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INTRODUCERE

Teza de doctorat are un caracter multidisiplinar si abordeaza studii
din domeniile: Chimia Coloizilor si Interfetelor, Biofizica, Termodinamica si
Structura Chimica, cu aplicatii in Nanotehnologie si Nanomedicina.

Teza este alcatuita din doua parti. Prima parte (Cap. 1 si 2) contine
date din literatura: modul de studiu al nanostructurilor lipidice folosind Tehnica
Langmuir-Blodgett si alte metode de studiu ale sistemelor nanostructurate:
spectroscopia UV-VIS, IR si Raman, masurdtori de potential zeta, microscopia
AFM si TEM.

Partea a 2-a (Cap. 3-8) descrie nanostructurile lipidice formate in
absenta sau in prezentd de proteine (colagen) si medicamente (propranolol)
folosind microscopia AFM, precum si metodele folosite in prepararea unor
nanoparticule de aur (inclusiv folosind chimia verde) si de argint, nanoparticule
pentru care s-au studiat in continuare $i modelat interactiunile cu
nanostructurile lipidice, cu anestezice (procaind, dibucaind si tetracaind) si
propranolol.

Teza de doctorat are un numar de 113 figuri, 25 scheme, 10 tabele,
336 indicatii bibliografice, 265 pagini, dintre care: 30 de pagini descriu studiul
de literatura din domeniul tezei de doctorat, 170 pagini prezinta rezultatele
experimentale originale obtinute si 65 pagini reprezintd centralizarea
informatiei cuprinsa in tezd (concluzii generale, bibliografie generald ordonata
alfabetic, lista figuri, listd scheme, lista abrevieri).

Cateva din elementele de originalitate ale tezei sunt: obtinerea
nanostructurilor lipidice in prezenta unei dispersii de colagen tip I si respectiv a
propranololui folosind tehnica Langmuir-Blodgett; obtinerea nanoparticulelor
de aur folosind unele extracte de plante; obtinerea unor nanoparticule de argint
stabilizate cu silice si asparagina; studiul interactiunii dintre nanoparticulele
metalice si moleculele de anestezic, cu aplicatii biomedicale. Aceste cercetari
originale sunt publicate in 8 articole ( 6 in reviste cotate ISI), au fost prezentate

la 4 manifestari stiintifice din strdinatate si la 15 conferinte din tara. O parte din



rezultate au fost obtinute in colaborare cu universitati din straindtate: Newcastle
University, UK (capitolul 3) si Budapest University of Technology and

Economics (capitolul 5), pe parcursul a doua stagii de cercetare.

CUVINTE CHEIE

1. lipide

2. proteine

3. tehnica Langmuir-Blodgett
4. biomolecule

5. nanoparticule metalice



1. MONOSTRATURI SI FILME LANGMUIR - BLODGETT

Membranele biologice sunt formatiuni de natura lipo-proteica, care
delimiteaza celulele de mediul exterior [1-3]. Monostraturile Langmuir (filmele
insolubile) permit investigarea lipidelor orientate [4] la interfata aer/lichid si a
interactiunii dintre proteinele solubile si lipidele etalate [5], motiv pentru care
sunt considerate modele membranare.

Lipidele se pot impérti in 3 clase principale: lipide simple (de ex.
colesterolul), lipide complexe (ex. glicerofosfolipidele) si alte lipide [3].
Datorita prezentei in structura lipidelor atat a unor grupari hidrofile, cat si a
unor grupari hidrofobe, acestea au proprietatea de a se orienta la interfata aer-
apa.

Proteinele pot fi impartite in doud mari grupe: proteine globulare si
proteine fibrilare, intre care colagenul [3].

Tehnica de depunere a monostraturilor de la interfata aer-apa pe
suport solid poarta numele de tehnica Langmuir-Blodgett. S-a folosit sistemul
KSV 5000 la studiul filmelor superficiale si anume: la obtinerea
monostraturilor insolubile Langmuir si la transferul acestora de la interfata aer-
apa pe suport solid, prin tehnica Langmuir-Blodgett. Cu ajutorul acestuia se pot
realiza mai multe tipuri de experimente:

¢ Determinarea presiunii superficiale in functie de aria per molecula,
obtinerea izotermei de compresie (n-A);

¢ Masurarea potentialului superficial in functie de aria moleculara,
realizarea izotermei de potential superficial (AV-A);

¢ Depunerea de monostraturi si de multistraturi pe diverse suporturi
solide, hidrofile sau hidrofobe, la presiuni superficiale cunoscute si
constante.

Tehnica Langmuir-Blodgett permite un control precis al grosimii
monostratului §i o depunere omogena a monostratului pe o arie relativ mare,

din acest motiv filmele Langmuir-Blodgett pot fi folosite cu succes pentru



studiul proprietatilor membranelor biologice naturale si pentru construirea de
biosenzori avand o sensibilitate i o vitezd de raspuns crescuta [6]. Suporturile
solide pot fi apoi analizate folosind diverse metode de investigare, prezentate in
Cap. 2.

Izoterma de compresie, reprezentarea presiunii superficiale in functie
de aria per moleculd, oferd informatii referitoare atit la marimea i forma
moleculelor din monostrat, cat si la energetica interactiunilor dintre aceste
molecule [7]. Pentru a obtine filme insolubile Langmuir, substanta de
determinat se dizolva intr-un solvent volatil (benzen, hexan, toluen, cloroform)
si se etaleaza la interfatd. Se asteaptd apoi evaporarea solventului (Fig. 1.4).
Dupa un interval de 10-15 minute incepe comprimarea filmului de la interfata
folosind barierele comprimatoare si se Inregistreaza valoarea presiunii
superficiale [8]. Din reprezentarea presiunii superficiale in functie de aria per
molecula se obtine izoterma de compresie. Sistemul KSV 5000 foloseste
metoda placutei Wilhelmy pentru determinarea tensiunii superficiale si

calculeaza automat presiunea superficiala.
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Figura 1.4 Obtinerea monostraturilor insolubile Langmuir [8]

Odata cu cresterea concentratiei de molecule la interfatd (distanta
dintre bariere, respectiv aria cuvei scade) monostratul trece dintr-o stare foarte
diluata ‘gazoasa’ (G), unde moleculele se afla la distante mari una fata de alta si
presiunea superficiald are o valoare scazuta, la o stare ‘lichida’. In general, pot
fi diferentiate doua stari de lichid: o stare de ‘lichid expandat’ (LE) si o stare de
‘lichid condensat’ (LC), care depind de orientarea moleculelor de surfactant

(Fig. 1.5 B). Din starea de lichid condensat, monostratul trece usor in starea de



‘solid’ (S), printr-o reducere suplimentard a ariei. In aceastd stare, toate
moleculele amfifile sunt strans impachetate si cozile lor hidrofobe sunt aliniate
paralel. Printr-o comprimare suplimentard a monostratului are loc colapsul in
monostrat (moleculele formeazd micele, sau multistraturi, in cazul
fosfolipidelor, de exemplu), ceea ce duce la aparitia unui palier orizontal in
izoterma (Fig. 1.5 B). Dupa cum se observa in Fig. 1.5 A, tranzitia dintre aceste

faze nu este intotdeauna distincta.
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Figura 1.5 A. Reprezentarea schematicd a izotermei I1-A, incluzand diferitele
stari de agregare ale filmului care pot sa apard: G-gaz; LE-lichid expandat; LC-
lichid condensat; S-solid. Curbele de acest tip sunt specifice pentru lipide. B.
Reprezentarea schematica a modului de impachetare a lipidelor la interfata aer-

apa, adaptat dupa [8].

Potentialul superficial AV la nivelul interfetei aer/apa se masoara cu
aparatul KSV 5000 prin metoda placii vibrante.

