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Introducere

Tn contextul mondial al obtinerii de noi materiale cu aplicatii multifunctionale, nanomaterialele
sunt cercetate in laboratoarele din intreaga lume. Proprietitile lor specifice sunt generate de raportul
suprafata/volum mare, caracteristic domeniului nano. Argilele anionice de tip hidrotalciti sau, mai
general, hidroxizii dublu lamelari (LDHSs), sunt caracterizate printr-o structura lamelara stratificata
asemanatoare cu cea a brucitului, Mg(OH),, dar in care o parte din cationii bivalenti sunt inlocuiti de
cationi trivalenti cu rezultat Tn incarcarea pozitiva a lamelelor. Stabilitatea Tmpachetarii stratificate este
asigurata de anioni care leaga electrostatic lamele adiacente. Din punct de vedere al texturii lor, argilele
anionice sunt formate din modele organizate de tip ansamble de nanoparticule. Nanoparticulele de
argile sunt definite de forma, dimensiunea si modul lor de autoorganizare. Nanoparticulele de metale
sau oxizi metalici fac parte de asemenea din clasa nanomaterialelor cu proprietati deosebite. Din pacate
stabilitatea lor redusa din cauza fenomenului de agregare reduce mult utilizarea lor.

Tn acest context, activitatile de cercetare al caror rezultate sunt prezentate in aceasta teza de
doctorat, au urmarit crearea de ansamble nanostructurate pe baza de argile anionice de tip hidrotalciti —
nanoparticule de metale sau oxizi metalici.

Un rezultat nou si original, fata de literatura de specialitate, 1l constituie obtinerea si organizarea
de nanoparticule de metale sau oxizi metalici folosind procesul de reconstructie structurala a argilelor
anionice. Astfel s-au obtinut si studiat autoasamblari de tip nanoparticule de metale sau oxizi metalici —
argile anionice LDH care combina proprietatile argilei cu cele ale nanoparticulelor de metale sau oxizi
metalici. Aplicatiile acestor noi materiale ca agenti antimicrobieni si fotocatalitici au fost de asemenea
studiate.

Obiectivele cercetarii desfasurate in cadrul tezei de doctorat sunt:

- fabricarea ansamblelor nanostructurate de tip nanoparticule de metale sau oxizi metalici
— matrice de argile anionice de tip hidrotalciti;

- studiul proprietatilor fizico-chimice a ansamblelor nanostructurate obtinute, folosind
tehnici experimentale moderne de analiza, cum ar fi: XRD, XPS, TEM-SAED, SEM,
FTIR, ICP, EDX;

- aplicatii ale noilor ansamble de nanoparticule de metale sau oxizi metalici — argile
anionice de tip hidrotalciti fabricate ca materiale cu proprietati optice si fotocatalitice si
materiale cu proprietati antimicrobiene.

Noutatea si originalitatea rezultatelor obtinute rezida in:
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- fabricarea noilor materiale de tip ansamble nanostructurate combina procedura de
sinteza a nanoparticulelor de metale sau oxizi metalici cu autoorganizarea acestora pe
suprafata matricei de argila. Procedura de fabricare si autoasamblare este ieftina si
simpla si apare pentru prima data descrisa in literatura de specialitate;

- cuplarea proprietatilor fizico-chimice si prin urmare obtinerea de nanoarhitecturi cu
proprietati complexe prin asamblarea matricelor biocompatibile de tip argile anionice si
a nanoparticulelor de metale sau oxizi metalici;

- aplicatiile materialelor fabricate ca noi materiale cu proprietati antimicrobiene si
fotocatalitice. Rezultatele arata ca aceste noi tipuri de asamblari nanometrice au
proprietati antimicrobiene si fotocatalitice performante.

Importanta si originalitatea rezultatelor pentru domeniul stiintific au facut posibila publicarea a
trei articole in reviste cotate 1SI cu factori de impact ridicati si participarea la mai multe manifestari
stiintifice internationale.

Teza de doctorat este structurata in doua parti: Partea |, Stadiul cunoasterii (3 capitole) si Partea
a ll-a, Contributii proprii (3 capitole). Lucrarea mai contine capitolele: Introducere, Concluzii generale,
Activitate stiintifica a doctorandului si Bibliografie.

Partea I, cu studiul teoretic din literatura de specialitate, cuprinde trei capitole.

Primul capitol prezinta proprietatile structurale ale argilelor anionice ca o functie de natura si
raportul dintre cationii ce alcatuiesc reteaua lamelelor de tip brucit, de natura anionilor din zona
interlamelara si de starea de hidratare a materialelor precum si proprietatile nanotexturale, descrise prin
dimensiunile nanoparticulelor, cristalinitate, porozitate si suprafatd specifica. Sunt relatate
caracteristicile lor de biocompatibilitate prin aplicatii specifice (de principii farmaceutic active si
matrice stabilizatoare), aceste caracteristici fiind de interes pentru dezvoltarea de materiale
antimicrobiene eficiente.

In al doilea capitol sunt prezentate tehnicile de caracterizare a proprietatilor fizico-chimice
pentru ansamble nanostructurate nanoparticule de metale sau oxizi metalici — argile anionice de tip
hidrotalcit. Pentru fiecare tehnica se prezinta, de asemenea, utilitatea in analiza materialelor de tip
hidrotalcit, principiul de lucru, aparatura, modul de obtinere si interpretare a rezultatelor.

Al treilea capitol prezintad procedurile de fabricare pentru materiale nanometrice pe baza de
argile anionice de tip hidrotalciti, caracteristici specifice si domenii de aplicatie pentru astfel de

nanostructuri. Au fost, de asemenea, investigate, prin tehnici termoanalitice si difractie cu raze X,
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transformarile de faza pe durata tratamentelor termice pentru argilele de tip hidrotalcit, acestea
constituind parte importanta a proceselor de sinteza a ansamblelor nanostructurate.

Partea experimentala, de contributii proprii, este structurata in trei capitole.

Tn capitolul patru al tezei sunt prezentate fabricarea si caracterizarea fizico-chimici a
ansamblelor nanostructurate de nanoparticule metalice sau oxizi metalici — argile anionice de tip
hidrotalcit. Sunt descrise procedurile de fabricatie, ca functie de mediul de reconstructie a matricei de
argila anionica, cu obtinerea de structuri autoasamblate de nanoparticule de metale (Ag) sau oxizi
metalici (TiO,, NiO, CuO, ZnO, MgO, CeO;) depuse pe nanoparticule de argile anionice de tip
hidrotalciti (MgAILDH, ZnAILDH). Pentru noile formulari sintetizate sunt descrise caracteristicile:
structurale, de faza si de suprafata prin analize XRD, FTIR, XPS, compozitionale prin analize ICP,
EDX, texturale si morfologice prin analize TEM, SEM, adsorbtie de N, la 77 K.

Capitolele cinci si sase prezinta aplicatiile materialelor obtinute ca agenti fotocatalitici si
antimicrobieni.

Astfel, capitolul cinci descrie caracteristicile optice pentru ansamble formate din nanoparticule
de argint depuse pe matrice de argile anionice de tip hidrotalciti. Proprietatile fotosensibile ale
ansamblului format din nanoparticule de dioxid de titan depuse pe argile de tip hidrotalcit au fost
analizate prin evaluarea caracteristicilor optice si a comportamentului catalitic — in procesul de
fotodegradare al fenolului. Rezultatele au aratat performante fotocatalitice superioare, pe mai multe
runde catalitice, in comparatie cu fotocatalizatorul comercial Degussa P25. Performantele fotocatalitice
excelente pot aparea din nanotextura specifica a nanocompozitului TiO; — argila anionica obtinut prin
autoasamblare, prin Tmbunatatirea capacitatii de generare a perechilor electroni — gauri fotoinduse si
favorizarea proprietatilor de transfer de electroni la interfata.

Ultimul capitol, al partii experimentale, consta in prezentarea noilor aplicatii, ca agenti
antimicrobieni, pentru ansamblele nanostructurate fabricate. Sunt prezentate rezultatele studiilor
antimicrobiene in vitro, pe culturi bacteriene (Staphylococcus aureus, Escherichia coli) si fungice
(Candida albicans) si a studiilor antimicrobiene in vivo, pe soareci NMRI, in care s-au folosit doua
modele: cel al ranilor exterioare neinfectate si respectiv, al ranilor infectate cu Staphylococcus aureus.
Sunt prezentate caracteristici de toxicitate acuta si de biocompatibilitate in vivo a probelor administrate,
prin evaluarea tesuturilor zonelor ranite si a organelor interne si prin evolutia greutatii corporale si
refacerea blanii. Activitatea antimicrobiana mult mai eficienta pentru ansamblele nanometrice testate
este posibila datorita abilitatii matricei de argila anionica biocompatibila de a adsorbi microorganisme,

facilitand astfel interactiunile acestora cu nanoparticulele active de la suprafata matricei.
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Concluziile generale ale studiilor experimentale si ale rezultatelor obtinute sunt prezentate in
capitolul al saptelea al tezei.

CAPITOLUL IV
Obtinerea si caracterizarea ansamblelor nanostructurate pe baza de argile anionice
de tip hidrotalciti; noi formuliari compozitionale ca o functie de mediul de

reconstructie a matricei de argila

Sinteza ansamblelor nanostructurate de tip nanoparticule de metale sau oxizi metalici — argile
anionice se bazeaza pe procesul de reconstructie al argilelor anionice de tip hidrotalcit calcinate la
temperaturi moderate. Pentru materialele fabricate sunt studiate caracteristicile fizico — chimice prin
difractie cu raze X, spectroscopie in infrarosu, spectroscopie de electroni cu raze X, microscopie
electronica de transmisie, spectroscopie de raze X dispersiva in energie, spectroscopie de plasma

cuplata inductiv, microscopie electronica de baleiaj, adsorbtie de azot la 77 K.

IV.2.1. Sinteza ansamblelor de nanoparticule de metale sau oxizi metalici — argile anionice de tip
hidrotalciti

Argilele anionice de tip hidrotalcit au fost obtinute prin metoda de coprecipitare (Figura 1V.1).
Pentru obtinerea formelor calcinate, argilele anionice de tip hidrotalcit au fost supuse tratamentelor
termice, la temperaturi moderate (Figura 1V.2). Ansamblelor nanostructurate de nanoparticule de argint
— argile anionice de tip hidrotalciti au fost obtinute pe baza procesului de reconstructie al argilelor
anionice [96]. Figura IV.3. prezinta imagini reprezentative cu obtinerea ansamblelor nanostructurate de

nanoparticule de argint — argile anionice de tip hidrotalciti.
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Figura IV.1. Fotografie cu obtinerea argilei anionice de Figura IV.2. Fotografie cu calcinarea argilelor anionice
tip hidrotalcit, MgLDH, prin metoda coprecipitarii de tip hidrotalcit.
solutiilor apoase a sarurilor metalice precursoare.

