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Abstract 

Wound care is a clinical challenge due to the prevalence of antibiotic-resistant bacterial strains, 

degradation of living standards, extended hospital stays, and complex and lengthy treatments. 

The battlefield scenario also becomes uglier with increased wound complexity and 

haemorrhage. In India, 4.5 and 10.5 per 1000 people suffer from chronic and acute wounds, 

respectively. Thus, wound care management is expected to reach 16.36 billion USD globally 

by 2030, leading to demand for new bioactive hemostatic wound dressings to reduce this 

burden on the healthcare system. Recently, nanoparticle-based bioactive dressings (nano-

biocomposites) have garnered the attention of researchers and caregivers. These are made of 

nanoparticles and biopolymers as fillers and matrices, respectively. The nano-biocomposites 

are better than the macro-biocomposites due to their unique properties, such as the large 

interfacial area between biopolymers and nanoparticles, mimicking the native tissue, and their 

antimicrobial nature. The nanoparticles (NPs) such as silver, zinc oxide, gold, magnetite, 

selenium and titanium oxide have complex antimicrobial actions, considerably reducing the 

development of drug resistance in bacteria. The size and surface of the NPs can be easily 

manipulated depending on the application and increasing popularity among scientists. Natural 

polymers (biopolymers) such as chitosan and gelatin accelerate wound healing. Sooner or later, 

human exposure to them is inevitable. Hence, toxicity studies should also be carried out 

meticulously. The current toxicity studies lack molecular information regarding the toxicity 

mechanism, which may even result in adverse reactions among the population. The present 

thesis is divided into developing a nanoparticle-reinforced biocomposite and then investigating 

the toxicity of nanoparticles and nano-biocomposite at the molecular level by metabolomics. 

In this regard, silver nanoparticles (Ag NPs) are synthesized through green synthesis and then 

used to develop biocomposites through solution 
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blending. Furthermore, their cytotoxicity and biocompatibility are evaluated against murine 

fibroblast (L929) cells through NMR spectroscopy. 

Chapter 1 deals with the skin anatomy, classification of wounds, physiology of wound healing, 

factors responsible for impaired wound healing and commercially available hemostatic 

dressings. This chapter elaborately discusses the inorganic nanoparticle-reinforced 

biocomposites, their components and their potential in healing wounds. This chapter also 

highlights the synergism of cell culture and pharmacology-based metabolomics to evaluate the 

material's efficacy. The objective of the thesis is also covered in this chapter. Chapter 2 

includes the synthesis of nanoparticles, composites and their characterization techniques. It 

also briefly covers NMR spectroscopy as an analytical technique for Metabolomics. This 

chapter also discusses the different in vitro assays conducted to evaluate the material's 

efficiency. Chapter 3 is devoted to the synthesis and characterization of silver nanoparticles 

(Ag NPs) and zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs) from an eco-friendly route using Ocimum 

sanctum (tulsi). Ag NPs are found to be better than ZnO NPs because of their better dispersion 

in water, which is responsible for their sensitivity to the growth of bacteria. Chapter 4 is 

dedicated to preparing and characterizing multifunctional biocomposite from chitosan and 

gelatin (ratio = 1:1) based on Ag NPs. Different concentrations of Ag NPs (0, 1, 2%, w/v) are 

used to prepare nano-biocomposite films (CG, CG1 and CG2) through the physical blending 

process followed by the solvent evaporation method. This chapter inspected the features of 

nano-biocomposites as a potential topical wound dressing. In Chapter 5, we employed NMR-

based metabolomics to investigate the effects of Ag NPs and silver nitrate (AgNO3) on murine 

fibroblast (L929) cells, as these cells are primarily used for in vitro studies of NPs and topical 

drugs. Based on the MTT assay, the L929 cells are incubated with 0, 1 and 5 µg/mL of green 

synthesis-mediated Ag NPs and AgNO3 for 24 and 48 h.  The treated cells are also 

morphologically observed with the help of Acridine orange 
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(AO) and Ethidium bromide (EB) staining under the fluorescence microscope. The cellular 

metabolome was analyzed with the help of high-resolution NMR spectroscopy, and the datasets 

were evaluated using multivariate analysis. NMR-based metabolomics showed that AgNO3 

exposure induced early metabolic alteration (membrane, energy metabolites and amino acids), 

while Ag NPs took another 24 hours to stimulate cell alterations at the same concentration. 

This study presented NMR-based metabolomics as a potential analytical tool to reveal early 

phenotype-dependent cellular events in L929 cells on exposure to green silver nanoparticles. 