Exista un numar mare de modalititi de a transfera filmul de la
interfatd pe suport solid la presiune superficiald constantd, dintre care tehnica
Langmuir-Blodgett (transfer pe verticald, vezi Fig. 1.7) si tehnica Langmuir-

Schafer (transfer pe orizontald) sunt cele mai uzuale [9].
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Figura 1.7 Principiul Tehnicii Langmuir-Blodgett [10]

Din marimile masurate se pot calcula caracteristici ale monostratului,

intre care:

¢ Modulul de compresibilitate superficiala (Cs), o masura a elasticitatii

interfaciale §i o caracteristici pentru variatiile de stare ale

monostraturilor

¢ Energia liberd de amestecare Gibbs (AGyF), care caracterizeazi

stabilitatea termodinamicd a monostraturilor mixte (policoponente).
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2. METODE DE INVESTIGARE A SISTEMELOR
NANOSTRUCTURATE

Metodele de investigare prezentate in acest capitol sunt: metode
spectroscopice (spectroscopia UV-VIS, IR si Raman), masuratori de potential
zeta i metode microscopice (microscopia AFM si TEM).

Pentru determinarea spectrului de absorbtie UV-VIS al solutiilor s-a
folosit un spectrofotometru Jasco UV/VIS V-650 care masoara in intervalul
lungimilor de unda 190-900 nm. Solutiile de nanoparticule metalice prezinta
absorbtii caracteristice in acest domeniu datorate rezonantei plasmonilor de
suprafata.

Potentialul zeta caracterizeaza stabilitatea sistemelor coloidale: se
considera cd un astfel de sistem (inclusiv format din nanoparticule metalice)
este stabil daca potentialul este > +30 mV sau < -30 mV [11]. Potentialul zeta a
fost masurat cu aparatul Zetasizer Nano ZS90, produs de catre Malvern.

In masuratorile de microscopie de fortd atomica (AFM) s-a folosit
aparatul AFM JEOL 4210, cu un varf din nitrura de siliciu, si cantilever - o bara
de siliciu foarte subtire si elastica care are rolul de a suporta interactiunea dintre
tip si proba pe parcursul investigarii AFM [12].

Microscopia TEM poate fi utilizata cu succes in studiul
nanoparticulelor metalice (aur si argint) pentru a determina forma si
dimensiunea particulelor [13].

Pentru microscopia electronica de transmisie TEM s-a folosit aparatul

JEOL - JEM 1010.

11



3. NANOSTRUCTURI LIPIDICE MONOCOMPONENTE SAU
MIXTE

In acest studiu, am ales dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) si
colesterolul (CHO) pentru a fi investigate la interfata aer-apa, fiind considerate
modele membranare (Schema 3.1), pentru a intelege mai bine comportamentul
lor superficial in filme mixte sau in prezenta unor biomolecule solubile in apa.
Amestecul format din CHO si fosfolipide (de ex. DMPC) duce la sisteme

structurate, potrivite pentru a modela organizarea membranara si proprietatile

sale.
/\/\ ﬁ /\/N‘(CH;);
o} Y O—P—0
o:< 6‘ l.
(CHzhz )§
/ o
M g0,
CH3
a.
H3C\ Ha
&H Ha
CHg ’\:HJ/R Ha
CH3 Ha
HO'
b.
Schema 3.1. Structurile chimice pentru DMPC (a) si colesterol (b), adaptat
dupa [14]

Astfel, s-au investigat monostraturile de CHO si DMPC pur si
amestecul lor, atat ca monostrat Langmuir la interfata aer/apa, cat si drept film
Langmuir-Blodgett transferat pe suport solid [15]. Scopul principal a fost de a
determina rolul grupérilor polare din molecula de DMPC asupra
comportamentului amestecului DMPC si CHO la interfata aer/apa, folosind

masuratori de potential superficial cuplate cu masuratori de presiune

12



superficiald. De asemenea s-a urmadrit influenta pe care o au anumite proteine
(colagenul) si medicamente (propranololul) asupra filmelor de DMPC pure,
respectiv mixte, formate din DMPC si colesterol, prin masurarea izotermelor de
compresie si prin realizarea de imagini AFM. S-a urmarit si influenta pe care o
au acizii grasi, acidul stearic, asupra subfazei care contine colagen.

Izotermele de compresie determinate pentru DMPC, colesterol si
amestecul lor in diferite rapoarte de amestecare sunt reprezentate in Fig. 3.1.
Toate izotermele sunt deplasate spre stanga (arii per moleculda mai mici) odata

cu cresterea XcHo, adica se manifestd un efect de condensare al colesterolului.

——CHO
—— DMPC 50 Pl . = = DMPC-CHO 1:9
- - DMPC-CHO 9:1 DMPC-CHO 2:8
DMPC-CHO 8:2| 40 == DMPC-CHO 3:7
& DMPC-CHO 4:6
~ = DMPC-CHO 7:3 DUPC-CHO 46
DMPC-CHO 6:4| 5
DMPC-CHO 5:5)

1, mN/m
©
8

11, mN/m

;.\

35 40 45 50

40 60 80 100 120 A Afimolec

A, A¥fmolec.
a b
Figura 3.1. Izotermele de compresie pentru DMPC si amestecurile DMPC-
CHO cu Xcho < 0,5 (a), si pentru CHO si amestecurile DMPC-CHO cu Xcnpo >
0,5 (b)

Diferentele in presiunea de colaps pentru diferite monostraturi se pot
de asemenea vedea din aceste izoterme. Pentru DMPC si CHO pur, valorile
sunt mai mici (aprox 46 mN/m pentru DMPC, respectiv 42 mN/m pentru
CHO), decat pentru amestecurile lor.

O dovada a efectului de condensare al colesterolului in monostraturile
mixte este dat de reprezentarea ariei per moleculd, A, in functie de compozitia
amestecului, Xcpo, la valori constante ale presiunii superficiale, 1. Asemenea
izobare sunt date in Fig. 3.2 pentru valori ale lui @ cuprinse intre 5 §i 40 mN/m.

Acest efect de condensare, adica abateri negative de la regula amestecurilor,

13



reprezentate printr-o line dreaptd care conecteaza punctele pentru componentii
puri, este mai este pronuntat pentru valori mici ale presiunii superficiale si este
mentinut si la presiuni superficiale inalte. Acest efect de condensare al
colesterolului, si in consecinta gradul inalt de impachetare al monostraturilor
mixte DMPC-CHO, poate fi datorat fortelor de atractie van der Waals si
legaturilor de hidrogen dintre fosfolipide si colesterol, stabilizand structurile

mixte [16-19].

80+

—=— 5 mN/m
—e— 10 mN/m|

754

704 15 mN/m}

N —v— 20 mN/m|
651 . 25 mN/m}
o —<— 30 mN/m}
3 6]
] - . 35 mN/m)
E N —e— 40 mN/m|
% 559
< 50 ~
SONANN
454 NN
Lt

404

35 i

Figura 3.2. Aria per moleculd vs. fractii molare in colesterol pentru amestecul

DMPC-CHO la valori ale presiunii superficiale date in chenar

Modulul de compresibilitate superficiali C,* a fost calculat din
izotermele de compresie © = f(A)r din Fig. 3.1, prin derivare graficd. Valorile
sale cresc semnificativ cu cresterea presiunii superficiale, si ating un maxim
pentru presiunea superficiala corespunzitoare unui grad inalt de impachetare a
monostraturilor inainte de colaps. DMPC si amestecurile DMPC-CHO pentru
Xcho <0,2 prezintd cele mai scazute valori iar colesterolul (cel putin pentru
valori mari ale lui m) cele mai ridicate valori Cg* pentru aceeasi presiune
superficiald, in timp ce monostraturile mixte prezintd valori intermediare.
Pentru fractii molare in colesterol mai mici de 0,5 diferentele dintre
amestecurile mixte si colesterolul pur sunt diminuate.

