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Oamenii nu au creat lumea nano. Natura a facut-o! Natura a ajuns aici prima si i-au
trebuit 3,8 milioane de ani 1n a gasi cai inteligente in a utiliza dimensiunea nano a materiei.
Acum, dacd noi vom intelege secretele naturii la nivel nano, le-am putea utiliza pentru a imita
toate lucrurile extraordinare pe care natura le-a facut.

Nanotechnologia si nanomaterialele sunt directii de studiu relativ noi, intensiv
abordate 1n ultimii ani, datoritd potentialelor aplicatii in biologie, fizica, chimie, medicina si
inginerie.

O clasa importanta de materiale nano-structurate este clasa argilelor anionice. General
numite si hidroxizi dublu lamelari (LDHs), aceste compozite sunt studiate din secolul XIX.
Se remarcd prin faptul ca sunt extrem de versatile, iar formula lor generala permite
incorporarea in structura lor a unui numar mare de cationi diferiti. In plus, aceste materiale
detin proprietatea unicad numita memorie structurala, ce permite fabricarea de materiale
nanostructurate auto-asamblate bazate pe LDHs. Datoritd proprietatilor lor specifice, argilele
anionice au fost gasite ca fiind candidati perfecti pentru a fi utilizati in cataliza, biomedicina,
electrochimie, fotocataliza, imobilizare de enzime si altele.

Avand n vedere caracteristicile compozitelor LDH, obiectivele principale ale acesteli

lucrari au fost sinteza precursorilor de LDH, cu compozitie chimica diferitd si cu un raport
diferit Tntre M?*/M>*, pentru utilizarea lor ulterioara in fabricarea de nanoparticule auto-
asamblate (NPs) pe materiale de tip LDH. Prin tratamentul termic, au fost fabricati si oxizi
micsti derivati. Nanocompozitele rezultate au fost folosite in fotodegradarea de poluanti
organici, imobilizarea de enzime si utilizarea in biomedicina.

Manuscrisul tezei are doua sectiuni principale: Studiul de Literatura si Rezultatele
Originale ale cercetarii.

Studiul de Literatura este prezentat in capitolul 1. Acest capitol include informatii
generale despre materialele LDH, precum metode de sinteza, proprietati specifice, tehnici de
caracterizare si rezultate recente obtinute in ceea ce priveste utilizarea materialelor pe baza de
LDH in fotocatalizd, biomedicina si imobilizare de enzime.

Cercetarea originala are trei capitole. Capitolul 2 abordeaza sinteza de materiale noi

bazate pe LDHs-uri (ZnAILDH, ZnGaLDH) fabricate cu scopul fotodegradarii poluantilor
organici. Au fost obtinute nanocompozite de tipul NPs/ZnLDH (NPs = Au, Ag, In, Ga),
combinénd co-precipitarea cu metode ca reconstructie sau impregnarea. Toate materialele au
fost caracterizate fizico-chimic prin utilizarea analizelor XRD, FTIR, UV-Vis, TG, EDX,
XPS. In plus, compozitele au fost utilizate in fotodegradarea a diferite solutii apoase precum:
fenol, p-nitrofenol, acetofenona sau diclofenac. Concluziile capitolului subliniaza faptul ca
materialele sintetizate sunt extrem de eficiente in degradarea sub lumina solara a poluantilor
mai sus mentionati, iar introducerea metalelor nobile in structura lor a avut un impact benefic
asupra activitatii lor fotocaltalitice.

Tn capitolul 3 a fost investigata capacitatea materialelor de tipul ZnAILDH,
Au/ZnAILDH si a derivatilor lor calcinati de a imobiliza enzima Horseradish Peroxidaza
(HRP). Materialele rezultate au fost utilizate in reactii enzimatice. S-a studiat, de asemenea,
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capacitatea HRP de a media eliberarea aurului de la suprafata materialului Au/ZnAILDH.
Mai mult, foto-activarea enzimei HRP si fotoregenerarea NADH prin utilizarea compozitului
Au/ZnAILDH, sub radiatie solara au fost de asemenea abordate.