Figura 1V.3. Imagini cu etape de sinteza a ansamblului argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc
(Ag/ZnLDH); (a) pregatirea solutiei de Ag,SO,; (b) adaugarea argilei precursor calcinate, de culoare alba; (c-d)
obtinerea nanoparticulelor de argint in timpul reconstructiei argilei; se observa viramentul culorii de la alb
(specific formei Ag*) la maro/negru (specific nanoparticulelor de AgP).
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IVV.3. Caracterizarea proprietatilor fizico-chimice

IVV.3.1. Caracteristici structurale si de faza obtinute prin analize XRD

Rezultatele XRD pentru ansamblul de nanoparticule de argint — argila anionica de tip hidrotalcit
partial substituita cu zinc proaspat sintetizat (notat Ag/ZnLDH) si in forma calcinata la 550 °C pentru
20 de ore (notat Ag/ZnLDH550) sunt comparate n figura 1V.4 cu rezultatele obtinute pentru matricea
de argila anionica partial substituita cu zinc, in cele doua forme: proaspat sintetizata (notata ZnLDH) si
calcinata la 550 °C (notata ZnLDH550).

Intensitate (u.a.)

2 teta (grade)

Figura IV.4. Caracteristicile XRD pentru probele studiate. ZnLDH, matrice de argila anionica substituita cu
zinc; Ag/ZnLDH, ansamblu argint nanometric — matrice de argila anionica substituita cu zinc; ZnLDH550, argila
precursor (ZnLDH) calcinata la 550 °C pentru 20 ore; Ag/ZnLDH550, Ag/ZnLDH calcinat la 550 °C pentru 20
ore [96].

ZnLDH este cristalizat in faza de tip hidrotalcit, fara alte impuritati cristaline, cu o serie de
reflexii simetrice si ascutite pentru planele bazale (00 I, | = 3,6) si reflexii largi, mai putin intense,
pentru planele nonbazale (01 I, I = 2,5,8). Celelalte reflexii pentru (110) si (113) pot fi clar distinse
ntre 20 = 60°, indicand o dezorganizare intralamelara redusa a retelei de argila cu continut de zinc.

Calcinarea la 550 °C pentru 20 ore distruge reteaua lamelara a argilei. Reflexiile caracteristice,
bine formate, Tn proba calcinata pot fi asimilate cu ZnO cristalin (wurtzit JCPDS nr. 36-1451), dupa
cum este indicat de prezenta peak-urilor la 26 = 31,9°, 34,5°, 36,3°, 47,6°, 56,8°, 62,9° si 68,2°,
corespunzatoare reflexiilor planelor (100), (002), (101), (102), (110), (103) si respectiv (112). Faze de

tip oxizi micsti ZnAl sau de tip spinel nu sunt observate dupa calcinarea argilei ZnLDH la 550 °C.



Ansamble nanostructurate pe baza de argile anionice de tip hidrotalciyi

Ansamblul nanostructurat argint — argila anionica de tip hidrotalcit (Ag/ZnLDH) prezinta o
serie de reflexii care indica caracteristicile complexe ale probei. Reflexiile marcate cu ‘o’ pot fi
asimilate structurii de tip hidrotalcit recastigate cand argila calcinata a fost introdusa in mediul apos al
AQ,SOy, in timp ce reflexiile marcate cu “** pot fi asimilate cu Ag metalic (JCPDS nr. 04-0783).
Reflexiile caracteristice ale ZnO pot fi inca observate, aratand ca procesul de reconstructie al argilei nu
a fost complet.

Caracteristicile ansamblului argint — argila tratat termic la 550 °C pentru 20 ore
(Ag/ZnLDH550) arata ca intensitatea si claritatea reflexiilor situate la unghiurile 26 = 37,9°, 44,0° si
63,9° (corespunzatoare reflexiilor principale ale argintului metalic) sunt accentuate; aceasta poate fi o
consecinta a procesului de agregare a nanoparticulelor de argint dupa tratament termic la 550 °C [98].

Tn figura V.6 sunt prezentate distributiile XRD pentru argila anionica de tip hidrotalcit partial
substituita cu zinc in formele: proaspat sintetizata, calcinata la 550 °C pentru 12 ore si reconstruita sub
forma de ansamblu nanostructurat dioxid de titan — argila anionica, la doi timpi diferiti de contact

dintre TiOSOy si argila calcinata in procesul de fabricatie: contact de 1 minut si, respectiv 15 minute.

Intensitate (u.a.)

2 teta (grade)

Figura 1V.6. Caracteristicile XRD pentru probele studiate. (a) matrice de argila anionica substituita cu zinc
(ZnLDH); (b) argila precursor (ZnLDH) calcinata la 550 °C pentru 12 ore; (c) argila reconstruita la un timp de
contact dintre argila calcinata si TiOSO,4 de 1 minut; (d) argila reconstruita la un timp de contact dintre argila

calcinata si TiOSO,4 de 15 minute [101].

Céand argila proaspat calcinata este introdusa pentru un timp scurt (1 minut) 1n solutia de
TiOSO,, distributia XRD (Figura IV.6c) rezultata imbina reflexiile caracteristice ale argilei lamelare cu

cele ale formei calcinate, aceasta indicand ca procesul de reconstructie al argilei nu este complet in
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acest moment. Cand timpul de contact dintre argila calcinata si solutia de TiOSO, a fost crescut la 15
minute, distributia XRD pentru TiO,/ZnLDH (Figura 1V.6d) prezinta doua tipuri de reflexii. Peak-urile
marcate cu “*’ pot fi atribuite structurii de tip hidrotalcit recastigate, in timp ce peak-urile marcate cu
‘o’ (la 26 = 25,28, 37,8, 36,3, 47,6, 56,7, 62,9 si 68,2) sunt caracteristice reflexiilor fazei TiO, anatas
(JCPDS nr. 21-127).

Tabelul 1V.1 prezinta parametrii calculati ai celulei si distantele libere interlamelare pentru
materialele analizate. Deplasarea spre stanga a peak-ului (003) si cresterea parametrului c indica
interactiuni lamele — zona interlamelara modificate si cresterea distantei libere interlamelare (IFS) dupa

reconstructia argilei.

Tabel 1V.1
Proprietatile structurale pentru probele studiate.
Proba Parametri structurali ai argilei (A)

a c IFS®
ZnLDH 3,07 22,6 2,7
NiO/ZnLDH 3,09 26,7 4,1
TiO,/ZnLDH 3,09 23,73 3,11

® Distanta libera interlamelara (interlayer free space, IFS); IFS = dgos — 4,8 A.
ZnLDH, matrice de argild anionica substituitd cu zinc; NiO/ZnLDH, ansamblu de oxid de nichel — matrice de
argila anionica; TiO,/ZnLDH, ansamblu de dioxid de titan — matrice de argila anionica.

I1V.3.2. Caracteristici de suprafata obtinute prin analize XPS

Figura 1V.8a ilustreaza spectrul XPS complet si regiunea XPS Ag3d pentru ansamblul
nanostructurat Ag/ZnLDH. Spectrul general include peak-urile caracteristice pentru Zn2ps, (1022,7
eV), Al2p (73,87 eV), Ag3d si Ols cu toate energiile de legatura, avand Cls (284,8 eV) ca referinta.
Pentru regiunea Ag3d, peak-urile Ag3ds, si Ag3ds, apar la energiile de legatura de 373,12 eV si
respectiv 367,17 eV. Aceste valori ale energiilor de legatura sunt foarte similare cu cele raportate
pentru argint in compusul Ag/ZnO [104]; mediul electronic complex de la suprafata heterostructurii Ag
— Zn arata interactiuni electronice puternice intre argint si zinc [105]. Peak-ul O1s (figura 1V.8a) poate

fi despartit Tn doua.
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argint nanometric — matrice de
argila anionica substituita cu zinc
(Ag/ZnLDH) cu regiunea Ag3d
detaliata.

Ajustarea peak-ului Ols din
spectrele  XPS pentru: ZnLDH,
matrice de argila anionica
substituita cu zinc; ZnLDH550,
argila precursor (ZnLDH)
calcinata la 550 °C pentru 20 ore;
Ag/ZnLDH, ansamblu de argint
nanometric — matrice de argila
anionica substituita cu zinc.
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Primul peak (O3), cu energie de legatura mai joasa (egala cu 529,4 eV, 529,7 eV si 530,1 eV
pentru Ag/ZnLDH, ZnLDH si respectiv, ZnLDH550) este asociat cu oxigenul din retea legat de cationii
metalici, in timp ce al doilea peak (Oy), cu energie de legatura mai mare, de aproximativ 531,4 eV, cel
mai probabil apartine oxigenului de suprafata, constand in principal din speciile de oxigen ale
gruparilor hidroxil [106].

Prezenta relativa a acestor doua specii (calculata ca procente de suprafata a peak-urilor O si Oy
n suprafata totala a peak-ului O1s) este prezentata in tabelul 1V.2. Contributia legaturii dintre oxigen si
cationii retelei creste comparativ cu cea a legaturii de oxigen apartinand gruparilor hidroxil de suprafata
in ordinea: ZnLDH < ZnLDH550 < Ag/ZnLDH.

Tabel 1V.2
Caracteristici de suprafata descrise prin analize XPS, pentru probele studiate.
Proba O1s (suprafata peak-ului din suprafata Raport atomic la suprafata (%)
totala)
O, Oy O/Zn O/Ag O/Al
ZnLDH 32,9 67,0 4,76 - 7,52
ZnL.DH550 42,8 57,1 3,34 - 4,79
Ag/ZnLDH 62,0 37,9 4,43 25,68 6,59
TiO,/ZnLDH 45,2 54,1 - - -

ZnLDH, matrice de argila anionica substituitd cu zinc; ZnLDH550, argila precursor (ZnLDH) calcinata la 550
°C pentru 20 ore; Ag/ZnLDH, ansamblu de argint nanometric — matrice de argild anionica; TiO,/ZnLDH,
ansamblu de argint nanometric — matrice de argila anionica.

IVV.3.3. Caracteristici de suprafata obtinute prin analize TEM-SAED, SEM si adsorbtie de N; la
77 K.

Analizele TEM ofera o imagine de aproape a trasaturilor morfologice. Rezultatele analizelor
TEM pentru argint nanometric — argila anionica de tip hidrotalcit partial substituita cu zinc (notata
Ag/ZnLDH) si pentru matricea de argila anionica partial substituita cu zinc calcinata la 550 °C (notata
ZnL.DH550) sunt prezentate in figura 1V.10.
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Figura 1V.10. Imagini ale microscopiei electronice de transmisie cu distributia electronilor difractati pentru aria
selectata (SAED) inclusa. (a) Argila precursor calcinata la 550 (ZnLDH550); (b) ansamblu de argint nanometric
— matrice de argila anionica (Ag/ZnLDH) [96].

