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(54) Procedeu de obtinere a materialelor pe baza de nanoparticule de argint cu

activitate antifungica

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la nanotehnologie si
medicing, in special la un procedeu de obtinere
a materialelor pe bazd de nanoparticule de
argint, stabilizate cu derivati celulozici cu
activitate antifungica.

Esenta inventiei constd 1n aceea ca se
prepard o solutie de azotat de argint cu
concentratia de 0,01 M prin dizolvarea lui in
apa bidistilatd sau dimetilsulfoxid, de
asemenea, se prepara o solutie cu concentratia

2

de 1% de un derivat celulozic in apa bidistilata
sau dimetilsulfoxid, apoi in solutia cu derivatul
celulozic se adauga solutie de azotat de argint
intr-un raport volumic de 4:1, care se agita
continuu, timp de 2 ore, la temperatura
camerei. In calitate de derivat celulozic se
utilizeaza hidroxipropilceluloza, metilceluloza,
etilceluloza sau acetat de celuloza.

Revendicari: 2

Figuri: 2



(54) Process for producing materials based on silver nanoparticles with antifungal

activity

(57) Abstract:
1

The invention relates to
nanotechnology and medicine, in particular to
a process for producing materials based on
silver nanoparticles stabilized by cellulose
derivatives with antifungal activity.

Summary of the invention consists in
that it is prepared a silver nitrate solution with
a concentration of 0.01 M by dissolving it in
bidistilled water or dimethyl sulfoxide, it is
also prepared a solution with a concentration

2

of 1% of a cellulose derivative in bidistilled
water or dimethyl sulfoxide, then to the
solution with the cellulose derivative is added
silver nitrate solution in a volume ratio of 4:1,
which is continuously stirred for 2 hours, at
room temperature. As cellulose derivative is
used hydroxypropylcellulose, methylcellulose,
ethylcellulose or cellulose acetate.

Claims: 2

Fig.: 2

(54) Cnioco® mosty4eHusi MaTepHaJoB HA OCHOBE HAHOYACTHII cepedpa ¢

AHTUTPUOKOBOH AKTUBHOCTHIO

(57) Pedepar:
1

Uzobperenne OTHOCHTCS K
HAaHOTEXHOJIOTHHA W MEIWIWHE, B YaCTHOCTH K
cnoco0y TONyYeHHs MaTepuajoB Ha OCHOBE
HaHOYACTHI[ cepebpa, CTaOMIM3MPOBAHHBIX
MMPOU3BOJAHBIMHU LEJJIFOJIO3bI C aHTHFpH6KOBOﬁ
AKTUBHOCTBIO.

CyIHOCTh M300pPETCHUS COCTOUT B
TOM, YTO HNPUTOTABJIMBAIOT PACTBOP HHUTpATa
cepebpa ¢ kounentpamueit 0,01 M mytem ero
pacTBOpeHHs] B OWAMCTHJUIMPOBAHHON BoOJE
WA IUMETHICYIb(OKCHUIE, TaKKe
MPUTOTABIUBAIOT PAcTBOP C KOHIICHTpaLUeH
1% MIPOU3BOJHOTO LEJUIFOJIO3BI B

2
OMANCTHITIPOBAHHON BOJIE WU
JUMETWICYIb(pOKCHIE, 3aTeM B pacTBOp C
MIPOU3BOIHBIM LIEJTIONIO3BI J00aBIAIOT
pactBOp HHTpaTa cepebpa B 00BEMHOM
COoOoTHOIIeHUH 4:1, KOTOPOro HEMpPEepPHIBHO
NEpEeMEIINBAalOT B TEUeHHEe 2 4YacoB, MpHU
KOMHATHOM  Temneparype. B kadectse
MPOU3BOJHBIM  LEJUIIOJO3BI  HCIOJB3YIOT
TUJPOKCUIIPOIUIILIEIUTIONO3Y,
METUIILEIUTIONO03Y, ITUIILEIIION03Y WIN aleTaT
LEJITIOJIO3BL.

1. popmymsr: 2
@ur.: 2
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Descriere:

Inventia se referd la nanotehnologie si medicing, in special la un procedeu de obtinere a
materialelor pe baza de nanoparticule de argint, stabilizate cu derivati celulozici cu activitate
antifungica.

Actualmente, la nivel mondial domeniul nanotehnologiei este abordat ca un subiect important
pentru tehnologia secolului XXI. In ultimii ani, se atesti o tendinti de dezvoltare a particulelor la
scard nanometrica datorata noilor oportunitati promitatoare pentru utilizarea nanomaterialelor in multe
domenii ale stiintei si tehnologiei, inclusiv in medicina.