Rezultatele cercetarilor privind materialele LDH pentru scopuri biomedicale au fost
prezentate 1n Capitolul 4. Formulari de tipul Auw/ZnAILDH, Au/MgAILDH si
Au/MgFeAILDH au fost sintetizate si caracterizate fizico-chimic. Hibrizii rezultati au fost
testati Impotriva virusului hepatitei B (HBV).

Ultima parte a fost dedicatd concluziilor si perspectivelor generale. in final, au fost

prezentate rezultatele activitatii de cercetare.
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Stiinta nu cunoaste nicio tarda, pentru ca aceasta
apartine omenirii §i reprezinta torta care
lumineaza lumea.

Louis Pasteur

10



Studiul de Literatura Capitolul 1

1. Hidroxizi dublu lamelari, nanocompozite pe baza de hidroxizi
dublu lamelari si oxizii lor micsti derivati

Hidroxizii dublu lamelari (LDHs) sunt o clasd de compozite numite si argile anionice,
a caror organizare se bazeaza pe structura brucitului [Mg(OH),], in care o parte din cationii
bivalenti au fost inlocuiti cu cationi trivalenti [1]. Aceste materiale sunt investigate datorita
proprietatilor lor specific (capacitate de schimb ionic, character bazic, efect de memorie
structural, proprietati catalitice, proprietati magnetice, proprietati optice, proprietati
semiconductoare, proprietati fotocatalitice) si au o importantd tehnologica in cataliza,
tehnologie de separare, optica, stiinte medicale si inginerie de materiale nanocompozite [2].

In ceeea ce priveste obtinerea de materiale de tip LDH, au fost utilizate multe metode
pentru sinteza acestor formulari si, in general, in functie de proprietdtile urmarite, pot fi
utilizate tehnici de sinteza preferentiale. Factorii care influenteaza proprietatile catalizatorului
obtinut sunt pH-ul (influenteaza cristalinitatea, parametrii celulei) [36], temperatura
(influenteaza stoichiometria cationilor), concentratiile solutiilor de saruri (dau raportul intre
cationi), compozitia atmosferei in care se realizeaza sinteza (controleaza natura anionilor
intermediari). Tn figura 1.7 sunt prezentate cele mai importante metode de preparare a
argilelor anionice si derivatilor acestora.

[ Schimb

\ ionic -
\\ / /
Co- \—/ ' Tratament
precipitare | hidrotermic
! /
\\ Y
Sinteza

LDHs
Hidroliza \\_/ Impregnare
indusa preg

Tratament
cu Reconstructie
microunde

Figura 1.7: Principalele metode de obtinere a compozitelor LDH [36].

Coprecipitarea este cea mai utilizata tehnica de sintezd a LDH [37]. Aceastd metoda
implicd addugarea unei solutii de baza la amestecuri de saruri, continand cationii metalici, in
general M (II) si M (III) si anionul care va fi incorporat in structura materialului.
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In particular, hidroxizii dubli lamelari, cu o omogenitate ridicati, pot fi obtinuti prin
co-precipitare, la pH constant, atunci cand valoarea pH-ului este controlata prin adaugarea
lentd si simultand a agentilor de precipitare (NaOH si NaHCO3) si a sarurilor metalice; cu
aceastd metodd se pot obtine argile anionice cu o bund omogenitate si cu cristale bine
definite. Materialele LDH obtinute prin aceasta metoda sunt de asemenea bine cristalizate, cu
dimensiuni ale particulelor mici, suprafata specifica mare si diametre ridicate ale porilor [8].
pH-ul precipitatului va influenta proprietatile structurale, texturate si chimice ale materialului.
Tn general, co-precipitarea implica urmatoarele etape, exprimate in figura 1.8.

Saruri precursoare Agenti de precipitare

|

Precipitare

A4

Maturare

|

Separare

v

Uscare

|

&

Figura 1.8: Etapele principale ale prepararii LDH utilizind metoda coprecipitarii.

Pornind de la argilele precursoare, formulari de tipul NPs/LDHs pot fi obtinute prin
reconstructie sau impregnare.

Hidroxizii dublu lamelari calcinati la anumite temperaturi au capacitatea de a-si
reforma structura lamelara initiala, atunci cand oxizii metalici care rezulta dupa tratamentul
termic sunt rehidratati intr-0 solutie de sare care contine anionul ce va fi incorporat intre
straturi. Metoda conduce la formarea de nanoparticule dispersate pe structura LDH
(NPs/LDH). Tn figura 1.32 este prezentata metoda reconstructiei.