Modulul C,*! este considerat un indicator pentru starea de agregare a
filmului monomolecular [20]. Cand aceste valori sunt mai mari de 100 mN/m,

filmul se gaseste in starea de lichid-condensat (LC), iar valorile mai mari de

14



250 mN/m sugereaza prezenta starii de solid, care implicd un grad ridicat de
impachetare a lanturilor hidrocarbonate [14]. Aplicand acest criteriu, toate
amestecurile DMPC-CHO pot trece prin compresie in starea de LC, si chiar in
starea de solid, pentru diverse compozitii cu un continut ridicat de colesterol
(XcrHo= 0,4).

O reprezentare a presiunii superficiale de colaps in functie de
continutul in colesterol al amestecului DMPC-CHO (Fig. 3.5) prezintd un
maxim pentru fractiile molare in colesterol cuprinse intre 0,4 si 0,5, acesta fiind

cel mai stabil monostrat pentru aceste compozitii [21-23].

0

55 4

50 A ”\

45 4 g

I collapse, mN/m

40 ; . . ; . ; . r ; |
0 01 02 03 04 05 0 07 08 03 1
XcHo

Figura 3.5. Presiunea superficiald de colaps versus continutul in colesterol in

amestecurile binare DMPC-CHO

Valorile potentialului superficial, AV, masurat la diverse presiuni
superficiale, ©r, pentru DMPC si CHO pur si pentru amestecurile lor, au fost
reprezentate in functie de aria per moleculd, A, in Fig. 3.6. La aceeasi valoare
A, DMPC pur prezintd cea mai mare valoare a potentialului si colesterolul pur
cea mai mica (Fig. 3.6). Evident, potentialul superficial creste cu scaderea ariei
per moleculd, adica cu cresterea presiunii superficiale. Pentru amestecurile
formate din DMPC si CHO, potentialul superficial creste cu cresterea
continutului in DMPC (Xppmpc)-
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Figura 3.6. Izoterme reprezentative pentru potentialul superficial, AV, versus
aria per molecula, A, pentru DMPC si CHO si pentru amestecul lor, la diferite

fractii molare in colesterol, XcHo, date in chenar.

Aceste tendinte sunt mai vizibile in reprezentarea graficd a
potentialului superficial in functie de fractia molard in colesterol , Xcno, la
presiuni superficiale laterale constante (izobare), prezentate in Fig. 3.7, pentru

DMPC si CHO pur si pentru amestecurile lor.
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Figura 3.7. Potentialul superficial, AV, pentru DMPC, colesterol si
amestecurile DMPC-CHO 1in functie de fractiile molare in colesterol (xcpo), la

o presiune superficiald laterala constanta (data in chenar).
Potentialul superficial creste cu cresterea Xcpo, dar dupd atingerea
valorii maxime el scade inspre valorile colesterolului pur. Valoarea maxima

este atinsa pentru amestecul DMPC:CHO 1:1 la presiuni superficiale scazute,

16



dar se deplaseaza spre amestecuri cu un continut mai mic de CHO la presiuni
superficiale inalte. Lipsa de liniaritate in variatia potentialului superficial cu
continutul in colesterol in amestecurile DMPC si CHO ar putea fi o consecinta
a formarii unor domenii locale, dupd cum se sugereaza pentru un amestec
similar format din fosfolipide si acidul usnic [24].

Componenta momentului de dipol molecular pe directie verticald a
monostratului, notata cu p,, a fost estimata pornind de la curbele de potential
superficial, AV versus 1/A, pentru DMPC si CHO si pentru amestecurile
DMPC-CHO cu o fractie molard in colesterol de pana la 0,5 [25]. Valorile p,
cresc initial pentru toate monostraturile cu scaderea valorilor lui A (Fig. 3.8),
aratdnd trecerea de la starea de lichid expandat (LE) la starea de lichid
condensat (LC) [15]. Pentru monostratul de DMPC, aceasta corespunde unei
modificari in orientarea gruparii polare a moleculelor de DMPC la interfata
apd/aer de la un aranjament orizontal (gruparile polare orientate paralel cu
interfata apa/aer) la unul vertical (gruparile polare orientate perpendicular pe
interfata apa/aer).

1,04

0,84

CHO
= = Xgo=0.1
Xeuo=0-2
T X703
Xeo=0-4
\ Xo10=0-5

- DMPC

0,0+

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
A, A’/molec.

Figura 3.8. Dipolmomentul perpendicular pe monostrat, p, in
functie de aria per molecula, pentru DMPC si CHO pur si pentru amestecul lor.

Simbolurile sunt date in chenar.

Valorilor , gasite se pot discuta pornind de la doud modele propuse

anterior [26] pentru conformatia fosfatidilcolinei (Fig. 3.9a si 3.9b), ambele
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conformatii fiind perpendiculare pe interfata aer-apd. Notatiile a, si by
reprezintd lungimea si respectiv latimea sectiunii transversale a grupdrii polare,
in timp ce c,, reprezintd indltimea partii polare a moleculei de DMPC, care este
ancoratd in faza apoasd. Pentru monostratul de DMPC pur, se observd un
maxim in reprezentarea p, versus A (Fig. 3.8) si acesta ar putea corespunde
predomindrii conformatiei intinse a gruparii polare a DMPC (Fig. 3.9), in
interiorul monostratului. Dupd maxim, valorile p, scad spre un palier aparent.
Valorile mai mici ale lui p, sugereaza faptul ca ar fi preferata conformatia de
sare internd (Fig. 3.9b) in monostrat. Acest lucru este in acord cu valorile
dipolmomentului p, pentru conformatia intinsa a (Fig. 3.9a) care este mai
voluminoasa decat conformatia b (Fig. 3.9b).

Pentru amestecurile DMPC and CHO, aspectul curbelor p, versus A
este similar, dar curbele sunt deplasate spre valori mai mici ale lui A (Fig. 3.8).
Ele sugereaza faptul ca tot conformatia (b) a fosfatidilcolinei ar fi favorizata in

monostraturile mixte de DMPC si CHO.

T =0 <c-()'4" ¥ f&c’-c %.5"’

1 CH /’: | ranEd

Lol N dH

t ! et

P o | i ”\\C;C A Icw
oy i q g }\

I 0 Cw | NCH L M\

' LN [ S $H \ow

' H M ! ! o b”:z \C’H | \\

> XS R W\
-y S i -

1! r(‘u‘ H { Gn

SO N I

TR

! ~i

Lo FOR

a b

Figura 3.9. Modele pentru molecula de DMPC, pentru cele douad conformatii
ale fosfatidilcolinei [26], intinsa (a) si de sare interna (b), ambele orientate

perpendicular pe interfata aer/apa. (i), >(py)p. Simbolurile se regasesc in text.

Pentru a analiza interactiunile dintre doi componenti in filme mixte,
este utild investigarea variatiei ariei moleculare medii si a excesului de energie
libera de suprafatd cu compozitia sistemului. A fost amintit efectul de

condensare al colesterolului in monostraturi mixte asupra arie moleculare medii
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(Fig. 3.2) O imagine mai clara a acestui efect este datd de reprezentarea ariilor

moleculare partiale A pentru colesterol (3.10a) si DMPC (3.10 b) si in filme
mixte, pentru diferite presiuni superficiale laterale [27, 28]. Efectul presiunii si
al compozitiei asupra ariilor moleculare partiale este pronuntat in amestecurile
cu un continut scazut de colesterol (pana la Xcpo = 0,4).

