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INTRODUCERE

1. Introducere in tematica tezei de cercetare

Termenul de nanotehnologie (“nano-technology”) a fost folosit pentru prima datd in domeniul
stiintific in anul 1974. Tn acea perioads, profesorul Norio Taniguchi definea nanotehnologia ca fiind o
tehnologie de productie cu o acuratete foarte ridicata si de dimensiuni ultra-fine, si anume, precizia si
finetea fiind de ordinul nanometrilor [208]. Cu toate acestea, primele mentiuni in legdturd cu
procesele tehnologice la scard nano, create si aplicate in mod deliberat, insa denumite ulterior
nanotehnologie, se regdsesc in binecunoscuta lectura “There's Plenty of Room at the Bottom” a
fizicianului Richard Feynman. Pe 29 decembrie 1959 la American Physical Society at the California
Institute of Technology acesta isi prezinta viziunea conform careia fizica si ingineria ar putea contribui
la dezvoltarea nanotehnologiei. Din dorinta ca informatiile detinute in diferite volume de Enciclopedie
sa poata fi stocate intr-un bibliotecd micd cat un varf de ac, Feynman descria inceputul unei noi ere
tehnologice ce avea sa se concretizeze prin construirea de “masini” moleculare care sa prezinte
capabilitatea de a lucra cu o precizie foarte ridicata la nivel atomic [67].

Ce este mai exact nanotehnologia? Aceasta intrebare nu a reusit sa isi defineasca in termeni precisi
rdspunsul, ce pare a avea multiple variante, de aceea, definitia nanotehnologiei reprezinta una dintre
confuziile generate de acest domeniu. Cele mai frecvent intalnite definitii ale nanotehnologiei
graviteaza in jurul studiului tehnologiei care dezvolta la scara nanometricd, in conditii controlabile, nu
doar obtinerea nanomaterialelor, ci si functionalitatea acestora [28].

Nanoparticulele au captat interesul cercetatorilor in ultimii ani, datorita proprietatilor lor speciale, care
sunt net superioare acelorasi materiale, dar in forma brutd. Aceste formatiuni cu dimensiuni in jurul
valorii de 100 nm, sunt considerate a fi principalul ingredient in dezvoltarea nanotehnologiilor. S-a
demonstrat ca potentialul nanoparticulelor este unul de mare amploare, utilizandu-se favorabil in
domenii precum, medicing, electronicd, opticd, inclusiv in sectorul catalizatorilor [14].

Pentru o intelegere mai convenabila a termenului “nano”, sunt intalnite in mod frecvent comparatiile
facute cu firul de par uman, care in mod obisnuit prezintd diametrul de 80.000 nm. O alta paralela
folositd este cu o coald de hartie, care are aproximativ 100.000 nm grosime [103]. De asemenea cu
rol comparativ, un fir de ADN uman prezinta dimensiuni de 2,5 nm in lungime [230]. in
nanotehnologie, o particula este definitd ca un obiect mic care se comportd ca o unitate intreaga in
ceea ce priveste transportul si proprietatile sale. Termenul "nanoparticuld” nu se aplica moleculelor
individuale, referindu-se de obicei la materiale anorganice [250].

Nanoparticulele metalice au fascinat oamenii de stiinta de aproape o jumatate de secol, fiind utilizate
in stiintele biomedicale si inginerie. Ele sunt un punct de interes datorita potentialului lor imens in
domeniul nanotehnologiei. Astazi aceste materiale pot fi sintetizate si modificate cu diferite grupari
chimice functionale care le permit sa fie conjugate cu anticorpi, liganzi si medicamente de interes,
deschizand astfel o gamad largd de aplicatii potentiale in biotehnologie [147].

8
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2. Scopul tezei de doctorat

Scopul prezentei lucrari 1l reprezinta studiul nanoparticulelor metalice, reliefat de sinteza,
caracterizarea si aplicabilitatea acestora, realizate in vederea dezvoltarii si imbunatatirii inergismului
activitatii antimicrobiene, in combinatie cu anumite medicamente comerciale.

Teza 1isi propune ca obiectiv principal imbundtatirea proprietatilor antimicrobiene ale
nanoparticulelor obtinute prin metoda de sinteza verde mediata de microorganisme.

Obiectivele specifice ale temei de cercetare urmaresc:

» Analiza criticd a stadiului actual privind metodele de obtinere a nanoparticulelor realizate prin
abordadri top-down, respectiv abordari bottom-up.

> Sinteza nanoparticulelor metalice utlizand reducadtori si agenti de stabilizare naturali oferiti de
diferite culturi microbiene.

> Imbunitdtirea proprietdtilor si a performantei nanoparticulelor obtinute prin modificarea
parametrilor de proces (temperaturd, perioada de incubatie, concentratie molard, etc.).

> Evaluarea activitdtii antimicrobiene a nanoparticulelor obtinute

> Dezvoltarea sinergismului dintre nanoparticule si diferite antibiotice.

Obiectivele mentionate mai sus infatiseazd continutul unei lucrdri interdisciplinare, care asemenea
nanotehnologiei, intruneste elemente din domeniile chimiei, fizicii si al biologiei.

3. Motivatia, noutatea si importanta temei de cercetare

Fondul pe baza cdruia este structuratd teza este justificat in primul rand de progresul exponential al
nanotehnologiei sustinut de tendintele nationale si internationale, la aceasta venind cu o completare
care vizeazd domeniul de aplicare medical. De asemenea, caracterul interdisciplinar al lucrdrii este
sprijinit de beneficiile utilizarii sintezei verzi a nanoparticulelor, cum ar fi: costul redus de sintezd,
elementele nepoluante implicate, cat si posibilitatea relativ usoara pentru implementarea la scara
industriald, acesteia nefiindu-i necesari parametri speciali de proces (temperaturi, presiuni, consum
energetic ridicat, etc.).

Elementele de noutate intalnite Tn prezenta lucrare sunt in principal reprezentate de
microorganismele care au fost folosite pentru medierea procesului de sintezad a nanoparticulelor, cat
si de anumiti parametri de proces care au influentat proprietdtile finale ale materialelor obtinute la
scara nanometrica.

Conform Web of Science, studiind subiectul nanotehnologiei, pentru ultimii 5 ani, cele mai intalnite
domenii de cercetare sunt Stiinta Tehnologiei si Stiinta Materialelor care surclaseaza sfera
cercetdrilor in Inginerie, Chimie, Fizica si Biologie. Tipul celor mai uzuale documente realizate pe
topicul mentionat anterior se concretizeaza in articole stiintifice, urmate de carti, brevete de inventie,
respectiv stiri. La nivelul Romaniei, domeniul Stiintei Materialelor vizeaza in mod deosebit dezvoltarea
nanotehnologiilor.
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Un aspect deosebit de important al temei descrise il reprezintd abilitatea de a obtine si de a influenta
proprietdtile materialelor de dimensiuni nanometrice datorita dimensiunii si formei acestora. Acest
lucru a dus la o extindere a domeniilor de aplicare a nanoparticulelor in aproape toate industriile si
cercetariile stiintifice.

Lucrarea de doctorat este compusa din 6 (sase) capitole si 10 anexe. Pe parcursul realizdrii tezei am
apelat la aproximativ 250 de resurse bibliografice, acestea cuprinzand in mare parte articole publicate
in reviste de specialitate, respectiv carti.

Primul capitol (I), Nanotehnologii si nanomateriale; metode de obtinere, domenii de aplicare, isi
propune evidentierea si clasificarea unor metode de sinteza a nanoparticulelor metalice. Acestea sunt
descrise succint in vederea focusdrii pe elementele principale ce definesc fiecare metoda in parte,
astfel incat sa existe o selectie mai simpld a acestora in functie de disponibilitati sau de rezultate
urmarite. Clasificarea acestora se realizeaza in primul rand dupa principiile abordarilor de sus in jos
(top-down), respectiv de jos in sus (bottom-up). Se evidentiaza metoda sintezei verzi, dezvoltata in
prezenta lucrare, cu avantajele si dezavantajele acesteia.

Cel de-al doilea capitol (ll), Metode de analiza si caracterizare a proprietatilor structurale si
morfologice ale nanoparticulelor metalice, ofera o perspectiva asupra principiilor metodelor de
caracterizare a nanoparticulelor utilizate in vederea realizarii lucrdrii de doctorat.

In cel de-al treilea capitol (lll) Cercetdri privind obtinerea prin bio-sintez si caracterizarea
nanoparticulelor de tip Zn0O, s-au sintetizat ZnO NPs folosind supernatantul bacteriei Enterobacter
tulpina LA9 in combinatie cu hexahidrat de azotat de zinc in concentratie de 2 mM, utilizat ca
precursor in procesul de sinteza a nanoparticulelor de oxid de zinc. Solutiile sintetizate continand
nanoparticule au fost caracterizate prin spectroscopie in ultraviolet- vizibil (UV-vis), rezultand un peak
la 368 nm. Analiza de spectroscopie cu raze X de dispersie a energiei (EDX) a confirmat compozitia
elementara a nanoparticulelor de oxid de zinc. Microscopia electronicd de baleiaj (SEM) a prezentat
Zn0O NPs cu forma sfericd, cu un diametru de aproximativ 100 nm si structuri de tip microflori, dupd o
perioadi de incubatie mai lungd a esantioanelor. in aceasti parte a tezei s-a demonstrat importanta
parametrilor de proces si influenta acestora asupra rezultatelor obtinute.

Cel de-al patrulea capitol (IV), Cercetdri privind obtinerea prin bio-sintezd si caracterizarea
nanoparticulelor de tip Ag, este dedicat prezentdrii biosintezei nanoparticulelor de argint, folosind
AgNOs ca precursor, de cdtre doud specii de Bacillus, si anume Bacillus amyloliquefaciens si Bacillus
subtillis. Dupa etapele cuprinse in procesul de sintezd, absorbtiile solutiilor coloidale de culoare maro,
ce contin nanoparticule, au fost evaluate prin spectrofotometrie in ultraviolet-vizibil (UV-vis), care au
prezentat valorile de varf al absorbtiei la 418 nm si 414 nm, corespunzatoare rezonantei plasmonice
de suprafata a nanoparticulelor de argint. Analize precum, spectroscopia de raze X cu energie
dispersiva (EDX), microscopia electronica de baleiaj (SEM) si dispersia dinamica a luminii (DLS) au
confirmat formarea de nanoparticule sferice de argint cu un diametru mediu mai mic de 140 nm.
Difractia cu raze X (XRD) a confirmat prezenta cristalelor de argint, cu structuri cubice cu fete
centrate, cu cel mai inalt varf al intensitatii la 26 = 38,12 °, care corespunde cu planurile de difractie
(111). Activitatea antibacteriand a fost observata dupd 24 de ore de incubare impotriva bacteriilor

10
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gram negative: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, precum si gram pozitive:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes. Mai mult, activitatea antifungica a fost evaluata
impotriva Candida albicans. Zona de inhibare a fost observatd in mod clar pe pldcile care contin

nanoparticule de argint, fie separate, fie in combinatie cu antibiotice, demonstrand astfel potentialul
lor efect antibacterian.

in cel de-al cincelea capitol (V), Cercetdri privind obtinerea prin bio-sintezd si caracterizarea
nanoparticulelor de tip AgCl, am prezentat rezultatele cercetarilor privind biosinteza nanoparticulelor
de clorurda de argint. Acestea au fost sintetizate utilizand microorganismele Rhodotorula
Mucilaginosa, Enterobacter Faecalis, Pantoea si Raoultella Planticola si solutie apoasa de AgNOs , ca
precursor. Rezonanta plasmonica a solutiei continand nanoparticule a aratat prin spectrofotometrie
UV-vizibila (UV-vis) un maxim de absorbtie la aproximativ in jurul valorii de 440 nm. Microscopia
electronica de scanare (SEM), microscopia electronicd de transmisie (TEM), spectroscopia cu energie
dispersiva si analizele de difractie cu raze X (XRD), microscopia de fortd atomica (AFM) si difractia de
electroni in arie selectata (SAED) au confirmat prezenta nanoparticulelor sferice de clorurd de argint
cu o structurd cristalina cubica cu fete centrate si o dimensiune medie a particulelor de aproximativ
10-50 nm. De asemenea, in acest studiu am demostrat ca nanoparticulele de clorura de argint au
capacitatea de a inhiba cresterea diferitelor microorganisme, ca, Staphylococcus aureus,
Streptococcus Pyogenes, Salmonella sau Bacillus amiloliquefaciens{89].

In finalul lucrdrii, in cel de-al saselea capitol (VI), sunt prezentate concluziile finale. contributiile
originale, directiile viitoare de cercetare, precum si diseminarea rezultatelor obtinute in timpul
studiilor de doctorat.

Elementele de noutate intalnite in procesele de sinteza prezentate in teza constituie o baza
importantd in dezvolatarea unor viitoare cercetdri in domeniul nanotehnologiei.
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CAPITOLUL |
NANOTEHNOLOGII SI NANOMATERIALE;
METODE DE OBTINERE, DOMENII DE APLICARE

Sinteza nanoparticulelor metalice este o arie activa a cercetarii academice si, mai semnificativ, a
aplicdrii in domeniul nanotehnologiei. Au fost dezvoltate mai multe metode pentru sinteza acestor
materiale. Tehnicile pentru sintetizarea nanoparticulelor pot fi impdrtite in procese in faza solidd, in
faza lichida si in fazd gazoasa [81].

