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BN PREFATA

in fata dumneavoastra se regaseste teza de doctorat intitulata “Proiectarea si
sintetizarea unui hidrogel pe baza de nano si microparticule functionalizate”.
Aceasta a fost redactata in vederea finalizarii programului de studii doctorale in Inginerie
Industriala din cadrul Universitatii Lucian Blaga din Sibiu, Roménia sub indrumarea
domnului Profesor Dr. Dan Chicea. Implicarea in programul de studii doctorale a debutat
in Octombrie 2020 si s-a incheiat in Octombrie 2023. Cariera in cercetare dobandita in
urma angajarii ca asistent de cercetare in biologie moleculara si in inginerie dupa
absolvirea facultatii, din 2018 pana in prezent, m-a ajutat sa depasesc toate provocarile
aduse de aceasta teza.

Dorinta de a produce materiale pentru a ajuta oamenii in nevoie s-a indeplinit
inca de la obtinerea diplomei de licenta, unde am fabricat un pansament liofilizat pornind
de la materie bruta. In aceasta teza de doctorat, am abordat un subiect de interes actual,
dat fiind faptul ca infectiile pacientilor dobandite din spitale sau din cauza unei neglijente
personale au devenit o problema la nivel mondial aparuta inca de multi ani si care inca
afecteaza un numar impresionant de oameni. Provocarile aparute pe parcursul tezei de
doctorat m-au facut s& am mai multd experintd in dezvoltarea nanomaterialelor si a
hidrogelurilor polimerice. Am invatat cum sa rezolv problemele aparute in fabricarea
materialelor in laborator, asadar mi-am dat seama ca straduinta face parte dintru-un
rezultat de succes. Aceasta tezd de doctorat m-a invatat sa am toleranta si sa imi
imbunatatesc continuu aptitudinile personale si profesionale.

Aceasta teza este o abodare personala in dezvoltarea unei tehnici inovatoare in
caracterizarea nanoparticulelor denumita Direct Particle Tracking si in sintetizarea unui
hidrogel polimeric pe baza de chitosan cu nanoparticule de argint functionalizate cu
chitosan ca aplicatie finala, acesta avand potentialul s& devina un dispozitiv medical
industrial pentru ranile sau arsurile usoare si medii.

Motivatia alegerii acestui subiect in teza de doctorat se datoreaza nevoilor de
produse antimicrobiene care sa fie usor de manevrat si accesibile pentru o larga
categorie de oameni. Arsurile sau ranile infectate ce cauzeaza inclusiv dureri sunt o
problem& mondiala. in Romania, aceste probleme cu pacienti infectati cu bacterii este
un subiect foarte bine cunoscut. Asadar, pentru a evita strategia cu antibiotice, care nu

ofera intotdeauna rezultatele dorite in cazul unei rani exterioare sau grefarea care nu
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este disponibila pentru toate categoriile de persoane, dezvoltarea unor astfel de
hidrogeluri produse cu ajutorul ingineriei pot imbunatati vindecarea oamenilor in cazul
unor infectii usoare. Scopul acestora este de a oferi suport tindnd cont de compozitia lor
pe baza de polimeri in timp ce ofera un efect antibacterian datorita nanoparticulelor de
argint.

Rezultatele obtinute in teza mea de doctorat aduc contributii inovatoare in
domeniul stiintei materialelor si cel al ingineriei industriale. Diseminarea rezultatelor a
fost atinsa prin publicarea articolelor in jurnale WoS, articole publicate in alte baze de
date si prin participarea la conferinte internationale, preponderent cu prezentari orale si
la diferite programe internationale ca student doctorand. Un alt succes atins in cadrul
acestei teze de doctorat a fost participarea in mai multe proiecte de cercetare ca

membru in echipa.

Sibiu, August 2023
Ing. Alexandra MARANCIUC
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I (N TRODUCERE

Pielea este un organ important al corpului expus la posibile accidente foarte
des. Ranile sau arsurile pot aparea din diversi factori, precum lovituri, temperatura
ridicata sau diverse boli. Chiar daca corpul nostru este proiectat sa vindece ranile
aparute la nivelul pielii, acest proces este lung si necesita timp. In timpul procesului de
vindecare, infectile pot aparea, asadar timpul este un factor important si fiecare
metoda alternativa poate face diferenta.

La nivel national si international, comunitatea stiintifica se straduieste sa
combata problemele aparute de infectiile bacteriene si de rezistenta lor, una dintre
principalele cauze de deces la nivel mondial. Asadar, ingineria medicald a inceput
producerea de dispozitive medicale pentru a oferi tratament pacientilor la nevoie
deoarece strategiile actuale nu sunt suficiente.

Aplicatia antibacteriana propusa ca solutie in aceasta teza se bazeaza pe
nanoparticule de argint functionalizate cu chitosan integrate intr-un hidrogel pe baza
de chitosan. Nanoparticulele de argint au demonstrat de-a lungul timpului proprietati
antibacteriene pe diferite tulpini bacteriene. Aceste nanoparticule au capacitatea de a
se atasa si de a trece prin membrana bacteriilor utilizand un mecanism specific, de a
induce formarea speciilor reactive de oxigen si de a altera caile de replicare ale
bacteriilor. Proprietatile lor depind de mai multi factori fizico-chimici, precum
dimensiune, forma, concentratie sau suprafata de la exterior. Functionalizarea
nanoparticulelor de argint cu chitosan este strategia aleasa in cadrul acestei teze de
doctorat deoarece creste biocompatibilitatea acestora. Integrarea nanoparticulelor
functionalizate intr-un hidrogel pe baza de chitosan le va oferi o eliberare prelungita in
timp ce pentru pacient va fi oferit un suport usor de manipulat. Conform numeroaselor
studii din literatura, efectul antimicrobian al nanoparticulelor de argint este mai puternic
odata ce particulele sunt mai mici. Datorita importantei dimensiunilor, tehnici avansate
au fost dezvoltate cu timpul pentru caracterizarea acestora. Microscopie electronica
sau tehnici de dimensionare fizice sunt utilizate preponderent, insa dezvoltarea unei
tehnici noi ar putea imbunatati informatiile teoretice cunoscute pana in prezent privind
comportamentul nanopatrticulelor.

Una dintre partile teoretice si practice inovatoare ale acestei teze de doctorat

este dezvoltarea unei noi analize de investigare a dimensiunii de nanoparticula,
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denumita, Direct Particle Tracking. Aceasta asigura investigarea nanoparticulelor de
argint utilizand un sistem optic inovator si un sistem in timp real care arata dimensiunea
nanometrica a particulelor si care sugereaza un potential efect antibacterian.

O alta parte aplicativa inovatoare a acestei teze este demonstrata prin
functionalizarea nanoparticulelor de argint care a fost realizata utilizdndu-se un
protocol dezvoltat in laborator, dar si prin dezvoltarea hidrogelului care a fost proiectat
si sintetizat in intregime in laborator printr-un protocol personalizat.

Principalul scop al tezei este fabricarea hidrogelului pe baza de chitosan cu
nanoparticule de argint functionalizate utilizadnd chitosan care ar putea fi amplasat la
nivelul ranii sau arsurii in vederea reducerii proliferarii bacteriene. Cantitatea crescuta
de apa si de chitosan va impiedica lipirea acestuia, asadar comfortul va fi asigurat.
Hidrogelul va oferi un efect antibacterian datorita nanoparticulelor de argint care vor fi
eliberate treptat din matricea de chitosan a acestuia.

Cel de-al doilea scop al acestei teze de doctorat este investigarea
nanoparticulelor de argint prin tehnica inovatoare Direct Particle Tracking propusa si
descrisa in cadrul tezei. Aceasta tehnica in timp real are marele avantaj de a oferi
informatii despre caracteristicile dimensionale ale fiecarei particula de argint
individuala si despre cum nanoparticulele de argint interactioneaza in suspensii.