Un alt indicator al interactiunilor dintre componentii sistemului, si de
asemenea a stabilitdtii termodinamice a filmelor mixte este energia de
amestecare de exces in suprafati Gibbs, AG," [29, 30], practic data de entalpia
de amestecare de exces. Din reprezentérile experimentale ale ariei per moleculda
minus aria ideala in functie de presiune, am obtinut prin integrare energia libera
de amestecare de exces Gibbs per moleculd; din aceste valori s-au calculat

cantitatile molare corespunzatoare [31, 32].
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Figura 3.10. Ariile moleculare partiale pentru colesterol (a) si DMPC (b) in

functie de fractia molara pentru presiunile superficiale laterale date in chenar
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Ele au fost reprezentate in functie de valorile = in Fig. 3.11 si de
fractia molara in colesterol din film, la o presiune constantd (izobard), in Fig.
3.12.
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Figura 3.11 Energia libera de amestecare de exces Gibbs, AGE,, In functie de

presiunea superficiala laterald, m, pentru diferite compozitii ale filmelor mixte

DMPC-colesterol
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Figura 3.12 Energia liberd de amestecare de exces Gibbs, AG," in functie de

fractia molara in colesterol la presiunile superficiale date in chenar.
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Toate valorile AGn- calculate (si astfel valorile entalpiei de
amestecare, AHy,) sunt negative, indicand faptul ca exista forte de atractie
intermoleculard intre componentii filmelor mixte, si de aceea amestecarea
DMPC cu colesterol este favorizatda. Maximul de stabilitate a filmelor mixte
apare aproape de raportul echimolar a DMPC si colesterol (Xcqo = 0,5 pentru
presiuni superficiale scazute si 0,4 pentru presiuni laterale mai mari).

Observatiile AFM au fost folosite pentru a completa informatiile
avute despre DMPC, CHO si amestecurile DMPC-CHO aproape de presiune de
colaps, transferate pe suprafatd de sticld [33-35]. Ca exemplu prezentim
imagini petru filmul mixt DMPC-COL (Xcho =0,5) in Fig. 3.18.

=
»
=

Lateral distance
e

Figura 3.18. Imagini AFM pentru filmele mixte DMPC:CHO (Xcho=0,5)
depuse pe sticld optica la T = 10 mN/m). Aria scanatd 1 pm x 1 um. a) imagine
topografica 2D; b) imagine de faza; ¢) imagine de amplitudine; d) imagine

topograficd 3D; e) sectiune transversald de-a lungul sdgetii.
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Interactiunea dintre lipide si medicamente a fost intens studiata in
literaturd [36-54], dar este pentru prima datd cand a fost studiata interactiunea
dintre DMPC, CHO si amestecul lor in diferite rapoarte de amestecare (1:1, 7:3,
3:7) cu un medicament antihipertensiv, propranolol, folosind LBT si AFM,
pentru a compara comportamentul lipidelor in prezenta medicamentului
dizolvat in subfaza, cu comportamentul acestora pe subfaza de apa ultrapura,
prezentata mai sus. S-au inregistrat izotermele de compresie pentru diferite
concentratii de propranolol in faza apoasd; ele evidentiazd interactiunea
filmelor de lipide cu subfaza continand propranolol. Si in acest caz s-a utilizat
imagistica AFM, care releva influenta propranololului: acesta “aduna”
moleculele lipidice si duce la formarea unor structuri sferice.

Interactiunea dintre lipide §i proteine este prezentata de multe ori in
literatura [55-67], dar este pentru prima data cand a fost studiata interactiunea
dintre DMPC, CHO si acid stearic, AS (cu rol comparativ) cu dispersia de
colagen de tip I din tendonul lui Ahile de bovina folosind LBT si AFM, cu
scopul de a modela interactiunile lipo-proteice care apar in membrana biologica
[68-70]. Colagenul de tip | a fost dizolvat in solutie de acid acetic 1% (0,167
M) la temperatura de 4 °C si apoi a fost ultrasonat timp de 30 de minute, astfel
s-a obtinut o dispersie apoasa acida de concentratia doritéd (1 g/L, pH = 3). Fibra
de colagen poate fi observata prin AFM, in Fig. 3.28.

S-au comparat izotermele de compresie pentru filme de DMPC, COL,
dar si AS etalate pe subfaza de apd ultrapura cu cele obtinute pe o subfazd
apoasa continand colagen in diferite concentratii. In toate cazurile se observa o
expandare a filmelor in prezenta colagenului. Presiunea de colaps a filmelor se
mentine, in schimb, la aceleasi valori ca si pe subfaza apoasa. Nanostructurile

lipidice formate in prezenta colagenului au fost analizate si folosind AFM.
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Figura 3.28. Imagini AFM pentru fibra de colagen tip | pe subfazd de NaCl
2N, depus pe suport de sticld la T =30 mN/m. Aria scanatd 5 pm x 5 pm. a)
Imagine topografica 2D; b) Imagine topografica 3D c) profilul sectiunii

transversale

In cursul unui stagiu de cercetare la Newcastle University, UK, am
studiat si nanostructurile lipidice lipozomale care apar intre DPPC si DOPC,
caracterizate prin formarea de vezicule unilamelare [71-77]. Acestea sunt

evidente in imaginile AFM obtinute.
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4. PREPARAREA NANOPARTICULELOR METALICE DE AUR SAU
ARGINT

Nanoparticulele de aur au fost obtinute prin doua metode diferite de
preparare: reducerea cu citrat in mediu apos [78] si reducerea cu tetrahidroborat
in mediu organic (toluen), in prezentd de bromura de cetiltrimetilamoniu ca
stabilizator [79]. Nanoparticulele de aur preparate prin reducerea cu citrat in
mediu apos au avut patru dimensiuni medii ale particulelor: 30 nm, 20 nm, 10
nm si respectiv 5 nm. In acest scop s-a lucrat cu disulfitoaurat (I) de sodiu
NasAu(SOs), (particule de 30 mm) si cu HAUCI, (in celelalte cazuri). Pentru a
obtine particule mai mici (10 si 5 mm) s-a addugat acid tanic [80].

Nanoparticulele de argint au fost obtinute prin reducerea azotatului de
argint cu glucoza in mediu alcalin, in prezentd de tetraetilortosilicat (TEOS), ca
sursd de SiO, (stabilizator) si asparagina.

Nanoparticulele obtinute au fost caracterizate prin spectroscopie UV-
VIS. Banda caracteristica de absorbtie datoratad rezonantei plasmonice de
suprafata pentru nanoparticulele de aur (sol de culoare rosie) are maximul intre
516 si 529 nm, in functie de dimensiunea nanoparticulelor, iar pentru cele de
argint (sol galben) la 414 nm.

Imaginile TEM redau formele acestor nanoparticule de aur (Fig. 4.4)
si de argint si permit si se evalueze dimensiunea lor medie si repartitia

dimensiunilor (de ex, histograma din Fig. 4.5).
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T ).
Figura 4.4. Imagine TEM ale nanoparticulelor de aur cu dimensiunea
medie de: 30 nm (a), 20 nm (b) si 10 nm (c)
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Figura 4.5. Histograma distributiei dupa marime a nanoparticulelor

de aur cu dimensiunea medie de 10 nm
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5. NANOSTRUCTURI LIPIDICE iN PREZENTA UNOR
NANOPARTICULE METALICE

Tehnica Langmuir-Blodgett (LBT) s-a dovedit a fi potrivita pentru
obtinerea de retele care contin nanoparticule de aur sau argint prin auto-
asamblarea acestora pe suprafata apei [81-85]. Am investigat asamblarea
nanoparticulelor de aur de diferite dimensiuni la interfata aer/apa folosind
tehnica LB [86-87]

Solutiile apoase coloidale ale nanoparticulelor de aur de dimensiune
medie 10, 20, si 30 nm, obtinute asa cum s-a descris in capitolul anterior, au
fost centrifugate, la 10.000 rpm timp de 30 min. Apoi nanoparticulele au fost
separate de supernatant, spdlate cu apad ultrapurd si centrifugate din nou.
Aceastd operatiune a fost repetatd de 5 ori si a avut drept scop indepartarea
surfactantilor care proveneau din faza de sintezd a nanoparticulelor de aur si
care ar fi putut afecta rezultatele ulterioare, in special determinarea presiunii
superficiale si obtinerea izotermei de compresie.