Sunt cunoscute mai multe procedee de obtinere a materialelor pe baza de nanoparticule de
argint (AgNP) stabilizate. In practica medicald pentru obtinerea materialelor antifungice pe bazi de
nanoparticule de argint stabilizate se utilizeaza de regula un precursor metalic, un agent de reducere si
un agent de stabilizare, iar pentru generarea nanoparticulelor in solutie sunt necesare trei procese de
reactie, anume reactia de reducere a ionilor metalici (a precursorului metalic), nucleatia si dezvoltarea
nanoparticulelor. Reactia de reducere a ionilor metalici constd in reducerea ionilor metalici la atomi
liberi de metal, in prezenta unui agent de reducere (Khan Z., Al-Thabaiti S.A., Obaid A.Y., Al-Youbi
A.O. Preparation and characterization of Silver nanoparticles by chemical reduction method, Colloids
Surf B., vol. 82, 2011, p. 51513-51517, doi: 10.1016/j.c01surfb.2010.10.008).

Pentru a reduce pe cat posibil reactivii toxici, utilizati de regula in sintezele chimice pentru a
utiliza reactivi cat mai blanzi, lipsiti de toxicitate, s-a luat in considerare ca polizaharidele pot inlocui
cu succes compusii toxici, utilizati in general ca agenti de reducere si stabilizare in procesele de
generare a nanoparticulelor metalice. De asemenea, de-a lungul timpului au fost dezvoltate procese
blande de obtinere a nanoparticulelor de argint, care utilizeaza drept solvent apa, de exemplu utilizarea
B-D-glucozei ca agent de reducere, iar amidonul drept agent de stabilizare a nanoparticulelor
(Raveendran P., Fu J.,, Wallen S.L. Completely green synthesis and stabilization of metal
nanoparticles. J. Am. Chem. Soc., vol. 125, 2003, p. 13940-13941).

Au fost realizate numeroase studii care au avut la baza polizaharide capabile sa stabilizeze
nanoparticulele de argint, cum ar fi celuloza, amidonul, lentinanul, curdlanul, chitosanul, heparina,
agarul, xantanul, acidul hialuronic etc (Ifuku S., Tsuji M., Morimoto M., Saimoto H., Yano H.
Synthesis of silver nanoparticles templated by TEMPO-mediated oxidized bacterial cellulose
nanofibers, Biomacromolecules, vol. 10, 2009, p. 2714-2717; Peng H., Yang A., Xiong J. Green
microwave-assisted synthesis of silver nanoparticles using bamboo hemicelluloses and glucose in an
aqueous medium, Carbohydr Polym. Vol. 91, 2012, p. 348-355; Yan J.K., Cai P.F., Cao X.Q., Ma
H.L., Zhang Q., Hu N.Z., Zhao Y.Z. Green synthesis of Silver nanoparticles using 4-
acetamidoTEMPO-oxidized curdian, Carbohydr. Polym., vol. 97, 2013, p. 391-397; Tran H.V., Tran
L.D., Ba C.T., Vu H.D., Nguyen T.N., Pham D.G., Nguyen P.X. Synthesis, characterization,
antibacterial and antiproliferative activities of monodisperse chitosan-based Silver nanoparticles,
Colloids Surf. A Physicochem. Eng. Asp., vol. 360, 2010, p. 32—40; Huang H., Yang X. Synthesis of
polysaccharide-stabilized gold and silver nanoparticles: A green method. Carbohydr. Res., vol. 339,
2004, p. 2627-2631).

Este cunoscut un procedeu de obtinere a materialelor pe baza de nanoparticule de argint cu
utilizarea pululanul sau pululanul oxidat, drept materiale pentru obtinerea de nanoparticule de argint.
Atat pululanul, cat si pululanul oxidat s-au dovedit a fi materiale eficiente in astfel de procese, care
pot inlocui cu succes compusii toxici utilizati in general in calitate de agenti de reducere si stabilizare
a nanoparticulelor de argint [1].