Cu scopul indeplinirii acestor cerinte propuse in cadrul tezei de doctorat, au fost

propuse obiectivele de cercetare:

» Ol. Dezvoltarea tehnicii Direct Particle Tracking Tn cadrul laboratorului
experimental pentru investigarea nanoparticulelor de argint.

»  02. Sinteza nanoparticulelor de argint utilizand doua metode de sinteza diferite.

»  0O3. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de argint si prezentarea
discutiilor rezultatelor privind dimensiunea acestora.

»  OA4. Functionalizarea nanoparticulelor utilizdnd chitosan realizatd prin doua
metode de sinteze diferite.

»  Ob. Caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de argint functionalizate cu
chitosan si prezentarea discutiilor rezultatelor.

» 06. Determinarea efectului antibacterian al nanoparticulelor de argint
functionalizate.

» O7. Proiectarea si fabricarea hidrogelului cu nanoparticule de argint

functionalizate cu chitosan integrate in matricea sa.
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Cu scopul indeplinirii acestor obiective, teza de doctorat a fost impartita in sase
capitole principale si sub-capitolele aferente.

Capitolul I, Studiu de literatura privind nanoparticulele si abordari privind
hidrogelurile, sumarizeaza informatii teoretice despre fiecare material utilizat in
aceasta cercetare si anume nanoparticule de argint, chitosan si hidrogeluri. Informatia
concentrata in acest capitol are un impact crescut in literatura existenta in prezent.
Capitolul contine informatii recente despre proprietatile acestora, despre metodele de
sinteza si de caracterizare si despre integrarea lor in aplicatii precum dispozitivele
medicale.

Capitolul Il, Cercetare experimentala privind tehnica inovatoare propusa
pentru determinarea dimensiunilor nanoparticulelor de argint: Direct Particle
Tracking, expune pasii utilizati in dezvoltarea tehnicii propusa in cadrul acestei teze
de doctorat. Capitolul descrie fenomenul fizic care apare in proba, prezinta substratul
matematic al metodei si explica cum echipamentul este utilizat in experimentele reale.
Rezultatele prezentate in acest capitol sunt pe baza de simulari realizate pentru
nanoparticulele de argint. Simularile au fost rulate pe baza programului software
dezvoltat si au aratat ca metoda este valida si poate fi utilizata in experimente viitoare
in dimensionarea nanopatrticulelor.

Capitolul Ill, Cercetari experimentale privind sinteza si caracterizarea
nanoparticulelor de argint, prezinta cele doua metode de sinteza propuse pentru
fabricarea nanoparticulelor de argint. Diferenta dintre sinteze bazata pe utilizarea a doi
compusi chimici diferiti in reducerile chimice propuse, Citrat tri-sodic dihidratat versus
D-glucoza, duce la diferente observate in urma caracterizarii realizate in acest capitol.
Asadar, rezultatele privind caracterizarea fizico-chimica a sintezelor focusata pe
dimensiunile particulelor sunt expuse in capitolul IlI.

Capitolul IV, Cercetari experimentale privind functionalizarea
nanoparticulelor de argint cu chitosan, expune abordarile utilizate Tin
functionalizarea nanoparticulelor. Asadar, in acest capitol sunt prezentate metodele
propuse pentru functionalizarea cu chitosan utilizdnd doua abordari distincte,
rezultatele obtinute in urma caracterizarii fizico-chimice a nanoparticulelor de argint
functionalizate si testul antibacterian realizat pe doua tulpini, Escherichia Coli si
Staphylococcus Aureus. In plus, capitolul expune protocolul inovator propus in cadrul
tezei de doctorat pentru functionalizare si rezultatele acestuia comparéand cu o metoda

clasica descrisa in literatura.
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Capitolul V, Sinteza hidrogelului polimeric pe baza de nanoparticule de
argint functionalizate, include procesul de fabricare ca aplicatie finala a acestei
cercetari, hidrogelul pe baza de chitosan cu nanoparticule functionalizate. Capitolul
expune metoda de sinteza propusa pentru pansamentul de tip hidrogel si
caracterizarea sa utilizand microscopie optica.

Capitolul VI, Concluzii finale, contributii personale si directii viitoare de
cercetare, descrie concluziile finale ale acestei cercetari. in acest capitol este
subliniata contributia personala a autorului la domeniul de cercetare si sunt descrise

directiile viitoare ale cercetarii pe baza rezultatelor din aceasta teza de doctorat.
Cuvinte cheie: nanoparticule de argint, dimensiune, sinteza chimica, masuratori DLS,

determinari de dimensiune prin AFM, chitosan, functionalizare, efect antibacterian,

hidrogel
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s | STUDIU DE LITERATURA

1. STUDIU DE LITERATURA: NANOSTIINTA S| NANOPARTICULE

Nanotehnologia, un domeniu de cercetare dezvoltat constant din 1959,
reprezinta o strategie de cercetare unica si inovatoare [1, 2]. Descrisa prima data in
1974 de Norio Taniguchi si apoi experimentata in 1981 de doi cercetatori de la IBM
care au dezvoltat microscopul cu efect tunel [2], nanotehnologia a castigat proportii in
domeniul stiintei. Potentialul crescut al acestei stiinte este in stransa legatura cu
cercetarea atomilor si a moleculelor. Posibilitatea dezvoltarii de masini la dimensiune
nanometrica si fabricarea de dispozitive cu o distributie specifica a atomilor a devenit
o prioritate pentru cercetatori si ingineri. Nanotehnologiile dezvoltate pana in prezent
creeaza materiale de dimensiuni reduse cu proprietati unice care ofera posibilitatea de
a fi utilizate in domenii diferite precum industria textila, electronica sau automatica.
Nanotehnologia poate fi consideratd domeniul inovator al stiintei materialelor datorita
avantajelor oferite. Tn ultimii ani, economia a demonstrat imbunatatiri in ceea ce
priveste nevoie de materiale mai mici si mai performante in toate domeniile. Pe langa
dimensiunea redusa, nanomaterialele au captat atentia datorita proprietatilor fizico-
chimice precum conductivitate sau activitate optica [3].

Nanomaterialele au schimbat modelele clasice investigate pana in prezent.
Nevoia de produse usoare si sustenabile, terapii targhetate, dispositive de diagnostic
optimizate au dus la descoperirea contributiilor benefice ale nanomaterialelor. in
medicina, aceste dimensiuni nano sunt studiate din ce in ce mai des. Cea mai
importanta proprietate, un raport suprafatd/volum mare, creste activitatea acestora in
sistemele biologice [4].

Nanoparticulele, un domeniu important al nanotehnologiei, sunt materiale cu
dimensiuni nanometrice mai mici de 100 nanometrii considerate materiale 0-D.
Proprietatile specifice si bine-definite ale nanoparticulelor le ofera avantaje in diverse
aplicatii ingineresti. Forma si dimensiunea sunt principalii factori studiati in comunitatea
stiintifica. Acesti factori pot influenta proprietatile fizico-chimice si optice ale
nanoparticulelor. Concentratia solutiilor de nanoparticule, densitatea sau culoarea sunt
alti factori care induc modificari in materialele nanometrice. Fiecare aplicatie necesita
anumite proprietati, asadar dependenta marimii sau a formei fatd de aplicatia finala
este recunoscuta de studiile din literatura.
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Nanoparticulele pot fi sintetizate prin diferite strategii. In general existd doua
directii principale: metodele “top-down” (de la mare la mic) si “bottom-up” (de la mic la
mare). In functie de precursorii si materialele utilizate, cele doua abordari se bazeaza
pe tehnologii diferite. Metoda “top-down” se bazeaza pe transformarea unui material
din volum mare n particule mici, in timp ce metoda “bottom-up” implica productia de
nanoparticule utilizadnd reactivi chimici capabili sa fie asamblati din faza de atomi in
nuclei care ulterior vor creste in clusteri si particule de dimensiuni nanometrice, precum
poate fi observat in Figura 1 [5-7]. Particulele organice sunt obtinute de obicei prin
metode “bottom-up” precum reducere chimica, sol-gel, emulsificare sau procese de
auto-asamblare. Aceste metode duc in majoritatea cazurilor la fabricarea de
nanoparticule intr-o forma sferica si intr-o polidispersitate a distributiei de dimensiune
datorita tensiunii superficiale inerente care apare in timpul procesului de fabricatie. Pe
langa particulele organice, particulele inorganice in forme diferite pot fi obtinute prin

metode “bottom-up”, de asemenea, de exemplu printr-un proces de nucleatie [8].