Solul concentrat, prin centrifugare, care continea nanoparticulele, a
fost amestecat cu solventi organici (cloroform, hexan, toluen) si etalat la
interfata aer-apa. Dupa etalarea GNP, amestecat in cloroform, la interfata aer-
apd, straturile de GNP obtinute au fost comprimate si au fost obtinute
izotermele de compresie ale straturilor formate din GNP de diametrul 30 nm,
20 nm si 10 nm prezentate in Fig. 5.6.

La o presiune laterala in filmul de GNP aleasa si mentinutd constanta
(aproximativ 10 mN/m, 15 mN/m sau 18 mN/m), straturile de GNP (diametru
GNP de 30 nm, diametru GNP de 20 nm) au fost transferate de la interfata aer-
apa pe diverse suporturi solide, si anume sticla slefuita optic, sticla
functionalizatd (silanizatd) si sticld incarcatd pozitiv, sau micd, siliciu, in
transfer LB orizontal (Metoda Pull sau Push) sau transfer LB vertical. Aceste

straturi au fost cercetate prin AFM, in modul de operare intermitent.
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Observatiile AFM au indicat o structurare (aranjare) spontana, ordonata a GNP

strans impachetata prin auto-organizarea GNP la interfata aer/apa.

II, mN/m
5
I

0 260 3(‘10 4(;0 560 660 760 560
A, nm*/GNP
Figura 5.6. Izotermele de compresie [presiune superficiala
(mN/m) in functie de aria nanoparticulei (nm?% nanoparticuld)]
corespunzatoare filmelor de nanoparticule de aur (GNP), de

diametru de 10, 20 sau 30 nm, etalate la interfata aer/apa.

S-a studiat apoi influenta functionalizarii acestor filme cu acid
stearic. Etalarea filmului de acid stearic pe filmul de GNP, comprimat initial la
0 anumitd presiune laterald, interactiunea acidului stearic cu GNP si
functionalizarea partialda a GNP cu acid stearic la interfata aer/apa;

comprimarea filmului compozit la anumite presiuni superficiale controlabile si
transferul lui utilizand tehnica LB pe diverse suporturi solide, urmat de studiul
AFM.

Pentru etalarea acidului stearic pe filmul de GNP, initial etalat si
comprimat la interfata aer/apa, pana la presiuni superficiale de aproximativ 10
mN/m s-au folosit doi solventi organici diferiti, benzenul sau hexanul precum si
amestecul lor. 1zotermele de compresiune (Fig. 5.7) ale filmelor compozite
(GNP-acid stearic) aratd o usoard expandare a filmului de acid stearic in
prezenta de GNP. Expandarea este cu atat mai mare cu cit GNP are diametru
mai mare. Interactiunea dintre acidul stearic si GNP se traduce si in valorile

presiunii de colaps mai ridicate pentru filmul compozit (aproximativ 55 mN/m)
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fata de filmul de acid stearic pur (Fig. 5.7.), presiunea de colaps fiind intre 44 si
50 mN/m.
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Figura 5.7. Izotermele de compresie [presiune superficiald (mN/m) in functie
de aria moleculei de acid stearic (A%moleculd)] corespunzitoare filmelor
compozite alcatuite din nanoparticule de aur (GNP) si acid stearic, etalate la

interfata aer/apa. Curba (1): Acid stearic pur; Acid stearic si nanoparticule de

GNP de diverse diametre: 10nm (Curba 2); 20nm (Curba 3) si 30 nm (Curba 4)

Imaginile AFM obtinute pentru filmele de GNP in lipsa si in prezenta
acidului stearic, prin transfer la presiune laterald determinatd pe diferite
suporturi solide, evidentiaza un aranjament ordonat al nanoparticulelor, format
prin autoasamblare la interfata aer-apa si mentinut in timpul transferului pe
suport solid. Aspectul filmului este influentat de dimensiunea nanoparticulelor,
de presiunea laterala la care s-a efectuat transferul si de natura suportului
Straturile de GNP stabilizat cu acid stearic formeaza de asemenea
aranjamente ordonate — in domenii de impachetare compacta — prin
autoasamblare la interfete fluide. Imaginile AFM (de ex. Fig. 5.20) evidentiaza
o structurare avansatd atdt in cazul monostraturilor hibride cét si in cazul
multistraturilor de film compozit. Rugozitatea si morfologia filmului compozit

aratd formarea unor domenii largi de impachetare compacta. Cifra de transfer

pentru polistraturi creste odata cu numarul de straturi si se apropie de 1. Astfel,
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putem considera ca se pot transfera multistraturi de film compozit unde se

pastreazd ordinea de impachetare existenta in filmul compozit de la interfata

aer/apa [86-87].
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Figura 5.20. Imagini AFM ale GNP (20 nm) in acid stearic, transferat pe siliciu
(2 straturi). Aria scanata: 1 x 1 pm?. a)lmagine topografici 2D; b)Imagine
topograficd 3D; c)Sectiune transversala prin film in Fig. 5.20.a) Probe LBT
realizate prin transfer orizontal; Metoda Push; Presiune superficiala & = 15

mN/m.

Asamblarea de GNP la interfata aer-apa prin functionalizarea partiald
a GNP cu acid stearic §i apoi prin transferul de monostrat compozit sau de film
compozit multistrat pe suprafete solide prezintd potentiale aplicatii fiind
totodatd unitati de constructie (building blocks) pentru elaborarea de noi

materiale nanostructurate cu o arhitecturad controlabila la nivel nano.

29



6. NANOPARTICULE METALICE FUNCTIONALIZATE CU
BIOMOLECULE

Nanoparticulele metalice, in particular nanoparticulele de metale
nobile, se afldi in centrul cercetarilor interdisciplinare referitoare la
nanomateriale, datorita proprietdtilor lor specifice si potentialelor aplicatii in
domeniul nanotehnologiei, catalizei, electronicii moleculare, dar si in
biomedicind, cu aplicatii in fabricarea de biosenzori, imagisticd medicala,
diagnostic molecular si terapeutici sau 1in eliberarea controlatd a
medicamentelor [88-94]. Tendinta nanoparticulelor de a se auto-asambla in
solutie sau pe diferite substrate, cu formarea de aglomerate este de asemenea o
problema foarte mult investigata, iar dimensiunea clusterilor si aranjamentul
particulelor joacd un rol important in comportamentul materialelor [95].
Nanoparticulele de metale nobile (aur, argint, platind, paladiu, sau
nanoparticule hibride) sunt cele mai folosite in acest context [96-98]. Printre
aceste nanoparticule, in acest studiu, am selectat nanoparticulele de aur
(AuNPs) si nanoparticulele de argint (AgNPs).

Am investigat interactiunile dintre AuNPs si AgNPs si trei anestezice
locale. Moleculele selectate sunt: doi amino esteri, §i anume: procaina, 2-
(dietilamino) etil 4-aminobenzoat si tetracaina, 2-(dimetilamino) etil-4-
(butilamino) benzoat, si 0 amino- amida, dibucaina (cincocaina), 2-butoxi-N-[2-
(dietilamino)etil]-chinolina-4-carboxamida. Actiunea lor farmacologicd in
producerea de anestezie locala este mediata de membrane, si modelarea acestor
fenomene a fost unul dintre subiectele de cercetare de interes major in
colectivul nostru [99-103]. Proprietatile acido-bazice si echilibrele protolitice
ale acestor anestezice au fost de asemenea investigate [104, 105], avand in
vedere cd ele joacad un rol important in interactiunea speciilor moleculare
prezente in solutii la o anumita valoare de pH cu nanoparticulele metalice

incarcate [99-101].
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De asemenca a fost investigatd interactiunea dintre AuNPs si
propranolol : (RS)-1-(1-metiletilamino)-3-(1-naftiloxi) propan-2-ol, un agent
blocant cardioselectiv al receptorilor beta 1-adrenergici, cel mai folosit
medicament in tratarea hipertensiunii arteriale [106].