In Chapter 6, we exploited the NMR spectroscopy technique on Ag NPs reinforced 

biocomposite exposed murine fibroblast (L929) cells to detect early metabolic alterations 

associated with cell-nanomaterial interaction. It demonstrated that cellular metabolic profiles 

reset towards control upon more exposure. Chapter 7 summarizes the results of the present 

thesis, emphasizing the application of Ag NPs reinforced biocomposite as a potential candidate 

for topical application in wound healing and taking a closer look toward the future prospects 

of the work described in this chapter. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



viii 
 

 

सार 

एंटीबायोटटक-प्रतिरोधी जीवाणु उपभेदों की व्यापकिा, जीवन स्िर में गिरावट, लंबे समय िक 
अस्पिाल में रहने और जटटल और लंबे उपचार के कारण घाव की देखभाल एक नैदातनक 
चनुौिी है। घाव की जटटलिा और रक्िस्राव में वदृ्गध के साथ युद्धक्षेत्र का पिरृश्य भी बदसररि 
हो जािा है। भारि में, प्रति 1000 लोिों में क्रमशः 4.5 और 10.5 लोि जीणण और िीव्र घावों 
से पीड़िि हैं। इस प्रकार, 2030 िक वैश््वक स्िर पर घाव देखभाल प्रबंधन 16.36 बबललयन 
अमेिरकी डॉलर िक पहंुचने की उम्मीद है, श्जससे स्वास््य देखभाल प्रणाली पर इस बोझ को 
कम करने के ललए नए बायोएश्क्टव हेमोस्टैटटक घाव ड्रलेसिं की मांि बढेिी। हाल ही में , 
नैनोकण-आधािरि बायोएश्क्टव ड्रलेसिं (नैनो-बायोकंपोश्जट्स) ने शोधकिाणओं और देखभाल करने 
वालों का ध्यान आकर्षणि ककया है। ये क्रमशः किलसण और मैटिसेस के रूप में नैनोकणों और 
बायोपॉललमर से बने होिे हैं। नैनो-बायोकंपोश्जट अपने अद्र्विीय िुणों के कारण मैक्रो-
बायोकंपोश्जट से बेहिर हैं, जैसे कक बायोपॉललमर और नैनोकणों के बीच ब़िा इंटरिेलशयल क्षेत्र, 

मरल ऊिक की नकल करना और उनकी रोिाणुरोधी प्रकृति। लसल्वर, श्जंक ऑक्साइड, िोल्ड, 

मैग्नेटाइट, सेलेतनयम और टाइटेतनयम ऑक्साइड जैसे नैनोकणों (NPs) में जटटल रोिाणुरोधी 
कक्रयाएं होिी हैं, जो बैक्टीिरया में दवा प्रतिरोध के र्वकास को कािी कम कर देिी हैं। NPs के 
आकार और सिह को अनुप्रयोि और वैज्ञातनकों के बीच बढिी लोकर्प्रयिा के आधार पर 
आसानी से हेरिेर ककया जा सकिा है। गचटोसन और श्जलेटटन जैसे प्राकृतिक पॉललमर 
(बायोपॉललमर) घाव भरने में िेजी लािे हैं। देर-सबेर, उनका मानव संपकण  अपिरहायण है। इसललए, 

र्वषाक्ििा का अध्ययन भी सावधानीपरवणक ककया जाना चाटहए। विणमान र्वषाक्ििा अध्ययनों 
में र्वषाक्ििा िंत्र के संबंध में आणर्वक जानकारी का अभाव है, श्जसके पिरणामस्वरूप आबादी 
के बीच प्रतिकर ल प्रतिकक्रयाएं भी हो सकिी हैं। विणमान थीलसस को नैनोकण-प्रबललि 
बायोकंपोश्जट र्वकलसि करने और मेटाबोलॉलमक्स द्वारा आणर्वक स्िर पर नैनोकणों और 
नैनो-बायोकंपोश्जट की र्वषाक्ििा की जांच करने में र्वभाश्जि ककया िया है। इस संबंध में, 
लसल्वर नैनोकणों (Ag NPs) को हिरि सं्लेषण के माध्यम से सं्लेर्षि ककया िया है और 
किर समाधान सश्म्मश्रण के माध्यम से बायोकंपोश्जट र्वकलसि करने के ललए उपयोि ककया 
िया है। इसके अलावा, एनएमआर स्पेक्िोस्कोपी के माध्यम से म्यरिरन िाइब्रोब्लास्ट (L929) 

कोलशकाओं के खखलाि उनकी साइटोटॉश्क्सलसटी और बायोकम्पैटटबबललटी का मरल्यांकन ककया 
िया है। 
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अध्याय 1 त्वचा की शारीिरक रचना, घावों का विीकरण, घाव भरने की किश्जयोलॉजी, घाव भरने 
में बाधा के ललए श्जम्मेदार कारक और व्यावसातयक रूप से उपलब्ध हेमोस्टैटटक ड्रलेसिंसे 
संबंगधि है। यह अध्याय अकाबणतनक नैनोकण-प्रबललि बायोकंपोश्जट, उनके घटकों और घावों को 
ठीक करने की उनकी क्षमिा पर र्वस्ििृ रूप से चचाण करिा है। यह अध्याय सामग्री की 
प्रभावकािरिा का मरल्यांकन करने के ललए सेल कल्चर और िामाणकोलॉजी-आधािरि 
मेटाबोलॉलमक्स के िालमेल पर भी प्रकाश डालिा है। थीलसस का उद्दे्य भी इस अध्याय में 
शालमल है। अध्याय 2 में नैनोकणों और कंपोश्जट का सं्लेषण और उनकी लक्षण वणणन िकनीकें  
शालमल हैं। इसमें मेटाबोलॉलमक्स के ललए एक र्व्लेषणात्मक िकनीक के रूप में एनएमआर 
स्पेक्िोस्कोपी को भी संक्षेप में शालमल ककया िया है। यह अध्याय सामग्री की दक्षिा का 
मरल्यांकन करने के ललए ककए िए र्वलभन्न इन र्विो परीक्षणों पर भी चचाण करिा है। अध्याय 
3 ऑलसमम सैंक्टम (िुलसी) का उपयोि करके पयाणवरण-अनुकर ल मािण से लसल्वर नैनोकणों (Ag 