Imaginile TEM pentru argila calcinata ZnLDH550 (Figura 1V.10a) indica particule plate, cu
suprafete curate. Pentru structura nanostructurata argint — argila, imaginea TEM (Figura 1V.10b) arata
ca nanoparticulele de argint (diametru mediu de 7 nm) sunt depuse pe nanoparticulele mai mari de
argila anionica de tip hidrotalcit substituita cu zinc. Distributia electronilor difractati pentru aria
selectata (SAED, selected area electron diffraction) in cazul Ag/ZnLDH (Figura 1VV.10b) aratd o gama

de inele de difractie complexa in care planele (111), (200), (220) si (311) pentru argint metalic pot fi
identificate [110,111].
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Imaginea SEM (Figura 1V.11) pentru ansamblul nanostructurat Ag/ZnLDH prezinta
nanoparticule hexagoanle plate, aproximativ uniforme ca marime, cu dimensiuni medii de 85 nm,
foarte subtiri. Imaginea SEM marita confirma ca nanoparticule de argint bine definite sunt dispersate
pe particulele mai mari de argila.

Figura I1V.11. Fotografii FESEM pentru ansamblu de argint nanometric — matrice de argila anionica
(Ag/ZnLDH).

Rezultatele analizelor TEM si FESEM pentru ansamblul nanostructurat oxid de nichel
nanometric — argila anionica de tip hidrotalcit (NiO/ZnLDH) sunt prezentate n figura 1V.12a - c.

Imaginea prin analiza TEM pentru ZnLDH (Figura 1V.12a) arata faptul ca nanoparticulele mari
de argila anionica de tip hidrotalcit, sunt definite de un diametru mediu de aproximativ 90 nm; prezinta
suprafata curata, fara asperitati. Fotografiile pentru NiO/ZnLDH (Figura 1V.12b,c) evidentiaza dupa
reconstructia structurala a argilei, ansamble aglomerate de nanoparticule hexagonale plate de argila pe

care sunt depuse nanoparticule mult mai mici, bine definite. Diametrul mediu al lor este de aproximativ
7 nm.
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Figura. IV.12. (a) Imagine TEM reprezentativa pentru matricea de argila anionica substituita cu zinc (ZnLDH);
(b) Imagine TEM reprezentativa pentru ansamblu de NiO nanometric/matrice de argila anionica substituita cu
zinc (NiO/ZnLDH); (c) Fotografie SEM pentru NiO/ZnLDH [100].

Imaginile prin analize TEM si SEM reprezentative pentru ansamblul nanostructurat dioxid de
titan nanometric — argila anionica de tip hidrotalcit si pentru matrice de argila anionica precursor sunt
prezentate in figura 1V.13.

Imaginea prin analiza TEM pentru argila anionica substituita cu zinc, (Figura 1V.13b) prezinta
particule plate, tipice pentru argile de tip hidrotalciti, cu suprafata curata. Marimea medie a
nanoparticulelor de ZnLDH este de aproximativ 80 nm. Imaginea de difractie electronica pentru aria
selectata corespunzatoare (SAED) prezinta doua inele difuze, caracteristice pentru ZnLDH.

Tn schimb, pentru TiO,/ZnLDH imaginea TEM (Figura 1V.13a) arata ca, dupa procesul de
reconstructie al argilei in TiOSO4, nanoparticule mici, definite de un diametru mediu de aproximativ 7

nm, sunt bine dispersate pe nanoparticulele mai mari de argila. Imaginea de difractie electronica
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(SAED) pentru TiO2/ZnLDH prezinta o structura mult mai complexa in care inelele de difractie pentru

faza TiO,— anatas nanocristalina pot fi identificate [112].

(a) (b)

(c)

Figura 1V.13. (a) Imagine TEM reprezentativa cu distributia electronilor difractati pentru aria selectata (SAED)
inclusa pentru ansamblu de TiO, nanometric — matrice de argila anionica substituita cu zinc (TiOx/ZnLDH); (b)
Imagine TEM reprezentativa cu distributia electronilor difractati pentru aria selectata (SAED) inclusa pentru
matricea de argila anionica substituita cu zinc (ZnLDH); (c) Fotografie FESEM pentru TiO,/ZnLDH [101].
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Imaginea prin analiza SEM pentru TiO,/ZnLDH (Figura 1VV.13c) arata o structura stratificata, de
tip ,,house-of-cards” (casa de carti), care este specifica argilelor de tip hidrotalcit [113]. Imaginea prin
analiza SEM marita indica faptul ca particulele de argila sunt in domeniu nanometric (aproximativ 100
nm) si puternic interconectate.

Rezultatele prin microscopie electronica de transmisie (TEM) si de baleiaj (SEM) dezvaluie
cresterea si dezvoltarea de nanoparticule de metale (Ag) sau oxizi metalici (NiO, TiO,) puternic
dispersate pe nanoparticulele de matrice de argila de tip hidrotalcit, cu obtinerea de structuri
autoasamblate nanometrice. Atat argilele anionice de tip hidrotalcit, cat si nanostructurile obtinute pe
baza de argile anionice de tip hidrotalcit sunt formate din ansamble de nanoparticule a caror
dimensiune si aranjament geometric pot fi modelate prin sinteza. Nanotextura ansamblelor obtinute da
nastere la proprietati mezoporoase.

Valorile caracterisiticile texturale pentru ansamble nanometrice pe baza de argile anionice de tip

hidrotalciti sintetizate sunt prezentate in tabelul 1V.3.

Tabel 1V.3

Proprietati texturale pentru probele studiate.
Proba Seer (M?/Q) dp (nm)
ZnLDH 79 38
ZnLDH550 134 29
Ag/ZnLDH 55 19
TiO,/ZnLDH 52 29

Sger, suprafata specifica Brunauer — Emmett — Teller; d, diametru mediu al porilor; ZnLDH, matrice de argila
anionica substituita cu zinc; ZnLDH550, argila precursor (ZnLDH) calcinatda la 550 °C pentru 20 ore;
Ag/ZnLDH, ansamblu de argint nanometric — matrice de argila anionica de tip hidrotalcit; TiO,/ZnLDH,
ansamblu de dioxid de titan nanometric — matrice de argila anionica de tip hidrotalcit.

IVV.3.4. Proprietati de compozitie obtinute prin analize EDX si ICP.

Compozitia locala elementara a probelor a fost studiatd prin microanaliza EDX. Figura 1V.15

prezinta distributiile caracteristice pentru ansamblele nanostructurate NiO/ZnLDH si TiO,/ZnLDH.
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Figura 1V.15. Distributiile prin analize EDX caracteristice pentru ansamblele: (a) oxid de nichel nanometric —
matrice de argila anionica substituita cu zinc (NiO/ZnLDH) [100]; (b) dioxid de titan nanometric — matrice de
argila anionica substituitd cu zinc (TiOx/ZnLDH) [101].

Distributia prin analiza EDX pentru ansamblul nanostructurat NiO/ZnLDH arata peak-uri
majore asimilate cu Ni, Zn, O si Al, in timp ce semnalul pentru Cu provine de la echipamentul TEM —
EDX. Raportul atomic prin analiza EDX gasit pentru Ni/Zn este de aproximativ 0,67. Aceasta valoare
este in concordanta cu rezultatele analizei chimice prin ICP .
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Distributia prin analiza EDX pentru ansamblul nanostructurat TiO,/ZnLDH prezinta in acest
caz peak-uri majore asimilate cu Ti, Zn, O si Al. Raportul atomic prin analiza EDX pentru Ti/Zn este
de aproximativ 0,7.

Informatii despre compozitia chimica a probelor sunt prezentate si in tabelul 1V 4.

Tabel V1.4
Compozitie chimica prin analize EDX si XPS pentru probele studiate.
Proba Zn:Al Atom %, Proba Atom %, Proba Ag
EDX EDX %,
Ni Zn Ti Zn ICP
ZnLDH 2,010 - 79 ZnLDH - 34,3 ZnLDH -
NiO/ZnLDH 2,0:1,0 28,7 134 TiOy/ZnLDH 11,1 157 Ag/ZnLDH 8,72
(27,1)* 9,7

#Obtinut prin spectroscopie ICP. ZnLDH, matrice de argila anionica substituiti cu zinc; NiO/ZnLDH, ansamblu
de oxid de nichel nanometric — matrice de argila anionica; TiO,/ZnLDH, ansamblu de dioxid de titan nanometric
— matrice de argila anionica; Ag/ZnLDH, ansamblu de argint nanometric — matrice de argila anionica.

Rapoartele atomice Zn/Al pentru probele studiate, determinate prin spectroscopie ICP, coincid

cu cele din solutiile apoase ale sarurilor din startul sintezei, la care se adauga erorile experimentale.
IVV.3.5. Natura anionilor zonei interlamelare studiata prin spectroscopie FTIR

Analiza spectroscopica FTIR este capabila sa ofere informatii despre natura anionilor din zonele
interlamelare ale argilelor.

In figura V.16 sunt prezentate rezultatele spectroscopiei FTIR pentru structurile lamelare
Ag/ZnLDH si ZnLDH.

Peak-urile de absorbtie largi in regiunea 2800 — 3600 cm™ si 1560 cm™ sunt atribuite modului
de intindere simetric O-H si modurilor de deformare a hidroxizilor metalici din lamele sau a
moleculelor de apa interlamelare. Banda corespunzatoare modului de deformare don apare intre 1644 —
1648 cm™ si poate fi atribuita apei interlamelare sorbite. Intensitatea ultimelor doua benzi depinde de
tipul anionului prezent in zona interlamelara si de cantitatea de apa. Principalele benzi de adsorbtie
datorate anionilor interstrat apar in regiunea 1000 — 1800 cm™. Anionul carbonat, care este cel mai
comun ion interlamelar, este identificat prin trei benzi de absorbtie Tn domeniu IR, ce apar in structura
de tip hidrotalcit la 1370- 1383 cm™ atributa modului de vibratie vs [106], la 850 — 880 cm™ atribuita
modului de vibratie v, si la 670 — 690 cm™ atribuita modului de vibratie v4. Uneori apare o banda
caracteristica la 1350 — 1400 cm™ datoratd scaderii simetriei carbonatului sau cresterii dezordinei
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interstratale. Scaderea simetriei carbonatului activeaza de asemenea vibratia acestuia in jurul valorii de
1050 cm™.

Intensitate (u.a.)