Bulk material

Powder TOP-DOWN
dy
Ay
da A
<10 000 nm
NANOPARTICLE
R Y
- e s
8
oo ¥ 2
o0 -> Clusters

BOTTOM-UP o0 ¥

Atoms/Molecules

Figura 1. Metode “top-down” versus “bottom-up” din perspectiva nanoparticulelor

2. NANOPARTICULE DE ARGINT

Argintul este un metal maleabil, stralucitor [9], utilizat de multi ani in aplicatii
medicale datorita beneficiilor pe care le ofera. Dovezile descrise in istorie au aratat
prezenta argintului inca din Egiptul antic si Roma antica, fiind considerat un material
excelent de stocare [10]. inc& din timpurile lui Hipocrate, argintul a fost utilizat Tn
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vindecarea ranilor, ulcere sau infectii. Argintul a fost prima data utilizat prin
administrarea sa externa sau prin ingestie cu scopul de a vindeca infectiile interioare
[10]. In cultura Indiana, argintul a fost integrat in creme sau medicamente locale pentru
reactivitatea sa la bacterii. De-a lungul timpului, argintul a dovedit un puternic caracter
antimicrobian fiind folosit procesul de vindecare si in prevenirea bolilor. La sfarsitul
anilor 1900, tratamente pe baza de argint coloidal sub forma nanometrica impotriva
infectiilor propuse de Statele Unite ale Americii au dus la o investigare amanuntita a
materialelor pe baza de argint utilizate in prezent [10]. Evolutia populatiei a dus la
dezvoltarea nanomaterialelor pe baza de argint care au proprietati imbunatatite.
Nanoparticulele de argint (Ag NPs) au un raport suprafatd/volum foarte mare care
creste activitatea lor Tn corpul uman. Suprafata lor crescutd permite o expunere mai
buné la tulpinile bacteriene astfel incat efectul anbacterian este imbunatétit [11]. Tn
plus, odata cu atingerea dimensiunii nanometrice, particulele de argint prezinta
proprietati optice si fizice imbunatatite prin comparatie cu materialul Tntreg.
Conductivitatea lor termca, care se regaseste intr-o cantitate ridicata printre valorile
specifice metalelor, a dus la integrarea acestor particule in dispozitive industriale ca
aplicatie finala. Proprietatile unice le-au transformt intr-un subiect interesant si pentru
domeniul medical unde sunt intens investigate ca agenti antibacterieni.

Forma, o proprietate intens descrisd pentru nanoparticule, influenteaza raportul
suprafata/volum si distributia particulelor in corp. In cazul Ag NPs, forma este o
proprietate capabila, de asemenea, se a modifica raspunsul bacteriilor. Suprafata
reactiva crescuta a acestor particule de dimensiuni nanometrice este benefica pentru
aplicatii de tipul eliberare controlatd a medicamentelor, in terapii pentru cancer, in
regenerarea tisulard sau n aplicatii fotocatalitice [13]. in cazul celulelor animale Si
umane, forma sferica este preferabila in mai multe aplicatii biomedicale. Din moment
ce sunt integrate intr-un biomaterial, prevenirea efectelor adverse posibile ar trebui
luatd in considerare la alegerea formei finale. Un raport suprafata/volum mare si o
forma adecvata, fara numeroase colturi, pot duce la o distributie si la o difuzie adecvate
ale nanoparticulelor in corpul uman si pot preveni apoptoza celulara in zona tisulara
apropiata implantarii dispozitivului medical [13]. Totusi, in cazul bacteriilor, sunt
numeroase studii de literaturéd care sustin utilizarea unor forme triunghiulare ale
nanoparticulelor, acestea demonstrand un efect bactericid mai mare [14-16].

Dimensiunea redusa permite particulelor sa circule in sistemul circulator odata
ce sunt ingerate prin administrare orala sau sa ramana in stratul dermal odata ce sunt
aplicate pe piele. Efectul dependent de dimensiune a fost demonstrat by Osonga si
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colab. [17] care au comparat activitatea antifungica a Ag NPs cu Au NPs sintetizate cu
acelasi agent reducator. Studiul a fost realizat pe diferente tipuri de ciuperci, dar si pe
bacterii Gram-negative si Gram-pozitive. Dupa o perioada de incubare, o concentratie
mai mare de agent reducator, 10 uM, a oprit aproape in totalitate cresterea ciupercilor,
in timp ce la o concentratie mai scazuta de 4 uM, cresterea a fost in continuare
observata. Pe langa importanta concentratiei, dimensiunea s-a dovedit de asemenea
a fi esentiala. Cele mai mici particule identificate cu ajutorul imaginilor TEM
(aproximativ 9 nm) au aratat o inhibare totala in cazul ciupercilor si bacteriilor, in timp
ce la dimensiuni mai mari, activitatea antimicrobiana a scazut [17].

Suprafata nanoparticulelor este si ea corelata cu reactivitatea lor [18] din moment
ce ionii de Ag pot forma cu usurinta interactiuni electrostatice cu alte molecule sau alli
compusi. In cazul bacteriilor, presupusul mecanism de inhibare este, de asemenea,
corelat cu afinitatea argintului pentru grupele sulfat care se gasesc in enzimele sau
proteienle din membrana bacteriilor.

Nanoparticulele de argint, impreuna cu zincul de exemplu, poseda proprietati
antimicrobiene pentru diferite microorganisme. Nanoparticulele de argint sunt extrem
de versatile n ceea ce priveste caracteristicile lor. in cazul abordarii nanoparticulelor
de argint, mecanismul bacteriilor le impiedica pe acestea sa le identifice ca potentiali
agenti antibacterieni, asadar actiunile nanoparticulelor sunt urmate de mai multe
schimbari: modificarea pompelor de eflux, alterarea membranei astfel incéat
nanoparticulele sa poata intra, cresterea numarului de scurgeri intracelulare si in final
alterarea AND-ului prin producerea de ROS (specii reactive de oxigen) care distrug
agentii patogeni [19]. Asadar, nanoparticulele de argint distrug microorganismele prin
alterarea AND-ului plasmidial si prin inducerea aparitiei speciilor reative de oxigen
[19].

3. HIDROGELURI

In ingineria tisulard, sunt cateva abordéri graduale care includ tratamente pe baza
de celule sau molecule biologice, molecule biologice si hidrogeluri sau doar hidrogeluri
in vederea tratarii ranilor. Aceste produse ale ingineriei tisulare sunt clasificate n
functie de compozitia lor cu focalizare asupra polimerilor. Polimer sintetic sau natural,
hidrogelurile ofera proprietati specifice corelate cu aplicatia finald. Ca un polimer

natural cu numeroase avantaje, interesul pentru dispozitivele pe baza de chitosan si

18



derivatii lui a crescut gradul pana in prezent. Acesta ofera o biocompatibilitate crescuta
in cazul materialelor metalice sau inerte, este biodegradabil si este un suport optim
pentru regenerarea celulelor umane [20].