Datoritda dimensiunilor materialelor la scara nano, comportamentul lor se schimba remarcabil.
Proprietdtile materialelor sunt influentate in primul rand de cresterea raportului suprafata / volum,
care determind o crestere a suprafetei totale si a fractiunii entitatilor, asa cum se arata in Figura 1.1
Proprietatile electrice, magnetice, solubilitatea sau reactivitatea sunt superioare fata de cele ale
acelorasi materiale cu dimensiuni mai mari ale particulelor [11].

r=10 pm

r=10 nm

Figura 1.1 Reprezentarea schematica a modificarii raportului suprafata / volum intre o microsfera
(stg) si acelasi volum al microsferei, dar compus din nanoparticule (dr) [26]

In ultimii ani, sinteza nanoparticulelor a dobandit interes datoritd aplicarii potentiale in mai multe
domenii, cum ar fi medicina, industria catalizatorilor, si biosenzori [189],[211]. Printre cele mai
importante si mai bine studiate tipuri de nanoparticule metalice s-au gdsit metalele nobile (aurul si
argintul), sulfura de cadmiu, cupru, oxidul de zinc si dioxidul de titan [104],[116],[182] [193],[215], .

Materialele nanocristaline pot fi sintetizate fie prin consolidarea atomilor / moleculelor / grupurilor de
atomi sau descompunerea materialului de dimensiuni mari, cdtre dimensiuni mai mici. in Figura 1.2.
sunt reprezentate schematic cateva din metodele de sinteza a structurilor nanometrice care includ
atat abordarile de tip “top-down” (de sus in jos), cat si cele de tip "bottom-up” (de jos in sus)
[51.[146].
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Metodele de sintezda a nanoparticulelor pot implica, in general, fie o abordare top-down, fie o
abordare bottom-up, la randul lor metodele fiind clasificate ca in Figura 1.3.

Metode sinteza nanoparticule

v v

Metode top-down Metode bottom-up
{de sus in jos) (de jos in sus
Macinare mecanica Precipitare chimica / electrochimica
Ablatia Laser / Ablatie Termica Sinteza din stare de vapori
>
Pulverizare Procesul sol - gel
Piroliza Laser

——>1 Bioreductie

Saruri metalice NADPH

Nanoparticule metalice { | NADP

Utilizand supernatanti
(plante, microorganisme, ciuperci, alge)

Utilizand intregul organism / tesut
(plante, ciuperci, alge marine, celule microbiale)

Fig. 1.3 Diferite aborddri pentru fabricarea nanoparticulelor [5],[146].

1.1 Abordari de tip “top-down”

In aceastd categorie, sinteza top-down, nanoparticulele sunt obtinute prin reducerea dimensiunilor
sistemelor macroscopice pana la dimensiuni nanometrice. Reducerea in dimensiuni a particulelor se
poate realiza prin diferite proceduri fizice sau chimice, atunci cand se aplica o sursa de energie, care
poate fi mecanicd, chimicd sau termicd. De asemenea, poate fi utilizata si o altd formad de energie,
cum ar fiiradierea cu laser [5], [92].

1.2 Abordari de tip “bottom-up”

In procesele de sinteza “bottom-up”, manipularea individualad a atomilor si moleculelor, prin procese
de autoasamblare, conduce la formarea nanostructurilor. Aceasta abordare se poate concretiza si prin
aplicarea metodelor biologice. Precursorul utilizat este de obicei un lichid sau gaz care este ionizat,
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disociat, sublimat sau evaporat si apoi condensat pentru a forma nanoparticule amorfe sau cristaline
[61], [92], [48].

II Universitatea

Avantajele acestor tehnici constau in compozitia chimica omogend, o variatie scdzuta a dimensiunii
particulelor, respectiv numadrul defectelor de la suprafata a nanoparticulelor, considerabil mai scazut
decat in cazul abordadrilor top-down [92].

1.3 Sinteza verde a nanoparticulelor metalice

in ultimii ani, sinteza biologicd a ap&rut ca o alternativd atrigdtoare la metodele traditionale de
producere a nanoparticulelor. Biosinteza implica aborddri ecologice bazate pe metode verzi care
utilizeaza entitati biologice unicelulare si multicelulare, cum ar fi: bacterii, actinomicite, ciuperci, plante
si drojdii sau extracte de plante [144].

Pe langd utilizarea microbilor si a plantelor, metodele verzi de sinteza includ in prezent diferite
abordari prin folosirea unor materiale biologice ca mierea, amidonul sau acidul ascorbic. Acestea au

fost utilizate pand in prezent pentru a sintetiza nanoparticule de aur, argint, paladiu, carbon si platina
[19].

Sinteza biologica
Precursor | EXtract de plante/
Microorganisme

Productia de
nanoparticule eterogene
cu randament scazut

1. Perioada de incubatie

2. Temperaturd

3. Raport precursor/entitate biologica
4 pH

@ ' Productia stabili de
nanopanicule omogene
. ' cu randament ridicat

@ Saruri metalice
® Nanoparticule

FTRCR TN A

Modfficare parametrii proces

e
Patrat Sferica Triunghfular Hexagonal Tija

Figura 1.16 Parametrii pentru producerea nanoparticulelor biologice monodispersate,
stabile si cu randament ridicat [195]

Cu toate ca microorgranismele si extractele de plante pot fi folosite pentru a sintetiza nanoparticule
metalice, este foarte important ca procesul sa fie optimizat pentru producerea nanoparticulelor
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omogene de dimensiuni si forme similare. Acest lucru se poate face prin ajustarea parametrilor de

control, cum ar fi concentratia precursorilor, raportul de amestecare dintre extractul biologic si sarea
de metal, valoarea pH-ului, temperatura, timpul de incubare si aerarea [210],[78].

1.3.1 Sinteza verde utilizand extracte de plante

Plantele au fost considerate o cale mai ecologica pentru sintetizarea biologica a nanoparticulelor
metalice. Acestea prezinta potential in hiper-acumulare si reducere biologicad a ionilor metalici.

Extractele de plante contin alcaloizi bioactivi, acizi fenolici, polifenoli, proteine, zaharuri si terpenoide
care au un rol important in reducerea initiala a ionilor metalici si apoi la stabilizarea acestora. Variatia
in compozitia si concentratia acestor biomolecule active intre diferitele plante si interactiunea lor
ulterioard cu ionii de metal contribuie la diversitatea dimensiunilor si formelor de nanoparticule
produse [144], [210].

Produsele naturale sau cele derivate din produse naturale, cum ar fi extracte din mai multe plante sau
pdrti de plante, ceai, cafea, banane, aminoacizi simpli, precum si vinul, zahdrul de masa si glucoza, au
fost utilizate ca reductoare si ca agenti de acoperire in timpul prezentei metode de sinteza [210].

De asemenea, experimente recente au dezvaluit potentialul reducator al extractelor de frunze,
extractelor de seminte, extractelor de raddcini, bulbilor si latexului de plante, acestea fiind utilizate
pentru a sintetiza nanoparticule de aur, argint si paladiu [19].

1.3.2 Sinteza verde a nanoparticulelor utilizand microorganisme

Microbii produc materiale anorganice, fie intra- sau extra-celular, adesea in dimensiuni nanometrice,
cu o morfologie rafinatd. Detoxifierea microbiand se poate realiza fie prin biomineralizare
extracelulard, biosorbtie, complexare sau precipitare, fie intracelulara prin bioacumulare [38].

Bioreductia consta in reducerea chimica a ionilor metalici in forme mai stabile din punct de vedere
biologic. Multe organisme au capacitatea de a utiliza reducerea metalului disimilator, in care
reducerea ionului de metal este cuplatda cu oxidarea unei enzime. Acest lucru are ca rezultat
nanoparticule metalice stabile si inerte care pot fi apoi indepdrtate in siguranta dintr-o proba
contaminata [152].

Locatia cea mai versatild a biosintezei nanoparticulelor este cea a celulelor biologice si membrana
celulara a acestora. Biosinteza este fenomenul care are loc prin reactia biologicd sau enzimatica [46].

Exista doua tipuri de biosintezd, in functie de locul Tn care are loc procesul, si anume intra- sau
extracelular. Sinteza intracelulara are loc in celulg, in timp ce sinteza extracelulara are loc datorita
enzimelor secretate de celule [73]. Productia extracelulard de nanoparticule metalice are mai multe
aplicatii comerciale in diverse domenii intrucat polidispersia este preocuparea majord. Este important
sa se optimizeze conditile proceselelor biologice pentru obtinerea unor nanomateriale
monodispersate [46].
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1.3.3 Aplicatii ale nanoparticulelor obtinute prin biosinteza

Nanotehnologia este un domeniu de cercetare in plind dezvoltare, avand un impact puternic in toate
sferele vietii umane, motiv pentru care sinteza nanoparticulelor pe cale biologica devine o alternativa
mai sigura si mai buna la metodele conventionale [240].

Nanomaterialele sunt folosite cu succes in domeniul nanomedicinei, care prezintd continue
perspective de imbunatdtire a diagnosticului si tratamentului bolilor umane. Nanoparticulele
dispersate sunt de obicei folosite in nanobiomedicind ca etichete biologice fluorescente,
medicamente si agenti de eliberare a genelor si in aplicatii precum biodetectia agentilor patogeni,
ingineria tisulard, distrugerea tumorilor prin incdlzire si imbundtatirea contrastului RMN. A fost
exploratd utilizarea lor si in aplicatii cum ar fi livrarea medicamentelor, tratamentul cancerului, terapia
genicd si analiza ADN [220], [179].

Nanoparticulele au fost folosite pe scard largd pentru a imbunatati diferitele reactii ca reductoare si /
sau catalizatori in domeniul chimiei datorita suprafetei lor specifice mari. Nanoparticulele sintetizate
prin procese biologice au o reactivitate cataliticd mai mare si o suprafata specificd mai mare [46],
[239].

Ampicilina
NH, oo : ot
N d o " 3 N
S A
Membrana ] 3
plasmatica
Nanoparticule de Ag - o e :
: : 7 < ;)" Interactiunea nanoparticulelor de o
"“ .;h" 7/ Ag+Ampicilina Structura de
®- | B o carbohidrat

2 B Peptidoglican

/' Peretele celular

Nanoparticule de Ag
+Ampicilina

A

D Complexul AsNPs-Amp inhiba formares lagiturilos

incrucisate in stratul peptidoghican {care asigurs
Celula bacteriana Rigiditate Ia peretele celutar), conducind i fza
pereteiui celular.

Fig. 1.17 Activitatea sinergicd a AgNP cu ampicilind (Amp) impotriva bacteriilor [65].

Multe dintre organismele rezistente la antibiotice prezinta o sensibilitate la antibioticele combinate cu
nanoparticulele metalice. Fayaz a prezentat o posibila explicatie pentru imbunatdtirea mecanismului
sinergistic antibacterian (figura 1.17) [51], [65], unde apar urmdtoarele fenomene:

» formarea nanoparticulelor de argint de baza cu ampicilina.
> Interactiunea dintre AgNPs-Amp peste peretele celular al bacteriilor.
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Complexul AgNPs-Amp inhibd formarea legaturilor incrucisate in stratul peptidoglican (care
asigurd rigiditatea peretelui celular), conducand la liza peretelui celular.

Complexul AgNPs-Amp previne deplasarea ADN-ului

1.4 Concluzii

Metodele de sintezd ,top-down” se cautd a fi inlocuite, sau imbundtatite, din cauza
imperfectiunilor in structurd la suprafatd. Aceasta reprezinta o limitare majord deoarece
chimia suprafetei si alte proprietdti fizice ale nanoparticulelor sunt strans dependente de
structura suprafetei.

Abordadrile “bottom-up” s-au dovedit a fi mai favorabile, motiv pentru care au fost dezvoltate
o multitudine de tehnici de sinteza a nanoparticulelor urmand principiul auto-asamblarii.

Tehnicile de sintezd a nanomaterialelor, atat prin abordari “top-down”, cat si “bottom-up” au
revolutionat utilizarea nanomaterialelor in diferite domenii. Potentialul nanoparticulelor de a
prezenta dimensiuni si forme stabile din punct de vedere ecologic, creste cererea producerii la
scara industriala.

Biosinteza nanoparticulelor metalice este un domeniu interdisciplinar ("bio-nanotehnologia”)
care necesita colaborarea dintre fizicieni, chimisti, biologi si ingineri. Exploatarea resurselor
naturale si implementarea acestor metode de sinteza biologica s-a dovedit a avea multiple
avantaje, cum ar fi: protejarea mediului, simplitatea implementdrii in productie, eficienta din
punct de vedere al costurilor.

lipsa unei sinteze chimice complexe ulterioare, lipsa de contaminanti toxici si capacitatea de
sinteza rapida utilizand numeroase plante medicinale si microorganisme.

Rata de productie prin biosinteza si monodispersitatea particulelor sunt continuu
imbunatdtite. Trecerea de la bacterii la ciuperci ca mijloc de dezvoltare a "nanofabricilor"
naturale, reprezintd un avantaj suplimentar in ceea ce priveste sinteza nanoparticulelor
utilizand microorganisme.