Numar de undi (cm™)

Figura 1V.16. Spectrul in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR) pentru probele studiate. ZnLDH, matrice de
argila anionica substituita cu zinc; Ag/ZnLDH, ansamblu de nanoparticule de argint — matrice de argila anionica
substituita cu zinc; ZnLDH550, argila precursor (ZnLDH) calcinata la 550 °C pentru 20 ore [100].

Pentru Ag/ZnLDH, o nou banda este observati la 1122 cm™ asimilata modului de vibratie vs al
SO,* si, ca 0 consecintd, prezenta sulfatului poate fi recunoscuti Tn zona interlamelari a argilei
anionice reconstruite. Tn regiunea cu lungimi de unda joase (<1000 cm™), sunt observate modurile de
vibratie a lamelelor de tip hidrotalcit ca M — O (550, 590 si 840 cm™) si O — M — O (430 cm™) [105].
Pentru argila proaspat calcinata (ZnLDH550), vibratiile caracteristice in regiunea 1370 — 1560 cm™
aproape dispar, demonstrand faptul ca anionii interlamelari au fost indepartati prin calcinare.

Caracteristicile structurale, compozitionale, texturale si de suprafatd evidentiaza faptul ca
procesul de reconstructie a argilei de tip hidrotalcit conduce la o formulare autoasamblata ce Tmbina

proprietatile structurale si de suprafata ale nanoparticulelor depuse cu proprietatile complexe ale argilei
anionice de tip hidrotalcit.



Ansamble nanostructurate pe baza de argile anionice de tip hidrotalciyi

CAPITOLUL V
Proprietati optice si fotocatalitice a ansamblelor nanostructurate pe baza de argile

anionice de tip hidrotalciti

Proprietatile optice pentru ansamblele formate din nanoparticule de argint depuse pe matrice de
argile anionice de tip hidrotalcit (notate Ag/ZnAILDH si Ag/MgAILDH) si proprietatile optice si
fotocatalitice in degradarea fenolului pentru ansamblul nanostructurat dioxid de titan depuse pe matrice

de argila anionica de tip hidrotalcit (notat TiO,/ZnLDH) au fost studiate prin analize UV/vis.

V.1. Materiale si metode

Spectrele de absorbtie UV/vis au fost inregistrate pe un domeniu de 190 — 900 nm cu o viteza
de scanare de 200 nm/minut folosind un spectrofotometru Jasco V550 cu doua canale optice. Probele
au fost preparate prin imobilizarea pulberii ntre sticla de cuart si un suport din policlorura de vinil.
Fotodegradarea fenolului a fost realizata prin utilizarea unei solutii de 0,425 mmol/I in apa distilata. Tn
patru probe de 250 ml solutie au fost adaugate cate 0,5 g TiO,/ZnLDH. Temperatura a fost mentinuta la
298 K si solutiile au fost agitate in vasul de reactie timp de 40 minute cu scopul atingerii echilibrului de
adsorbtie. Solutiile au fost iradiate cu lumina UV pentru 1 — 5 ore folosind o lampa UV Pen-Ray Power
Supply (UVP Products), cu A = 254 nm si intensitate de 4400 mW/cm?, plasata ntr-un tub de quart
imersat in solutie. Dupa timpi de iradiagie definiti, 20 ml din solutie au fost filtrati pentru indepartarea
catalizatorului. Catalizatorul recuperat a fost reutilizat pentru a doua si a treia runda catalitica, utilizand
conditiile experimentale de la prima runda. Fotoeficienta catalizatorului a fost monitorizata prin analize
spectroscopice UV/vis urmarindu-se absorbanta (A) la 269 nm caracteristica fenolului (cu A = Ap la
timpul de iradiere t = 0). Asumand un mecanism de fotodegradare similar pentru toate materialele,

rezultatele sunt exprimate ca variatie a raportului A/A, in functie de timp.
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V.2. Rezultate si discutii
V.2.1. Proprietati optice ale ansamblelor de nanoparticule de argint — matrice de argile anionice
de tip hidrotalciti

Figura V.1 prezinta caracteristicile absorbtiei optice in regiunea UV/vis pentru argile de tip
hidrotalcit diferite compozitional (MgAILDH si ZnAILDH) in formele proaspat sintetizate, calcinate la

550 °C si reconstruite sub forma de ansamble nanometrice argint — argile anionice.
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Figura V.1. Spectre de absorbtie Tn domeniul UV/vis pentru: (a) argila anionica de tip hidrotalcit in formele
proaspat sintetizata (MgAILDH), calcinata la 550 °C (MgAILDH 823 K) si reconstruita cu formarea ansamblului
nanostructurat (Ag/MgAILDH); (b) argila anionica substituita cu zinc in formele proaspat sintetizata
(ZnAILDH), calcinata la 550 °C (ZnAILDH 823 K) si reconstruita cu formarea ansamblului nanostructurat
(Ag/ZnAlILDH) [123].
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Se observa o diferenta evidenta Tntre profilul optic al probelor cu conginut de Ag in structura
(Ag/MgAILDH si Ag/ZnAILDH) comparativ cu argilele precursor, care nu prezinta peak-uri de
absorbtie. Privitor la formele de argila calcinate la 550 °C, argila anionica cu continut de Mg (notata
MgAILDH 823 K), nu prezinta peak de absorbtie, n timp ce, forma calcinata a argilei anionice partial
substituite cu zinc (notata ZnAILDH 823 K), prezinta o banda de absorbtie centrata la 300 nm, ce poate
fi asimilata nanoparticulelor de ZnO formate pe suprafata argilei anionice Tn urma tratamentului termic
la 550 °C [116].

Prin observarea domeniului spectral corespunzator lungimilor de unda mari (A = 300 nm),
profilele optice pentru ansamblele nanometrice Ag/MgAILDH si Ag/ZnAILDH prezinta peak-uri de
absorbtie largi si asimetrice cu Amax = 415 nm, care pot fi corelate cu rezonanta plasmonica de suprafata
(surface plasmon resonance, SPR) a electronilor din banda de conductie a nanoparticulelor de argint.
Forma si pozitia benzii SPR este in concordantd cu rezultatele publicate in literatura pentru
nanoparticule de argint [97,117-119]. Pozitia benzii SPR este sensibila la variatia marimii particulelor,
interactiunilor si transferului de sarcina al acestora cu mediul, indicelui de reflexie al mediului, etc.
[120,121]. Formarea nanoparticulelor de Ag pe matricele de argile anionice de tip hidrotalcit este de
asemenea indicata de viramentul de la incolor la maro pe durata sintezei ansamblelor (a se vedea
capitoul 1V, figura IV.3), datorita reducerii Ag*la Ag’.

Pe langa SPR clar vizibil, pentru ansamblele cu argint, pot fi identificate in domeniu UV doua
benzi de tranzitie: prima, situata la lungime de unda de aproximativ 257 nm, poate fi asimilata cu Ag°
si a doua, de tranzitie, mult mai redusa, (un umar), situata intre 200 si 230 nm, poate fi asimilata formei

Ag" [122] demostrand astfel ca majoritatea ionilor Ag* au fost redusi la Ag® in procesul de

reconstructie a argilei anionice in prezenta luminii (Ag,0 —2— Ag).

V.2.2. Proprietati optice si fotocatalitice ale ansamblului nanostructurat TiO,/ZnLDH

Figura V.2 arata spectrul pentru argilele anionice substituite cu zinc, ZnLDH, in formele
proaspat sintetizata si reconstruita. Dupa cum se observa, proprietatile optice sunt complet modificate
dupa reconstructia Tn solutia apoasa de TiOSO,. ZnLDH prezinta absorbanta foarte scazuta in regiunea
UV. Pentru ansamblul TiO,/ZnLDH, absorbanta creste puternic in regiunea UV, aratand caracteristici

optice similare cu cele raportate pentru nanoparticule de TiO, depuse pe zeoliti [124].
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Figura V.2. Spectre de absorbtie in domeniul UV/vis. ZnLDH, matrice de argila anionica substituita cu zinc;
TiO,/ZnLDH, ansamblu oxid de titan nanometric — matrice de argila anionica substituita cu zinc [101].

Contributia cumulata a caracteristicilor optice si trasaturilor texturale este capabila sa dea
nastere la proprietati fotocatalitice pentru nanostructuri autoasamblate oxid de titan — ZnLDH. Fenolul
este un poluant comun gasit in apa uzata rezultata din industria otelului, petrochimica, materialelor
plastice si fibrelor sintetice. Performantele fotocatalitice ale TiO,/ZnLDH au fost studiate in procesul
fotodegradarii fenolului. Disparitia poluantului ca functie de timp a fost urmarita prin analiza UV a
probelor preluate la diferite intervale de timp din solutia iradiata. Evolutia temporala a modificarilor
spectrului UV ce au avut loc pe durata degradarii fenolului pe TiO,/ZnLDH este prezentata in figura
V.3a, in timp ce scaderea raportului A/Ao ca functie a timpului de iradiere este prezentata in figura
V.3b. Rezultatele arata ca banda de absorbtie principala a fenolului, situata la 269 nm, scade gradual pe
durata degradarii fotoasistate. Eficienta de degradare a ansamblului TiO, — ZnLDH atinge 50% dupa
100 minute si 85% dupa 240 minute. Pe de alta parte, eficienta de degradare a argilei ZnLDH atinge
doar 27% dupa 240 minute. Comportamentul fotocatalitic al Degussa P25 a fost de asemenea masurat
ca referinta pentru TiO,/ZnLDH (Tabel V.1).
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Figura V.3. (a) Evolutia temporala a modificarilor Tn spectrul UV ce au loc pe durata fotodegradarii fenolului pe
fotocatalizatorul de TiO,/ZnLDH. (b) Degradarea fenolului sub lumina UV utilizand fotocatalizatorii (o)
ZnLDH si (A) TiO,/ZnLDH [101].

Sunt observate performante catalitice similare pentru TiO,/ZnLDH si P25 pe durata primei
runde catalitice. Pe durata rundei a doua si a treia, TiO,/ZnLDH prezinta activitate fotocatalitica
superioara Tn comparatie cu Degussa P25. Pe durata celei de-a doua runde, dupa 240 minute, eficienta
fotodegradarii atinge 75% pentru TiO,/ZnLDH si scade la 63% pentru Degussa P25, in timp ce pe
durata celei de-a treia runde valorile corespunzatoare scad la 67% si respectiv 43%. Aceste rezultate
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sunt Tn concordanta cu cele raportate recent de Yang si colab. [125], evidentiind eficienta fotocatalitica

superioara pentru TiO, nanometric atasat de 0 matrice mezoporoasa.

Tabel V.1
Performanta fotodegradarii pentru catalizatorii testati in functie de numarul de utilizari (N)*
AlA,
TiO,/ZnLDH Degussa P25
N 60 minute 240 minute 60 minute 240 minute
1 0,54 0,13 0,52 0,16
2 0,59 0,25 0,71 0,37
3 0,67 0,34 0,79 0,57

& Timpul de reactie = 60 si 240 minute.