Hidrogelurile sunt biomateriale organizate in forma unei retele tridimensionale a
lanturilor polimerice utilizati preponderent in aplicatii de inginerie tisulara datorita
proprietatilor superioare in comparatie cu alte pansamente: biocompatibilitate,
biodegradabilitate, elasticitate, porozitate, absorbtie de apa si proprietati de gonflare
in cazul absorbtiei exudatului din rani [21]. Acestea sunt materiale 3D cu un procent
crescut de apa si solventi in structura lor. Pot fi usor manipulati sub diferite forme, sunt
comfortabili si versatili in ceea ce priveste dimensiunea, asadar reprezintd o alegere

perfecta pentru ranile de la nivelul pielii.
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s || CERCETRARI EXPERIMENTALE

CERCETARI EXPERIMENTALE PRIVIND SINTEZA SI
CARACTERIZREA FIZICO-CHIMICA A NANOPARTICULELOR DE
ARGINT

1. SCOPUL CERCETARII EXPERIMENTALE

Scopul acestui capitol este de a determina sinteza optima pentru fabricarea Ag
NPs. Din moment ce dimensiunile lor reprezinta un aspect foarte important pentru
aplicatia antibacteriana finala propusa in aceasta teza, determinarea de dimensiune
reprezinta cel mai important aspect in obtinerea nanoparticulelor.

Ag NPs au fost sintetizate utilizand doua abordari pe baza de reducere chimica.
Aceasta metoda de sinteza a fost aleasa deoarece ofera un randament ridicat al
reactiei intr-un timp scurt si in conditii de laborator simple. De asemenea, costurile sunt
reduse. Mai departe in acest capitol vor fi expuse cele doua sinteze chimice realizate
utilizédnd agenti reducatori diferiti pentru acelasi precursor de argint. Asadar, utilizand
azotat de argint ca precursor, citratul trisodic dihidratat (TSC) (Ag NPs-TSC) si D-
glucoza (Ag NPs-Glucoza) au fost comparate in doua reactii de reducere. Scopul
acestei comparatii a fost de a determina care metoda ofera nanoparticule mai mici
pentru aplicatia finala tip hidrogel propusa astfel incat o potentiala activitate bactericida
sa fie indicata. De asemenea, se va concluziona cum reactivii chimici utilizati
interactioneaza cu sarea metalica in formarea Ag NPs.

Ag NPs fabricate utilizand metodele prezentate au fost caracterizate prin mai
multe tehnici astfel incat sa poata fi validata cea mai buna sinteza chimica realizata in
laborator. Diferite tehnici au fost aplicate pentru o analiza dimensionala si structurala
in ambele probe. Caracterizarea este un pas important in acest domeniu al
biomaterialelor deoarece orice material sau dispozitiv produs trebuie sa indeplineasca
criterii specifice odata fabricat. Integritatea si compatibilitatea materialelor propuse

sunt esentiale dat fiind scopul medical al produsului final.

2. METODOLOGIA DE SINTEZA

Pentru aceasta lucrare, materialele utilizate in ambele sinteze chimice au fost
achizitionate de la Sigma-Aldrich, Germania si de la VWR Internaional, America,
precum se poate observa in Tabelul 1. Materiale au fost utilizate fara purificare.
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Table 1. Materiale utilizate Tn aceasta cercetare pentru sinteza Ag NPs

Reactiv Formula chimica Puritate Forma
 Azotat de argint AgNO; >99.8% ACS pudra
Citrat trisodic
dinidratat CsHsNazO7-2H,0 99% pudra
D-glucoza anhidra CsH1206 96% pudra
Hidroxid de sodiu NaOH 97% pudra
Clorura de sodiu NacCl >99% pudra
Acetona ultrapura C3HeO 299.5% ACS lichid

21 METODOLOGIA DE SINTEZA A Ag NPs UTILIZAND TSC CA AGENT
REDUCATOR

Prima sintez& propusa a fost cea pe baza de TSC. in aceasta procedura, TSC a
fost utilizat ca agent reducator, dar si ca agent stabilizator in formarea Ag NPs, asadar
niciun alt reactiv chimic nu a fost introdus in reactie.

Un total de 50 mL de 10 mM Ag NOs a fost incalzit intr-un pahar Erlenmeyer pana
ce punctul de fierbere a fost atins. n paralel, o solutie de TSC 1% a fost obtinuta si
adaugata picatura cu picatura peste solutia de Ag NOs prin incalzire si amestecare
timp de 10 minute. Amestecarea a fost oprita in momentul in care culoarea s-a
transformat in galben, precum se observa in Figura 2 si solutia de Ag NPs a fost |asata

sa se raceasca la temperatura camerei.

Figura 2. Adaugarea de TSC 1% in AgNO: in reactia de reducere si suspensia finala de
Ag NPs
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Solutia de nanoparticule de argint a fost filtrata utilizand Millex Syringe Pores 0.22
pm de la Sigma-Aldrich. Suspensia finala a fost mentinuta la temperatura camerei
pentru urmatoarele analize intr-un tub de 50 mL, precum se poate observa in Figura
3.

Figura 3 arata fluxul metodologic al sintezei realizate.

=
TSC 1% O
AgNO3 - boiling point
(e —
. ¢
Stirring at high

temperature
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-

Filtration

Cooling at room Ag NPs suspension
temperature

Figura 3. Reducerea TSC in sinteza Ag NPs

2.2. METODOLOGIA SINTEZEI A Ag NPs UTILIZAND D-GLUCOZA CA AGENT
REDUCATOR

Sinteza realizata a fost pe baza de reducere chimica a AgNOs utilizdnd D-glucoza
anhidra 96% si NaOH, precum se poate oberva in Figura 4. D-glucoza reduce ionii de
argint doar in mediu alcalin, asadar NaOH ajuta reducerea chimica fara a influenta
ceilalti reactivi chimici.
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n primul rand, 100 mL de solutie de AQNOs 5 mM a fost preparata prin dizolvarea
completa a pudrei de argint in apa ultrapura pentru 10 minute la temperatura camerei.
Al doilea pas a fost pregatirea solutie reducatoare pe baza de D-glucoza (CeH1206) Si
NaOH. Un total de 0.01M de D-glucoza si 0.25 M de NaOH au fost dizolvate in 400
mL apa ultrapura sub agitare magnetica la 82°C timp de 30 de minute. Solutia de argint
a fost adaugata treptat in solutia reducatoare pana ce culoarea a devenit un galben
pal. Dupa 15 minute de agitare, 1.28 M NaCl a fost adaugat in solutie ca agent
stabilizator. Ultima parte a sintezei a fost reprezentata de pasii de spalare, realizati cu

acetona ultrapure, inainte ca suspensia sa fie uscata la temperatura camerei.

STEP 1:
(a) Dissolution of AgNO; in ultrapure water
b) Dissolution of D-glucose and NaOH in ultrapure water
g p

STEP 2:
Adding the reductive agent solution (b) drop by drop to the
silver solution (a)

/

STEP 3:
Adding NaCl as stabilizing agent to the final solution obtained

\K STEP 4:
Nanoparticles obtained and collected. Further acetone was
treatment and drying at room temperature will be performed

Figura 4. Reducerea cu D-glucosa in sinteza Ag NPs

Solutia finald nu a fost filtratd, deoarece in incercarea de a realiza acest pas,
filtrele Millex Syringe Pores de 0.22 ym s-au infundat rapid. Solutia de nanoparticule

de argint a fost mentinuta la temperatura camerei pentru investigatii ulterioare.
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3. REZULTATE $I DISCUTI: COMPARATIE INTRE TSC $I D-
GLUCOZA CA AGENTI REDUCATORI IN SINTEZA Ag NPs

Aceasta parte expune o comparatie intre cele doua metode de sinteze propuse
in aceasta teza pentru a observa care sinteza este cea care ofera o dimensiune
nanometrica in cazul Ag NPs. Metodele de caracterizare au fost aplicate in ambele
metode de sinteza cu scopul de a compara diferentele chimice si fizice aparute,

dimensiunile si de a observa daca nanoparticulele pot fi fabricate diferit, dar totusi in
dimensiuni nanometrice.