Cdile biochimice implicate in sinteza nanoparticulelor trebuie sa fie studiate cu atentie, iar
genele specifice si enzimele implicate trebuie sa fie caracterizate. Acest lucru ne va ajuta sa
avem un control mai bun asupra parametrilor care definesc proprietdtile unei nanoparticule,
cum ar fi dimensiunea, forma si monodispersitatea.

Ingineria genetica poate fi, de asemenea, utilizatd pentru a face posibild utilizarea
organismului a cdrui crestere este cunoscutd in detaliu si poate fi manipulata in interesul
nostru.

Cercetdrile viitoare privind sinteza microbiand a nanoparticulelor cu proprietdti unice sunt de o
mare importantd pentru aplicatiile din domeniul medicinei, agriculturii si electronicii.
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CAPITOLUL Il
METODE DE ANALIZA SI CARACTERIZARE A PROPRIETATILOR STRUCTURALE SI
MORFOLOGICE A NANOPARTICULELOR METALICE

Nanoparticulele metalice si-au gasit aplicatii timp de secole in vopsele si pigmenti, insd, in prezent s-a
demonstrat promisiunea dezvoltdrii urmdtoarei generatii de dispozitive electronice si medicinale,
senzori chimici si medicamente. in ultimele decenii s-au inregistrat multe progrese atat in sinteza cat
siin caracterizarea acestor sisteme [100].

Sinteza nanoparticulelor metalice este urmatd de proprietatile lor bazate pe caracterizare, cum ar fi
dimensiunea, forma, morfologia suprafetei si dispersia. in cazul abordarilor chimice, cat si verzi,
sarurile metalelor ionice se reduc si rezultd o schimbare a culorii in amestecul de reactie, care este
prima indicatie a faptului ca se formeaza nanoparticulele. Cu toate acestea, este necesara o
caracterizare detaliatd pentru a evidentia formarea acestora.

Printre cele mai frecvent utilizate tehnici de caracterizare a nanoparticulelor metalice biosintetizate
se regdsesc si urmdtoarele: spectroscopia in ultraviolet-vizibil si vizibil (UV-vis), , difractia cu raze X
(XRD), microscopia electronica de baleiaj (SEM), spectroscopia de raze X cu energie dispersiva (EDX),
microscopia electronicd de transmisie (TEM), difractia de electroni in arie selectata (SAED),
spectroscopia Raman (RAMAN), microscopia de fortd atomica (AFM), dispersia dinamica a luminii
spectrometria cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS) [199],[75].
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Figura 2.1 Metode de caracterizare a materialelor [199].
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in figura 2.1 sunt prezentate diferite metode de caracterizare a parametrilor chimici si fizici
(concentratia, marimea, aglomerarea, distributia mdrimii, forma, structura, compozitia si suprafata)
utilizate pentru a explora lumea “nano” si metodele analitice folosite pentru dimensionare si
cuantificare in fiecare caz [199].

2.8 Concluzii

> Dezvoltarea rapida si productia de nanomateriale pentru utilizarea in nanomedicind indica cererea
si intelepciunea pentru reglementarea fabricarii si utilizarii nanomaterialelor. Tehnicile robuste
pentru caracterizarea nanomaterialelor sunt fundamentale pentru orientdrile de reglementare
pentru asigurarea sigurantei nanomaterialelor in general si a nanomedicinei, in special.

> Descrierea succinta a fiecdrei tehnici, impreund cu punctele sale forte si limitdri, ne ofera o
imagine pentru selectarea tehnicilor adecvate pentru caracterizarea unor particule cu aplicatii
potentiale in nanomedicina.

> Spectroscopia UV-vis este o metodd simpla si rentabila pentru determinarea concentratiei de
specii absorbante, daca este aplicata compusilor puri si utilizata cu curba standard
corespunzdtoare. O curba standard care se referd la absorbtie poate fi dezvoltata pentru orice
compus si este utilizatd pentru a determina concentratia probelor care contin acelasi compus.

> SEM si TEM ofera avantaje unice pentru caracterizarea foarte detaliata a nanoparticulelor.
Diferenta principald dintre rezultatele celor doud tehnici este modul in care imaginile
nanoparticulelor sunt obtinute. Este importanta intelegerea beneficiilor oferite de fiecare tehnica
inainte de a decide ce tehnica trebuie utilizata.

» DLS este o metoda stabila utilizata pe larg pentru mdsurarea dimensiunii particulelor, pentru o
gamad cu adevdrat diversa de tipuri de probe. Alaturi de dimensiunea particulelor, sistemele de
dispersie a luminii pot determina, de asemenea, greutatea moleculard, incarcarea de proteine si
potentialul zeta. Existd o variatie a sensibilitdtii considerabile de la sistem la sistem, definind
dimensiunea particulelor sau moleculelor care pot fi mdsurate corect, la fel ca si capacitatea de
madsurare la concentratii ridicate.

> Difractia cu raze X este o tehnica pentru analizarea structurii cristaline a materialelor. Fasciculul
cu raze X loveste un cristal, imprastiind un fascicul intr-o maniera caracterizata de structura
cristalind. Se pot analiza chiar si structuri complexe prin difractie cu raze X, cum ar fi ADN-ul si
proteinele.
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CAPITOLUL I
CERCETARI PRIVIND OBTINEREA PRIN BIOSINTEZA SI CARACTERIZAREA

NANOPARTICULELOR DE TIP OXID DE ZINC

3.1 Contributii la studiul particulelor de ZnO

Nanoparticulele de oxid de zinc au aplicatii diverse in domeniile electronicii, senzorilor chimici,
produselor de ingrijire personala si industriei alimentare. In acest studiu, s-au sintetizat ZnO NPs
folosind supernatantul bacteriei Enterobacter tulpina LA9 in combinatie cu hexahidrat de azotat de
zinc in concentratie de 2 mM, utilizat ca precursor in procesul de sinteza a nanoparticulelor de oxid de
zinc.

Solutiile sintetizate continand nanoparticule au fost caracterizate prin spectroscopie in ultraviolet-
vizibil, rezultand un peak la 368 nm. Analiza de spectroscopie cu raze X de dispersie a energiei a
confirmat compozitia elementard a nanoparticulelor de oxid de zinc. Microscopia electronicd de
baleiaj a prezentat ZnO NPs cu forma sfericd, cu un diametru de aproximativ 100 nm si structuri tip
microflori, dupd o perioadd de incubatie mai lungd a esantioanelor [79].

Acesta este primul studiu care evidentiaza sinteza biologicd a microflorilor ZnO-NP in prezenta
bacteriei Enterobacter.

3.2 Sinteza nanoparticulelor si a structurilor de tip micro-flori de oxid de zinc

3.2.1 Bacteriile si conditiile de cultura

Enterobacter sp. LA9 a fost izolat din situs contaminat cu ulei si caracterizat prin ARN 16S la
Departamentul Stiintei si Tehnologiei Mediului din cadrul Universitdtii Tehnologice din Cipru.
Enterobacter sp. LA9 a prezentat o productie ridicatd de polizaharide extracelulare (mai mare de 1500
mg de greutate uscatd EPS / L) si activitate de emulsificare (mai mare de 70% in uleiul de mdsline).
Coloniile pure ale izolatului au fost inoculate pe pldci Petri continand extract de drojdiede 1g/1;18 g
/'l agar-agar; 5 g / | nitrat de sodiu; 0,2 g / L glucoza. Placile inoculate s-au incubat la 33 °C, timp de
48 de ore. Pentru precursor s-a folosit hexahidrat de azotat de zinc de la Sigma-Aldrich.

3.2.2 Biosinteza ZnO NPs utilizand Enterobacter sp. LA9

Cultura de Enterobacter sp. LA9 a fost crescuta in mediu lichid continand 5 g / I NaCl, 6 g / L glucoza,
1,8 g / | extract de drojdie, 1 g / | H,KO.P, 0,6 g / | peptond, 1 g / | NaNOs, cultura care a fost utilizata
pentru sinteza de nanoparticule. Dupa 2 zile de pastrare a culturii in incubator la 33 °C, la 100 rpm,
supernatantul (cultura lichidd) a fost separat de biomasa solida prin centrifugare la 4000 rpm, 10 °C
timp de 30 min si trecut prin filtru de 0,45 pm.
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Solutia continand 2 mM de precursor Zn (NOs) » x 6H.0 a fost preparata utilizand apa sterila distilata,
incdlzita in cuptor la 80 °C timp de 30 de minute si pusa pe agitator orbital timp de 2 ore la 100 rpm.
Probele au fost preparate in raport 1: 9 (supernatant : precursor).

Probele au fost pdstrate in flacoane conice in incubator la 33 °C, 100 rpm. Dupad 72 de ore, solutia a
fost uscata in cuptor la 80 °C. Dupd aceasta etapd, solutia a fost spdlata de cinci ori cu apa distilata
sterild pentru a indepdrta impuritatile. in final, peletele brute au fost apoi resuspendate in 5 ml ap&
distilata sterild. S-au addugat 4 ml de solutie intr-un recipient ceramic si s-au mentinut in cuptor
peste noapte.

Primul semn al formdrii ZnO-NPs poate fi observat in Fig. 3.1a, unde depunerea alba de pe fundul
flaconului indicd prezenta acestui tip de nanoparticule [17]. Este important sd se tina seama de faptul
cd acest semn poate fi inselator, deoarece particulele pot avea o dimensiune mai mare, deci nu sunt
neapdrat considerate nanometrice, in timp ce prezintd aceeasi depunere alba.

3.3 Caracterizarea structurilor obtinute si interpretarea datelor. Echipamente utilizate.

3.3.1 Rezonanta plasmonica de suprafata a nanoparticulelor de ZnO (UV-visibil)

Posibila formarea a solutiei de ZnO-NP a fost monitorizata prin esantionare periodica. Spectrele UV-
vis ale solutiilor de 1 ml au fost monitorizate ca o functie a timpului de reactie pe un spectrofotometru
Lambda 25 in domeniul 300-700 nm (rezolutie de 1 nm).

Figura 3.1b reprezinta variatia absorbantei solutiei preparate, ca functie a lungimii de unda de
radiatie. Cresterea timpului de incubare, de la 48 la 72 de ore, rezultd intr-o crestere a absorbantei
solutiei. Un varf la o lungime de undd de 368 nm poate fi observat, indicand formarea de
nanoparticule de oxid de zinc [79].
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Figura 3.1 Spectroscopia UV-visibil a solutiei care contine nanoparticule de ZnO
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3.3.2 Analiza structurala si morfologica a particulelor prin Microscopie Electronicda de Baleiaj
(SEM)

Pentru a evalua dimensiunea particulelor si morfologia acestora, s-a utilizat un microscop electronic
de baleiaj Quanta 200 Scanning Electron Microscope (SEM, FEI, Hillsboro, OR) echipat cu o platforma
pentru Spectroscopie de energie dispersiva cu raze X (EDX) care a permis analiza compozitiei chimice.
Provocdrile in ceea ce priveste biosinteza nanoparticulelor includ productia optima si timpul minim
pentru a obtine dimensiunea si forma doritd, pentru a spori stabilitatea nanoparticulelor si
optimizarea microorganismelor specifice pentru aplicatii specifice. Figura 3.2.a prezintd
nanoparticulele de oxid de zinc de forma sferica (cea mai comuna formd a nanoparticulelor metalice)
sintetizate de Enterobacter sp. LAS. Se poate observa cd dimensiunea este predominant mai mica de
100 nm.

structuri in forma de microflori (b).

3.3.3 Determinarea compozitiei chimice prin microanaliza energie dispersiva cu raze X (EDX)

Analiza EDX a confirmat compozitia chimica pentru nanoparticulele de oxid de zinc (Figura 3.3.a) si
pentru micro-florile de oxid de zinc (Figura 3.3.b) biosintetizate utilizand Enterobacter sp. LAS.
Ambele spectre inregistrate prezinta semnale puternice pentru Zn si O.
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Figura 3.3. Spectrele EDS ale nanoparticulelor de oxid de zinc (a);

oxid de zinc sub formad de micro-flori (b).
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Pentru a obtine diferite proprietdti si caracteristici ale nanoparticulelor de oxid de zinc s-a modificat
un parametru Tn momentul procesului de sintetizare. Au fost observate rezultate semnificativ diferite
atunci cand probele au fost incubate timp de 48 de ore in loc de 72 de ore. Cu toate cd a fost prezenta

depunerea albd, sivarful a fostin jurul valorii cu aceeasi lungime de undd, dimensiunea si forma erau
total diferite.

Meghana Ramani si colaboratorii [167] au demonstrat sinteza structurilor de tip microflori de ZnO din
nanoparticule printr-o cale chimicd umeda. In acest caz, forma de ZnO a evoluat din nanoparticule in
pachete de micro-flori.

Nanoparticulele de oxid de zinc au fost obtinute prin schimbarea parametrului: timpul de incubare al
probelor incluzand azotatul de zinc (Fig. 3.2.b). Aceastd morfologie a materialelor ZnO ar putea fi de
interes major, in principal datorita bunei sale activitdti fotocatalitice, avand in vedere suprafata
semnificativ mai mare, comparativ cu particulele sferice [222].