CAPITOLUL VI
Ansamble nanostructurate pe baza de argile anionice de tip hidrotalciti: aplicatii ca

agenti antimicrobieni

A fost evaluata activitatea antimicrobiana in vitro pe bacterii gram — pozitive, gram — negative
si fungi, pentru ansamble nanostructurate de tip metal (Ag) si oxizi metalici (CuO, ZnO, MgO, CeOy,) —
argile anionice de tip hidrotalcit diferite compozitional; pentru ansamblul argint nanometric — argila
anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH) au fost efectuate teste de toxicitate acuta dermica si orala si a
fost evaluata activitatea antimicrobiana Tn vivo, pe soareci, folosind modelul ranilor neinfectate si

modelul ranilor infectate.

V1.1. Testarea activitatii antimicrobiene in vitro

Ansamble de nanoparticule de argint — argile anionice substituite cu zinc (Ag/ZnLDH)

Intr-un prim studiu, activitatea antibacteriania a ansamblului argint nanometric — matrice de
argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH) a fost testata pe Sthaphylococcus aureus (S. aureus)
ATCC 6538, 10% ufc/ml, folosind metoda difuzimetrica. S-a urmarit evolutia zonelor de inhibitie pe
durata a 48 de incubare la 37 °C (Figura V1.1).

Dupa 24 de ore de incubare, cilindrii Tn care a fost suspendat Ag/ZnLDH (cilindrii orientati pe
orizontala in figura V1.1a), sunt inconjurati de zone de inhibitie mari, cu diametrul de 20 mm, sugerand
capacitate antibacteriana excelentd pentru proba studiatd. Tn comparatie, argila precursor ZnLDH

(cilindrii orientati pe verticala in figura VV1.1a) nu a prezentat activitate antibacteriana (lipsa zonelor de
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inhibitie).

Figura VI.1. Evolutia zonelor de inhibitie a S. aureus pentru ansamblul argint nanometric — argila anionica
substituita cu zinc dupa (a) 24 ore si (b) 48 ore de incubare.

Pana la finalul experimentului (48 ore de incubare) a avut loc dezvoltarea bacteriei pe mediu
nutritiv (se observa nuantarea zonelor neinhibate si accentuarea halourilor din jurul zonelor de inhibitie,
figura V1.1b), dar cu mentinerea zonelor de inhibitie de 20 mm pentru probele cu argint (Ag/ZnLDH)
ceea ce sugereaza abilitatea materialului de manifestare a actiunii antibacteriene pe perioade lungi de
timp.

Alt experiment antibacterian in vitro (metoda reducerii numarului de colonii viabile) a aratat ca
ansamblul Ag/ZnLDH distruge in proportie de 100% coloniile de S. aureus si E. coli. Astfel, in placi cu
mediu nutritiv topit au fost omogenizate 0,5 g proba Ag/ZnLDH. Placile au fost inoculate cu 200
ufc/ml E. coli ATCC 8739 si respectiv 200 ufc/ml S. aureus ATCC 6538 si incubate timp de 24 de ore
la 37 °C. Pentru control au fost incubate Tn aceleasi conditii placi cu mediu nutritiv inoculat cu 200
ufc/ml bacterii, dar fara pulbere Ag/ZnLDH. Dupa incubare s-au numarat coloniile viabile si s-a
calculat eficienta bactericida. Imagini cu reducerea coloniilor de E. coli sunt prezentate in figura V1.2.

Din imagini reiese clar ca pentru probele cu ansamblu nanostructurat, coloniile bacteriene de E.
coli (Figura VI1.2) si S. aureus sunt reduse (a avut loc disparitia punctelor care reprezinta unitati
formatoare de colonii, ufc, observate in placile de control) de la 200 la 0 ufc/ml. Prin urmare, pentru
0,5 g proba Ag/ZnLDH, eficienta bactericida este de 100%.
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200 ufc 0 ufc

Figura V1.2. Fotografii aratand reducerea coloniilor bacteriene de E. coli de la (a) 200 ufc/ml pentru 0,0 g
Ag/ZnLDH la (b) 0 ufc/ml pentru 0,50 g Ag/ZnLDH.

Ansamble de nanoparticule de argint — argile anionice de tip hidrotalcifi ( Ag/MgLDH)

Activitatea antimicrobiana pentru ansamblul nanostructurat Ag/MgLDH a fost testata calitativ
prin metoda difuzimetrica pe bacteriile E. coli ATCC 8739 si S. aureus ATCC 6538 si pe fungul
Candida albicans (C. albicans) ATCC 10231 ca functie de parametrul variabil x. Mai precis, x
reprezinta perioada de timp trecutd de la sinteza probelor Ag/MgLDH si pana in momentul testarii

antimicrobiene. Rezultatele sunt prezentate in tabelul V1.3 si figura V1.4.

Tabel V1.3

Marimea zonelor de inhibitie a E. coli, S. aureus si C. albicans pentru ansamblul argint nanometric — argila
anionica de tip hidrotalcit (Ag/MgLDH) ca functie de x. x este parametru variabil si reprezinta perioada de timp
de la sinteza probelor: 1, 30 si respectiv 60 zile.

Microorganisme Diametrele zonelor de inhibitie, mm
x=1zi x =30 zile x =60 zile
E. coli ATCC 8739, 10° ufc/ml 19,1 20,3 19
S. aureus ATCC 6538, 10° ufc/ml 22,2 23,5 23
C. albicans ATCC 10231, 10° ufc/ml 18 14,6 12,8

n figura V1.4 se observa zone mari de inhibitie. Tinand cont de concentratia foarte mare a
inocuului microbian (de ordinul 10° respectiv, 10® ufc/ml), care nu se gaseste in realitate decat in

conditii de laborator, Ag/MgLDH poseda activitate antimicrobiana excelenta fata de microorganismele
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testate. Faptul ca probele prezinta activitate bactericida si fungicida excelenta si la 60 zile de la sinteza
sugereaza capacitatea extraordinara de stabilizare a nanoparticulelor de argint biologic, active pe
perioade lungi de timp, de catre matricea de argila anionica de tip hidrotalcit. Comportarea diferita a
celor trei microorganisme fata de agentul antimicrobian poate fi explicata prin diferentele structurale

ale celulelor microbiene.

1zi E.C. 1ziS.A. 1zi C.A.

30 zile E.C. 30 zile S.A. 30 zile C.A.

60 zile E.C. 60 zile S.A. 60 zile C.A.

Figura VI1.4. Fotografii cu evolutia zonelor de inhibitie a bacteriilor E. coli (E.C.) si S. aureus (S.A.) si fungului
C. albicans (C.A.) pentru ansamblul argint nanometric — argila de tip hidrotalcit (Ag/MgLDH) ca functie de x. x
este parametru variabil si reprezinta perioada de timp de la sinteza probelor: 1, 30 si respectiv 60 zile.
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Ansamble de nanoparticule de argint — argile anionice de tip hidrotalcit parzial substituite cu cupru
(Ag/CuLDH)

Activitatea antimicrobiana pentru ansamblul nanostructurat Ag/CuLDH cu parametrul variabil x
de la 1 la 60 de zile a fost testata calitativ prin metoda difuzimetrica pe E. coli ATCC 8739, S. aureus
ATCC 6538 si C. albicans ATCC 10231, intr-un studiu similar celui pentru proba Ag/MgLDH.
Rezultatele sunt prezentate in tabelul VI.5.

Tabel VI.5

Marimea zonelor de inhibitie a E. coli, S. aureus si C. albicans pentru ansamblul de nanoparticule de argint —
argila anionica substituita cu cupru (Ag/CuLDH) ca functie de x. x este parametru variabil si reprezinta perioada
de timp de la sinteza probelor: 1, 30 si respectiv 60 zile.

Microorganisme Diametrele zonelor de inhibitie, mm
x=17zi x =30 zile x =60 zile
E. coli ATCC 8739, 10° ufc/ml 18,2 14 11,5
S. aureus ATCC 6538, 10° ufc/ml 14 13,8 11,8
C. albicans ATCC 10231, 10% ufc/ml  Z.S. ZS. ZS.

Z.S., zona subletal3.

Pentru E. coli si S. aureus cu x =1 zi de la sinteza ansamblului Ag/CuLDH s-au obtinut zone de
inhibitie largi (18,2 mm si 14 mm pentru E. coli, respectiv S. aureus), sugerand buna susceptibilitate a

bacteriilor, comparativ cu fungul C. albicans, pentru care s-au obtinut doar zone subletale.

V1.1.2.2. Testarea activititii antimicrobiene a ansamblelor de nanoparticule de oxid de cupru —
argile anionice de tip hidrotalciti

Efectele antimicrobiene sub forma zonelor de inhibitie a E. coli, S. aureus si C. albicans de
nanoparticule cu oxid de cupru depuse pe matrice de argile anionice diferite compozitional
(CuO/MgLDH, CuO/ZnLDH si CuO/CuLDH) sunt prezentate in tabelul VI.7.

Dupa 24 ore de incubare, diametrele zonelor de inhibitie sunt afectate de tipul de
microorganism. Tn contrast, compozitia diferita a matricelor de argild anionici are o influentd mai

restransa asupra activitatii antimicrobiene.
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Tabel VI.7

Marimea zonelor de inhibitie, Tn mm, a E. coli, S. aureus si C. albicans pentru ansamble oxid de cupru
nanometric — argile anionice de tip hidrotalcit diferite compozitional.

Microorganisme Diametrele zonelor de inhibitie, mm
CuO/MgLDH  CuO/ZnLDH  CuO/CuLDH

E. coli ATCC 8739, 10° ufc/ml 12 15,2 20
S. aureus ATCC 6538, 10° ufc/ml 115 13,2 10
C. albicans ATCC 10231, 108 ufc/ml 0 0 0

Imagini reprezentative sunt prezentate in figura V1.8.

CuO/CuLDH pe E.C. CuO/MgLDH pe E.C.

Figura V1.8. Imagini reprezentative cu zonele de inhibitie a bacteriilor E. coli (E.C.) si S. aureus (S.A.) pentru
ansamble oxid de cupru nanometric — argile anionice de tip hidrotalcit diferite compozitional.

Comparatia intre studii biologice diferite nu este intotdeauna concludenta din cauza variatiei
factorilor critici (pregatirea mediilor nutritive, concentratia initiala de microorganism, factori de mediu,
erori umane etc). O comparatie mult mai obiectiva a activitagii antimicrobiene a doua tipuri de agenti o
constituie utilizarea placilor comune. Prin urmare, Tn figura V1.9 sunt prezentate activitatile
antibacteriene comparate pentru ansamblele Ag/MgLDH si CuO/MgLDH pe doua concentratii initiale
diferite de S. aureus ATCC 6538: 10° si respectiv 10° ufc/ml. Rezultatele sunt cumulate n tabelul V1.9.