Prin metoda impregnarii, materialele de tip hidrotalcit pot fi obtinute prin adaugarea
directd de materiale LDH la o solutie de sare (vezi figura 1.33 b). De asemenea, diferite
nanoparticule impregnate pe suprafata LDH pot fi obtinute prin metoda co-precipitarii, cand
precursorii (sarurile metalice si agenntii de precipitare) se adauga picdturd cu picatura intr-0
solutie continand nanoparticule dispersate [102, 103] (vezi figura 1.33 a).

Materialele pe bazd de LDH pot fi de asemenea precursori excelenti pentru obtinerea
de amestecuri formate din oxizi metalici micsti (MMO). Astfel, un material LDH sau hibridul
sau format dupa reconstructie (NPs/LDH), la o temperatura adecvata, poate duce la formarea
unei faze omogene, ce contine oxizi metalici si faze spinel. In figura 1.46 sunt prezentate

12



Studiul de Literatura Capitolul 1

principalele etape de sinteza a amestecurilor de tipul MMO pornind de la un material
NPs/LDH.

e

|
_ =» | Anion+ Apa

1

Oxizi micsti

Figura 1.32: Sinteza nanocompozitelor de tipul NPs/LDH prin utilizarea proprietatii de
memorie structurala a hidroxizilor dublu lamelari.

garurl precursoare agenti de LDH

‘ precipitare

dispersie de NPs solutie de sare

b e

NPs/LDH
Figura 1.33: Sinteza de nanocomposite NPs/LDHs utilizand metoda impregnarii.

Cu scopul de a descrie propritatie materialelor de tip LDH obtinute prin metodele
enumerate mai sus, acestea au fost caracterizate prin utilizarea de analize specifice. Diferite
tehnici, cum ar fi difractia cu raze X (XRD), spectroscopia in infrarosu cu transformata
Fourier (FTIR), analiza termogravimetrica (TG), microscopia electronicd de scanare (SEM),
microscopia cu electroni de transmisie (TEM), spectroscopia cu reze X cu dispersie
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energetica (EDX) spectroscopia fotoelectronica cu raze X (XPS), spectroscopia UV-Vis (UV-
Vis) au fost utilizate pentru caracterizarea structurala, chimica, fizica, morfologica, optica si
termica a nanomaterialelor LDH [39]. Necesitatea utilizarii acestor tehnici de caracterizare nu
este numai de a confirma si de a intelege structura si proprietdtile materialelor analizate, ci si
de a gasi o corelatie Intre metoda, structura si proprietdtile de sinteza. Obiectivul principal
este acela de a gdsi starea optimd In proiectarea celor mai bune materiale pentru aplicatii
particulare.

A

2 Il
§ I

.9

o ou? Q
9 I ] J.‘ @

< — MMO
L]

= t

o

&

=

o 2 25 35 45 5 750
[ 200 0 0 0 00

Temperatura (°C)
LDHs  faza amorfa = NPs @M%0 @ M"MY0,

Figura 1.46: Reprezentarea schematica a obtinerii de formari de tipul MMO [17].

Hidroxizii dublu lamelari si compozitele lor de tipul NPs/LDHs sau MMO pot fi
utilizate in numeroase aplicatii, cum ar fi livrarea de medicamente, biotehnologie,
biomedicina, biologie, cataliza, cosmetica, proiectarea dispozitivelor de tip (bio)senzori,
remedierea poluarii si altele. Aceste argile anionice pot fi utilizate in aceste domenii de
interes, deoarece poseda avantaje precum stabilitatea fizico-chimica ridicatd, toxicitatea
scazuta si o buna biocompatibilitate cu diferite tipuri de biomolecule, sunt capabile de auto-
asamblare si recuperare a structurii in anumite conditii [67].
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2. LDHs, NPs/LDHs si oxizii lor micsti derivati pentru fotodegradarea
solara a poluantilor organici