1.4. Concluzii

» Acesta este primul studiu care subliniaza faptul ca nanoparticulele si structurile de microflori
de oxid de zinc pot fi obtinute prin mediere de cdtre supernatantul bacteriei Enterobacter sp.
LA9in prezenta precursorului Zn (NOs) > x 6H.0.

> Inceperea formérii nanoparticulelor de oxid de zinc este putin mai greu de identificat din cauza
depozitiei albe usor vizibile cu ochiul liber.

» Transformarea nanoparticulelor de oxid de zinc in microflori, schimband un singur parametru
(timpul de incubare), este propusa ca o metoda de productie cu costuri reduse, care ar putea
ldrgi intervalul de posibile aplicatii.

» Metoda de sinteza utilizatd este prietenoasa cu mediul inconjurdtor.

» Nanoparticulele de oxid de zinc au aplicatii importante in domeniul cosmeticelor, dintre care
cremele cu protectie solard prezintd interes cercetdtorilor.
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CAPITOLUL IV
CERCETARI PRIVIND OBTINEREA PRIN BIOSINTEZA SI CARACTERIZAREA
NANOPARTICULELOR DE TIP Ag

4.1 Contributii la studiul nanoparticulelor de Ag

Acest capitol este dedicat prezentdrii biosintezei nanoparticulelor de argint, folosind AgNOs ca
precursor, de catre doud specii de Bacillus, si anume Bacillus amyloliquefaciens si Bacillus subtillis.

Dupa etapele cuprinse in procesul de sintezd, absorbtiile solutiilor coloidale de culoare maro, ce contin
nanoparticule, au fost evaluate prin spectrofotometrie in ultraviolet-vizibil (UV-vis), care au prezentat
valorile de varf al absorbtiei la 418 nm si 414 nm, corespunzdtoare rezonantei plasmonice de
suprafatd a nanoparticulelor de argint [75].

Analize precum, spectroscopia de raze X cu energie dispersivd (EDX), microscopia electronica de
baleiaj (SEM) si dispersia dinamica a luminii (DLS) au confirmat formarea de nanoparticule sferice
de argint cu un diametru mediu mai mic de 140 nm. Difractia cu raze X (XRD) a confirmat prezenta
cristalelor de argint, cu structuri cubice cu fete centrate, cu cel mai inalt varf al intensitdtii la 26 =
38,12 °, care corespunde cu planurile de difractie (111).

Activitatea antibacteriand a fost observata dupa 24 de ore de incubare impotriva bacteriilor gram
negative: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, precum si gram pozitive:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes. Mai mult, activitatea antifungica a fost evaluata
impotriva Candida albicans. Zona de inhibare a fost observatd in mod clar pe pldcile care contin
nanoparticule de argint, fie separate, fie in combinatie cu antibiotice, demonstrand astfel potentialul
lor efect antibacterian.

4.2 Sinteza nanoparticulelor de argint

4.2.1 Bacteriile si conditiile de cultura

Bacillus amyloliquefaciens 1853 si Bacillus subtillis 10833 utilizate in acest studiu au fost furnizate
de Universitatea Tehnologica din Cipru. Bacteriile au fost cultivate in urmatorul mediu solid: 1 g / |
extract de drojdie; 18 g / | agar-agar; 5 g / | nitrat de sodiu; 0,2 g / | glucoza (toate furnizate de
Scharlau Chemicals), care a fost sterilizat la 128 °C in volumul de 100 ml apa distilatd. Culturile au
fost inoculate in mediul solid in placi Petri cu diametrul de 55 mm din 12 ml de mediu, iar dupa
gelificare au fost inoculate cu 1 pl din fiecare bacterie si incubate ulterior la 33 °C timp de 48 de ore.

4.2.2 Biosinteza AgNps utilizand B. amyloliquefaciens 1853 si B. subtillis 10833
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Pentru a sintetiza nanoparticulele de argint, 1 pl de tulpini bacteriene au fost proaspat inoculate in
flacoane conice continand 100 ml mediu lichid (0,6 g / | extract de drojdie, 1 g/ I nitrat de sodiu, 3 g/ |
glucozd) la 33 °Ctimp de 48 h.

Dupa 48 de ore, culturile au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 30 min utilizand o centrifuga cu
rotor unghiulard. 10 ml de supernatant au fost amestecate cu 90 ml de precursor (solutie apoasa 1
mM AgNOs). Precursorul a fost mai intai autoclavat (sterilizat) la 128 °C timp de 30 de minute.
Procedura este prezentatd schematic in Fig. 4.1.

Supernatantul si precursorul, in cazul de fatd, azotatul de argint, au fost pdstrate pentru control.
Probele au fost incubate timp de 48 ore la 33 °C (pentru a asigura activitatea enzimaticd maximad a
extractului) si 150 rpm. In plus, a fost pregtitd o mostra de control care contine precursorul si mediul
lichid proaspat, fara bacterii, pentru a evalua comportamentul acestuia in ceea ce priveste sinteza
nanoparticulelor. Proba de control a fost tinuta in aceleasi conditii cu probele care contin supernatant.

Pentru purificarea Ag NPs biosintetizate, probele au fost centrifugate la 4000 rpm timp de 30 min.
Peletele colectate au fost spalate cu 25 ml apa distilata si uscate la 80 °C pand cand lichidul s-a
evaporat. Aceasta ultima etapa a fost efectuata de 4 ori, apoi probele au fost uscate intr-o etuva la
200 °Ctimp de 6 ore.
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Figura 4.1. Procedura de sintezd a nanoparticulelor de argint, care utilizeaza supernatantul ca
reductor si azotatul de argint ca precursor [75].

Mecanismul de sinteza a nanoparticulelor metalice de Ag ar putea fi urmatorul:
lonii Ag* sunt redusi in atomi Ag® in prezenta extractelor enzimatice apoase din supernatantul de
specii Bacillus, asa cum este descris in ecuatia 4.1:

Ag* + e (enzime) > Ag° (ec. 4.1)
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Punctul de pornire pentru formarea nanoparticulelor de argint a fost observat dupa 6 ore, cand
culoarea probelor apoase precursor-extract de bacterii a inceput sa se schimbe de la galben pal pana
la maro deschis, datoritd fenomenului de rezonantd a plasmonica de suprafatd [2]. Dupd 48 de ore de
incubare, culoarea finald a probelor a fost schimbata pana la maroniu (figura 4.2). Acesta a fost primul
semn al sintezei extracelulare a nanoparticulelor de argint, luand in considerare faptul ca numai
supernatantul culturilor a fost utilizat.
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Fig. 4.2 Variatia culorii solutiei coloidale, in functie de perioada de incubare.

Reducerea azotatului de argint ar putea fi produsa de constituentii supernatantului celular. Peptidele
sau proteinele pot fi responsabile de reducerea ionilor Ag* si de formarea ulterioara a nanoparticulelor
de argint. S-a demonstrat cd sinteza nanoparticulelor de argint poate fi mediata de enzima alfa-
amilaza, ambele specii de Bacillus utilizate fiind bine cunoscute ca producatori de astfel de enzime
[37]. [75].

Pana in prezent s-a raportat ca B. amyloliquefaciens (LSSE 62) este capabil sa sintetizeze AgNPs in
prezenta iradierii solare [227]. Mai mult decat atat, biosinteza AgNPs folosind supernatantul B.
subtillis (ATCC 6633) a fost raportatd [178], durata estimata a procesului de 5 zile fiind semnificativ
mai lungd decat cea din rezultatele prezentate aici [75].

O indicatie a reactiei complete (adica biotransformarea intregii cantitdti de Ag* din solutia precursor in
AgNPs) a fost evaluatd prin metoda titrdrii Mohr [106] folosind 10 ml de solutie apoasa standard de 1
mM KCl, 0,5 ml de 0,25 M Indicatorul K,CrO, si solutia precursor AgNOs, respectiv solutia coloidala de
AgNP ca titrant. in timp ce in cazul solutiei precursoare AgNOs (1 mM, cu un factor de 0,980) s-a
observat in solutie culoarea de precipitat rosu-caramiziu a Ag,Cr0. (Figura 4.3), in cazul solutiilor
coloidale de AgNP sintetizate cu cele doua supernatante bacteriene, nu a avut loc precipitarea, ceea
ce indica o reducere completa a Ag* la Ag®. Sensibilitatea metodei Mohr este [Ag*] = 1,35 x 10> M
[40], astfel incat se poate presupune cd reactia de reducere este practic completa (extractul enzimatic
bacterian este in exces) [67], [75].

Avand in vedere bio-reducerea completd a Ag*, s-ar putea considera cd aceeasi concentratie de
AgNPs existda atat in solutiile coloidale de Bacillus amyloliquefaciens, cat si in solutiile coloidale
Bacillus subtillis, si anume 8,82 x 10 moli AgNPs / | sau 0,09513 mg AgNPs / ml.
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Fig. 4.3 Imagini fotografice ale solutiei precursoare dupd titrare si, respectiv, a solutiilor coloidale de
Ag NPs. Lipsa de precipitat este un indicator pentru reducerea completd a Ag* la Ag®

4.3. Caracterizarea structurilor obtinute si interpretarea datelor.
Echipamente utilizate

4.3.1 Rezonanta plasmonica de suprafata a nanoparticulelor de Ag

Spectrele de absorbtie UV-vis au fost obtinute prin utilizarea unui cititor de microplaci Infinite 200 de
la Tecan, utilizand 250 pl de solutie apoasd, plasata pe pldcile de polistiren transparent de la Greiner
96. Spectrele UV-vis au fost mdsurate in intervalul 300-600 nm cu o dimensiune a treptei de lungime
de unda de 2 nm, la o temperaturd de 25 °C.

Figura 4.4 prezintd spectrele UV-vis ale solutiilor care contin AgNPs obtinute cu supernatantul
speciilor Bacillus. Varfurile de rezonantd plasmonica de suprafata au fost observate la 418 nm si 414
nm pentru argintul redus de Bacillus amyloliquefaciens si, respectiv, Bacillus subtillis. Aceste varfuri
corespund rezonantei plasmonice a nanoparticulelor de argint, conform altor rapoarte, care prezintd
un varf in dreptul valorii de 420nm [75].
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Figura 4.4 Spectrele de absorbtie UV-vis ale solutiilor de AgNP coloidale care prezinta varfuri de
rezonantd plasmonicd similare.
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Unele diferente in ceea ce priveste pozitia varfurilor de absorbantd maxima pentru solutiile de
nanoparticule de argint obtinute utilizand aceleasi specii de Bacillus, dar diferiti parametri de proces,
inclusiv iradierea solard si cuptorul cu microunde, au fost raportate. Prin utilizarea B.
amyloliquefaciens pozitia varfului de absorbantd maximd a scdzut de la 423 nm la 418 nm [178] in
timp ce pozitia varfurilor de absorbantd maxima a coloizilor AgNPs folosind B. subtillis a fost
prezentatd ca avand valori mai mari de la 410 nm la 414 nm [214], [75]. Aceste aspecte aratd primul
semn al diferitelor rezultate privind geometria (forma, dimensiunea) nanoparticulelor. in general, o

lungime de undd mai mare pentru pozitia de varf de absorbtie ar indica formarea de particule mai
mari [75], [164],

Din figura 4.4 se poate observa cd la aproximativ aceeasi concentratie de AgNPs s-ar putea inregistra
diferite valori de intensitate pentru absorbtia la lungimea de undda maxima de absorbtie, solutia
coloidala de AgNPs sintetizata cu B. amyloliquefaciens avand o intensitate de absorbtie mai mare cu
35% decat in cazul solutiei obtinute cu ajutorul B. subtillis. Acest lucru ar putea fi explicat prin teoria
imprastierii multiple, care coreleaza valorile absorbtiei experimentale (A) cu raza particulelor (R),
densitatea particulelor pe unitatea de volum (N), conform ecuatiei 4.2 [95]:

A_ RQuedoN

2.303 fec. 4.2)

in ecuatia 4.2 Qe este coeficientul de extinctie (presupus constant pentru un tip de NP) si do este
lungimea caii optice a spectrofotometrului (mentinuta constanta pentru toate mdsuratorile).

Raza medie geometricd a nanoparticulelor (Rmean) a fost determinata din DLS (fig. 4.10a si 4.10.b) cu
ec. 4. 3.

n
" (loss:  Rogs:)
Rmean = ZI:l nDLSYI —t (ec.4.3)

unde Ipsi reprezintda intensitdtile relative ale dispersiei luminoase (DLS) si Rows raza NP
corespunzdtoare atribuita fiecarui DLS maxim.

Densitatea nanoparticulelor pe unitatea de volum (N) a fost calculatd prin metoda propusa de
Turkevich dupd cum urmeaza:

m
Ag,synt
N =—"220

(ec. 4.4)
P g Ve

unde Magsynt reprezintd masa ionilor de argint din solutia precursor (9.513 mg), pag reprezinta
densitatea de argint (10.49 g/cm?) si Vyp, volumul unei singure nanoparticule (presupusa sfericd).
47R3

Ve = % (ec. 4.5)

Rmean = 31,11 nm si N = 7,19 x 10" pentru nanoparticulele sintetizate cu B. amiloliquesfaciens, in timp
ce pentru B. subtilis Rmean = 58,54 nm si N = 1,07 x 10™". Deoarece valoarea produsului Rmean2 x N este
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cu 72% mai mare pentru B. amiloliquesfaciens, se asteapta valori mai ridicate pentru absorbtie pentru
aceastd solutie AgNPs coloidalg, in conformitate cu spectrul experimental UV-vis.