Un alt aspect observat in cadrul acestui studiu a fost ca nanoparticulele de argint obtinute au
prezentat o activitate antifungicd eficientd. Astfel, evaluarea potentialului antifungic al
nanoparticulelor de argint preparate a fost testat pe 100 de izolate clinice, o parte dintre acestea fiind
izolate din infectii fungice invazive. Au fost incluse in acest studiu, izolate clinice din 5 genuri diferite
(Candida, Cryptococcus, Magnusiomyces, Saccharomyces si Trichosporon). Doud genuri au fost
reprezentate de o singura specie fiecare - Magnusiomyces capitatus si Trichosporon asahii. Genul
Saccharomyces a fost reprezentat de o singura specie - Saccharomyces cerevisiae cu 3 izolate. Cel mai
numeros gen din acest studiu a fost Candida, cu 15 specii si 94 de izolate clinice. Cele mai multe
izolate au fost reprezentate de specia Candida glabrata - 27, urmata de specia Candida albicans - 23
si Candida parapsilosis cu 16 izolate. Candida krusei a fost reprezentata de 5 izolate; Candida
guilliermondii si Candida tropicalis - fiecare cate 4 izolate fiecare; Candida lusitaniae - cu 3 izolate;
Candida famata, Candida kefyr, Candida norvegensis si Candida utilis - céite 2 izolate fiecare si
Cryptococcus neoformans, Candida pulcherrima, Candida pelliculosa, Candida dubliniensis,
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Candida robusta — cate un izolat de fiecare. Toate tulpinile sunt caracterizate fenotipic si genotipic si
incluse in Colectia Roméana de Culturi Tip (RTCC - Romanian Type Culture Collection).

Dezavantajele procedeului cunoscut constau in aceea ca pululanul este o polizaharida destul
de costisitoare §i pufin studiatd, in comparatie cu celuloza, disponibilitatea ei fiind incomparabil
redusd. De asemenea, dacd tinem cont de preocupdrile in crestere asupra protejarii mediului
inconjurator si a nevoilor de dezvoltare durabila din ultimii ani, considerdm ca utilizarea derivatilor
celulozici este extrem de benefica pentru astfel de aplicatii. Un alt dezavantaj al acestui procedeu fata
de procedeul revendicat consta in faptul cd pentru generarea nanoparticulelor de argint s-a utilizat o
concentratie mult mai mare de argint, si anume 5 mM AgNQOs, comparativ cu procedeul revendicat,
unde s-a utilizat o concentratic de 0,01 mM AgNOs. In acelasi timp, dupa evaluarea activitatii
antifungice a nanoparticulelor incorporate in matricea pululanului, un dezavantaj observat, a constat
un efect antifungic in vitro, care nu a fost uniform fatd de toate izolatele fungice testate si totodata
intervalul concentratiilor obtinute este unul destul de larg. De asemenea, nanoparticulele de argint
incorporate in matricea pululanului au reusit sa inhibe toate izolatele la concentratii mai mari de 16
mM (concentratia de argint).

Problema pe care o rezolvd inventia constd in elaborarea unui procedeu de obtinere a
nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati ai celulozei blanzi, lipsiti de toxicitate, facilitand
astfel conceperea unor noi materiale cit mai prietenoase mediului inconjurator. Prin urmare,
nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati ai celulozei au fost utilizate pentru activitate
antifungica in vitro, care a fost mult mai buna decat in cea mai apropiatd solutie, atat fata de speciile
de Candida albicans cat si fata de speciile de Candida non-albicans. In cadrul derivatilor celulozici,
concentratiile minime inhibitorii In functie de specie, au fost intre 6...12 ori mai mici decat cele
obtinute 1n cazul celei mai apropiate solutii. Plecand de la aceste rezultate, urmatorul obiectiv urmarit
a fost obtinerea de nanoparticule de argint printr-o metoda uzuala, cu larga disponiblitate industriala,
ieftina si eficientd, folosind drept agent de reducere si stabilizare a nanoparticulelor, derivati celulozici
uzuali: hidroxipropilceluloza (HPC), metilceluloza (MC), etilceluloza (EC) acetatul de celuloza (CA).
Pentru aplicatii biomedicale/antifungice, celuloza este un polimer natural destul de ofertant,
prezentand unele caracteristici unice precum biodegradabilitate, biocompatibilitate, lipsa toxicitatii si
proprietati mecanice excelente. In aceasta ordine de idei, utilizarea derivatilor celulozici reprezinta o
solutie viabila pentru dezvoltarea de noi materiale cu proprietati antifungice. Astfel, aceste
materiale/nanocompozite pot servi un suport rational in extinderea arsenalului de remedii antifungice
la concentratii minime inhibitorii cat mai joase, care sia prezinte costuri reduse pentru utilizarea
acestora, atat in practica medicald umana, cat si veterinara.

Esenta inventiei consta n aceea ca se prepara o solutie de azotat de argint cu concentratia de
0,01 M prin dizolvarea lui in apa bidistilata sau dimetilsulfoxid, de asemenea, se prepard o solutie cu
concentratia de 1% de un derivat celulozic in apa bidistilatd sau dimetilsulfoxid, apoi in solutia cu
derivatul celulozic se adauga solutie de azotat de argint intr-un raport volumic de 4:1, care se agita
continuu, timp de 2 ore, la temperatura camerei. in calitate de derivat celulozic se utilizeazi
hidroxipropilceluloza, metilceluloza, etilceluloza sau acetat de celuloza.