NPs) और श्जंक ऑक्साइड नैनोकणों (ZnO NPs) के सं्लेषण और लक्षण वणणन के ललए 
समर्पणि है। Ag NPs पानी में बेहिर िैलाव और बैक्टीिरया के र्वकास के प्रति संवेदनशीलिा 
के कारण ZnO NPs से बेहिर पाए िए हैं। अध्याय 4 Ag NPs के आधार पर गचटोसन और 
श्जलेटटन (अनुपाि = 1:1) से बहुकक्रयाशील बायोकंपोश्जट िैयार करने और गचश्ननि करने के 
ललए समर्पणि है। Ag NPs (0, 1, 2%, w/v) की र्वलभन्न सांद्रिा का उपयोि र्वलायक वाष्पीकरण 
र्वगध के बाद भौतिक लमश्रण प्रकक्रया के माध्यम से नैनो-बायोकंपोश्जट किल्म (CG, CG1 and 

CG2) िैयार ककया है। इस अध्याय में संभार्वि सामतयक घाव ड्रलेसिं के रूप में नैनो-बायोकंपोश्जट 
की र्वशषेिाओं का तनरीक्षण ककया िया है। अध्याय 5 में, हमने म्यरिरन फाइब्रोब्लास्ट (L929) 

कोलशकाओं पर Ag NPs और लसल्वर नाइिेट (AgNO3) के प्रभावों की जांच के ललए NMR-

आधािरि मेटाबोलॉलमक्स को तनयोश्जि ककया, क्योंकक इन कोलशकाओं का उपयोि मुख्य रूप स े
NPs और सामतयक दवाओं के इन र्विो अध्ययन के ललए ककया िया है। MTT  के आधार पर, 

L929 कोलशकाओं को 24 और 48 घंटों के ललए 0, 1 और 5 μg/mL हिरि सं्लेषण-मध्यस्थिा वाले 
Ag NPs और AgNO3 के साथ इनक्यरबेट ककया िया है। उपचािरि कोलशकाओं को प्रतिदीश्ति 
माइक्रोस्कोप के िहि एकक्रडीन ऑरेंज (AO) और एगथडडयम ब्रोमाइड (EB) धुधंला की मदद से 
रूपात्मक रूप से भी देखा िया है। उच्च-िरजॉल्यरशन NMR स्पेक्िोस्कोपी की मदद से सेलुलर 
मेटाबोलोम का र्व्लेषण ककया िया है, और मल्टीवेिरएट र्व्लेषण का उपयोि करके डटेासेट 
का मरल्यांकन ककया िया है। NMR-आधािरि मेटाबोलॉलमक्स ने टदखाया कक AgNO3 एक्सपोजर 
ने प्रारंलभक चयापचय पिरविणन (खझल्ली, ऊजाण मेटाबोलाइट्स और अमीनो एलसड) को प्रेिरि 
ककया, जबकक Ag NPs को उसी एकाग्रिा में सेल पिरविणन को उते्तश्जि करने में 24 घंटे लि 
िए। इस अध्ययन ने पयाणवरण के अनुकर ल Ag NPs के संपकण  में आने पर L929 कोलशकाओं में 
प्रारंलभक िेनोटाइप-तनभणर सेलुलर घटनाओं को प्रकट करने के ललए NMR-आधािरि 
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मेटाबोलॉलमक्स को एक संभार्वि र्व्लेषणात्मक उपकरण के रूप में प्रस्िुि ककया िया है । 

अध्याय 6 में, हमने सेल नैनोमटेिरयल इंटरैक्शन से जु़ि ेप्रारंलभक चयापचय पिरविणनों का पिा 
लिाने के ललए Ag NPs प्रबललि बायोकंपोश्जट एक्सपोज़्ड म्यरिरन फाइब्रोब्लास्ट (L929) 

कोलशकाओं पर NMR स्पेक्िोस्कोपी िकनीक का उपयोि ककया। इससे पिा चला कक सेलुलर 
मेटाबॉललक प्रोिाइल अगधक एक्सपोजर पर तनयतं्रण की ओर रीसेट हो जािा है। अध्याय 7 

विणमान थीलसस के पिरणामों को सारांलशि करिा है, घाव भरने में सामतयक अनुप्रयोि के ललए 
संभार्वि उम्मीदवार के रूप में Ag NPs प्रबललि बायोकंपोश्जट के अनुप्रयोि पर जोर देिा है 
और इस अध्याय में वखणणि कायण की भर्वष्य की संभावनाओं पर करीब से नजर डालिा है। 
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