4.3.2 Analiza structurala si morfologica a particulelor prin Microscopie Electronica de
Baleiaj (SEM). Determinarea compozitiei chimice prin microanaliza de raze X dispersive
(EDX)

Un microscop electronic de scanare JSM 7400f (SEM) a fost utilizat pentru analiza morfologiei de
suprafata si a compozitiei chimice prin spectroscopia dispersiei energetice (EDX). Pulberea de
nanoparticule de argint a fost montata pe suportul de proba folosind banda de carbon adeziva pe
doud fete. Tensiunea de accelerare a fost fixata la 10kV.

Analiza elementara cantitativa aratd cd, continutul de argint este predominant. Celelalte elemente
prezentate n spectrul EDS (figura 4.6.) apar mai ales din cauza impurificdrii probelor din doud surse: in
primul rand datorita benzii de carbon utilizate pentru montarea nanoparticulelor pe suportul de proba,
in al doilea rand din cauza posibilelor ramadsite din mediile folosite pentru cresterea bacteriilor.
Aceasta ultima situatie poate fi evitata fie prin reducerea cantitatii de glucoza si nitrat de sodiu in
mediul lichid, fie prin efectuarea unui proces de calcinare, inainte de montarea esantionului. S-a
constatat cd AgNPs au o forma sferica cu valori ale dimensiunilor, in concordantd cu rezultatele DLS,
conform micrografelor SEM (Fig.4.8. Fig. 4.9.).
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Fig.4.6 Spectrele de raze X de dispersie energetica
pentru nanoparticulele de argint sintetizate in prezenta
B. amyloliquefaciens si B. subtillis
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SEI 10.0kV X100, SEI 10.0kV X100,000 100nm WD 3.0mm

Fig. 4.7 Nanoparticule de argint biosintetizate
in prezenta supernatantului bacteriei Bacillus amyloliquefacie, respectiv Bacillus subtillis

4.3.3 Investigatii structurale prin analiza cu Difractie de raze X

Natura cristalind a nanoparticulelor de argint a fost analizata prin XRD utilizand un difractometru de
pulbere cu raze X Philips PW 1050/70 cu monocromat de grafit folosind CuKa1 (A = 1,54AR), 1a o
tensiune de 40 kV, un curent de 28 mA, in interval de scanare 20-60 °, in geometria Bragg-Brentano.

b Ag(111 )
Ag NPs synthesized by 9( ) Ag NPS syntr.1e.5|zed by Ag(111)
_| Bacillus amyloliquefaciens Bacillus subtillis

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

Ag(200)
i Ag(200)

T T T T
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Fig.4.9 Difractograme ale nanoparticulelor de argint biosintetizate

Difractia cu raze X a fost realizatd pentru a obtine informatii despre structura materialului cristalin. in
cazul spectrului care variaza intre 26 = 10 ° + 60 ° (figura 4.9.), se pot observa 2 picuri pentru fiecare
probd, la 26 = 38,09 ° si 26 = 44,25 °, care coincid cu planele de difractie (111) si (200) pentru argint
cu structurd cristalind cubicd cu fete centrate (00-004-0783). Al treilea varf prezent in ambele
difractograme, la 2 6 = 29,28 ° corespunde azotatului de sodiu (00-079-2056). Motivele pentru
prezenta acestui compus, precum si modalitdtile de eliminare a acestuia au fost mentionate anterior.

Dupa deconvolutia celor doua modele de difractie cu o functie Pearson7, au fost obtinute pozitia
exactd a varfului, intensitatea si FWHM.

30
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corespunzdtoare argintului. Nanoparticulele de argint sintetizate

timp ce pentru orientarea (200) mdrimea medie a cristalitului este de 6,55 nm.

Probele obtinute cu B. subtillis 10833 prezinta dimensiuni cristalite putin mai mari de 23.11 nm si
9.53 nm, pentru picurile (111) si (200), respectiv.

4.3.4 Distributia pe madrimi a nanoparticulelor obtinute in substanta coloidala

Distributia marimii nanoparticulelor a fost investigatd prin dispersarea luminii dinamice (DLS) in probe
lichide. Au fost utilizati un goniometru compactor CGS-3 si un corelator LSE-5003. Rezultatele au fost
obtinute dupad 15 cicluri la un unghi de 90 ° si 26 ° C.

Graficul DLS al nanoparticulelor de argint coloid obtinute utilizand B. amyloliquefaciens (figura 4.10. a)
aratd cd coloidul include 2 populatii de nanoparticule. Dimensiunea medie a primei populatii este de
0.506 nm / razd, iar cea de-a doua este de aproximativ 36.93 nm / razd, sustinand rezultatele
obtinute din analizele SEM.

Ag NPs obtinute utilizand B. subtillis (figura 4.10. b) prezinta o marime medie a fiecarei populatii de
0,918, 5,433 si 67,89 nm / razd. Pe langd sustinerea observatiilor SEM, rezultatele DLS aratd ca si
prin aceastd metoda pot fi sintetizate particule mai mici.
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Fig.4.10. Rezultatele DLS pentru distributia marimii particulelor de AgNPs,
sintetizate prin metode de chimie verde utilizand supernatantul din
(a) Bacillus amyloliquefaciens
(b) Bacillus subtillis
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4.4 Activitatea antimicrobiana a AgNPs

Au fost selectate cinci tulpini microbiene si o tulpind de ciuperci pentru studii de activitate
antimicrobiand. Tulpinile au fost crescute pe agar MacConkey si Sabouraud timp de 24 de ore pentru
a obtine culturi proaspete. Dupa aceasta, cateva colonii din fiecare culturd au fost suspendate in 3 ml
de NaCl si s-au folosit pentru teste suplimentare. Mediul solid utilizat pentru activitatea
antimicrobiand a fost compus din extract de drojdiede 1 g/ 1; 18 g / | agar-agar; 5 g / | nitrat de sodiu;
0,2 g/l glucoza.

Activitatea nanoparticulelor de argint a fost evaluata impotriva Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, Streptococcus pyogenes si Candida albicans (figura 4.11).
Potentialul nanoparticulelor de argint cu privire la activitatea antimicrobiana a fost determinat
utilizand metoda difuziei pe disc (asa cum este descris in CLSI Clinical and Laboratory Standards
Institute: M02-A11 standard (Standarde de performantd pentru testele de susceptibilitate a discului
antimicrobian)), prin impregnarea a 15 pl de solutie care contine AgNP pe fiecare disc cu diametrul de
6 mm realizat din filtre de microfibra din sticld de la WhatmanTM.

Mai mult, s-a investigat efectul sinergetic al nanoparticulelor de argint in combinatie cu diferite
antibiotice Tmpotriva microorganismelor, utilizand discuri de 6 mm continand Ciprofloxacin 5 pg
pentru bacterii si Fluconazol 25 pg pentru ciuperci, impregnate cu solutie de 15 pl AgNPs.

Discurile continand Ciprofloxacin 5 pg si Fluconazol 25 pg au fost utilizate pentru control. Discurile au
fost plasate pe suprafata culturii care contine placi Petri . Dupa 24 de ore de incubare la 35 ° C, zona
de diametru de inhibare a fost masuratd si comparata cu probele de control. S-au efectuat o serie de
trei teste de activitate antibacterianag, iar diametrul zonei de inhibare a fost mdsurat cu subler digital
si s-a calculat deviatia standard.

Rezultatele activitatilor antibacteriene si antifungice ale ambelor solutii continand nanoparticule de
argint impotriva a cinci tulpini bacteriene si o tulpind de ciuperci, utilizand metoda difuziei pe disc, pot
fi observate in figurile 4.12, 4.13 si 4.14. Figura 4.12 prezinta variatia diametrului zonei de inhibare,
pentru discurile care contin AgNPs, discurile antibiotice de control si AgNP-urile impreuna cu
antibioticele.

Desi exista o diferenta clara intre activitatea discurilor infundate de Ag NPs si probele de control in
cazul celor 5 tulpini de bacterii, activitatea antimicrobiana in cazul C. albicans este semnificativ mai
mare comparativ cu antibioticul de control. Discurile Fluconazol nu au prezentat activitate
antimicrobiand asupra tulpinii C. albicans. In combinatie cu Ag NPs, zona de inhibare a fost
madsurabild. Efectul benefic al AgNP-urilor asupra activitatii antibiotice a fost calculat ca procent de
crestere a efectului antibacterian, prezentata in figura 4.13 [75].
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Figura 4.12. Variatia diametrului de inhibare pentru tulpinile testate,
pentru discurile AgNPs, discurile antibiotice si
efectul sinergismului dintre AgNPs + antibiotice.
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Figura 4.13 Cresterea procentuala a efectului antibacterian al antibioticelor cu AgNP impotriva
tulpinilor de testare, calculata cu ecuatia ((ba) / a) x 100 (%), unde b reprezinta diametrul zonei de
inhibare pentru combinatia AgNPs + antibiotic si reprezinta diametrul zonei de inhibare pentru discul

antibiotic [65],[75]
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In timp ce se utilizeaza diferite specii de microorganisme pentru sinteza nanoparticulelor, rezultatele
pot varia in functie de mdrimea si forma lor. Aceastd observatie este relevanta chiar si atunci cand se
utilizeazd aceeasi specie, dar diferiti parametri ai procesului, cum ar fi pH-ul precursorilor, timpul de
incubare, concentratia precursorilor.

S-a raportat cd Ag NPs se ataseazd la membrana celulard a bacteriei si penetreazd, de asemenea, in
interiorul bacteriilor. Membrana bacteriand contine proteine care contin sulf si nanoparticulele de

argint interactioneaza cu aceste proteine in celuld, precum si cu compusii care contin fosfor, cum ar fi
ADN-ul.

Fig. 4.14. Imaginile zonei de inhibare a
S. aureus (1), E. coli (2), P. aeruginosa (3),
S. pyogenes (&), C. albicans (5) si Salmonella (6) :
a - antibiotic, b - antibiotic + Bs AgNPs, ¢ - antibiotic + B.a. AgNPs
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4.5 Concluzii

B. amyloliquefaciens 1853 si B. subtillis 10833 prezinta capacitatea de a sintetiza
nanoparticule de argint extracelular prin bioreductie din solutia de precursor AgNO3 1 mM.

in timpul analizei UV-vizibile s-au observat varfuri pentru ambele solutii coloidale la 418 nm,
respectiv 414 nm. Analiza SEM a ardtat forma sferica a nanoparticulelor cu dimensiuni mai
mici de 100 nm. Analiza difractiei cu raze X a confirmat faptul cd cel maiinalt varf corespunde
planului de difractie (111). Distributia mdrimii DLS confirmd rezultatele SEM in ceea ce
priveste dimensiunea nanoparticulelor.

AgNPs sintetizate utilizand B. amyloliquefaciens 1853 si B. subtilis 10833 au prezentat o
activitate antibacteriana si antifungica semnificativd, fie independentd, fie in asociere cu
antibiotice.

Avantajul metodei de sinteza propusa consta in eficienta sa economica (disponibilitatea larga
a tulpinilor B. amyloliquefaciens si B. subtilis si abordarea de sinteza intr-o singurd etapd,
constand in reducerea ionilor de argint prin extractia enzimatica fard bacterii).

Dezavantajele potentiale ale metodei noastre pot include durata mare a sintezei (48 ore),
problemele de reproductibilitate (datoritd comportamentului diferit in activitatile enzimatice
ale tulpinilor bacteriene, prezenta impuritdtilor care pot inhiba activitatea bacteriana,
mentinerea atentd a conditiilor de sinteza identice). Prin metoda propusd, concentratiile
numerice ale nanoparticulelor de argint in intervalul 1-7,10"" au fost obtinute la concentratii
de masd de 0,095 mg/ |, similare cu alte produse comerciale nanoparticule de argint.

Cercetdrile ulterioare in acest domeniu vor fi axate pe perfectionarea duratei de sinteza prin
utilizarea altor tulpini bacteriene si evaluarea stabilitatii pe termen lung a solutiilor coloidale in
medii diferite, care este de o importantd majord pentru aplicatiile practice.

Abordarea de sintezd propusa prezintd potential promitdtor in domeniul optic (indicele de
refractie al materialelor / culorilor prin incorporarea nanoparticulelor), in aplicatii biochimice
(teste biosenzorice, etichete biologice), precum si in fabricarea cernelurilor conducatoare si a
vopselelor electrotermale.
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CAPITOLUL V — CERCETARI PRIVIND OBTINEREA PRIN BIOSINTEZA Sl
CARACTERIZAREA NANOPARTICULELOR DE TIP AgCl

5.1 Contributii la studiul nanoparticulelor de AgCl

In acest capitol am prezentat rezultatele cercetirilor privind biosinteza nanoparticulelor de clorurd de
argint Acestea au fost sintetizate utilizand microorganismele Rhodotorula Mucilaginosa,
Enterobacter Faecalis, Pantoea si Raoultella Planticola si solutie apoasa de AgNOs, ca precursor.