AuNPs au fost obtinute prin reducerea clorurii de aur (111), AuCl; cu
citrat de sodiu in solutie apoasd, contindnd acid tanic pentru a controla
dimensiunea particulelor, AgNPs au fost preparate prin reducerea nitratului de
argint, AgNOg, cu glucoza in solutii apoase bazice in prezentd de TEOS si
asparagind, cu rol de agenti de stabilizare. Solutiile contindnd nanoparticulele
metalice fard/cu biomolecule au fost caracterizate prin spectrele optice de
absorbtie, imagistica TEM si AFM, masuratori de potential zeta.

Dispersia de AuNP [107] prezenta un maxim de absorbtie la 515-517
nm si mare stabilitate in timp, confirmatd de valoarea potentialului zeta (-40
mV). Diametrul lor mediu, estimat din imaginile TEM era de 5 + 1,3 nm,
solutia coloidald de AgNP este foarte stabild (potential zeta: -44,2 mV);
maximul de absorbtie in vizibil este a 406 nm, iar dimensiunea medie a
nanoparticulelor (din TEM): 24,5+ 5,3 nm [108-111].

Adaugarea solutiei de anestezic in cantitdti crescatoare produce o
deplasare progresiva spre rosu a maximului de absorbtie §i o largire a
spectrului, caracteristice pentru asamblarea AuNPs, mediata in cazul nostru de
moleculele biologic active adsorbite pe suprafata lor. Tendintele sunt, in
general, similare pentru cele trei anestezice, totusi efectul dibucainei este,
evident, cel mai puternic. Desi agregatele apar practic imediat dupa
amestecarea solutiilor, procesul de auto-asamblare continud, avansand in timp.
Absorbanta maxima descreste pentru timpi mai mari, datoritd coagularii si
sedimentarii agregatelor. Dupa una-doud saptamaéni, depunerea AUNPs
autoasamblate a fost completa, si culoarea solutiei a disparut.

Imaginile TEM confirma efectul de mediator al moleculelor biologic
active de anestezic in asamblarea AuNPs. Imaginile pentru AuNPs asamblate in

prezenta moleculelor de procaind prezintd agregate complexe formate din
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siruri de molecule asociate; pentru dibucaind sau tetracaind se formeaza
agregate sferice, in cazul dibucainei agregatele fiind mai mari i compacte,
incluzand sute de particule. Putem conchide ca interactiunile dintre AuNPs si
moleculele de anestezic sunt mai puternice in cazul dibucainei si cel mai putin
intense pentru procaina.

in cazul nanoparticulelor de argint, situatia este foarte asemanitoare,
atat in privinta deplasarilor in spectrele UV-Vis (Fig. 6.9), cat si in imaginile
TEM (6.10) si AFM (Fig. 6.11). Se mentine si aceeasi ordine a intensitatii
efectelor pentru cele trei anestezice.

In conditiile noastre experimentale (pH = 5,5) cele trei anestezice ar
trebui si fi aproape exclusiv in forma protonati monocationici AH". De vreme
ce AuNPs acoperite cu citrat i AgNP acoperite cu silice hidratatd sunt
incdrcate negativ, adsorbtia moleculelor de anestezic ar trebui sa fi favorizata
de atractiile electrostatice. Adsorbtia duce la o scadere a valorilor potentialului
zeta al nanoparticulelor, promovand coagularea sistemelor coloidale. Totusi,
diferentele marcate in comportamentul nanoparticulelor de aur fata de cele trei
anestezice sugereazad faptul cd interactiunile specifice dintre nanoparticule si
moleculele de anestezic ar trebui de asemenea sa joace un rol in legarea AuNPs
in construirea ansamblurilor.

De exemplu, moleculele organice pot media auto-asamblarea prin
formarea de legaturi de hidrogen cu atomii de oxigen sau atomii de H hidroxilic
din stratul acoperitor al AuNPs. Moleculele de dibucaind prezinta cea mai mare
disponibilitate pentru formarea de punti de hidrogen intre AuNPs — prin atomii
de O si H a gruparii amidice, prin O din gruparea eterica, si chiar prin atomul
de N chinolinic. Féara indoiald, nici interactiunile hidrofobe nu pot fi excluse.

Probabil o combinatie a acestor interactiuni duce la aceste auto-asamblari.
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Figura 6.9. Spectrul optic de absorbtie al AgNPs pentru solutii 0,01 M si 0,1
M de procaina, P (a), 0,01 M dibucaina, D (b), si 0,01 M tetracaina, T (c),
volume (ml) de solutii de anestezic adaugate pentru 2 ml solutie AgNPs sunt

indicate in chenar

Interactiunile semnificative relevate de cercetarea noastrd, dintre
moleculele de anestezice locale §i nanoparticulele de aur si argint, rezultate prin
modificari ale spectrului UV-Vis si auto-asamblari de nanoparticule, atit in
solutie cat si pe suport solid, demonstreaza potentialul lor de a construi
suprafete bine definite din punct de vedere molecular, cu caracteristici ale
suprafetei controlate, cu posibile aplicatii industriale, biologice si medicale,
precum biosenzori selectivi pentru anestezice din diverse fluide biologice. Pe

de alta parte, sistemele coloidale care contin nanoparticule de argint si-ar putea
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gasi aplicatii medicale, bazdndu-se pe bine cunoscutele [44] proprietati

antimicrobiene ale argintului.

LN
!

Figura 6.10. Imaginile TEM ale AgNPs cu solutii de anestezic in rapoarte de
volum de 1:1,anestezicul fiind procaina 0,01 M (a), dibucaina 0,001 M (b),
tetracaina 0,01 M (c,d); imaginile corespund la 100 nm (a, b, c), respectiv la

200 nm (d).
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Figura 6.11. Imagini AFM ale AgNPs pe sticla in prezenta de dibucaina; aria
scanatd 1 pm x 1 pm: (a) imagine topografica 2D-; (b) imagine topografica; (c)

sectiune transversala de-a lungul sagetii din imaginea (a).

Interactiunea dintre propranolol si AuNP este mai putin intensa, fiind
relevatd de deplasareca maximului de absorbtie din spectrele UV-Vis si de

imaginile TEM.



7. BIOSISTEME FORMATE DIN NANOPARTICULE DE AUR SI
COLAGEN

In experimentele noastre, de obtinere a nanoparticulelor de aur am
folosit B-ciclodextrina (B-CD, atat ca reducdtor, cat si ca agent de protectie
pentru obtinerea de GNP, care pot fi apoi utlizate in aplicatii biologice. Ca un
prim test, pentru functionalizarea moleculelor de GNP a fost ales colagenul.

Reducerea HAUCI, cu solutie de B-CD (Schema. 7.1) la pH bazic se
produce la temperatura camerei si a fost urmarita prin monitorizarea spectrelor
UV-Vis. Imaginile TEM prezintd particule preponderent sferice, cu diametrul
mediu 7,7 + 1,3 nm. Solutiile coloidale sunt foarte stabile, desi potentialul zeta
masurat pentru GNP a fost doar -23,4 mV. Prin urmare, stabilitatea observata a
nanoparticlelor de Au obtinutd prin reducere cu BCD nu poate fi atribuitd in
primul rand repulsiilor electrostatice dintre particule care ar preveni coagularea
sistemului, ci mai degraba efectului de acoperire al BCD de pe suprafata
nanoparticulelor. Spectrele FT Raman pentru solutia de f-CD inainte si dupa
reactia cu HAuCl, si formarea de GNP sunt foarte asemanatoare, nu se observa
diferente majore. Ca urmare, sunt putin probabile interactiuni directe Au-O

intre atomii de aur si cele 21 grupari hidroxil ale -CD.