Rezultatul tehnic al inventiei constd in faptul cd procedeul de obtinere a materialelor
antifungice pe baza de nanoparticule de argint stabilizate cu derivati celulozici este simplu si eficient,
unde ce utilizeaza materiale ieftine si uzuale si fard utilizarea agentilor toxici si factorilor fizici
externi, precum temperatura, presiunea, etc. Rezultatele studiului cu nanoparticulele de argint
incorporate in matricea pululanului (solutia cea mai apropiatd), au aratat ca toate cele patru tipuri de
nanoparticule de argint au prezentat efect antifungic fatd de izolatele clinice testate. Printre izolatele
cele mai reprezentative din acest studiu nu existd o anumita valoare a concentratiei minime inhibitorii
(CMI) pentru AgNP-urile testate, intervalul de concentratii active a variat de la 2 la 16 mM, cu o
predominanta a valorilor cuprinse intre 4 si 8 mM. Astfel, compusii testati au inhibat 29% din izolate
la2 mM Ag, 76% la 4 mM Ag, 98% la 8 mM Ag i 99% la 12 mM Ag.

Avantajele procedeului revendicat privind obtinerea nanoparticulelor de argint stabilizate se
atesta prin utilizarea unor derivati celulozici ieftini uzuali, iar procedeul de obtinere este unul simplu
si eficient. In acest procedeu nu se utilizeaza agenti suplimentari, toxici, pentru reducerea si
stabilizarea nanoparticulelor, nu se utilizeaza factori fizici externi, precum temperatura, presiunea etc.
Mai mult, se reduce costul procesului in sine, timpul necesar pentru obtinerea nanoparticulelor de
argint. Totodatd, a fost demonstrat efectul citotoxic al argintului la concentratii mai mari, iar in
procedeul revendicat se folosesc concentratii foarte reduse, dar cu o concentratie minima inhibitoare
diferita, in functie de specie si este de 6...12 ori mai micad decét in cea mai apropiata solutie, ceea ce se
considera ca procedeul revendicat este superior procedeului conform celei mai apropiate solutii.
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Inventia se explica prin desenele din figurile 1 si 2, care reprezinta:

- fig. 1, spectrele de absorbtie UV-VIS pentru nanoparticulele de argint stabilizate cu
derivati celulozici;

- fig. 2, imaginile a)STEM si b) TEM ale nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati
celulozici.

Metoda de obtinere a nanoparticulelor de argint.

Se prepara o solutie de azotat de argint cu concentratia de 0,01 M prin dizolvarea lui in apa
bidistilatd sau dimetilsulfoxid, de asemenea, se prepard o solutie cu concentratia de 1% de un derivat
celulozic 1n apa bidistilatd sau dimetilsulfoxid, apoi in solutia cu derivatul celulozic se adauga solutie
de azotat de argint Intr-un raport volumic de 4:1, care se agita continuu, timp de 2 ore, la temperatura
camerei. In calitate de derivat celulozic se utilizeaza hidroxipropilceluloza, metilceluloza, etilceluloza
sau acetat de celuloza.

Exemple de realizare a inventiei.

Exemplul |

Nanoparticulele de argint pe baza de metilcelulozd (AgNPs-MC) au fost obtinute la
temperatura camerei, utilizind apa bidistilata in calitate de solvent, azotatul de argint in calitate de
precursor si metilceluloza in calitate de agent de reducere a precursorului metalic si stabilizare a
nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat o
solutie ce contine metilceluloza (MC) 1n apa bidistilata, in concentratie de 1%. Solutia de azotat de
argint a fost preparata prin dizolvarea lui in dimetilsulfoxid (DMSO), cu obtinerea unei concentratii a
solutiei de azotat de argint de 0,01 M. in solutia de polimer s-a addugat 2,5 ml de solutie de AgNOs3,
cu concentratia de 0,01 M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Apoi solutia a fost
lasata timp de 2 ore sub agitare continud, la temperatura camerei, in lipsa oricarui agent suplimentar
de reducere sau stabilizare. O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint a fost modificarea
culorii solutiei initiale de la incolor la maro inchis.