Rezonanta plasmonica a solutiei continand nanoparticule a aratat prin spectrofotometrie UV-vizibila
(UV-vis) un maxim de absorbtie la aproximativ in jurul valorii de 440 nm. Microscopia electronica de
scanare (SEM), microscopia electronica de transmisie (TEM), spectroscopia cu energie dispersiva si
analizele de difractie cu raze X (XRD), microscopia de fortd atomica (AFM) si difractia de electroni in
arie selectata (SAED) au confirmat prezenta nanoparticulelor sferice de clorurd de argint cu o
structurd cristalind cubicd cu fete centratesi o dimensiune medie a particulelor de aproximativ 10-50
nm [76], [74].

S-a demonstrat ca nanoparticulele de clorurd de argint au capacitatea de a inhiba cresterea diferitelor
microorganisme, inclusiv bacteriile si ciupercile, care le face adecvate pentru aplicatiile antimicrobiene
[80].

in acest studiu am demostrat cd nanoparticulele de clorurd de argint au capacitatea de a inhiba
cresterea diferitelor microorganisme, ca, Staphylococcus aureus, Streptococcus Pyogenes,
Salmonella sau Bacillus amiloliquefaciens[80].

5.2 Sinteza nanoparticulelor de clorura de argint

5.2.1 Microorganisme si conditii de cultura

Rhodotorula Mucilaginosa, Enterobacter Faecalis, Pantoea si Raoultella Planticola utilizate in acest
studiu au fost furnizate de la Soroka University Medical Center din Beersheva, Israel (figura 6.1.).
Microorganismele au fost cultivate in mediu solid, agar Sabouraud furnizat de Scharlau Chemicals si
incubate la 35 ° Ctimp de 48 de ore.

5.2.2 Biosinteza nanoparticulelor AgCl utilizand Rhodotorula Mucilaginosa, Enterobacter
Faecalis, Pantoea si Raoultella Planticola

Pentru a sintetiza nanoparticulele de clorura de argint, 1 pl de tulpini microbiene au fost inoculate in
eprubete de testare continand 15 ml mediu de crestere, si anume agar cu Infuzie Creier-Cord, de la
Sigma Aldrich. Mediile lichide au continut inima de vita (infuzie de la 250 g), 5 g / |; virusi de vitel
(perfuzie de la 200 g), 12,5 g / |; fosfat de hidrogen disodic, 2,5 g/ I; D (+) - glucozd, 2 g / |; peptong,
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10 g / |; clorura de sodiu, 5 g / I. Cultura lichidd a fost pdstratd in termostat la 35 ° C timp de 24 de
ore, urmata de centrifugare la 4000 rpm timp de 30 de minute.

Supernatantul si biomasa au fost testate in paralel. in prima situatie s-au utilizat 5 ml de supernatant,
in timp ce pentru al doilea set s-a mentinut biomasa cu addugarea a 5 ml de apd distilata.
Urmadtoarea etapad a fost similara prin addugarea a 5 ml cultura peste 40 ml de precursor Ag NOs, la
concentratii de 1 mM, respectiv 2 mM si 3 mM (pentru probele cu Rhodotorulla). Cultura,
supernatantul si biomasa + apa distilatd si precursorii au fost pdstrate pentru control. Probele au fost
tinute in termostat setat la 35 ° C, timp de 48 de ore.

Dupa incubarea in termostat timp de 48 de ore la 35 ° C, culoarea finald a coloizilor care contineau
biomasa microorganismelor, s-a schimbat de la galben deschis la maroniu.

Fig. 5.2 Coloizi cu nanoparticule de AgCl biosintetizate

Schimbarea culorii este o indicatie pentru formarea nanoparticulelor. In figura 5.2, se poate observa
diferenta nuantelor de maro in functie de concentratia precursorului, in cazul Rhodotorula
Mucilaginosa. Probele de control au rdmas neschimbate.

5.3 Caracterizarea structurilor obtinute si interpretarea datelor. Echipamente utilizate

5.3.1 Rezonanta plasmonica de suprafata a nanoparticulelor de AgCl

Avand in vedere indicatia optica (schimbarea culorii), s-au mdsurat spectrele de absorbtie UV-vizibil
ale solutiilor de nanoparticule coloidale (prezentate in figura 5.3). Analiza spectrald ultraviolet-vizibil a
fost efectuata utilizand spectrofotometrul Jasco V-630. Spectrele au fost mdsurate in intervalul 200-
600 nm cu o dimensiune a treptei lungimii de unda de 1,5 nm.

Figurile 5.3, respectiv 5.4. corespund spectrelor de absorbtie UV vizibil al solutiilor care contin AgCl
NPs sintetizate utilizand microorganismele prezentate la punctul 5.1. Dintre acestea, spectrele
specifice analizei nanoparticulelor sintetizate in prezenta Raoultella Planticola si Rhodotorula
Mucilaginosa au prezentat picurile de absorbtie maxima in jurul valorii 440 nm, specifica
nanoparticulelor de AgCl. Spectrele pentru Enterobacter Faecalis si Pantoea sunt mult mai largi si
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nedefinite corespunzadtor. Se considera cd aceste bacterii au abilitatea de a reduce ionii de Ag*, insd se

pune problema unui coloid polidispersat.
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Fig. 5.3 Spectrele UV-vizibil ale coloizilor cu nanoparticule AgCl, biosintetizate de

Rhodotorula Mucilaginosa, respectiv Raoultella Planticola

600

Mai multe articole de specialitate au oferit rezultate similare in ceea ce priveste spectrul de absorbtie.

Rapoartele au confirmat ca varfurile de aproximativ 440 nm coincid cu rezonanta plasmonica a

nanoparticulelor de clorura de argint [4], [5].

5.3.2. Investigatii structurale prin analiza cu Difractie de Raze X

Natura cristalind a nanoparticulelor de clorurd de argint a fost analizata prin XRD utilizand un
difractometru Philips PW 1050/70 cu pulbere cu monocromat de grafit folosind CuKo1 (A = 1,54A), la
o tensiune de 40 kV, un curent de 28 mA, in gama de scanare 10 + 80 °, in geometria Bragg-Brentano

Structura cristalind a nanoparticulelor sintetizate, obtinuta prin difractia cu raze X, este confirmata de

varfurile de difractie prezentate in figura 5.5, care corespund planelor (111), (200) si (220), (311),(222),

(440) specifice structurii cubice cu fete centrate ale cristalului de AgCI [11].
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Fig. 5.5.. Spectrele de difractie cu raze X pentru nanoparticulele AgCl

Rhodotorula Mucilaginosa, respectiv Raoultella Planticola
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Fig. 5.6.. Spectrele de difractie cu raze X pentru nanoparticulele AgCl
sintetizate de Pantoea, respectiv Enterococcus Faecalis

5.3.3 Caracterizarea structurala a nanoparticulelor utilizand Microscopia Electronica
prin Transmisie (TEM) si Difractia de electroni in arie selectata (SAED)

Analizele TEM si SAED au fost realizate cu un microscop modelul Tecnai 12 Twin (FEIl), operand la
100kV. Acest microscop este echipat cu un goniometru complet computerizat (cu =+ 60 grade de
inclinare eucentricad) si doud camere CCD MultiScan (Gatan 791 si unghi larg Gatan 794) care permit
inregistrarea imaginilor de inaltd calitate.

Pregdtirea probelelor: O picdtura de solutie coloidala continand nanoparticule de clorurd de argint a
fost plasatd pe o sita de cupru, cu diametrul de 3 mm, acoperita cu carbon, specialda pentru analizele
TEM. Dupa aceea, probele au fost lasate sa se evapore. Suprafetele sitelor au fost cudtate anterior
folosind un aparat de curdtare cu plasmd, de la Harrick Plasma.

Fig. 5.8 Imagini TEM ale nanoparticulelor sintetizate de Rhodotorulla Mucilaginosa
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Fig. 5.10 Imagini TEM ale nanoparticulelor sintetizate de Pantoea

Fig. 5.11 Imagini TEM ale nanoparticulelor sintetizate de Enterococcus Faecalis
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Fig. 5.12 Modelele de difractie de electroniin arie selectata a nanoparticulelor de AgCl, respectiv Ag
sintetizate in prezenta microorganismelor Rhodotorula Mucilaginosa (a) si Raoultella Planticola (b)
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Fig. 5.13 Modelele de difractie de electroniin arie selectatd a nanoparticulelor de AgCl, respectiv Ag
sintetizate in prezenta microorganismelor Pantoea (a) si Enterococcus Faecalis (b)

Nanoparticulele de clorura de argint sintetizate cu ajutorul Rhodotorulla Muciluginosa au
dimensiunile de aproximativ 15 nm (figura 5.8-a, 5.8-b), conform analizei TEM. Monodispersitatea
acestora conduce cdtre o departajare a rezultatelor oferite de celelalte microorganisme. AgCl NPs
sintetizate in prezenta Raoutella Planticola prezinta, de asemenea dimensiuni foarte mici, in
domeniul 10-30 nm (5.9-3a, 5.9-b).

Pantoea si Enterococcus Faecalis au mediat sinteza nanoparticulelor de clorura de argint intr-o plaja
mult mai largd, dimensiunile acestora ajungand pana la valoarea de 50 nm (figura 5.10.a, 5.10.b, 5.11-
3, 5.11-b.) Forma sfericd a nanoparticulelor poate fi observata din imaginile obtinute la TEM.

Figurile 5.12, respectiv 5.13. prezinta modelele de difractie de electroni a zonei selectate pentru
cristalele de AgCl, respectiv Ag ale probelor obtinute prin sinteza verde mediata de microorganisme.
Modelele de difractie confirma rezulatele obtinute prin analiza XRD, prezentate la punctul 5.1. Inelele
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concentrice indicd faptul cd nanoparticulele sunt cristaline. De asemenea, distantele interplanare
prezente in modelele de difractie sunt corespund indexdrii structurilor cub cu fete centrate ale
cristalitelor de clorura de argint si argint.

Se poate observa ca planele predominate sunt (111),(200),(220),(311),(222),(4600)si(420)
corespunzdtoare cristalelor de AgCl care prezintd puncte mai accentuate (luminoase) in structura
acestora. Planele corespunzdtoare cristalelor de Ag cele mai intalnite in configuratia nanoparticulelor
sintetizate utilizand microoganisme sunt (1 1 1), respectiv (2 2 0).

Cresterea concentratiei de clorurd de sodiu (sau a unui alt precursor folosit pentru sinteza
nanoparticulelor pe baza de Cl) ar putea diminua prezenta cristalelor de argint, formand configuratia
doritd de AgCl.

5.3.4 Analiza structurala si morfologica a particulelor prin Microscopie Electronica de
Baleiaj (SEM). Determinarea compozitiei chimice prin microanaliza de raze X dispersive

Pentru caracteristicile morfologice si compozitia chimica a fost utilizat un microscop electronic de
scanare JSM 7400f (SEM) cu o platforma pentru spectroscopia dispersiei energetice (EDS) (figura
5.14). Coloidul de nanoparticule de clorura de argint plasat pe sita de cupru de la analizele TEM a fost
pulverizat cu un strat subtire de platind (figura 5.14(A) pentru a asigura o conductibilitate mai buna.
Dupd aceasta probele au fost montate pe o banda dublu-adeziva (figura 5.14.(B)). Tensiunea de
accelerare a fost fixatd la 10kV. Stratul de platind depus pe probele preggtite si folosite pentru analiza
TEM, in vederea analizei SEM, a constat in 2 sesiuni de pulverizare a cate 10 secunde.

Analizele SEM (figurile 5.15, 5.16, 5.17, 5.18) au confirmat prezenta particulelor nano-scalate si au
aratat forma sfericd a acestora. Dupd cum se poate observa pe micrografiile SEM, nanoparticulele de
clorurd de argint au dimensiuni cuprinse intre 10-50 nm. Raportul privind dimensiunea particulelor /
eficacitatea antimicrobiana a fost raportat anterior, particulele mai mici, datorita suprafetei lor mult
mai mari, sunt de asteptat sd prezinte o eficacitate antibacteriand mult mai mare.

. ol

SEI 35kv  X190,000 100nm WD 3.3mm - Gl S 35KV >.(1(JIJ.0ﬁEI 100nr-r‘1 WD 3.3mm
Fig. 5.15. Imagini SEM ale nanoparticulelor sintetizate de Rhodotorulla Mucilaginosa,
respectiv de Raoultella Planticola
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SEI

Fig. 5.17. Imagini SEM ale nanoparticulelor sintetizate de Pantoea, respectiv de Enterococcus Faecalis

Spectrele EDS prezentate in figurile 5.19 si 5.20 prezinta prezenta elementelor principale, si anume
Ag si Cl. Analiza EDS a relevat, de asemenea, alte elemente care pot fi gdsite pe esantioane datorita
etapelor de preparare (grila de cupru, bandd de carbon, film subtire de platina).
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Fig.5.19. Spectrele EDS ale AgCl NPs biosintetizate in prezenta
Rhodotorulla Mucilaginosa, respectiv, Raoutella Planticola
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Fig, 5.20 Spectrele EDS ale AgCl NPs biosintetizate in prezenta
Pantoea respectiv, Enterococcus Faecalis

O explicatie pentru prezenta nanoparticulelor de clorura de argint se poate baza pe interactiunea
dintre azotatul de argint si bacteriile, care a fost cultivat anterior in mediul Brain Heart Infusion care
contine clorura de sodiu.