Experimentul a aratat activitatea antibacteriana mult superioara a ansamblelor Ag/MgLDH
pentru care, atat la 10° ufc/ml, cat si la 10® ufc/ml S. aureus s-au obtinut zone de inhibitie cu
aproximativ 90% mai mari decat pentru nanoparticulele de cupru depuse pe acelasi tip de argila (19,5
mm fata de 10,5 mm pentru 10° ufc/ml bacterie si respectiv 16,5 mm fata de 9 mm pentru 10® ufc/ml
bacterie). Argila precursor, MgLDH, nu prezinta activitate antibacteriana.
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MgLDH MgLDH
Ag/ CuO/ Ag/ CuO/
MgLDH MgLDH MgLDH MgLDH
S. aureus 10° ufc/ml S. aureus 108 ufc/ml

Figura V1.9. Comparatie intre zonele de inhibitie pentru ansamblele argint nanometric — argila de tip hidrotalcit
(Ag/MgLDH), oxid de cupru nanometric — argila de tip hidrotalcit (CuO/MgLDH) si matrice de argila de tip
hidrotalcit precursor (MgLDH) pe S. aureus 10° si respectiv 10® ufc/ml.

VI1.1.2.3. Testarea activitatii antimicrobiene a ansamblelor de nanoparticule de oxid de zinc —

argile anionice de tip hidrotalciti

Au fost investigate proprietatile antimicrobiene pentru ansamble oxid de zinc nanometric —
argile anionice de tip hidrotalcit diferite compozitional folosind microorganismele test E. coli, S.
aureus si C. albicans. Ansamblul ZnO/ZnLDH a fost testat pe aceleasi microorganisme in functie de
parametrul variabil x. Informatii cantitative au fost obtinute prin determinarea valorilor concentratiilor
minime bactericida si inhibitorie.

Pentru probele proaspat sintetizate (x = 1 zi) s-au obtinut zone de inhibitie mari, sugerand buna
susceptibilitate a celor trei microorganisme la agent, de 14,5 mm pe E. coli, 13 mm pe S. aureus si
respectiv 14 mm pe C. albicans. La testarea probelor atat la 30 zile cat si la 60 zile de la sinteza, contrar
asteptarilor, zonele de inhibitie au crescut de la 14,5 mm pentru x = 1zi la 15 mm pentru x = 30 zile si
pana la 18 mm pentru x = 60 zile pe E. coli, de la 13 mm pentru x = 1 zi la 14,2 mm pentru x = 30 zile
sl pana la 17 mm pentru x = 60 zile pe S. aureus si respectiv de la 14 mm pentru x = 1 zi la 22 mm
pentru x = 30 zile si pana la 24,4 mm pentru x = 60 zile pe C. albicans, deci o imbunatatire a activitatii

antimicrobiene, in special a celei fungicide.
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Tabel VI1.11

Marimea zonelor de inhibitie a E. coli, S. aureus si C. albicans pentru ansamblul oxid de zinc nanometric —

argila anionica substituita cu zinc (ZnO/ZnLDH) ca functie de x. x este parametru variabil si reprezinta perioada
de timp de la sinteza probelor: 1, 30 si respectiv 60 zile.

Microorganisme Diametrele zonelor de inhibitie, mm
x=1zi x =30 zile X =60 zile
E. coli ATCC 8739, 10° ufc/ml 14,5 15 18
S. aureus ATCC 6538, 10° ufc/ml 13 14,2 17
C. albicans ATCC 10231, 10% ufc/ml 14 22 24,4
1ziE.C. 17zi S.A. 1zi C.A.
30 zile E.C. 30 zile S.A. 30 zile C.A.
60 zile E.C. 60 zile S.A. 60 zile C.A.

Figura V1.10. Fotografii cu evolutia zonelor de inhibitie a microorganismelor E. coli (E.C.), S. aureus (S.A.) si
C. albicans (C.A.) pentru ansamblul oxid de zinc nanometric — argila anionica substituita cu zinc (ZnO/ZnLDH)
ca functie de x. x este parametru variabil si reprezinta perioada de timp de la sinteza probelor: 1, 30 si respectiv
60 zile.
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Tmbunatatirea activitatii antimicrobiene o data cu trecerea timpului de la sinteza pentru
ansamblele ZnO/ZnLDH se datoreaza unor mecanisme fotocatalitice, probabil prin producerea de
specii puternic oxidative, ca O%, H,0, sau -OH, extrem de toxice pentru microorganisme. Cu cat
perioada de pastrare a probelor este mai lunga, cu atat sunt mai multe sanse pentru ansamblul
ZnO/ZnLDH de a produce o cantitate mai mare de specii reactive. Rezultate similare privind
Tmbunatatirea activitatii antimicrobiene simultan cu trecerea timpului de la sinteza pentru nanoparticule
de oxid de zinc au fost raportate de Zhang si colab. [133].

Tn figura V1.11 sunt cumulate rezultatele efectelor antimicrobiene prin marimea zonelor de
inhibitie pentru ansamblele studiate: Ag/ZnLDH, Ag/MgLDH, Ag/CuLDH, CuO/ZnLDH si

ZnO/ZnLDH, in functie de parametrul variabil x (x reprezinta perioada de timp de la sinteza probelor).

Ag/ZnLDH  Ag/MgLDH Ag/CuLDH CuO/ZnLDH ZnO/ZnLDH
30

20 % —F— 33— — 8 —

E.coli

5. aureus
10 H— N . = = B C_albicans

Diametrele zonelor de inhibitie (mm)
|
|
|

D T T T T T T T - T - T - T T - T - T - T T T
% % % “% % % %

Figura VI1.11. Diametrele zonelor de inhibitie a E. coli, S. aureus si C. albicans pentru materialele studiate ca
functie de x. x este parametru variabil si reprezinta perioada de timp de la sinteza si pana la testarea probelor.
Ag/ZnLDH, argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc; Ag/MgLDH, argint nanometric — argila de
tip hidrotalcit; Ag/CuLDH, argint nanometric — argila anionica substituita cu cupru; CuO/ZnLDH, oxid de cupru
nanometric — argila anionica substituita cu zinc; ZnO/ZnLDH, oxid de zinc nanometric — argild anionica
substituita cu zinc.

Caracter bactericid excelent pentru probele proaspat sintetizate (x = 1 zi) s-a obtinut pentru
ansamblele Ag/ZnLDH si Ag/MgLDH, cu aproximativ 25% mai mare decat pentru Ag/CuLDH,
CuO/ZnLDH si ZnO/ZnLDH. Caracter fungicid pentru ansamblele proaspat sintetizate au prezentat
doar Ag/MgLDH si ZnO/ZnLDH. Daca ne raportam la parametrul variabil X, se observa
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comportamentul diferit pentru ansamblul ZnO/ZnLDH. Astfel, daca zonele de inhibitie au scazut usor
pentru ansamblele de argint (Ag/CuLDH, Ag/MgLDH, Ag/ZnLDH) si drastic, pana la inactivare,
pentru ansamblele de cupru (CuO/ZnLDH) simultan cu trecerea timpului de la sinteza probelor, n
cazul ansamblelor de zinc (ZnO/ZnLDH) zonele de inhibitie au crescut cu 30% pentru bacterii si cu

70% pentru fungul C. albicans, pentru probele cu x = 60 zile de la sinteza.
V1.2. Testarea activitatii antimicrobiene in vivo, pe soareci

Pentru ansamblul argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH) au fost
evaluate pe soareci toxicitatea acuta dermica si orala si activitatea antimicrobiana, folosind doua

modele: modelul ranilor infectate si modelul ranilor neinfectate.
V1.2.2. Testarea activitatii antimicrobiene in vivo: modelul ranilor infectate

Pentru a confirma activitatea antimicrobiana demonstrata in vitro pentru ansamblul argint
nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH), in studiul urmator a fost evaluat efectul
antimicrobian in vivo folosind soareci NMRI infectati cu Staphylococcus aureus ATCC 6538 de

concentratii diferite.
V1.2.2.1. Materiale si metode

Infectare, tratament si evaluare

Soarecii au fost anesteziati prin administrare intraperitoneala de ketamina, 0,5 ml/kg greutate
corporali. De pe o zona de aproximativ 4 cm? din regiunea dorsala toracica a fost indepartat parul,
sterilizat cu etanol si efectuat o rana circulara cu diametrul aproximativ 0,3 cm, cu indepartarea dermei.
Soarecii au fost imediat injectati sub rana cu 50 pl suspensie S. aureus 10* ufc/ml. Peste rana a fost
aplicat pansament steril. Soarecii au fost pusi Tn custi individuale si au fost impartiti in doua grupe de
studiu. Primul grup, de control, nu a primit tratament. Al doilea grup a fost tratat local, la o ora de la
infectare, cu 1g/kg ansamblu Ag/ZnLDH. Toti soarecii au avut acces la hrana si apa ad libitum. La 24
de ore de la infectare soarecii din ambele grupuri de studiu au fost eutanasiati si tesuturile ranite,
inclusiv zonele imediat Tnconjuratoare au fost prelevate. Probele prelevate au fost introduse in eprubete

cu mediu nutritiv lichid pe baza de cazeina si soia. Dupa omogenizare, suspensiile cu mediu nutritiv si
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tesut au fost diluate folosind acelasi tip de mediu nutritiv lichid. 50 ul din fiecare suspensie obtinuta au
fost cultivati pe durata noptii pe placi cu mediu nutritiv agarizat pentru evaluare microbiana. Figura
V1.13 prezinta imagini cu etapele de lucru.

Testul antimicrobian in vivo pe soareci a fost repetat, in aceleasi conditii, singura diferenta
pentru noul studiu constituindu-o infectarea cu S. aureus de concentratie mult mai mare, si anume 10’
ufc/ml. Suspensiile cu tesut prelevat au fost diluate si evaluate microbiologic in aceeasi maniera.
Statistica

Testul Student (t) a fost aplicat pentru compararea grupurilor. Diferente au fost considerate

semnificative statistic pentru un nivel al probabilitatii (P) mai mic de 0,01.

Figura V1.13. Fotografii reprezentative pentru etapele de lucru in evaluarea in vivo a activitatii antimicrobiene
pentru ansamblul argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH). (1) soarece infectat cu S.
aureus sub rana; (2) eprubeta cu mediu nutritiv lichid Tn care a fost imersata portiunea de tesut infectata
prelevata de la soarece; (3) evaluare microbiana pe placa a continutului eprubetei.