Formarea nanoparticulelor de argint implica urmatoarele etape:

i) Etapa de reducere a precursorului (azotatul de argint) de catre derivatul celulozic prin
intermediul grupelor hidroxilice reducatoare, disponibile de-a lungul lantului polizaharidic, care sunt
responsabile de reducerea ionilor de argint (Ag*) la atomi liberi de argint (Ag®). ii) Etapa de nucleatie
a atomilor liberi. iii) Etapa de crestere a nanoparticulelor de argint stabilizate prin interactiunea cu
moleculele de derivat celulozic, care prin intermediul grupérilor hidroxilice formeaza un strat/invelis
protector la suprafata particulelor si le stabilizeaza (stabilizare sterica).

Exemplul 2

Nanoparticulele de argint pe baza de hidroxipropilceluloza (AgNPs-HPC) au fost obtinute la
temperatura camerei, utilizand apa bidistilata in calitate de solvent, azotatul de argint in calitate de
precursor si hidroxipropilceluloza in calitate de agent de reducere a precursorului metalic si stabilizare
a nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat o
solutie de hidroxipropilceluloza (HPC) in apa bidistilata, in concentratie de 1%. Solutia de azotat de
argint a fost preparata prin dizolvarea lui in apa bidistilatd, concentratia solutiei de azotat de argint
fiind de 0,01 M. In solutia de polimer s-a adaugat 2,5 ml de solutie de AgNOs3 cu concentratia de 0,01
M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Apoi solutia a fost lasata timp de 2 ore sub
agitare continud, la temperatura camerei, in lipsa oricarui agent suplimentar de reducere sau
stabilizare. O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint a fost modificarea culorii solutiei
initiale de la incolor la maro deschis.

Formarea nanoparticulelor de argint implica urmatoarele etape:

1) Etapa de reducere a precursorului (azotatul de argint) de catre derivatul celulozic prin
intermediul grupelor hidroxilice reducatoare, disponibile de-a lungul lantului polizaharidic, care sunt
responsabile de reducerea ionilor de argint (Ag™) la atomi liberi de argint (Ag®). ii) Etapa de nucleatie
a atomilor liberi. iii) Etapa de crestere a nanoparticulelor de argint stabilizate prin interactiunea cu
moleculele de derivat celulozic, care prin intermediul grupdrilor hidroxilice formeaza un strat/invelis
protector la suprafata particulelor si le stabilizeaza (stabilizare stericd).

Exemplul 3

Nanoparticulele de argint pe baza de etilceluloza (AgNPs-EC) au fost obtinute la temperatura
camerei, utilizdnd dimetilsulfoxidul (DMSO) in calitate de solvent, azotatul de argint in calitate de
precursor si etilceluloza in calitate de agent de reducere a precursorului metalic §i stabilizare a
nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a preparat o
solutie de etilceluloza (EC) in dimetilsulfoxid, in concentratie de 1%. Solutia de azotat de argint a fost
preparatd prin dizolvarea lui in dimetilsulfoxid, concentratia solutiei de azotat de argint fiind de 0,01
M. In solutia de polimer s-a adaugat 2,5 ml de solutie de AgNO3 in concentratie de 0,01 M, volumul
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final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Apoi solutia a fost lasatd timp de 2 ore sub agitare
continua, la temperatura camerei, in lipsa oricarui agent suplimentar de reducere sau stabilizare. O
prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint a fost modificarea culorii solutiei initiale de la
incolor la galben pai.

Formarea nanoparticulelor de argint implicd urméatoarele etape:

i) Etapa de reducere a precursorului (azotatul de argint) de catre derivatul celulozic prin
intermediul grupelor hidroxilice reducatoare, disponibile de-a lungul lantului polizaharidic, care sunt
responsabile de reducerea ionilor de argint (Ag*) la atomi liberi de argint (Ag®). ii) Etapa de nucleatie
a atomilor liberi. iii) Etapa de crestere a nanoparticulelor de argint stabilizate prin interactiunea cu
moleculele de derivat celulozic, care prin intermediul gruparilor hidroxilice formeaza un strat/invelis
protector la suprafata particulelor si le stabilizeaza (stabilizare sterica).

Exemplul 4

Nanoparticulele de argint pe baza de acetat de celuloza (AgNPs-CA) au fost obtinute la
temperatura camerei, utilizand dimetilsulfoxidul (DMSO) in calitate de solvent, azotatul de argint in
calitate de precursor si acetatul de celuloza in calitate de agent de reducere a precursorului metalic si
stabilizare a nanoparticulelor de argint in mediul de reactie. Astfel, pentru sinteza nanoparticulelor s-a
preparat o solutie de acetat de celuloza (CA) in dimetilsulfoxid, in concentratie de 1%. Solutia de
azotat de argint a fost preparatd prin dizolvarea lui in dimetilsulfoxid, concentratia solutiei de azotat
de argint fiind de 0,01 M. In solutia de polimer s-a adaugat 2,5 ml de solutie de AgNO3 in concentratie
de 0,01 M, volumul final al solutiei de amestec fiind de 12,5 ml. Apoi solutia a fost lasata timp de 2
ore sub agitare continud, la temperatura camerei, in lipsa oricarui agent suplimentar de reducere sau
stabilizare. O prima indicatie a formarii nanoparticulelor de argint a fost modificarea culorii solutiei
initiale de la incolor la galben deschis.