3.1 REZULTATE ATR-FTIR PENTRU Ag NPs-TSC $I Ag NPs-GLUCOZA

Analiza ATR-FTIR ( Spectroscopie de infrarosu cu transformata Fourier cu cristal
ATR) a fost realizata pentru a identifica diferitele grupari functionale si implicatiile lor

in sinteza Ag NPs, precum se poate observa in Figura 5 si Figura 6.
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Figura 5. Spectrul ATR-FTIR al suspensiilor apoase AgNOz (mov) si al Ag NPs-TSC
(verde)

in spectrele Ag NPs-TSC and AgNO3, la 3301 cm™ sunt identificate vibratiile de

alungire ale gruparilor O-H si N-H, dat fiind faptul ca ele se gasesc in solventi. Maximul
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ascutit care se observa la 1628 cm™ poate fi corelat cu vibratia moleculei de tip C=0
care apare in momentul in care agentul reducator actioneaza si formeaza legaturi
stranse n jurul nanoparticulelor de argint sau poate fi asociat cu o grupare N-H- dintr-
o amina. Maximul aflat la 1339 cm™ este un varf specific care poate fi observat in cazul
AgNOs. Cel mai important aspect care se observa este disparitia acestui maxim in
cazul probei Ag NPs-TSC. Acest rezultat sugereaza ca nanoparticulele au fost obtinute
si ca AgNOs a fost redus. In cazul ultimului maxim, cel de la 610 cm™, sunt cateva
studii n literatura care sugereaza o asociere cu o retea formata din argint bazandu-se
pe interactiuni de tipul Ag-Ag [22,23], dar in opinia noatra aceasta retea este destul de

dificil de obtinut si de identificat prin analiza FTIR, asadar maximul poate fi asociat cu

legaturi C-H din afara planului care se regasesc in molecula [24].
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Figura 6. Spectrul ATR-FTIR al suspensiilor apoase AgNOz (mov) si al Ag NPs-Glucoza
(roz)

Spectrul probei Ag NPs-Glucoza arata un maxim destul de larg la valoarea de
3318 cm™tasociat cu molecule OH libere regasite in agentul reducator in procesul de
reducere de la Ag* la Ag® [25, 26]. Tn cazul AgNOs, legaturile -NH- pot fi identificate Tn
urma vibrarii moleculelor. La 1634 cm™ maximul poate fi asociat cu gruparea C=0 sau

cu gruparea amino de tip -NH-, in timp ce la 1240 cm™ alungirea specifica gruparii -C-
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O- este identificatd pentru Ag NPs-Glucoza. Maximul aflat la 1339 cm™ este un varf
specific care poate fi observat doar in cazul AgNOs, rezultat ce sugereaza formarea
de Ag NPs. Aceste efecte apar in structura D-glucozei si in interactiunile ei cu argintul
[23, 24, 27]. Reducerea D-glucozei cu NaOH este o bine cunoscuta reactie chimica,
numita rearanjarea chimica Lobry de Bruyn-van Ekenstein datorita faptului ca reactia
ofera un amestec de D-glucoza, D-manoza si D-fructoza. Prezenta moleculelor OH si
C=0 este de asemenea explicata prin aparitia acestor izomeri in reactia de reducere
[28, 29]. Ultimul maxim identificat la 623 cm este asociat cu legaturi C-H. Comparand
cu proba anterioara, Ag NPs-TSC si AgNOs, in cazul probei Ag NPs-Glucoza se
observa ca in intervalul 1240 cmsi 1017 cm™ curba de transmitanta nu este foarte
lind. Asadar, o posibila explicatie este reducerea incompleta a ionilor de argint sau
obtinerea nanoparticulelor in forme diferite.

Rezultatele FTIR au demonstrat ca exista diferente intre cele doua sinteze si intre
agentii reducatori utilizati. Rezultatele au aratat ca maximul de la 1339 cm?, prezent
doar in cazul AQNOs este absent in suspensiile Ag NPs, asadar reducerea chimica a
fost atinsa im ambele cazuri. Celelalte maxime au fost atribuite grupelor functionale
conform literaturii de specialitate. Tn plus, spectrul obtinut in caul Ag NPs-TSC a aratat
rezultate mai promitatoare dat fiind faptul cd maximele au fost mai bine definite si au
fost identificate valori specifice pentru solutile de nanoparticule de argint prin

comparatie cu Ag NPs-Glucoza.
3.2 REZULTATE UV-VIS ALE Ag NPs-TSC Sl Ag NPs-GLUCOZA

Spectroscopia UV-VIS a fost realizata pentru a scoate in evidenta plasmonii de
suprafata in cazul nanoparticulelor de argint si pentru a arata ca ionii de argint sunt
absenti in cazul suspensiilor finale. Aceasta diferentd in prezenta ionilor arata ca
nanoparticulele au fost formate si ca precursorul nu se mai afla in probele finale.

Figura 7 arata spectrele de absorbtie ale AgNOs si ale ambelor suspensii de Ag
NPs investigate. Linia rosie este asociata cu spectrul AgNQOs, linia verde reprezinta Ag
NPs sintetizate cu TSC, iar linia roz reprezinta Ag NPs sintetizate cu Glucoza.

Examinand Figura 7 poate fi observat ca spectrele pentru probe sunt diferite fata
de spectrul pentru AgNOs, ceee ce este un rezultat asteptat. Axa verticala reprezinta
absorbtia suspensiei si axa orizontala reprezinta lungimea de unda. AgNOs prezinta o
absorbtie ridicata la aproximativ 300 nm care dispare in cazul absorbtiei ambelor
probe. Acest rezultat indica ca particulele de argint au fost formate in timpul sintezei si
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ca AgNOs a fost redus. Rezultatul confirma analiza FTIR realizata in care reducerea

AgNOs a fost de asemenea observata.
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Figura 7. Spectrul de absorbtie al suspensiilor AgQNO: si al ambelor probe Ag NPs

Ambele suspensii de Ag NPs prezinta absorbtii pe un interval mai larg al lungimii
de unda, dar totusi existd o diferentd in latimea maximelor. Proba Ag NPs-TSC
prezinta o absorbtie mai puternica incepand de la 350 nm cu un maxim la aproximativ
460 nm. Lungimea de unda identificata in spectru indica formarea nanoparticulelor de
argint, aceastd valoare fiind mentionatd de majoritatea studiilor din literatura.
Rezultatul obtinut este consistent cu pozitiile maximelor descoperite in numeroase alte
studii [12, 30-33].

Proba Ag NPs-Glucoza prezinta un spectru de absorbtie diferit cu un maxim mai
larg care sugereaza o polidispersitate a suspensiei cu dimensiuni de particule diverse.
Totusi, absorbtia este regasita in jurul valorii de 400 nm ceea ce sugereaza ca Si in
acest caz particulele de argint au fost formate. Pe baza acestor afirmatii, in cazul
spectrului UV-VIS pentru Ag NPs-Glucoza a fost sugerat un mix de particule, atat
micro, cat si nanoparticule.

Deplasarea falsa aparuta la lungimi de unda mai mici in cazul liniei roz induce
ideea de nanoparticule mai mici in cazul Ag NPs-Glucoza faté de Ag NPs-TSC, dar
forma maximului nu este bine definit. Analizele ulterioare vor demonstra ca aceasta

ipoteza nu este sustinuta.
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3.3 REZULTATE AFM PENTRU Ag NPs-TSC $1 Ag NPs-GLUCOSE

AFM (Microscopie de Forta Atomica) a fost realizatd ca o confirmare a DLS
(Dinamica Imprastierii Luminii) in ceea ce priveste rezultatele corelate cu
dimensionarea particulelor. Dat fiind faptul ca principalul rezultat este obtinut din DLS,
AFM poate oferi o altd abordare pentru masurarea dimensiunii, totusi fiind considerat
doar o confirmare. Masuratorile DLS ofera avantajul unui diametru mediu de particula
in intreaga suspensie de argint, in timp ce AFM este aplicat in anumite zone ale probei,
nu pe intreaga suprafata.