2.1. Generalitati

Cresterea problemelor de mediu, deficitele energetice si cresterea consumului de apa
au determinat ca fotodegradarea diferitelor substante precum: compusi aromatici, coloranti,
produse farmaceutice si produse de ingrijire personald sa devind un subiect important de
cercetare Tn intreaga lume. Fotocatalizatorii sunt Tn general materiale semiconductoare
capabile sa genereze reactii de oxidare avansate in conditii de iradiere. Din acest motiv, ele
pot fi utilizate Tn procese precum fotoliza apei, fotodegradarea sau foto-oxidarea compusilor
periculosi, fotosinteza artificiald si altele. Avand in vedere aceste aspecte si toate
caracteristicile hidroxizilor dublu lamelari, in acest capitol vor fi prezentate rezultatele
originale obtinute prin utilizarea compozitiilor LDH, NPs/LDH si MMO in fotodegradarea
solara a unor poluanti ca fenolul, p-nitrofenolul, acetofenona si diclofenacul.

Fotodegradarea poate fi utilizata in indepartarea poluantilor Tnlocuind in mod
promititor metode traditionale ca adsorbtia, filtrarea, ultrafiltrarea si altele. In general,
sistemul de fotodegradare implicd un catalizator, o sursd de iradiere si un poluant. Cand
catalizatorul este iradiat de lumind, electronii din banda de valentd sunt transferati in banda
de conducere a materialului, unde se pot misca liber. Perechea electron-goluri va genera
specii redox care participa la fotodegradarea poluantului (vezi ecuatiile 2.1-2.5).

Catalizator + hv — Catalizator (egc- + hgy+) (2.1)
Catalizator (hgy+) + H,0 — Catalizator + OH®* + H* (2.2)
OH"® + Poluant — Produse Degradare (2.3)
Catalizator (egc-) + 0, — Catalizator + O°~ (2.4)
0°~ + Poluant = Produse Degradare (2.5)

Sursa de iradiere poate fi UV, lumina vizibila sau lumina solard. Deoarece lumina
solard este o sursd de energie gratuitd si fard costuri, tendinta este de a dezvolta materiale
destinate reactiilor initiate de lumina solara sau vizibila.

Ca protocol general utilizat pentru fotodegradarea poluantilor enumerati anterior, n
100 ml solutie de poluant cu o concentratie de 25 mg/l, a fost dispersat 0,1 g catalizator (1 g
catalizator/ L solutie de poluant). Deoarece echilibrul adsorbtie-desorbtie este o etapa
importanta intr-un proces de fotodegradare, n primul rénd sistemul a fost agitat Tn Tntuneric
pana cand nu a fost observata nici o modificare a profilului UV-Vis a poluantului. Dupa
stabilirea echilibrului, primul esantion a fost prelevat si denumit O minute, iar iraditia a fost
pornitd. Prelevarea s-a efectuat la momente determinate si concentratia poluantilor a fost
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monitorizatd prin masuratori UV-Vis, dupa ce solidul a fost indepartat prin centrifugare. A
fost efectuat un test martor, fara catalizator, pentru a verifica daca compusul organic poate fi
degradat numai de catre lumina.

Iradierea a fost furnizatd de un simulator solar (Model US 800, Unnasol, Germania).
Dispozitivul experimental este prezentat in figura 2.1. Aceasta implica lampa solard, un
reactor de reciclare a apei si un agitator.

Reactia de fotodegradare a fost monitorizatd prin inregistrarea profilurilor UV-Vis,
urmdrind anumite maxime de absorbtie, in functie de natura poluantilor.

lampa solara

reactor

agitator

Figura 2.1: Dispozitiv experimental utilizat in fotocataliza.

2.2. Nanoparticule de aur si argint pe ZnAILDHs cu un raport Me**/Me* = 2/1;
3/1; 4/1 si ZnGalDHs cu un raport Me>*/Me** = 2/1 pentru
fotodegradarea solara a fenolului, p-nitrofenolului si acetofenonei

Hidroxizii dublu lamelari isi pot recupera structura lamelard atunci cand oxizii
metalici formati prin calcinare sunt rehidratati intr-o solutie de sare particulara [178]. Dupa
procesul de rehidratare, pe suprafata LDH vor fi obtinute nanoparticule auto-asamblate.
Avand in vedere acest lucru, in aceasta sectiune vor fi pregatite materiale LDH prin metoda
co-precipitare, iar prin reconstructie vor fi pregdtite nanocompozite de tipul Au/LDH si
Ag/LDH.