Formarea nanoparticulelor de argint implica urmatoarele etape:

i) Etapa de reducere a precursorului (azotatul de argint) de catre derivatul celulozic prin
intermediul grupelor hidroxilice reducatoare, disponibile de-a lungul lantului polizaharidic, care sunt
responsabile de reducerea ionilor de argint (Ag*) la atomi liberi de argint (Ag®). ii) Etapa de nucleatie
a atomilor liberi. iii) Etapa de crestere a nanoparticulelor de argint stabilizate prin interactiunea cu
moleculele de derivat celulozic, care prin intermediul gruparilor hidroxilice formeaza un strat/invelis
protector la suprafata particulelor si le stabilizeaza (stabilizare sterica).

Caracterizarea nanoparticulelor de argint prin spectroscopia de absorbtie UV- VIS.

Caracterizarea nanoparticulelelor de argint s-a efectuat prin utilizarea spectroscopiei in
domeniul ultraviolet si vizibil (UV-VIS), care a permis confirmarea initiald a nanoparticulelor de
argint sintetizate, folosind spectrofotometrul UV-vizibil JascoV-550, la lungimea de unda de 200...600
nm.

O caracteristica esentiala a nanoparticulelor de argint, este modul in care electronii liberi din
banda de conductie ai argintului interactioneazd cu lumina, fenomen cunoscut sub denumirea de
rezonantd plasmonicd de suprafata (SPR), care determind aparitia unei benzi de absorbtie in spectrul
UV-VIS. In general, nanoparticulele de argint absorb lumina in regiunea vizibili a spectrului
electromagnetic la lungimi de unda cuprinse intre 380 si 450 nm, prezentand culori distincte in functie
de dimensiune, forma si mediul lor. In figura 1 sunt prezentate spectrele de absorbtie UV-VIS pentru
nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati celulozici, fiecare prezentand valori SPR caracteristice
in functie de derivatul celulozic utilizat: nanoparticule de argint stabilizate cu acetatul de celuloza
(AgNPs-CA - 411 nm), nanoparticule de argint stabilizate cu etilceluloza (AgNPs-EC - 382 nm),
nanoparticule de argint stabilizate cu metilceluloza (AgNPs-MC - 389 nm), nanoparticule de argint
stabilizate cu hidroxipropilceluloza (AgNPsHPC - 393 nm), indicind obtinerea cu succes a
nanoparticulelor de argint.

Totodata, a fost utilizatd microscopia electronica de transmisie cu scanare (STEM) in scopul
studierii morfologiei, suprafetei dimensiunilor nanoparticulelor de argint sintetizate, utilizand
microscopul electronic de transmisie cu scanare Supra Zeiss cu rezolutie de 1 nm, la 30 kV cu detector
Oxford EDS de 20 mm. Astfel, 10 ul de proba a fost aplicatd pe suport §i uscatd in conditii
atmosferice inainte de analizd. A fost realizatd microscopia electronicd de transmisie (TEM):
imaginile TEM au fost efectuate cu microscopul electronic Hitachi High-Tech HT7700 (Hitachi High-
Technologies Corporation, Tokyo, Japonia), folosind cate 1 pl de solutie de AgNPs plasata direct pe o
retea de cupru acoperita cu carbon si lasata sa se usuce inainte de analiza TEM in conditii atmosferice.

Determinarea dimensiunii nanoparticulelor a fost efectuata utilizand programul Image J.

Din imaginile STEM si TEM se observa ca dimensiunea nanoparticulelor de argint depinde
in mare masurd de tipul de derivat celulozic folosit in reactia de reducere a precursorului (AgNO3).
Astfel, in cazul utilizarii acetatului de celuloza in calitate de stabilizator se obtin nanoparticule de
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argint cu dimensiunile cele mai mici (16...19 nm), in timp ce nanoparticulele stabilizate de
etilceluloza formeaza agregate mai mari (80...100 nm). De asemenea, din toate imaginile se poate
observa cd forma nanoparticulelor este sferica (figura 2a, 2b - imagini a) STEM b) TEM ale
nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati celulozici).