Mai multe scanari au fost realizate pe diferite regiuni ale probelor sintetizate. O
topografie 3D a unei regiuni a Ag NPs-TSC depozitate pe un substrat de mica este
prezentata in Figura 8. Aceasta arata o regiune a probei cu 2 nanoparticule identificate
in camp. Z reprezinta inaltimea varfului cantileverului in timpul scanarii si x reprezinta

deplasarea orizontala a cantileverului.
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Figura 8. Topografia unei regiuni din proba ilustrand doua nanoparticule

Figura 9 arata cateva profile extrase din diferite nanoparticule de pe substrat
dupa scanarea acestora. Poate fi observat ca inaltimea profilelor este diferita, dar
totusi Tn domeniul zecilor de nanometrii, maximul fiind fixat la aproximativ 80 nm.

Un numar total de 29 de profile a fost atent extras din proba si inaltimea fiecarui
profil a fost analizat. Tnél’;imea medie a fost de aproximativ 49 nm pentru proba Ag
NPs-TSC si deviatia standard a fost de 14 nm, asadar se poate concluziona ca
diametrul pentru Ag NPs-TSC dat de AFM este de 49 +/-14 nm.

Aceeasi procedura a fost aplicatd pentru Ag NPs-Glucozd unde diametrele

nanoparticulelor au fost identificate. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.
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Figura 9. Graficul a patru profile extrase din nanoparticule diferite din proba scanata
localizate in zone diferite ale probei

3.4 REZULTATE PRIVIND DIMENSIUNEA DE PARTICULA ALE DLS SI AFM
PENTRU Ag NPs-TSC SI Ag NPs-GLUCOSE

Procedura DLS a fost utilizata pentru a procesa seriile temporale inregistrate pe
suspensiile probelor Ag NPs. Tabelul 2 descrie diametrul mediu obtinut utilizand
tehnicile DLS si AFM.

Tabel 2. Diametrele DLS si AFM; erorile obtinute in calcularea lor

d DLS, nm Ad DLS, nm d AFM, nm
1 Ag NPs- Glucoza 1140 107 973
2 Ag NPs-TSC 58 6 49

Tabelul 2 arata rezultatele pentru ambele probe. Se poate concluziona ca cele
doua tehnici de dimensionare confirma diametrele medii identificate pentru
nanoparticulele sintetizate utilizand cele doua proceduri de reducere chimica propuse.
Rezultatele arata ca sinteza pe baza de TSC ofera cele mai mici diametre ale
particulelor prin comparatie cu sinteza pe baza de glucoza care oferd microparticule
de argint, nu nanoparticule. Ambele tehnici sunt consistente din moment ce in toate
cazurile rezultatele se coreleaza.

Aceste rezultate sunt extrem de incurajatoare pentru experimentele ulterioare in
testele antibacteriene deoarece efectul bacterian al nanoparticulelor este considerat a

fi ce mai puternic prin comparatie cu alte dimensiuni de particula.
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CERCETARI EXPERIMENTALE PRIVIND EFECTUL ANTIBACTERIAN
AL NANOPARTICULELOR DE ARGINT FUNCTIONALIZATE

1. SCOPUL CERCETARII EXPERIMENTALE

Scopul acestei parti a lucrarii este de a expune efectul antibacterian al Ag NPs
functionalizate. Cu scopul de a indeplini acest obiectiv, Ag NPs au fost functionalizate
cu diferite concentratii de chitosan si utilizadnd strategii de sinteza diferite. Alegerea
chitosanului este sustinuta de proprietatile sale incredibile dat fiind faptul ca este un
produs biodegradabil extras din scoici. Functionalizarea nanoparticulelor va creste
biocompatibilitatea lor si timpul lor de eliberare. Functionalizarea a fost realizata
utilizand doua protocoale, unul dintre cele doua fiind dezvoltat in intregime in laborator
in cadrul acestei teze si celdlalt fiind unul cunoscut in literatura. Diferenta intre cele
doua abordari este data de agentul reducator introdus in reactie pentru precursorul de
argint: TSC (Ag NPs-TSC-Chitosan) versus NaOH (Ag NPs-NaOH-Chitosan).

Susceptabilitatea microorganismelor la Ag NPs-TSC-CH si la Ag NPs-NaOH-CH

a fost testata folosind metodia difuziei pe disc.
2. REZULTATE PRIVIND EFECTUL ANTIBACTERIAN

Metode difuziei pe disc a fost realizata utilizdnd discuri de hartie sterile
achizitionate de la compania Merck pe doua tulpini bacteriene Escherichia coli (E. coli)
si Staphylococcus aureus (S. aureus), precum se poate observa in Figura 10. Discurile
incarcate au fost lasate sa se usuce 10 minute inainte de a fi plasate pe suprafata de
agar.

Procesul descris in Figura 10 se aplica pentru controale si pentru Ag NPs
functionalizate deoarece pentru rezultate precise controalele trebuie realizate in
aceleasi conditii ca probele. Controalele sunt reprezentate de toti reactivi utilizati in
reactii la concentratile mentionate. Odata ce testul este realizat, zona de inhibitie
aparuta in jurul discului incarcat este masurata si se stabileste, pe baza diametrului
acestei zone de inhibitie, care proba are efectul cel mai puternic pe tipul de bacterie
testat. Cu cat zona de inhibitie este mai mare, cu atat efectul inhibitor al Ag NPs este

mai mare.
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Figura 10. Metoda difuziei pe disc aplicata in testul antibacterian realizat pe Ag NPs
functionalizate

Rezultatele testului antibacterian au demonstrat ca in cazul controalelor, nu
exista nicio zona de inhibitie in placa Petri, asadar reactivii chimici utilizati Tn reactii nu
au niciun efect asupra E. Coli or S. Aureus. Testul control a dovedit ca orice alta
potentiala activitate antibacteriana este datorita prezentei nanoparticulelor de argint.

In contrast cu controlul, testul antibacterian realizat pe toate probele descrise Tn
Tabelul 3 utilizand ambele sinteze chimice propuse in aceasta teza, a aratat un efect

inhibitor in cazul tuturor probelor.

Tabel 3. Compozitia chimica si descrierea probelor pentru un volum total de 100 mL

1 Ag NP-TSC-CHO0.3 0.3
2 Ag NP-TSC-CHO0.6 0.6
3 Ag NP-TSC-CHO0.9 0.9
4 Ag NP-NaOH-CHO0.3 0.3
5 Ag NP-NaOH-CHO.6 0.6
6 Ag NP-NaOH-CHO0.9 0.9

Odata ce efectul antibacterian pe E. Coli si S. Aureus a fost confirmat, diametrele
zonelor de inhibitie au fost masurate utilizadnd o rigld pentru fiecare tip de tulpina
bacteriana si pentru fiecare proba. O zona de inhibitie mai mare sugereaza un efect
antibacterian mai mare pentru proba respectiva. Asadar, rezultatele sunt prezentate in

Tabelul 4.
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Tabel 4. Zonele de inhibitie pentru Ag NPs functionalizate

Zona de inhibitie pentru Zona de inhibitie pentru
tulpina de E. Coli tulpina de S. Aureus
1 Ag NP-TSC-CHO03 31 mm 35 mm
2 Ag NP-TSC-CHO6 29 mm 33 mm
3 Ag NP-TSC-CH09 30 mm 30 mm
4 Ag NP-NaOH-CHO03 31 mm 34 mm
5 Ag NP-NaOH-CHO06 29 mm 34 mm
6 Ag NP-NaOH-CH09 29 mm 30 mm

Datele colectate arata ca efectul antibacterian cel mai pronuntat este confirmat
in probele cu concentratia de chitosan cea mai scazuta, Ag NP-TSC-CHO0.3 si Ag NP-
NaOH-CHO0.3 unde zonele de inhibitie sunt cele mai mari. intre probe nu se identifica
diferente majore pentru aceeasi tulpina bacteriana. De exemplu, in cazul E. Coli, toate
probele prezintd zone de inhibitie similare cu diametre cuprinse intre 29 mm-31 mm.
In cazul S. Aureus, sunt diferente mici. Cea mai mica concentratie de chitosan a aratat
0 zona de inhibitie de 35 mm, in timp ce cea mai mare concentratie a sugerat o zona
de inhibitie de 30 mm.