V1.2.2.2. Rezultate si discutii

Coloniile de S. aureus recuperate de la cele doua experimente sunt prezentate in tabelul VI1.12.
si figura VI1.14. Rezultatele sunt date ca valori medii ale coloniilor recuperate de la fiecare grup de
studiu.

Rezultatele in vivo pentru S. aureus arata o descrestere de aproximativ 2 log a coloniilor viabile
n urma tratarii soarecilor cu Ag/ZnLDH. Tn experimentul 1, soarecii de control, care au fost infectati
cu 10* ufc/ml S. aureus sub rana si nu au primit tratament, la evaluarea microbiana pe placa s-a obtinut
un numar de colonii similar cu cel inoculat initial (1,05 x 10* ufc/ml). Tn cazul soarecilor inoculati
initial cu aceeasi concentratie de bacterie sub rana (10* ufc/ml), dar care au primit ca tratament pulbere
Ag/ZnLDH, in urma evaluarii microbiene s-au numarat 1,3 x 10 ufc/ml colonii de S. aureus, deci o
Diferentele sunt statistic semnificative cu P < 0,05. Tn experimentul 2, rezultatele obtinute sunt relativ

asemanatoare. Pentru soarecii de control care au fost inoculati sub rana cu 10" ufc/ml S. aureus si nu au
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primit tratament, in urma evaluarii pe placa s-a obtinut o concentratie similara cu cea inoculata initial
(aproximativ 10" ufc/ml) Tn timp ce pentru soarecii inoculati initial cu 10" ufc/ml si care au primit
tratament Ag/ZnLDH, in urma evaluarii microbiene s-a numarat o concentratie de 2,4 x 10° ufc/ml.

Diferenta este statistic semnificativa cu P < 0,001.

Tabel VI.12
Activitatea in vivo a ansamblului argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH) folosind
soareci cu rani inoculate cu S. aureus. Rezultatele sunt date ca valori medii ale coloniilor recuperate de la
soareci dupa 24 de ore de la infectare. Studiul a fost realizat prin doua experimente: Experiment 1, inoculare
initiala cu 10* ufc/ml si Experiment 2, inoculare initial cu 10" ufc/ml.

Microorganisme recuperate (ufc/ml)

Grup Experiment 1 Experiment 2
Control 1,05 x 10* >10’
Ag/ZnLDH 1,30 x 10° 2,4 x 10°

**

1.00E+07

1.00E+06
1.00E+03

1.00E+04
B Conirol

®Ag/ZnLDH

1.00E+03

UFCiml (log10)

1.00E+02

1.00E+01

1.00E+00

Experiment 1 Experiment 2

Figura V1.14. Reducerea numarului de colonii viabile de S. aureus la tratarea soarecilor NMRI cu ansamblu
argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH). La 24 de ore de la inoculare sub rani cu S.
aureus 10* ufc/ml (Experiment 1) si S. aureus 10 ufc/ml (Experiment 2), soarecii de control, care nu au primit
tratament (bare de culoare albastra) si soarecii care au primit tratament local Ag/ZnLDH (bare de culoare rosie)
au fost eutanasiati si tesuturile ranite au fost prelevate si evaluate microbian pe placi. *P < 0,05; ** P < 0.001.

Barele de eroare reprezintd mediile + eroarea standard.
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Figura VI1.15 prezinta imagini sugestive, pentru ambele experimente, cu reducerea numarului de colonii

viabile pentru soriceii infectati sub rana cu S. aureus la tratarea cu pulbere Ag/ZnLDH.

Figura V1.15. Placi care arata reducerea numarului de colonii viabile de S. aureus dupa tratarea soarecilor
NMRI cu ansamblu argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH). Probele prelevate de la
soareci au fost diluate de 1/10 ori. Placa din stdnga este atribuita soarecelui de control, care Tn urma inocularii
sub rani cu S. aureus 10* ufc/ml, nu a primit tratament. Placa din dreapta este atribuita soarecelui care, Tn urma
inocularii cu S. aureus 10* ufc/ml, a primit tratament local Ag/ZnLDH.

V1.2.3. Testarea activitatii antimicrobiene in vivo: modelul ranilor neinfectate

Efectul administrarii locale si orale a pulberii de ansamblu argint nanometric — argila anionica
substituita cu zinc (Ag/ZnLDH), prin prevenirea infectiei si favorizarea vindecarii ranilor externe, a
fost investigat pe soareci NMRI. Contractia si perioada de epitelizare a ranilor tratate cu Ag/ZnLDH au
fost comparate cu ranile tratate cu Baneocin, pulbere antimicrobiana cutanata din comert (Sandoz, lot
460755, cu continut de batracina de zinc 25.000 Ul si neomicina 500.000 Ul). Biocompatibilitatea in
vivo a ansamblului Ag/ZnLDH a fost evaluata prin examinari patologice si microscopice si prin

evolutia greutatii corporale.

V1.2.3.1. Materiale si metode
Efectuare rana si administrare tratament

Soarecii au fost anesteziati prin administrare intraperitoneala de ketamina, 0,5 ml/kg greutate
corporali. De pe o zona de aproximativ 4 cm? din regiunea dorsala toracica a fost indepartat parul,
sterilizat cu etanol si efectuat o rana circulara cu diametrul aproximativ 0,6 cm, cu indepartarea dermei.
Ziua efectuarii ranii a fost considerata ziua 1. Soarecii au fost pusi in custi individuale si au fost

Tmpartiti in patru grupe de studiu. Primul grup, de control, nu a primit niciun tratament. Al doilea grup,
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standard, a fost tratat o singura data pe zi cu Baneocin pulbere cutanata. Al treilea grup, test, a primit
tratament prin aplicare locala, o singura datd pe zi pana la vindecare, de Ag/ZnLDH pulbere. Al
patrulea grup, de testare, a fost tratat prin administrare orala, o singura data pe zi pana la vindecare cu
1g/kg greutate corporala soarece pulbere Ag/ZnLDH omogenizata in hrana. Observatii privind
procentul de inchidere a ranilor au fost preluate n zilele 1, 3 si in fiecare zi alternanta pana la finalul
studiului (Ziua 19). Au fost notate informatii privind marimea cicatricei, prezenta sau absenta crustei,
refacerea blanii. Tn a 5-a zi de la efectuarea ranilor au fost prelevate portiuni din tesutul ranit din

grupurile de control, standard si testare dermica pentru evaluare histopatologica.

Biocompatibilitate

Modificari ale greutatii corporale pentru cele 4 grupuri de studiu au fost inregistrate la fiecare 3
zile, incepand din ziua efectuarii ranilor. Analize microscopice privind modificari histopatologice au
fost realizate pe portiuni mici din ficat si splina prelevate de la grupurile de control si testare orala in a

13-a zi de la efectuarea ranilor.

V1.2.3.2. Rezultate si discutii

Rezultatele activitatii de vindecare a ranilor sunt prezentate in tabelul V1.13 si figurile VI1.17 -
VI.21. Valorile prezentate in tabel reprezinta procentul de inchidere a ranilor la 3, 5, 9, 13, 17, 19 zile
pentru grupurile de control (care nu a primit tratament), standard (tratament local, o data pe zi cu
Baneocin, pulbere cutanata) si grupurile test (tratament cu Ag/ZnLDH local, pe rana, o singura data pe
zi si respectiv oral, 1g/kg o singura data pe zi).

Aplicarea nanoparticulelor de Ag/ZnLDH direct pe rana accelereaza vindecarea ranilor si nu
prezinta efecte toxice discernabile. S-a observat astfel ca abilitatea de vindecare a ranilor animalelor
tratate cu Ag/ZnLDH pulbere aplicata local este semnificativ mai mare comparativ cu grupurile de
control (P < 0,001) si standard (P < 0,01). Perioada de epitelizare completa (100% nchidere a ranilor)
a fost de 17 zile pentru animalele tratate local cu Ag/ZnLDH, 19 zile pentru animalele tratate oral cu
Ag/ZnLDH, in timp ce pentru grupurile de control si standard s-au obtinut pana in ziua a 19-a de la
efectuarea ranilor (ultima zi de studiu) un grad de inchidere a ranilor de 84,23%, respectiv 92,74%.



Ansamble nanostructurate pe baza de argile anionice de tip hidrotalciyi

Tabel VI1.13
Efectul ansamblului argint nanometric — argila anionica substituita cu zinc (Ag/ZnLDH) aplicat local si oral in
vindecarea ranilor soarecilor.

Grup Ziua 3 Ziua 5 Ziua 9 Ziua 13 Ziua 17 Ziua 19
Procente medii ale contractiilor ranilor + SEM?

Control 10,84+0,41 12,43+0,97 26,69+1,82  71,22+1,09 79,45+1,36 84,23+1,40

Standard 30,44+1,13 44,4740,95 60,36%£1,39  79,73+0,96 87,53+0,87 92,74+0,87

Ag/ZnLDH 35,4 54,08+1,23°° 75,01+1,78°° 87,0+0,74**°° 100 -

local +1,9%*°

Ag/ZnLLDH 3,22+1.82 453+1,72 17,7412 .66 79,51+3.11 91,0+0,8*° 100
oral

Datele sunt analizate prin testul Student t.

2SEM, eroarea standard a mediei.

* Diferit semnificativ fata de grupul de control, P < 0,01.
** Diferit semnificativ fata de grupul de control, P < 0,001.
° Diferit semnificativ fata de grupul standard, P < 0,05.

°° Diferit semnificativ fata de grupul standard, P < 0,01.

Figurile V1.18 — V1.21 prezinta fotografii reprezentative pentru soarecii din cele patru grupuri
de studiu: grupul de control, care nu a primit tratament (Figura VI1.18), grupul standard, tratat cu
Baneocin, pulbere cutanata (Figura VI1.19) si cele doua grupuri de testare tratate cu Ag/ZnLDH
administrata local (Figura V1.20) si oral (Figura V1.21).

Zil Zi3 Zi Zi13 Zi19

Figura V1.18. Soarece din grupul de control. Rana a format crusta si vindecarea a fost intarziata. Nu a fost
vindecat complet in 19 zile.

Zil Zi5 Zi Zi 15 Zi19

Figura V1.19. Soarece din grupul standard care a fost tratat local o singura data pe zi cu Baneocin pulbere
cutanata. Rana nu a fost vindecata complet in 19 zile.
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Zil Zi5 Zill Zi13 Zi 17

Figura V1.20. Soarece tratat local o singura data pe zi cu ansamblu argint nanometric — argila anionica
(Ag/ZnLDH). Pulberea antimicrobiana nu a permis infectarea ranii. Rana a fost vindecata complet in 17 zile.

Zil Zi1l Zi13 Zi 15 Zi19

Figura VI1.21. Soarece tratat o singura data pe zi prin administrare orala de 1g/kg ansamblu argint nanometric —
argila anionica (Ag/ZnLDH). Rana a fost vindecata complet in 19 zile.