Potentialul zeta (§) si dimensiunea medie a particulelor au fost masurate cu ajutorul
aparatului Zeta Sizer model Nano ZS (Malvern Instruments, UK), dotat cu un laser He-Ne si utilizand
metoda Tmpragtierii luminii in regim dinamic (DLS). Tehnica DLS s-a aplicat ca principiu de
masurare a dimensiunii particulei, difractia luminii laser (633 nm) si electroforeza laser cu efect
Doppler pentru determinarea potentialului zeta.

Diametrul mediu al AgNPs determinat prin TEM a fost comparat cu diametrul determinat
prin difuzia dinamicd a luminii (DLS). Indicele de polidispersitate (IP) determinat prin corelarea
datelor DLS prezinta valori rezonabile, variind de la 0,263 in cazul probei AgNPs-CA (nanoparticule
de argint stabilizate cu acetat de celulozd), la 0,485 pentru proba AgNPs-EC (nanoparticule de argint
stabilizate cu etilceluloza) indicd o polidispersitate dimensionala relativ ingustad. Diametrul mediu
obtinut in urma analizelor DLS variaza in functie de tipul de derivat celulozic folosit, de la 119,7 nm
pentru AgNPs-HPC (nanoparticule de argint stabilizate cu hidroxipropilceluloza) la 491 nm pentru
AgNPs-EC (nanoparticule de argint stabilizate cu etilceluloza). Rezultatele obtinute pentru diametrul
mediu prin analiza TEM diferd vizibil de cele obtinute prin analiza DLS. Diferentele dintre valorile
obtinute prin cele doud metode sunt datorate in special proceselor implicate in obtinerea probelor,
tehnica TEM utilizand probe in stare uscatd pentru a determina dimensiunea particulelor, in timp ce
metoda DLS implicid masuritori ale dimensiunilor particulelor in stare hidratati a probelor. In aceste
conditii consideram cd dimensiunea obtinutd prin analiza TEM este dimensiunea reald a
nanoparticulelor, in timp ce diametrul masurat prin metoda DLS este un diametru hidrodinamic, care
pare sa fie supraestimat, datoritd interactiunilor puternice dintre solvent §i constituentii
nanoparticulelor. De asemenea, analizand valorile potentialului zeta (tabelul 1) obtinute pentru
particulele de argint, se observa ca toate probele prezintd valori negative ale potentialului zeta, cea
mai buna stabilitate a nanoparticulelor fiind in cazul probei AgNPs-CA (nanoparticule de argint
stabilizate cu acetat de celulozd) (-24,5 mV), cea mai mica in cazul nanoparticulelor de argint
stabilizate cu metilcelulozd AgNPs-MC (-1,93 mV).

Diametrul mediului determinat prin TEM DLC, indicele de polidispersitate si valoarea
potentialului zeta pentru nanoparticulele de argint stabilizate cu derivati celulozici
Tabelul 1

Tipul nanoparticulelor de | Diametrul mediu | Diametrul mediu Indice de &

argint (AgNPs) determinat prin determinat prin | polidispersitate potential
TEM (hm) DLC (d.nm) (1P) (mV)

Nanoparticule de argint 16-19 nm 432 0,263 -24,5

stabilizate cu acetat de

celuloza

(AgNPs-CA)

Nanoparticule de argint 80-100 nm 491 0,485 -8,24

stabilizate cu etilceluloza

(AgNPs-EC)

Nanoparticule de 19-90 nm 348 0,302 -1,93

argint stabilizate cu

metilceluloza

(AgNPs-MC)

Nanoparticule de 25-99 nm 119,7 0,269 -7,12

argint stabilizate cu

hidroxipropilceluloza

(AgNPs-HPC)

Valorile CMI nanoparticulelor de argint stabilizate cu derivati ai celulozei, atat fatd de
speciile de Candida albicans, cat si fata de speciile de Candida non-albicans au fost evaluate utilizand
tehnica microdilutiei dupa standardul EUCAST E.Def. 7.32, modificata. Testarile au fost efectuate in