Schema 7.1. Structura si dimensiunea geometrica pentru f3-

( £TEm >

B Crmre bpefia
154 mm > W Derte bickofis

cyclodextrina [112]

Adaugand volume crescatoare de solutie acida de colagen (pH 3,
concentratie 1 g/L) peste solutia coloidald de aur, maximul de absorbtie este

initial deplasat spre rosu, apoi rdmane neschimbat pentru cantitati mari de
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colagen, in timp ce scaderea absorbtiei in timp este lentd. Culoarea solutiei
ramane rosu-violet chiar dupa doua zile. Aici are loc doar o agregare limitata a
nanoparticulelor. Efectul unei solutii de acid acetic, de aceeasi concentratie ca
si cea folosita la prepararea solutiilor de colagen este diferit: se produce in timp
agregarea §i sedimentarea particulelor de aur. Astfel, colagenul previne
agregarea avansatd a GNP si separarea din solutie. Autoasamblarea GNP in
prezenta solutiei acide de colagen nu este datorata exclusiv aciditatii solutiei, ci
moleculele de colagen au un efect de mediere specific asupra asamblarii
nanoparticulelor.

Potentialul zeta masurat pentru solutiile acide de colagen a fost
pozitiv: + 29,7 mV, iar diametrul mediu al particulelor a fost dat de DLS ca
fiind de 740 nm, cu o distributie cuprinsa intre 525 si 950 nm. In amestecul
solutiilor acide de colagen (particule incarcate pozitiv) cu solurile de GNPs
(usor incarcate negativ), valoarea potentialului zeta masuratd a fost pozitiva: +
23,1 mV (3 g/L colagen). Prin DLS s-au observat doud populatii foarte
distincte: particule cu o dimensiune medie de 70-90 nm si 530 nm. Putem
presupune ca dimensiunile mai mici corespund la asociate de GNP, in timp ce
fractiunea de dimensiune mare corespunde la agregate de colagen, posibil
continand si GNP. Conjugarea GNP cu particule de colagen este favorizata de
atractii electrostatice intre particule incarcate diferit, dar interactiunile specifice
ar trebui sa joace un rol mai important.

in unele imagini AFM obtinute prin uscarea filmelor mixte colagen-
GNP realizate prin adsorbtie verticala timp de 10 s pe sticla si uscare in aer,
apar fibrei de colagen. Se observa si nanoparticule de aur, atat pe suprafata
fibrei, cat si in exteriorul ei (Fig. 7.8). Probabil GNP au fost de asemenea
absorbite in interiorul fibrilelor, in timpul procesului de autoasociere a
moleculelor de colagen si a agregatelor in fibrile. Astfel, fibrilele de colagen
obtinute in prezenta solurilor de GNPs sunt mineralizate cu nanoparticule

metalice.
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Figura 7.8. Imagini topografice 2D ale fibrelor de colagen cu GNPs pe sticla,
asamblate din solutii apoase de colagen in prezentd de GNPs. Aria de scanare:

Spumx 5 um
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8.NANOPARTICULE DE AUR OBTINUTE PRIN METODE
BIOGENICE

Prepararea nanoparticulelor metalice pe cale biologica (sinteza verde)
a devenit in ultimii ani un domeniu important in chimie, biologie si stiinta
materialelor [113-115]. Sinteza nanoparticulelor metalice cu materiale
biologice a dus la obtinerea de nanoparticule cu aceleasi forme §i marimi ca
nanoparticulele obtinute prin metode chimice si fizice [116]. Agentii de
stabilizare sunt continuti, de obicei, iIn aceleasi materiale ca §i agentii de
reducere. Majoritatea acestor sinteze au loc la temperatura camerei sau foarte
aproape de aceasta. In acest studiu, am preparat nanoparticule de aur, folosind
metode biogenice si anume reducerea acidului tetracloroauric trihidrat
(HAUCI;-3H,0) cu 3 extracte de plante medicinale si anume radacina de
angelica (Angelica archangelica), sunatoare (Hypericum perforatum herba) si
scoarta de hamamelis (Hamamelis virginiana) [117, 118].

S-a studiat posibilitatea utilizarii acestor extracte de plante ca si
agenti reducdtori pentru Au (III) si in acelasi timp ca si agenti de stabilizare
pentru nanoparticulele de aur obtinute, precum si auto-asamblarea
nanoparticulelor de aur, mediatd de substantele active confinute in aceste
extracte. In acest scop s-au urmarit diferite conditii de lucru: concentratia
agentilor de reducere, succesiunea adaugarii lor, temperatura si pH-ul.

Cele trei plante utilizate sunt bine cunoscute ca plante medicinale.
Radacinile de angelica contin acid angelic [trans-CH3-CH=C(CH3)-COOH],
ragini, un fitosterol si un ulei volatil format din terpene (felandren) si
sesquiterpene [119], esteri ai unor acizi, printre care acid valerianic,
oxipentadecilic, polizaharide si tanin. Planta si florile de sundtoare contin tanin,
ulei eteric [120], colina, derivati antracenici, tanin, flavonozide, acid cafeic si
clorogenic. Hamamelis [121] contine in scoartd taninuri, flavonoide, ulei
volatil, rasini, fitosteroli etc. Prin dozare fotometrica, pentru extractele

vegetale folosite s-au determinat concentratiile in compusi polifenolici
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reducdtori, exprimate in cantitati echivalente de acid cafeic. Aceste cantitati
sunt importante, intrucat acesti compusi sunt reducatorii care intervin in
obtinerea Au (0) din Au (III).

Imagistica AFM arata un comportament diferit al nanoparticulelor de
aur sintetizate prin reducere cu extractele mentionate, dupd cum se poate

observa de ex. pentru Hypericum in Fig. 8.13 si pentru Angelica in Fig. 8.14.

Lateral distance, nm

C.
Figura 8.13. Imagini AFM ale GNPs pe sticla, obtinute cu extract de

Hypericum (diluat 1:100); aria de scanare 2,5 pm x 2,5 pm: a) Imagine
topograficd 2D; b)Imagine topografica 3D; c) Sectiune transversald de-a lungul

sdgetii din Fig. 8.13 a).
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Figura 8.14. Imagini AFM ale GNPs pe sticla, obtinute cu extract de Angelica
(diluat 1:6); aria de scanare 2,5 um x 2,5 pm: a) Imagine topografica 2D;
b)Imagine topografica 3D; c) Sectiune transversald de-a lungul sdgetii din Fig.
8.14 a).

Din spectru FTIR se poate observa faptul ci in prezenta de Angelica,
intensitatea benzilor pentru OH (3370 cm™) si C-OH (1055 cm™) scade si
creste pentru COOH (1410 cm™ si 1655 cm™).
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Figura 8.15 Spectrul FT-IR pentru extractul de Angelica (linia neagrd) si GNP

obtinut prin reducere cu extract de Angelica(linia rosie).
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9. CONCLUZII GENERALE

Comportamentul 1,2-dimiristoil-sn-glicerol-3-fosfatidil colinei (DMPC) si al
colesterolului (CHO), cat si al amestecului lor la diferite compozitii (de la 9:1 la 1:9), a
fost investigat la interfata aer/apa prin masuratori de presiune superficiald si potential
superficial (AV) folosind tehnica Langmuir cuplati cu metoda placii vibrante.

Filmele Langmuir-Blodgett formate au fost transferate pe suport solid (sticla
slefuita optic). Aceste filme sunt importante ca modele de membrane, §i investigarea lor
este un pas necesar pentru a inelege structura membranelor si proprietatile acestora.

A fost studiata interactiunea dintre DMPC, CHO si amestecurile lor (1:1, 7:3,
3:7) cu propranololul, pentru a compara cu comportamentul lor pe subfaza de apa
ultrapura, iar nanostructurile obtinute au fost vizualizate cu AFM.

De asemenea a fost studiata interactiunea dintre DMPC, CHO si acid stearic
(AS), ales cu rol comparativ, cu colagenul de tip | din tendonul lui Ahile de bovina. In
toate cazurile se observd o expandare a filmelor in prezenta proteinei care creste cu
cresterea cantitatii de colagen din subfaza. Presiunea de colaps a filmelor se mentine, in
schimb, la aceleasi valori ca si pe subfazd apoasa.Nanostructurile lipidice formate in
prezenta colagenului au fost analizate folosind AFM.