O diferenta reala este observatd intre cele doua tulpini bacteriene. Efectul
antibacterian este mai mare pentru S. Aureus in comparatie cu E. Coli. Pentru toate
probele, in cazul S. Aureus zonele de inhibitie sunt mai mari, incepand cu 30 mm.

Acest test calitativ si semi-cantitativ realizat a demonstrat ca probele obtinute in
laborator au capacitatea de a altera bacteriile, asadar integrarea lor in dispozitive

medicale ca agenti antibacterini este o abordare posibila.
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CERCTETARI EXPERIMENTALE PRIVIND HIDROGELUL

1. SCOPUL CERCETARII EXPERIMENTALE

Scopul intregii cercetari a fost proiectarea si sintetizarea unui hidrogel pe baza
de nanoparticule de argint functionalizate pentru rani infectate si arsuri.

Necesitatea unui hidrogel ca aplicatie finala se datoreaza posibilitati de
industrializare a acestuia. Fiind un produs proiectat si fabricat in laborator, hidrogelul
poate fi obtinut la o scara larga cu costuri reduse. Costul redus poate fi justificat de
numarul mic de reactivi utilizati, de costul redus al chitosanului si de numarul restrans

de echipamente necesare pentru sinteza sa.
2. HIDROGELUL POLIMERIC

Sinteza hidrogelului a fost realizata utilizand o sinteza chimica pornind de la
pudra de chitosan. Utilizand un protocol elaborat in laborator, hidrogelul a fost preparat
timp de cateva zile si a fost uscat la p temperatura ridicata in cuptor. Figura 11 prezinta
rezultatul hidratarii hidrogelului polimeric sintetizat in aceasta teza de doctorat drept
un dispozitiv medical pentru rani. Rezultatele au dovedit o rezistenta crescuta a acestui
hidrogel Tn timpul manipularii, asadar produsul cu potential industrial a fost obtinut in

timpul tuturor sintezelor realizate.

Figura 11. Hidrogel polimeric hidratat pentru rani
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I CONCLUZII FINALE

Teza de doctorat abordeaza subiectul fabricarii unui hidrogel ca o necesitate in
tratarea infectiilor. Ranile si infectiile provocate de arsuri sunt o problema globala, insa
in Roméania numarul de infectii cauzate de bacteriile din spitale este o problema reala.

Scopul acestei teze de doctorat a fost atins prin indeplinirea obiectivelor propuse.

In cadrul capitolului Il a fost descrisa technica Direct Particle Tracking care a fost
dezvoltata in acest proiect la stadiul de simulari matematice. Cercetarea aplicata
realizata in acest stadiu al tezei s-a bazat pe simulari realizate pe suspensii de Ag NPs
in care mai multe seturi de analize au fost rulate. Toate cele trei seturi de simulari
rulate au aratat ca metoda este valida in determinari de dimensiune. Histogramele
obtinute in urma simularilor au aratat o distributie aleatorie a nanoparticulelor utilizadnd
aceleasi conditii ca in laborator, iar histogramele distributiei gausiene au demonstrat
ca nanoparticulele simulate au fost obtinute in intervalul de marime nanometrica. De
la 30 nm la 160 nm, histogramele au aratat distributii consistente cu valorile utilizate in
simulare, asadar a fost dovedita acuratetea metodei.

Procedura a fost testata si pe probe experimentale in laborator, pe suspensii de
nanoparticule de argint dizolvate in apa ultrapura. Aceasta cercetare este in dezvoltare
din cauza faptului ca in cavitatea unde proba este introdusa apar curenti convectionali
care pot crea artefacte in procesul de difuzie. O posibilitate a aparitiei acestor curenti
poate fi legata de puterea laserului care loveste proba, asadar pasul urmator este
reducerea dimensiunii si a grosimii cavitatii probei, dar si diminuarea puterii laserului.

In cadrul capitolului Il a fost prezentatd comparatia sintezelor nanoparticulelor
de argint pe baza rezultatelor caracterizarii. Au fost studiate caracretisticile
dimensionale si chimice ale nanoparticulelor obtinute. Nanoparticulele de argint au fost
sintetizate pornind de la precursori in doua moduri diferite: o reductie chimica utilizadnd
citratul trisodic dihidratat si o reducere chimica pe baza de D-glucoza. Printr-o analiza
comparativa, a fost demonstrat ca nanoparticulele obtinute utilizdnd citratul trisodic
dihidratat sunt mai mici comparativ cu cele obtinute utilizdnd glucoza. Analizele ATR-
FTIR si UV-VIS au confirmat formarea nanoparticulelor de argint, fapt sugerat de
modificarile aparute in spectrul FTIR. Rezultatele din spectrele UV-VIS au aratat

maxime specifice in cazul ambelor sinteze, totusi un maxim ascutit si bine definit in
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jurul valorii de 460 nm a fost identificat in cazul nanoparticulelor sintetizate cu citratul
trisodic dihidratat. Masuratorile DLS au demonstrat o diferenta majora intre cele doua
metode. Nanoparticulele pe baza de citrat trisodic dihidratat au fost masurate la
aproximativ 58 nm, in timp ce reductia pe baza de glucoza a dus la obtinerea
nanoparticulelor cu dimensiuni pana la 1 micron. Acest aspect a fost confirmat de
masuratorile AFM, unde diferenta dintre nanoparticule a fost similara: 49 nm versus
943 nm. Dimensiunile reduse obtinute Tn urma reductiei pe baza de citrat trisodic
incurajeaza utilizarea acestor nanoparticule in aplicatii biomedicale, mai precis in
aplicatii antibacteriene unde efectul este mai mare odata ce nanoparticulele se
regasesc in domeniul nano.

