viabile au fost relativ mici, cu doud ordine de marime sub cele
corespunzatoare probelor de AgNP sintetizate cu fructe de
padure — in toate cazurile, distrugerea totala a viabilitatii
celulare survenind la 24 de ore.

Tn cazul lui E. coli, particulele de AgNP-ceai verde
sunt cele mai eficiente, anuland cresterea microbiand dupa 12
ore, fiind urmate de particulele de AgNP-mure, pentru care
timpul de omorare a fost de 24 de ore si de cele de AgNP-
afine si AgNP-lamaie, cu timpul de omorare de 48 de ore.

Astfel, proba de AgNP-ceai verde s-a dovedit cea mai
eficientd, atat pentru microorganismele Gram-pozitive, cat si
pentru cele Gram-negative — prin ambele tehnici aplicate.
Amintim cd pentru aceastd probd intensitatea benzii de
absorbtie caracteristice a fost cea mai mare corespunziand
concentratiei celei mai mari de nanoparticule de argint,
aceasta rezultand din faptul ci pentru ceaiul verde s-au gasit
cel mai mare continut de polifenoli, cel mai mare continut de
flavone si cea mai mare capacitate antioxidantd totala.
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CONCLUZII GENERALE

Studiul comparativ al particulelor de AgNP obtinute
prin reducere chimicd si respectiv prin reducere
biologica cu extract de ceai verde a scos in evidenta
potentialul reducdator mai mare a extractului de ceai
verde fatd de citratul trisodic, dupd cum au aratat
benzile de absorbtie caracteristice argintului
nanodimensionat, intensitatea n maximul
corespunzator probei de AgNP sintetizatd cu ceai
verde fiind de circa opt ori mai mare decéat cel
corespunzator probei de AgNP sintetizatd cu citrat
trisodic, in concordanta cu continutul mai mare de
argint evidentiat de analiza elementala.

Studiul sintezei de particule de AgNP sintetizatd cu
extract de lamaie a ardtat ca se poate obtine o
concentratie de circa doua ori mai mare decét in proba
de AgNP sintetizatd cu citrat trisodic (intensitatea
benzii de absorbtie caracteristice fiind de doua ori mai
mare) prin aplicarea unei proceduri in doud etape,
dupd sinteza prin reducere termica aplicindu-se 0
iradiere de 30 de min cu radiatii UV-C.

Un element de originalitate al abordarii experimentale
din aceastd tezd constd in monitorizarea influentei
radiatiilor UV-C prin masuratori dimensionale pe
imaginile furnizate de microscopia optica in camp
intunecat asupra emisiilor de rezonanta plasmonica
localizatd de suprafatd asociate particulelor de AQNP
sintetizate prin reducere biologica.

Utilizarea extractelor de fructe de padure a condus la
sinteze reusite, cu intensitati relativ mari ale benzilor
de absorbtie caracteristice, in cazul AgNP sintetizate
cu extract de mure intensitatea Tn maximul benzii
fiind similara cu cea a probei de AgNP sintetizatd cu
extract de lamaie, iar in cazul probei de AgNP
sintetizatd cu extract de afine, intensitatea benzii de
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absorbtie caracteristice fiind comparabila cu cea a
probei de AgNP sintetizatd cu ceai verde. Fata de
sintezele prezentate anterior, apare dezavantajul
finalizarii dupa intervale de timp mai indelungate (de
peste doud saptamani), dar avantajele sunt date de
activitatea antimicrobiand ridicatd asupra germenilor
Staphylococcus aureus si Escherichia coli.

Toate probele sintetizate cu extracte din plante, cu
pornire de la aceeasi cantitate de ioni de argint, au
prezentat activitate antimicrobiand relativ mare, dupa
cum s-a dovedit prin masuratori asupra zonelor de
inhibitie a cresterilor microbiene tratate cu suspensii
de AgNP difuzate In mediile de cultura ale celor doua
microorganisme etalon.

Un element de originalitate al studiilor efectuate in
aceastd tezd constd 1n aplicarea suplimentard a
metodei de determinare a timpului de omorare la
nanoparticule de argint sintetizate prin metode
prietenoase cu mediul — metoda care a evidentiat
timpi de distrugere totala a germenilor patogeni de 24
de ore.

Din investigatiile realizate asupra proprietatilor
fizico-chimice si a activitdtii antimicrobiene a reiesit
eficienta cea mai mare a nanoparticulelor de argint
sintetizate cu antioxidantii naturali din extractul de
ceai verde — reducatori ai caror parametri biochimici
(continut total de polifenoli, continut total de flavone
si capacitate de inhibare a activitatii radicalilor liberi
de DPPH) au avut cele mai mari valori.

Aceste studii pot fi continuate urmarind optimizarea
protocoalelor de sintezda cu fructe de padure, pentru
care se pune problema scurtarii timpului de sinteza,
ceea Ce s-ar putea obtine prin expunerea la radiatii
ultraviolete. De asemenea, se poate studia sinteza cu
extracte din frunze de afin, mur etc, care sunt mai
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putin costisitoare decat fructele, si pentru care se
gasesc unele repere n literatura de specialitate.

Prin colaborari cu laboratoare specializate de
microbiologie se poate studia sinteza de AgNP prin
intermediul unor microorganisme alese adecvat —
bacterii, drojdii, actinomicete.
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