Pe langd nanostructurile lipidice obtinute cu Langmuir-Blodgett, sunt
prezentate nanostructurile lipidice lipozomale care apar intre DPPC si DOPC, obtinute
prin formarea de vezicule.

S-au preparat nanoparticule de aur de diferite dimensiuni medii (5 nm, 10 nm,
20 nm, 30 nm), adaptand retete existente in literaturd si nanoparticule de argint avand un
diametru mediu de 12 nm, folosind o retetd noua de preparare.

Probele obtinute au fost caracterizate folosind spectroscopia UV-VIS (pentru
determinarea maximului de absorbtie) si TEM (pentru determinarea diametrului
particulelor). Folosind datele TEM, s-au construit histogramele distributiei dupa marime
a nanoparticulelor.

S-au realizat filme superficiale din nanoparticule de aur de diferite dimensiuni
prin etalare din solventi organici pe suprafata apei prin tehnica Langmuir-Blodgett.

Am functionalizat aceste filme cu acid stearic si am studiat izotermele de
compresie ale filmelor de nanoparticule de aur si ale filmelor hibride cu acid stearic. Am
realizat vizualizarea acestor filme dupa depunerea pe un suport solid cu ajutorul AFM.

Filmele de GNP etalate cu ajutorul solventilor organici (cloroform) dau
aranjamente ordonate la interfata aer-apa. Aplicind o anumitd presiune superficiala
laterald, se obtin impachetari controlate ale particulelor. Aceste structuri se mentin si
dupa transferul LB de la interfata pe suportul solid.

Etalarea filmului de acid stearic pe filmul de GNP, comprimat anterior la o
presiune laterala datd, a dus la interactiunea dintre acidul stearic si GNP si
functionalizarea partiala a acestora la interfata aer -apa.

Izotermele de compresie evidentiaza influenta GNP asupra filmului de acid
stearic. Transferul filmului compozit (acid stearic si GNP) la presiuni superficiale alese si
constante pe suporturi solide a facut posibila investigarea AFM a filmelor.

Observatiile AFM au demonstrat ca stratul de GNP stabilizat cu acid stearic
formeazd aranjamente ordonate — in domenii de impachetare compacta — prin
autoasamblare la interfete fluide. Influenta naturii suportului solid folosit a fost de
asemenea evidentiata de investigatiile AFM.

Tehnica LB s-a dovedit a fi importanta si utild, in obtinerea de filme LB
subtiri, monostraturi sau multistraturi, organizate si continand nanoparticule de aur.
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Nanoparticulele de argint (AgNPs) au fost preparate in dispersii coloidale
apoase prin reducerea Ag* cu glucozd in mediu alcalin. S-a addugat TEOS si L-
asparagind cu rol de stabilizatori ai nanoparticulelor de argint.

Nanoparticulele de argint obtinute prin metoda propusa in acest studiu s-au
dovedit a fi destul de stabile in timp, datorita acoperirii lor mixte cu hidrat de silice si
asparagind. Nu in ultimul rand, ele prezintd o sensibilitate fatd de moleculele de
anestezic investigate.

A fost investigatd interactiunea nanoparticulelor de aur si respectiv a
nanoparticulelor de argint cu trei anestezice locale (procaind, dibucaina si tetracaina).

De asemenea a fost investigatd interactiunea nanoparticulelor de aur cu un
medicament antihipertensiv, propranolol si s-a observat ca aceasta apare in timp, la 3 zile
de la prepararea amestecurilor.

Spectrele optice aratda modificari in banda de absorbtie a nanoparticulelor,
legate de auto-asamblarea lor mediatd de moleculele de anestezice si depinzand de
evolutia in timp a procesului de agregare.

Imaginile TEM aratd auto-asamblédrile formate prin asocierea nanoparticlelor
de metal nobil in prezenta anestezicelor si evidentiazd diferente semnificative in
comportamentul nanoparticulelor de aur in prezenta celor trei anestezice.

Masuratorile de potential zeta au fost aplicate pentru a caracteriza stabilitatea
electrostatica a NPs.

Imaginile AFM arata caracteristicile filmelor de AgNPs depozitate pe suport
de sticla.

Efectul principal al diferitelor anestezice poate fi descris in termeni de atractii
electrostatice dintre nanoparticulele de metal incarcate si moleculele de anestezice, aflate
in forma cationica la pH-ul de lucru.

Interactiunile semnificative relevate de cercetarea noastra, dintre moleculele
de anestezice locale si nanoparticulele de aur si argint, demonstreaza potentialul lor de a
construi  suprafete bine definite din punct de vedere molecular, cu caracteristici ale
suprafetei controlate, cu posibile aplicatii industriale, biologice si medicale, precum
biosenzori selectivi pentru anestezice din diverse fluide biologice.

Pe de alta parte, sistemele coloidale care contin nanoparticule de argint si-ar
putea gasi aplicatii medicale, bazandu-se pe bine cunoscutele proprietati antimicrobiene
ale argintului.

Nanoparticulele de aur au fost preparate prin reducerea solutiei de HAuCl, cu
B-cyclodextrind (B-CD) la pH 11, fara adaugarea vreunui stabilizator, la temperatura
camerei. Solutiile coloidale de aur obtinute prezinta stabilitate mare.

Spectrele UV-Vis, imaginile AFM si spectrele FT Raman au fost de asemenea
utilizate pentru a caracteriza GNP obtinute.

Interactiunea cu o solutie de colagen tip I din tendonul lui Achilles de bovina,
cu pH acid a fost investigata prin masuratori UV-Vis si de potential zeta si prin imagistica
TEM si AFM.

A fost observata asamblarea nanoparticulelor de aur in prezenta solutiilor de
colagen si in filme mixte colagen-GNP pe suport de sticla Formarea fibrilelor de colagen
incarcate cu nanoparticule de aur a fost demonstrata prin imagini AFM.

Introducerea de metode biogenice pentru obtinerea de nanoparticule metalice
este o urmare a tendintei de a aplica abordari ale “chimiei verzi” in nanotehnologie.
Avantajele metodelor biogenice de preparare a nanoparticulelor metalice includ costul
scazut, evitarea contamindrii cu solventi si biocompatibilitatea particulelor obtinute,
oferindu-le posibile aplicatii biomedicale.
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Am preparat nanoparticule de aur, pornind de la acid tetracloroauric trihidrat
(HAUCI;3H,0) si folosind ca reducdtori 3 extracte de plante medicinale si anume
angelica (Angelica archangelica), sunitoare (Hypericum perforatum) si hamamelis
(Hamamelis virginiana). Continutul de compusi reducitori (polifenoli) a fost determinat
in fiecare extract folosind dozarea fotometrica si s-a exprimat in echivalent de acid cafeic.

Solutiile coloidale de aur rezultate au fost caracterizate prin spectroscopie
UV-VIZ si FTIR si microscopie electronica de transmisie (TEM). Nanoparticule de aur
cu un diametru mediu cuprins intre 4-8 nm au fost obtinute la o temperatura camerei si la
un pH de lucru de 8. Ele prezinta forme variate, de la forme sferice, ovale, pana la forme
de inima sau poliedrice. In general, solutiile coloidale sunt destul de stabile, dar la
concentratii scizute de extract de plante, tendinta de auto-agregare este mai mare. Unii
compusi prezenti in extractele vegetale stabilizeaza nanoparticulele de aur, in timp ce
altii mediaza auto-agregarea lor.

Sistemele coloidale obtinute pot avea aplicatii biomedicale, atat datorita
proprietatilor medicinale ale componentelor vegetale adsorbite, cat si a caracteristicilor
antibacteriene ale nanoparticulelor de aur.
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