10

15

20

25

30

MD 1684 Z 2023.11.30

8

mediu lichid Mueller Hinton dublu concentrat, suplimentat cu glucoza de 2% si s-a utilizat un inocul
de 10° UFC/godeu. S-au realizat dilutii in serie pentru toti cei patru derivati de celulozid cu AgNO3
(hidroxipropilceluloza, metilceluloza, etilceluloza, acetatul de celuloza), variind de la 2 1a 0,0312 mM.
S-a folosit controlul de crestere al levurilor §i controlul sterilitatii pentru a asigura fiabilitatea
testarilor. Incubarea a fost efectuata la temperatura de 37°C, timp 72 de ore. CMI a fost considerata
cea mai scdzutd concentratic minima inhibitoare, fara crestere vizuala a levurilor testate. Concentratia
minima fungicida (CMF) a fost evaluata prin inocularea a 10 ul din godeurile care nu au prezentat
crestere pe placile cu Sabouraud Dextrose Agar (SDA), urmat de incubare la temperatura de 37°C,
timp de 72 de ore. Valoarea CMF a fost consideratd cea mai scazutd concentratie, care nu a prezentat
crestere sau cu mai putin de trei colonii, in cazul subculturilor. Valorile CMI si CMF obtinute pentru
derivatii de celuloza cu AgNO; fatd de speciile din cadrul genului Candida sunt prezentate in tabelul
2.

Activitatea antifungica (CMI; CMF; mM) a nanopariculelor de argint stabilizate cu derivati ai

celulozei
Tabelul 2
Tulpini AgNPs MC AgNPs HPC | AgNPs - CA AgNPs - EC
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF

C. albicans 0,125 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 | 0,125 0,125

C. glabrata 0,125 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 | 0,125 0,125

C. dubliniensis | 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

C. parapsilosis | 0,125 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 | 0,125 0,125

C. tropicalis 0,125 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 | 0,125 0,125

C. 0,125 0,125 0,125 0,125 | 0,125 0,125 | 0,125 0,125
guilliermondii

C. norvegensis | 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125
C. krusei 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,0625 | 0,0625 0,0625
C. robusta 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,0625 | 0,0625 0,0625
C. neoformans | 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,0625 | 0,0625 0,0625
C. kefyr 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,0625 | 0,0625 0,0625
C. lusitaniae 0,0625 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,0625 | 0,0625 0,0625
C. pelliculosa | 0,0625 0,125 0,0625 | 0,0625 | 0,0625 0,125 | 0,0625 0,125

CMI = concentratia minima inhibitorie; CMF = concentratia minima fungicida

Toti derivatii de celulozd au prezentat un potential antifungic ridicat, comparativ cu
nanoparticulele de argint incorporate in matricea pululanului, cu valori ale CMI cuprinse intre
0,0625...0,125 mM (concentratia de argint). Legat de activitatea antifungica a principalilor derivati de
celuloza cu AgNOs, acestia au actionat similar fatd de speciile C albicans, C. glabrata, C.
dubliniensis, C. parapsilosis, C. guilliermondii, C tropicalis, C. norvegensis cu o valoare a CMI de
0,125 mM; in timp ce fatd de C. krusei, C. robusta, C. kefyr, C. neoformans, C. lusitaniae si C.
pelliculosa au prezentat un grad mai mare de inhibare a cresterii levurice cu o valoare a CMI de
0,0626 mM.

Comparativ cu cea mai apropiatd solutie, pe baza valorilor CMF, toti derivatii de celuloza au
prezentat o activitate "cida" uniforma si cu o singura valoare a CMI fata de toate speciile levurice
luate in studiu.

Procedeul propus include o directie noua in domeniul nanotehnologiei si medicinei, anume
utilizarea nanoparticulelor de argint obtinute prin acest procedeu manifesta un efect antifungic ridicat
fatd de toate speciile levurice luate in studiu, cu valori ale CMI mult mai mici §i mai uniforme
comparativ cu solutia cea mai apropiata.
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(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Burduniuc O., Bostanaru A.C., Mares M., Biliuta G., Coseri S. Synthesis, Characterization, and
Antifungal Activity of Silver Nanoparticles Embedded in Pullulan Matrices. Materials (Basel).

2021 Nov 20, vol. 14(22), p. 7041 doi: 10.3390/mal4227041. PMID: 34832441; PMCID:
PMC8622049

(57) Revendicari:

1. Procedeu de obtinere a materialelor pe bazid de nanoparticule de argint cu activitate
antifungica, care consta in aceea cé se prepara o solutie de azotat de argint cu concentratia de 0,01 M
prin dizolvarea lui in apa bidistilatd sau dimetilsulfoxid, de asemenea, se prepard o solutie cu
concentratia de 1% de un derivat celulozic in apa bidistilatd sau dimetilsulfoxid, apoi in solutia cu
derivatul celulozic se adauga solutie de azotat de argint intr-un raport volumic de 4:1, care se agita
continuu, timp de 2 ore, la temperatura camerei.

2. Procedeu, conform revendicarii 1, in calitate de derivat celulozic se utilizeaza
hidroxipropilceluloza, metilceluloza, etilceluloza sau acetat de celuloza.
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