5.3.5 Diametrele medii ale nanoparticulelor, determinate din sectiunii transversale ale
imaginilor AFM

Pentru a obtine informatii suplimentare referitare la morfologia si marimea nanoparticulelor
biosintetizate am folosit un microscop cu fortd atomicd modelul MFP-3D-BIO. Acesta oferd o
sensibilitate foarte mare si imagini si mdsuratori exacte posibile pe o platforma optica inversata.
Senzorii de nanopozitive cu bucld inchisa pe toate cele trei axe asigurd imagini fara distorsiuni pe
esantioane, la fel de mici ca si proteinele si la fel de mari ca celulele - atat in aer cat siin lichid.

Probele de nanoparticule de clorurda de argint reduse de Rhodotorula Mucilaginosa, Raoultella
Planticola, Pantoea si Enterococcus Faecalis au fost centrifugate la 2000 rpm, timp de 10 min, iar
peleta obtinutd a fost spalatd cu apd deionizata pentru a indeparta orice biomasa posibild. Peletul a
fost redispersat intr-o cantitate mica de apa deionizata prin ultrasonicare si utilizat pentru acoperirea
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prin picurare pe un substrat Si, apoi a fost Idsat sa se usuce. Probele au fost analizate utilizand modul
non-contact AFM. Datele privind indltimea au fost colectate la o frecventd de scanare de 2,4 Hz.

Nanoparticulele de clorurd de argint biosintetizate au fost scanate utilizand AFM pentru a intelege
configuratia exactd a nanoparticulelor biosintetizate, in special pentru a verifica daca nanoparticulele
de argint au dimensiuni mai mult sau mai putin omogene si au forma sferica.

Figurile 5.21, 5.22, 5.23, 5.24 prezinta imagini AFM reprezentative ale nanoparticulelor de clorura de
argint sintetizate in prezenta microorganismelor. Pentru nanoparticulele biosintetizate in prezenta
Rhodotorula Mucilaginosa, Raoultella Planticola se pot observa nanoparticulele de forma sfericd in
domeniile 5-25 nm. Pentru nanoparticulele biosintetizate in prezenta Pantoea si Enterococcus
Faecalis se poate observa un numar de nanoparticule sferice care se suprapun reciproc, a caror forma
sferica este totusi vizibild, iar dimensiunile sunt ceva mai mari la aproximativ 40-60 nm. AgCINPs
sunt prezentate atat in perspectivd, cat si in vederea de sus. Informatiile 3D sunt incorporate in
ambele vederi. In perspectivd, natura 3D a imaginii este evidentd. In vederea de sus, intensitatea
culorii reflectd indltimea nanoparticulelor.

Pentru sectiunile transversale, dimensiunile nanoparticulelor sunt redate pe axa Z (dimensiuniile
nefiind afectate intrucat sunt realizate in modul non-contact), axa X reprezentand distanta de
scanare a probei.

20nm ~4 / e \\

Height

0 50 100 150 200

Fig, 5.21 Sectiune transversala, respectiv reprezentarea 3D a AgCl NPs
biosintetizate in prezenta Rhodotorulla Mucilaginosa
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5.4 Activitatea antimicrobiana a nanoparticulelor de clorura de argint

Au fost selectate patru tulpini bacteriene pentru studii de activitate antimicrobiand. Tulpinile utilizate
pentru testarea aplicativitatii au fost crescute in mediu solid compus din extract de drojdiede 1 g/ |;
18 g / | agar-agar; 5 g / | nitrat de sodiu; 0,2 g / | glucoza. Cateva colonii din fiecare culturd au fost
suspendate in 3 ml de NaCl si s-au folosit pentru teste suplimentare.

Activitatea nanoparticulelor de clorurd de argint a fost evaluata impotriva Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Salmonella, Bacillus amyoliquefaciens. Potentialul nanoparticulelor de
clorurd de argint cu privire la activitatea antimicrobianad a fost determinat utilizand metoda difuziei pe
disc (asa cum este descris in CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute: M02-A11 standard
(Standarde de performanta pentru testele de susceptibilitate a discului antimicrobian)), prin
impregnarea a 15 pl de solutie care contine AgCl NPs pe fiecare disc cu diametrul de 6 mm realizat din
filtre de microfibrda din sticla de la WhatmanTM. Mai mult, s-a investigat efectul sinergetic al
nanoparticulelor de clorura de argint in combinatie cu diferite antibiotice impotriva
microorganismelor, utilizand discuri de 6 mm continand Ciprofloxacin 5 pg (CIP 5) , Vancomicin 30 pg
(VA 30), Eritromicina 15 pg (E 15), impregnate cu solutie de 15 pl AgCl NPs.

Discurile continand Ciprofloxacin 5 pg , Vancomicin 30 pg, Eritromicind 15 pg au fost utilizate pentru
control. Discurile au fost plasate pe suprafata culturii continute de placile Petri . Dupa 24 de ore de
incubare la 33 ° C, zona de diametru de inhibare a fost mdsurata si comparatd cu probele de control.
S-au efectuat o serie de trei teste de activitate antibacteriang, iar diametrul zonei de inhibare a fost
madsurat cu subler digital si s-a calculat deviatia standard.

Rezultatele activitdtilor antibacteriene si antifungice ale ambelor solutii continand nanoparticule de
argint impotriva a patru tulpini bacteriene utilizand metoda difuziei pe disc, pot fi observate in figurile
5.25, 5.26 si 5.27. Figura 5.25 prezintd variatia diametrului zonei de inhibare, pentru discurile care
contin AgCl NPs, discurile antibiotice de control si AgCl NPs impreund cu antibioticele. Se poate
observa ca pentru tulpina Staphylococcus aureus s-au folosit douad tipuri de antibiotice (Ciprofloxacin
5 pg, Eritromicind 15 pg) pentru a determina sinergismul dintre acestea si AgCl NPs. De asemenea
pentru Stahpylococcus pyogenes s-au folosit tot doud tipuri de antibiotice, de data aceasta,
Vancomicin 30 pg, Eritromicind 15 pg. Pentru Samonella si Bacillus amyloliquefaciens s-a determinat
sinergismul utilizand doar Ciprofloxacin 5 pg.

46



I nII Universitatea

Transilvania

[ ]| din Brasov I0SUD UTBV- SDI- Finalizare teze -Anexa 6 — Model rezumat
50 -
77772 AgCI NPs - P.
4 B A AgCI NPs - R.p.
"] E=JAgCINPs - Rm.
£ FE AgCI NPs - Ef.
£ ng & EZZZ Antibiotic (A)
o i & E§§§ 1A +AgCINPs - P.
£ R 5% og¢
S 304 I A + AgCINPs - R.p
€ I A + AgCI NPs - R.m
e I A + AgCINPs - Ef.
g & & &
S 20 & B
N K K K K
—_ %o} ki e% Po%s
5 B & &
= K & 3
i) & s B3 §
Q 104 ¢ & . 7 %
-
/ \
/ \
/ \
0 \
04 N %x 4 A§
S. aureus S. aureus S. pyogenes S. pyogenes Salmonella B. amylo.
+ + + + + +
E15 E15 E15 VA 15 CIP5 CIP5

Figura 5.25 Variatia diametrului de inhibare pentru tulpinile testate,
pentru discurile AgCl NPs, discurile antibiotice si
efectul sinergismului dintre AgCl NPs + antibiotice.
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Figura 5.26 Cresterea procentuald a efectului antibacterian al antibioticelor cu AgClI NPs
impotriva tulpinilor de testare, calculata cu ecuatia ((ba) / a) x 100 (%), unde b reprezinta diametrul
zonei de inhibare pentru combinatia AgNPs + antibiotic si reprezinta diametrul zonei de inhibare
pentru discul antibiotic
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Fig. 5.27 Imaginile zonei de inhibare a (1) Staphylococcus aureus, (2) Streptococcus pyogenes,
(3) Salmonella, (&) Bacillus amyloliquefaciens, in prezenta antibioticelor Eritromicina (E15),
Ciprofloxacin (CIP 15), respectiv Vancomicin (VA 30).

Sinergismul dezvoltat intre antibiotic si nanoparticulele de clorura de argint.
a — AgCl NPs sintetizate in prezenta Pantoea
b — AgCl NPs sintetizate in prezenta Raoultella Planticola
c- AgCl NPs sintetizate in prezenta Rhodotorula Mucilaginosa
d - AgCl NPs sintetizate in prezenta Enterococcus Faecalis
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Activitatea antimicrobiand a discurilor impregante doar cu solutile continand nanoparticule de clorura
de argint au dezvoltat activitate antimicrobiand semnificativa pentru cele sintetizate in prezenta
bacteriei Raoultella Planticola (solutia b). Sinergismul dintre antibiotice si nanoparticule a prezentat
rezultate importante in cazul in care utilizarii Eritromicinei in combinatie cu AgCl NPs sintetizate de
Rhodotorulla Mucilaginosa. Activitatea s-a determinat impotriva bacteriei Stahpylococcus aureus.

Nanoparticulele de clorurd de argint bio-reduse au fost gdsite a fi active in stoparea si inhibarea
cresterii S. Aureus, S. Pyogenes, Salmonella si Bacillus amilolyquefaciens.

5.5 Concluzii

» Nanoparticulele de clorurd de argint au fost sintetizate prin bio-reducere. S-a demonstrat ca
extractele enzimatice apoase de fungi Rhodotorula Mucilaginosa, Enterobacter Faecalis,
Pantoea si Raoultella Planticola, sunt capabile sa sintetizeze nanoparticule de clorurd de
argint.

» Este important sa subliniez faptul ca precursorul folosit a fost AgNOs, motiv pentru care
trebuie avut in vedere cd compozitia mediilor de crestere folositd pentru microorganisme
este foarte importanta pentru rezultatele finale. De exemplu, Barin Heart Infusion utilizata
pentru cultivarea ciupercilor prezente, deoarece contine clorura de sodiu, poate fi principalul
factor care a dus la formarea de nanoparticule de clorurd de argint prin reducerea
precursorului AgNOs in prezenta biomasei de Rhodotorula Mucilaginosa, Enterobacter
Faecalis, Pantoea si Raoultella Planticola.

» S-a constatat ca nanoparticulele de clorurd de argint bioreduse de Rhodotorula Mucilaginosa
scad in dimensiune cu cresterea concentratiei precursorilor. Metoda de sinteza low-cost este
intarita de etapele ecologice ale procedurii. Activitatea antimicrobiand a nanoparticulelor de
clorurd de argint confirma potentialul ridicat al acestora.

» Testele pentru activitatea antimicrobiand a nanoparticulelor de clorurd de argint au generat

rezultate importante impotriva microorganismelor ca Staphyococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Salmonella si Bacillus amyloliquefaciens.
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CAPITOLUL VI
CONCLUZII FINALE. CONTRIBUTII ORIGINALE.
DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE. DISEMINAREA REZULTATELOR.

6.1 Concluzii finale

» Tehnicile de sinteza a nanomaterialelor, atat prin abordari “top-down”, cat si “bottom-up” au
revolutionat utilizarea nanomaterialelor in diferite domenii. Potentialul nanoparticulelor de a
prezenta dimensiuni si forme stabile din punct de vedere ecologic creste cererea producerii la
scard industriala.

> Abordadrile “bottom-up” s-au dovedit a fi mai favorabile, motiv pentru care au fost dezvoltate o
multitudine de tehnici de sinteza a nanoparticulelor urmand principiul auto-asamblarii.

> Biosinteza nanoparticulelor metalice este un domeniu interdisciplinar ("bio-nanotehnologia") care
necesitd colaborarea dintre fizicieni, chimisti, biologi si ingineri. Exploatarea resurselor naturale si
implementarea acestor metode de sinteza biologica s-a dovedit a avea multiple avantaje, cum ar
fi: protejarea mediului, simplitatea implementadrii in productie, eficienta din punct de vedere al
costurilor.

> Rata de productie prin biosinteza si monodispersitatea particulelor sunt continuu imbunatatite.
Trecerea de la bacterii la ciuperci ca mijloc de dezvoltare a "nanofabricilor” naturale, reprezintd un
avantaj suplimentar in ceea ce priveste sinteza nanoparticulelor utilizand microorganisme.

> (dile biochimice implicate in sinteza nanoparticulelor trebuie sa fie studiate cu atentie, iar genele
specifice si enzimele implicate trebuie sa fie caracterizate. Acest lucru ne va ajuta sa avem un
control mai bun asupra parametrilor care definesc proprietdtile unei nanoparticule, cum ar fi
dimensiunea, forma si dispersitatea.

> Acesta este primul studiu care subliniaza faptul ca nanoparticulele si structurile de microflori de
oxid de zinc pot fi obtinute prin mediere de cdtre supernatantul bacteriei Enterobacter sp. LA91n
prezenta precursorului Zn (NOs) > x 6H:0.