2.2.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a ZnAILDHs cu un raport
Me**/Me** de 2/1; 3/1; 4/1 si ZnGa (2/1) si a oxizilor lor micsti derivati.

Sinteza

Compozitele ZnAILDHs cu raport cationic de 2, 3 si 4 au fost preparate prin metoda
co-precipitarii, la un pH constant de 9 [3]. Protocolul standard implicd in primul rand
prepararea a trei solutii care contin sarurile precursorilor. Solutiile de sare au continut 0,1 sau
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0,15 sau 0,2 moli de Zn(NOg), * 6H,0 (Sigma Aldrich,> 99%) si 0,05 moli de Al(NO3)3 *
9H,0 (Sigma Aldrich,> 99%). Solutia de precipitare a fost obtinutd din Na,COj3 si NaOH, iar
concentratia finald a fost 1M. Precipitarea a fost efectuatd picaturd cu picatura, sub agitare
puternica, la temperatura de 45 °C, mentinand pH-ul la valoarea 9. Etapa de maturare a avut
o durata de 24 h si temperatura a fost de aproximativ 45 °C. Dupa maturare, produsul a fost
spalat de mai multe ori cu apa bidistilata si uscat la 60 °C. Probele au fost ZnAl (2/1), ZnAl
(3/1) si ZnAl (4/1). Oxizii micsti derivati au fost obtinuti prin tratamentul termic la 750 °C,
timp de 12 ore, cand diferite cantitati de ZnLDH proaspat au fost supuse acestui proces.
Compusul ZnGa (2/1) a fost obtinut urméand aceiasi pasi ca in cazul ZnAILDH, dar pentru
acest material s-a preparat solutia de saruri 0,04 moli de Zn (NO3),; * 6H,0 si 0,02 moli de
Ga (NO3)3 * xH,0 (Sigma Aldrich, >99%).

Caracterizarea fizico-chimicd

Spectrele XRD ale probei proaspete arata ca structura de argila a fost obtinuta si dupa
calcinare s-au format MMO (vezi figura 2.2). ZnLDHs-urile au o cristalinitate ridicatd cu
picuri de difractie intense, la 20 = 11,7, 23,6, 34,7, 39,4 si 60,4 si pot fi atribuite planurilor
de difractie bazale (003), (006), (009) si non-bazale (015), (018), (110). Utilizand unghiul de
difractie atribuit planului (003), distanta dintre straturi a fost calculata, iar valoarea
determinata este de 0,75 , subliniind faptul ca anionul intermediar este anionul carbonat [3].
Dupa calcinare, se poate observa ca structura lamelara este distrusa si se obtine un amestec
omeogen intre faza de tip ZnO si spinel [124].

Intensity (a.u)

a )| o

5 20 35 50 65 80
2 theta (degree)
Figura 2.2: Spectrele XRD ale a) ZnAl(2/1), b) ZnAl(3/1), ¢) ZnAl(4/1), d) ZnGa750, *
ZnAI204, #7n0.
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Profilurile UV-Vis ale materialelor LDHs proaspete si calcinate sunt prezentate in
figura 2.3. Probele necalcinate nu au picuri de absorbtie in regiunea vizibila a spectrului.
Dupa tratamentul termic la 750 °C, profilurile de absorbtie sufera o modificare semnificativa,
Cu cresterea capacitatii de absorbtie pentru lungimi de unda din zona albastra a spectrului.
Prezenta a doud picuri de absorbtie in jurul valorilor de 200 si 270 nm, este atribuitd fazei
spinel, iar semnalul ce apare la lungimea de unda de 360 nm este atribuita ZnO [179].

1
- = ZnAl(2/1)
0.8 ——ZnAl(2/1) 750
e —-- ZnAl(3/1)
o ZnAl(3/1) 750
f—
o 0.6 - --ZnAl(4/1)
2 — ZnAl(4/1) 750
,:é 0.4 —ZnGa(2/1)
2 ——ZnGa(2/1) 750
)
€02
O e Sl
200 400 600 800

Wavelength (nm)

Figura 2.3: Spectrele UV-Vis pentru materialele ZnAILDHs si MMO ai acestora.

Pe langa analizele prezentate mai sus, materialele au fost de asemenea caracterizate
prin tehnica TG si FTIR.