In cadrul capitolului IV a fost expus procesul de functionalizare al nanoparticulelor
de argint. In vederea functionalizarii, doua protocoale au fost stabilite: un protocol
stabilit in cadrul acestei teze de doctorat si un protocol clasic pentru functionalizarea
cu chitosan. Alegerea chitosanului s-a datorat efectului de crestere al biocompatibilitatii
nanoparticulelor de argint dat fiind faptul ca ele sunt particule metalice. Au fost stabilite
trei concentratii de chitosan in fiecare sinteza pentru a observa daca acest parametru
poate influenta dimensiunile nanoparticulelor si efectul lor antibacterian: 0.3%, 0.6% si
0.9%. Ambele protocoale sunt pe baza de functionalizare chimica, dar totusi conditiile
si reactivii utilizati sunt diferiti. Prima functionalizare realizata a fost pe baza de
chitosan si citrat trisodic dihidratat. Cea de-a doua functionalizare, tratamentul clasic
din literatura, a fost pe baza de chitosan si NaOH. Comparatia intre cele doua metode
a fost realizatd analizénd diferentele obtinute dupa caracterizare. Rezultatele ATR-
FTIR au aratat ca in cazul ambelor sinteze, reducerea precursorului AgNO3 a fost
completa deoarece maximul specific acestuia in jurul valorii de 1339 cm™ nu mai este
detectat in spectele probelor. De asemnea, functionalizarea cu chitosan este sugerata
de analiza FTIR, totusi acest rezultat necesita confirmarea si a altor tehnici. Asadar,
analiza UV-VIS a expus formarea nanoparticulelor astfel incat in reactie nu s-au
identificat ioni de argint in niciun spectru al probelor. in cazul Ag NPs-TSC-CH
maximele obtinute in rezultatele UV-VIS au demonstrat prezenta nanoparticulelor de
argint deoarece absorbtia lor a debutat in jurul valorii de 350 nm cu un maxim atins la
420 nm. Pentru proba Ag NPs-NaOH-CH maximul specific obtinerii de nanoparticule
a fost inregistrat la 420 nm, o valoare specifica sintetizarii de Ag NPs, dar care este
totusi mai mare comparativ cu probele Ag NPs-TSC-CH. Aceasta observatie a sugerat
deja o diferenta intre dimensiunile nanoparticulelor, deci au fost realizate masuratorile
DLS. Din moment ce tehnica DLS este o metoda de determinare a dimensiunii,
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vascozitatea fiecare probei este necesara. Proprietatile reologice ale tuturor celor sase
probe au fost testate si vascozitatile lor au fost determinate. S-a putut concluziona ca
odata ce concentratia de chitosan creste, vascozitatea creste si ea. Masuratorile DLS
au confirmat observatiile din analiza UV-VIS. Pentru probele Ag NPs-TSC-CH au fost
inregistrate dimensiuni ale nanoparticulelor mai mici fata de sinteza prin tratamentul
clasic: 53 nm pentru chitosan 0.3%, 72 nm pentru chitosan 0.6% si 55 nm pentru
chitosan 0.9%. Pentru aceleasi concentratii de chitosan, probele Ag NPs-NaOH-CH
au prezentat dimensiuni de 14 nm, 73 nm si 317 nm, asadar o diferenta destul de
mare. In ceea ce priveste caracterizarea fizico-chimica, probele Ag NPs-TSC-CH s-au
dovedit a fi mai potrivite pentru aplicatia finala a acestei teze de doctorat deoarece
dimensiunile lor au fost similare ca valori si metoda a fost mult mai precisa. Testele
antibacteriene au fost realizate pentru ambele sinteze propuse. Dupa caracterizarea
lor, efectul antibacterian pentru cele doua sinteze a fost testat utilizand metodia difuziei
pe disc pe doua tulpini bacteriene: o bacterie Gram-negativa, Escherichia coli si o
bacterie Gram-pozitiva, Staphylococcus aureus. In acest test antibacterian, prima
analiza a fost realizata pe controale pentru a exclude implicarea lor in inhibarea
bacteriilor. Testul antibacterian realizat pe TSC 1%, NaOH 0.1M si pe chitosan 0.3%
nu a demonstrat, in cazul niciunei tulpini bacteriene, nicio inhibitie, asadar efectul
antibacterian poate fi asociat doar cu nanoparticulele de argint functionalizate. Testul
pe Ag NPs-TSC-CH a aratat ca aceste nanoparticule pot inhiba proliferarea bacteriana
prin identificarea unui halou de dimensiuni mari in jurul discurilor impregnate in cazul
ambelor placi Petri cu bacteriile Escherichia coli si Staphylococcus aureus. Haloul este
asociat cu zona de inhibitie care a fost in jur de 30 mm pentru ambele bacterii. Cea
mai mica concentratie de chitosan a dovedit a avea cel mai puternic efect pentru
ambele microorganisme deoarece zona de inhibitie a fost cea mai mare ca diametru.
Probele Ag NPs-NaOH-CH au demonstrat un efect bacterian puternic de asemenea,
astfel incat diametrele zonelor de inhibitie ale acestora au fost similare cu cele ale Ag
NPs-TSC-CH. Din acest punct de vedere, nu au fost identificate diferente majore intre
cele doua protocoale, chiar daca dimensiunile au fost diferite. Totusi, o diferenta
semnificativa a fost obtinuta intre cele doua tulpini, Escherichia coli si Staphylococcus
aureus. In cazul Staphylococcus aureus, efectul antibacterian a fost mai puternic
deoarece zona de inhibitie a fost mai mare ca diametru pentru ambele protocoale de
functionalizare. Odata ce caracterizarile au fost finalizate, proba Ag NP-TSC-CHO0.3 a

fost aleasa pentru viitoarele aplicatii deoarece a prezentat cel mai puternic efect

36



antibacterian pentru ambele tulpini bacteriene si deoarece particulele, in cazul ei,
prezentau dimensiunea dorita de aproximativ 50 nm.

in cadrul capitolului V a fost descrisa aplicatia finala a acestei cercetari. Un
hidrogel pe baza de chitosan cu nanoparticule de argint functionalizate cu chitosan (Ag
NP-TSC-CHO0.3) a fost obtinut si analizat prin microscopie optica utilizand un
microscop cu o camera 4k atasata. Asadar, observatiile in timp real si video-urile
realizate pentru hidrogel au aratat umbre ale nanoparticulelor in toate straturile
acestuia. Din pacate, microscopia optica nu este de ajuns pentru a afirma identificarea
nanoparticulelor individuale, insa prezenta lor este confirmata. Teste viitoare realizate
pe hidrogelul obtinut in aceasta teza de doctorat vor fi realizate pentru a analiza in

detaliu proprietatile sale si morfologia sa.
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I DIRECTI VIITOARE

in ceea ce priveste metoda Direct Particle Tracking, experimentele viitoare se vor
focusa asupra eliminarii curentilor aparuti in cavitatea mica a probei, astfel incat doar
miscarea particulelor difuzate sa fie inregistratd cu programul software dezvoltat care
a demonstrat rezultate optime in simulari. Asadar, experimentele in laborator vor fi
realizate pe nanoparticulele de argint obtinute.

Functionalizarea nanoparticulelor de argint utilizand diferiti compusi si
determinarea efectului lor antibacterian este o altd strategie mentionata ca directie
viitoare de cercetare deoarece a fost demonstrat ca dezvoltarea unui protocol nou in
laborator poate duce la rezultate promitatoare.

O alta strategie care va fi continuatd este cea de testarea si sintetizarea
hidrogelului. Tn aceasta tez& de doctorat a fost utilizatd o temperaturd de uscare
ridicata, motiv pentru care o posibila agregare a nanoparticulelor in aglomerate trebuie
luatd in considerare. Modificarea parametrilor in reactie este o directie viitoare de
cercetare. In plus, o caracterizare detaliata a hidrogelului va fi de ajutor in intelegerea
mai buna a mecanismului de integrare al nanoparticulelor in matricea de chitosan,

asadar cercetarile viitoare vor clarifica acest aspect.
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I CONTRIBUTII PERSONALE

Prezenta tezéd de doctorat a contribuit la imbunatatirea domeniilor stiintei
materialelor si al ingineriei industriale prin informatia relevanta adusa si prin cercetarea
experimentala in sinteza de nanoparticule, in functionalizarea lor si in proiectarea unui
posibil produs comerical pe baza de hidrogel.

Contributiile personale principale care rezulta din aceasta teza de doctorat sunt:

1. Dezvoltarea unei tehnici de caracterizare inovatoare, Direct Particle Tracking,
pentru determinari de dimensiuni precise ale nanoparticulelor pe baza difuziei

lor.

2. Cercetarea experimentala privind comparatia realizata pe cele doua sinteze

chimice ale nanoparticulelor de argint.

3. Caracterizarea fizico-chimica in ceea ce priveste dimensiunea utilizand tehnica
DLS personalizata in laborator si tehnica AFM, deoarece, in general,
microscopia electronica este utilizata in determinarile de dimensiune. Aceasta

teza a propus o alta abordare pentru determinari de dimensiune.

4. Propunerea unui protocol personalizat pe baza de citrat trisodic dihidratat si

chitosan pentru functionalizarea nanoparticulelor de argint.
5. Cercetarea experimentala privind o comparatie a caracterizarii fizico-chimice si
a efectelor antibacteriene pentru ambele abordari de functionalizare pe baza de

diferite solutii de chitosan pentru nanoparticulele de argint.

6. Conceperea, proiectarea si fabricarea unui hidrogel polimeric cu cost redus,

usor de manipulat care ar putea fi industrializat ca un produs medical.
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