Figura VI.22 prezinta imagini prin microscopie electronica de baleiaj, SEM, reprezentative
pentru portiuni din tesuturile lezate, prelevate in a 5-a zi de studiu de la grupurile de control, standard si

testare orala.

V1.22. Imagini SEM prin sectiunea tesutului ranit (a) soarece din grupul de control, care nu a primit tratament;
(b) soarece din grupul standard, care a primit ca tratament Baneocin pulbere cutanata; (c) soarece din grupul de
testare care a fost tratat cu Ag/ZnLDH local.

Studiile histopatologice asupra leziunii ranite prezinta tesutul cu structura cea mai compacta si
cu continut de fibrocolagen bine format pentru grupul de testare orala cu Ag/ZnLDH, comparativ cu

grupurile standard si de control.
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Pentru soarecii din grupul de testare locala cu Ag/ZnLDH s-a observat un efect secundar
interesant. Administrarea de pulbere Ag/ZnLDH direct pe rana duce la intensificarea refacerii blanii in

zona afectata (Figura V1.23).

Ziua s Ziua 17

~ /

Figura V1.23. Efect de favorizare a refacerii blanii prin aplicare locala, zilnica de Ag/ZnLDH.

n tabelul VI1.14 si figura V1.24 sunt prezentate evolutia greutatii corporale a soarecilor pe
durata studiului pentru cele patru grupuri de lucru: control, standard, testare locala si testare orala.
Pierderea Tn greutate reprezinta un parametru de identificare a toxicitatii agentului de tratare.

Diferentele statistice intre grupuri au fost determinate prin testul Student t.

Tabel VI.14

Evolutia greutatii corporale pe durata studiului pentru cele patru grupuri de testare: control, care nu a primit
tratament; standard, care a fost tratat zilnic cu Baneocin pulbere cutanati; Ag/ZnLDH local, care a fost tratat
local zilnic cu Ag/ZnLDH; Ag/ZnLDH oral, care a fost tratat zilnic cu 1g/kg Ag/ZnLDH administrat oral.

Grup Ziua l Ziua 4 Ziua 10 Ziua 13 Ziua 16 Ziua 19
Valori medii ale greutitilor corporale + SEM?

Control 25,08+£1,07 25,84+0,83 28,15+0,75 28,50+0,83 27,85+0,96 28,79+0,83

Standard 25,20+1,35 24,86+£0,91 26,57+1,37 27,45+£1,26 27,57+1,59 29,41+1,97

AQ/ZnLDH local 26,0+1,58 26,27+1,21 27,70+2,02 29,51+2,23 29,08+2,50 30,56+2,51
Ag/ZnLDH oral 25,75+1,53 2594+2,0 28,10+2,87 28,60+1,96 29,51+190 30,84+1,71
Datele sunt analizate prin testul Student t.
2SEM, eroarea standard a mediei.

Cresterea in greutate a fost aproximativ similara pentru toate grupurile de studiu, cu valori la
finalul studiului mai mari cu 3,71 g pentru grupul de control, cu 4,21 g pentru grupul standard, cu 4,56
g pentru grupul de testare locala si respectiv cu 5,09 g pentru grupul de testare orala, fata de greutatile
corporale din prima zi de studiu. Diferentele sunt statistic nesemnificative. Cresterea Tn greutate pe
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masura trecerii zilelor se inscrie in datele tehnice prezente pentru soareci NMRI, fapt ce sugereaza

absenta efectelor toxice ale administrarii de pulbere Ag/ZnLDH.
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Figura V1.24. Evolutia greutatii corporale pe durata studiului pentru cele patru grupuri de testare: control, care

nu a primit tratament; standard, care a fost tratat zilnic cu Baneocin pulbere cutanata; Ag/ZnLDH local, care a

fost tratat local zilnic cu Ag/ZnLDH; Ag/ZnLDH oral, care a fost tratat zilnic cu 1g/kg Ag/ZnLDH administrat
oral.

Examinarea patologica nu a aratat leziuni ale organelor interne ficatului si splinei pentru grupul
care a primit pulbere Ag/ZnLDH pe cale orala sunt normale prin comparatie cu grupul de control, atét
prin examinare superficiala, vizuala, cat si prin microscopie electronica, fapt ce sugereaza absenta
efectelor toxice pentru grupul care a primit oral 1g/kg ansamblu argint nanometric — argila anionica
substituita cu zinc (Ag/ZnLDH). Sunt necesare nsa investigatii suplimentare, ca determinarea
parametrilor biochimici, studii de inflamare a celulelor, folosind doze diferite si cai de administrare
diferite.

Aceste descoperiri sugereaza ca sistemul Ag/ZnLDH poate constitui un agent excelent de

tratare a ranilor cutanate, prevenind infectia si favorizand vindecarea.
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CAPITOLUL VII
CONCLUZII GENERALE

Cercetarea desfasurata in cadrul tezei de doctorat a avut ca obiective principale fabricarea,
studiul caracteristicilor fizico-chimice si testarea ansamblelor de nanoparticule de metale si oxizi
metalici depuse pe argile anionice de tip hidrotalcit ca noi agenti antimicrobieni si cicatrizanti si ca
materiale cu activitati optice si fotocatalitice imbunatatite.

Rezultatele obtinute in studiul de degradare fotoasistata a fenolului de ansamble de oxid de titan
nanometric — argile anionice de tip hidrotalcit au aratat performante fotocatalitice superioare, pe mai
multe runde catalitice, Th comparatie cu fotocatalizatorul comercial Degussa P25.

Rezultatele studiilor experimentale in vitro au aratat activitate bactericida excelenta, chiar si la
durate de timp lungi de la sinteza, pentru nanoparticulele de argint nanometrice depuse pe argile de tip
hidrotalcit, superioara nanoparticulelor de argint libere, nestabilizate. Studiile in vivo, de vindecare a
ranilor soarecilor NMRI infectate si neinfectate au aratat ca ansamblul biocompatibil argint nanometric
— argila anionica poate constitui un agent excelent de tratare, superior pulberii cutanate Baneocin,
prevenind infectia si favorizand epitelizarea.

Deoarece au fost evidentiate mai multe concluzii particulare, acestea sunt redate in cele ce
urmeaza.

Au fost fabricate ansamble nanostructurate complexe de tip metale si/sau oxizi metalici depusi
pe argile de tip hidrotalcit folosind autoasamblarea obtinuta pe baza proprietatii de reconstructie a
argilei de tip hidrotalcit; aceste materiale reprezintand formulari compozitionale noi, lucru dovedit prin
publicarea rezultatelor in reviste cu indici de impact (scor relativ de influenta) ridicati.

Ansamblele nanostructurate fabricate au fost studiate folosind tehnici de caracterizare fizico-
chimica moderne (XRD, XPS, EDX, TEM, SEM, FTIR) care pun in evidenta faptul ca aceste materiale
s-au obtinut prin autoasamblarea si autoorganizarea componentilor nanometrici.

Proprietatile fotosensibile pentru ansamblele Ag/MgLDH, Ag/ZnLDH si TiO,/ZnLDH au fost
demonstrate prin evaluarea caracteristicilor optice. Rezultatele aratd ca aceste noi tipuri de asamblari
nanometrice au proprietati optice performante.

Performantele fotocatalitice superioare demonstrate de TiO,/ZnLDH comparativ cu Degussa

P25 pentru degradarea fenolului pot aparea din suprafetele specifice mari si proprietatile mezoporoase
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ale argilei care pot Tmbunatati abilitatea de generare a perechilor electroni — gauri fotoinduse n centrii
activi si a proprietatile de transfer de electroni la interfata semiconductorului TiO,/ZnLDH.

A fost demonstrat caracterul antimicrobian pentru ansamble nanostructurate formate din
nanoparticule de argint, oxid de cupru, oxid de zinc, oxid de ceriu si respectiv oxid de magneziu depuse
pe argile anionice de tip hidrotalcit diferite compozitional, folosind bacterii gram — pozitive, gram —
negative si fungi.

Pentru probele proaspat sintetizate, testele au aratat cea mai buna activitate antimicrobiana
pentru ansamblele Ag/MgLDH si Ag/ZnLDH.

Activitatea bactericida a fost superioara activitatii fungicide; diferentele in compozitia
matricelor au avut efect asupra activitatii antimicrobiene, Ag/CuLDH prezentand activitate redusa
comparativ cu Ag/MgLDH si Ag/ZnLDH.

Pentru ansamblele nanometrice proaspat sintetizate de oxid de cupru depuse pe argile anionice
de tip hidrotalcit, testele antimicrobiene au aratat activitate bactericida buna, dar inferioara ansamblelor
cu argint; activitatea fungicida poate fi considerata neglijabila.

Pentru ansamblele nanometrice de oxid de zinc depuse pe argile anionice de tip hidrotalcit, cea
mai buna activitate antimicrobiana a fost demonstrata de probele testate la 60 zile de la sinteza.
Tmbunatatirea activitatilor antimicrobiene, in special cea fungicida, pe masura trecerii timpului de la
sinteza consideram ca sunt cauzate de proprietatile fotocatalitice atribuite sistemului ZnO/ZnLDH.

Testele antimicrobiene efectuate integreaza nanotehnologia si microbiologia, ducand la
progrese in formularea unor noi tipuri de agenti antimicrobieni.

Studiile de toxicitate acuta dermica si orala pe soareci NMRI au aratat ca ansamblul Ag/ZnLDH
este netoxic, fiind clasificat conform GHS (Sistemului Global Armonizat de Clasificare si Etichetare a
Chimicalelor) in clasa 5/neclasificat.

Studiul pe soareci NMRI de vindecare a ranilor infectate cu S. aureus a aratat o descrestere de
aproximativ 2 log a coloniilor viabile Tn urma tratarii soarecilor cu Ag/ZnLDH, demonstrand astfel
efect antiinfectios in vivo.

Studiul pe soareci NMRI de vindecare a ranilor neinfectate a aratat capacitatea extraordinara de
epitelizare pentru ansamblul Ag/ZnLDH, administrat atat local cat si oral, superioara pulberii
antiinfectioase din comert (Baneocin, pulbere cutanata).

Studiile de biocompatibilitate in vivo au aratat absenta modificarilor histopatologice, efect de
intensificare in refacerea tesuturilor lezate si refacerea blanii, cresterea normala in greutate a soarecilor

care au fost tratati cu pulbere Ag/ZnLDH.
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Ambele studii (in vitro si in vivo) au demonstrat ca Ag/ZnLDH este un agent antimicrobian

foarte eficient pe S. aureus.
Rezultatele sugereaza ca sistemul Ag/ZnLDH poate constitui un agent excelent de tratare a

ranilor cutanate, prevenind infectia si favorizand vindecarea ranilor.
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