» Transformarea nanoparticulelor de oxid de zinc in microflori, schimband un singur parametru
(timpul de incubare), este propusa ca o metoda de productie cu costuri reduse, care ar putea largi
intervalul de posibile aplicatii.

> B. amyloliquefaciens 1853 si B. subtillis 10833 prezintd capacitatea de a sintetiza nanoparticule
de argint extracelular prin bioreductie din solutia de precursor AgNOs 1 mM.

> Ag NPs sintetizate utilizand B. amyloliquefaciens 1853 si B. subtilis 10833 au prezentat o
activitate antibacteriana si antifungica semnificativa, fie independentd, fie in asociere cu
antibiotice.
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Avantajul metodei de sinteza propuse constd in eficienta sa economica (disponibilitatea larga a
tulpinilor B. amyloliquefaciens si B. subtilis si abordarea de sinteza intr-o singurd etapd, constand
in reducerea ionilor de argint prin extractia enzimatica fara bacterii).

Dezavantajele potentiale ale metodei pot include durata mare a sintezei (48 ore), problemele de
reproductibilitate (datoritd comportamentului diferit in activitatile enzimatice ale tulpinilor
bacteriene, prezenta impuritatilor care pot inhiba activitatea bacteriana, mentinerea atentd a
conditiilor de sinteza identice). Prin metoda propusd, concentratiile numerice ale nanoparticulelor
de argint in intervalul 1-7,10" au fost obtinute la concentratii de masa de 0,095 mg / |, similare
cu alte produse comerciale nanoparticule de argint.

Abordarea de sinteza propusd prezintd potential promitdtor in domeniul optic (indicele de
refractie al materialelor / culorilor prin incorporarea nanoparticulelor), in aplicatii biochimice (teste
biosenzorice, etichete biologice), precum si in fabricarea cernelurilor conducdtoare si a vopselelor
electrotermale.

Nanoparticule de clorura de argint au fost sintetizate prin bio-reducere. S-a demonstrat ca
extractele enzimatice apoase de fungi Rhodotorula Mucilaginosa, Enterobacter Faecalis, Pantoea
si Raoultella Planticola, sunt capabile sa sintetizeze nanoparticule de clorurd de argint.

S-a constatat ca nanoparticulele de clorurd de argint bioreduse de Rhodotorula Mucilaginosa
scad in dimensiune cu cresterea concentratiei precursorilor. Metoda de sintezd low-cost este
intdritd de etapele ecologice ale procedurii. Activitatea antimicrobiand a nanoparticulelor de
clorura de argint. Testele pentru activitatea antimicrobiand a nanoparticulelor de clorurd de argint
au generat rezultate importante impotriva microorganismelor ca Staphyococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Salmonella si Bacillus amyloliquefaciens.

6.2. Contributii originale

Realizarea lucrdrii de doctorat a constat in stagii de cercetare desfdsurate la universitati
partenere aflate in Cipru, respectiv, Israel. Pentru a asigura o linie ascendentd, neintreupta in
dezvoltarea prezentei teme, am adus valoare acesteia, prin optimizarea unor parametrii de
proces, in functie de disponibilitatea la momentul respectiv in locul unde imi desfasuram
cercetarea. Astfel, rezulatele obtinute, prin modificarea parametrilor ca: timpul de incubare,
temperaturd, pH, tipul microorganismului, concentratia precursorului sunt doar elementele
esentiale care au pus amprenta unor contributii originale.

Utilizarea microorganismelor ca: Enterobacter, pentru sinteza nanoparticulelor de ZnO,
Rhodotorulla Muciluginasa, Enterobacter Faecalis, Pantoea, respectiv Raoultela Planticola, pentru
sinteza nanoparticulelor de AgCl reprezinta contributii originale aduse in domeniul sintezei verzi a
nanoparticulelor utilizand microorganisme.
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» Dezvoltarea sinergismului privind activitatea antimicrobianda a nanoparticulelor de argint
impotriva unei tulpini Candida albicans, rezistenta la antibioticul Fluconazole.

> Valorificarea si optimizarea rezultatelor obtinute prin diferite metode de caracterizare a
nanoparticulelor.

6.3 Diseminarea rezultatelor

Trasarea traiectoriei de cercetare in timpul studiilor de doctorat s-a realiazat prin publicarea
rezultatelor in jurnale de specialitate, cat si prin prezentarea unor lucrdri in cadrul unor conferinte
nationale, respectiv internationale. Publicarea stiintifica privind diseminarea rezultatelor activitdtii de
cercetare oferd informatii referitoare la orientarea eterogend dezvoltatd pe parcursul programului de
cercetare.

Lucrari publicate in reviste de specialitate — ISI

» Ghiutq, 1. Cristea, D., Croitoru, C, Kost, J., Wenkert, R., Vyrides, I. Anayiotos, A., Munteanu, D.
Characterization and antimicrobial activity of silver nanoparticles, biosynthesized using Bacillus
species, Applied Surface Science (2017),
http://dx.doi.org/10.1016/j.apsusc.2017.09.163.

» Jinga, V., Mateescu, A.O,, Cristea, D, Mateescu, G., Burducea, I, lonescu, C, Crdciun, 1., Ghiuta, |,

Samolid, C, Ursutiu, D, Munteanu, D. Compositional, morphological and mechanical
investigations of monolayer type coatings obtained by standard and reactive magnetron
sputtering from Ti, TiB, and WC, Applied Surface Science, Volume 358, Part B, 15 December
2015, Pages 579-585.

Lucrari publicate in reviste de specialitate — BDI / B+

> Ghiutd, I, Cristea, D., Milosan, I., Munteanu, D.: Synthesis of Metallic Nanoparticles Mediated by
Microbes, RECENT, vol. 53pp. 177-183, 2017.

» Ghiutaq, I, Cristea, D., Munteanu, D.: Synthesis methods of metallic nanoparticles - an overview,
Bulletin of the Transilvania University of Brasov, vol. x, 2017, Series | — Engineering Sciences,
ISSN 2065-2119, pp. X

> Ghiuta, 1., Cristea, D,, Tint, D., Munteanu, D.: Surface Modification of Metallic Biomaterials Used as
Medical Implants and Prostheses, Bulletin of the Transilvania University of Brasov, Vol. 8 (57)
No.2- 2015, Series | — Engineering Sciences, ISSN 2065-2119, pp. 159-164

» Cristea, D., Ghiutd, I, Munteanu, D.: Tantalum Based Materials for Implants and Prostheses
Applications, Bulletin of the Transilvania University of Brasov, Vol. 8 (57) No.2- 2015, Series | —
Engineering Sciences, ISSN 2065-2119, pp. 151-158;

Lucradri in extenso publicate in Proceedings
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> Patru, M., Cristea, D., Ghiuta, 1., Munteanu, D.: The effect of Ti /AIN interlayers on the mechanical
and tribological behavior of DLC coatings, European Conference on Heat Treatment 2015 22nd
IFHTSE Congress, 20 — 22 Mai Venetia, Italia.

Participare la Conferinte Internationale

> Ghiuta I, Cristea D., Munteanu D. Biosynthesis of metallic nanoparticles using
microorganisms, 10" International Conference on Materials Science & Engineering, Brasov,
Romania

> Ghiuta, I, D. Cristea, I. Vyrides, A. Anayiotos, D. Munteanu: Biosynthesis of zinc oxide
nanoparticles using Enterobacter, 10" International Conference on Materials Science &
Engineering, Brasov, Romania

> Ghiutq, I. Kost, J.,, Wenkert, R, Munteanu, D.: Green synthesis of silver chloride nanoparticles
using Rhodotorula Mucilaginosa, 5™ International Conference on Powder Metallurgy & Advanced
Materials, Cluj, Romania

> Ghiuta, I. Cristea, D., Wenkert, R, Munteanu, D:: Precursor concentration influence on the
morphology and antimicrobial activity of silver chloride nanoparticles. In: Book of Abstracts,
5™ International Conference on Powder Metallurgy & Advanced Materials, Cluj, Romania,2017.

> Ghiuta |, Cristea D, Tint D, Munteanu D., Surface modification of metallic biomaterials used as
medical implants and prostheses, New Trends on Sensing - Monitoring - Telediagnosis for Life
Sciences, Brasov, Romania, NT-SMT-LS September 3-5, 2015

» Cristea D., Ghiuta I., Munteanu D., Thin film coatings for implants and prostheses applications,
New Trends on Sensing - Monitoring - Telediagnosis for Life Sciences, Brasov, Romania, NT-
SMT-LS September 3-5, 2015

> D. Cristea, L. Cunha, I. Ghiuta, N.P. Barradas, E. Alves, D. Munteanu: Photocatalytic Behviour of
Magnetron Sputtered Tantalum Oxynistride Thin Films, International Conference on Materials
Science and Engineering - BRAMAT 2015, 05-07 Martie 2015, Brasov, Romania.

> Patru, M,, D. Cristea, I. Ghiutd, D. Munteanu, The Effect of AIN/Ti Interlayers on the Mechanical
and Tribological Behaviour of DLC Coatings; European Conference of Heat Treatment 2015 &
22" |FHSTE Congress, 20-22 May 2015, Venice, Italy

Participare la Conferinte Nationale

> Ghiuta |, Stenturi metalice folosite in cardiologia interventionald, Conferinta Nationald
Creativitate si Inventicad, 6 iunie 2015

6.4 Directii viitoare de cercetare
Luand in considerare situatiile intalnite pe parcursul studiilor, s-au conturat diverse directii de

cercetare. Multe dintre ele s-au concretizat si au fost prezentate in lucrare, insa cateva definesc
directiile viitoare de cercetare ale subiectului:
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Testarea comportamentului nanoparticulelor de oxid de zinc obtinute prin metode verzi prin
addugarea acestora in retetele unor creme cu protectie solard. De asemenea, se doreste
dezvoltarea pe aceeasi directie a nanoparticulelor de dioxid de titan.

Extinderea cercetdrilor privind combinarea metodei de sinteza utilizand microorganisme, cu alte
metode, cum ar fi: sonofragmentarea, ablatia laser, etc.

Optimizarea parametrilor de proces ai sintezei verzi utilizand microorganisme in vederea obtinerii
unor solutii cu nanoparticule mono-disperse, excluzand utilizarea stabilizatorilor chimici.

Identificarea enzimelor secretate de micoorganimse, care sunt rdspunzdtoare de bioreductia
ionilor metalici. Se urmadreste dezvoltarea si implementarea acestora in procesele de biosintezd a
nanoparticulelor.

Aprofundarea cercetdrilor si realizarea unei comparatii complexe referitoare la utilizarea
diferitelor metode de sinteza a nanoparticulelor si testarea proprietdtilor unice detinute de
acestea. Identificarea metodei optime din punct de vedere cost, timp, performantd. De asemenea,
trebuie tinut cont si procentul eco in dezvoltarea metodei.

Dezvoltarea sintezei verzi a nanoparticulelor metalice prin utilizarea diferitelor extracte de plante.
De asemenea, se doreste a se realiza o paraleld intre activitatea animicrobiana dezvoltatad de
nanoparticule obtinute prin sinteza verde mediatd de microorganisme, cat si sinteza verde
mediata de extracte de plante.
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Rezumatul tezei

Scopul tezei de doctorat il reprezinta studiul nanoparticulelor metalice, reliefat de sinteza,
caracterizarea si aplicabilitatea acestora, realizate in vederea dezvoltdrii si imbunatatirii
activitatii antimicrobiene. Pentru sinteza de nanoparticule au fost utilizate diferite
microorganisme capabile sa inlocuiasca reducatorii si stabilizatorii chimici. Astfel, s-a
demonstrat ca bacterii ca Enterobacter si Bacillus sunt capabile sa medieze sinteza de
nanoparticule de oxid de zinc, respectiv de argint. De asemenea, microorganisme precum
Rhodotorulla, Raoultella, Pantoea si Enterococcus au fost folosite pentru sinteza
nanoparticulelor de clorurd de argint. Rezultatele obtinute au fost optimizate prin adaptarea
unor parametrii de proces, ca timpul de incubare, temperatura sau concentratia molara a
precursorului. Nanoparticulele au fost caracterizate atat din punct de vedere morfologic, cat
si structural. Pe parcursul studilor a fost testata activitatea antimicrobiana a
nanoparticulelor biosintetizate si a fost demonstratd capacitatea acestora de a dezvolta
sinergismul in prezenta unor antibiotice.

Abstract

The aim of the PhD thesis is the study of metal nanoparticles, highlighted by the synthesis,
characterization and applicability of these particles, with the purpose of developing and
improving their antimicrobial activity. For the synthesis of nanoparticles, various
microorganisms capable of replacing chemical reducers and stabilizers have been used. Thus,
it has been shown that bacteria such as Enterobacter and Bacillus are capable of mediating
the synthesis of zinc oxide and silver nanoparticles. Moreover, microorganisms such as,
Rhodotorulla, Raoultella, Pantoea and Enterococcus have been used for the synthesis of
silver chloride nanoparticles. The results obtained were optimized by adapting some process
parameters, such as incubation time, temperature, or molar concentration of the precursor.
The nanoparticles have been characterized both morphologically and structurally. During the
studies, the antimicrobial activity of biosynthesized nanoparticles was tested and their ability
to develop synergism in the presence of antibiotics was demonstrated.
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