2.2.2. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a Au/ZnAILDHs cu un raport Me*/Me** =
2/1; 3/1; 4/1 si Ag sau Au/ZnGa (2/1) si oxizii lor amestecati derivati.

a) Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a materialelor de tipul Au/ZnAl(2/1)

Sinteza

Nanomaterialele continind AuNPs sustinute pe argile anionice au fost obtinute prin
calea de reconstructie [3,180] prin utilizarea matricei ZnAl(2/1). Trei probe continand 1,2 g
de ZnAl(2/1) au fost calcinate la 500 °C timp de 8 ore. Dupa calcinare, doua dintre cele trei
pulberile au fost adaugate in 250 mL solutie apoasa continand 0,1 g sau 0,3 g acetat de aur (>
99,9%, AlfaAesar). Amestecurile s-au agitat la temperatura camerei timp de 3 ore, dupa care

19



Rezultate Originale Capitolul 2

au fost centrifugate si uscate la 80 °C. Probele au fost notate ca Au / ZnAl(2/1) -R-1 (0,1 g
acetat de aur) si Au/ZnAl(2/1)-R-2 (0,3 g acetat de aur).

Separat, cea de-a treia argila calcinata a fost adaugata de asemenea in 250 mL solutie
apoasd continand 0,1 g de acetat de Au (III); dispersia a fost agitatd sub lumina solara
simulata (Model US 800, Unnasol, Germania) timp de 20 de minute. Produsul a fost numit ca
AU/ZnAl(2/1)R-3-Lg. Pentru comparatie, s-au amestecat 0,24 g de ZnAl(2/1) proaspat cu o
solutie apoasa de 250 mL ce a continut 0,02 g de acetat de Au (III). Dispersia a fost
amestecata sub iradiatie solard timp de 20 de minute. Produsul uscat la 16 °C a fost denumit
Au/ZnAl(2/1)-Lg.

Doua alte probe au fost obtinute prin impregnare [180]. Una dintre probe a fost
sintetizata prin impregnare HAuCly (> 99,9%, AlfaAesar). Pentru aceasta s-au adaugat 0,42 g
ZnAl(2/1) in 10 mL de solutie apoasa continand 0,044 g HAuCl,. Dispersia a fost amestecata
timp de 12 ore la temperatura camerei, urmatd de separarea solidului si spalarea cu apa
deionizata. In final, solidul a fost uscat sub vid la 16 ° C timp de 24 ore. Materialul obtinut a
fost apoi pus in 10 mL de toluen deshidratat (> 99,5%, Wako Pure Chemical) si la acest
amestec, s-au adaugat 0,0126 g de NaBH4. Dispersia rezultatd a fost amestecata timp de 10
minute, dupa care s-au adaugat 3 mL etanol (> 99,5%, Wako Pure Chemical). Dupa 6 ore de
agitare la temperatura camerei, precipitatul a fost separat, spdlat cu o solutie de apa
deionizata:etanol (1:1% in volum) si uscat sub vid la 16 ° C timp de 24 ore. Proba a fost
notata ca Au/ZnAl(2/1)-1-NaBHj,. Pentru cel de-al doilea hibrid impregnat, s-au adaugat 0,3 g
ZnAl(2/1) la 10 ml apa deionizati si s-au sonicat timp de 10 minute. In aceasta dispersie s-a
adaugat solutia apoasa de HAuCly * 4H,0 (0,031 g in 20 ml apa), L-lizind (0,036 g in 4 ml)
(98%, Sigma-Aldrich Chemie) si NaBH4 (0,026 g in 2 ml ). pH-ul a fost ajustat la o valoare
de 9,5 prin adaugarea de HCI diluat (Wako Pure Chemical). Dupa 1 h de amestecare, solutia
a fost lasata fira agitare timp de 24 de ore. In final, solidul a fost filtrat, spalat cu o solutie de
apa deionizata:etanol (1:1%, volum) si uscat la 60 °C timp de 12 ore. Materialul a fost numit
Au/ZnAl(2/1)-1-Ly [181].

Caracterizarea fizico-chimica

Spectrele XRD ale compozitelor ZnAl(2/1), Au/ZnAl(2/1)-R-1, Au/ZnAl(2/1)-R-2,
Au/ZnAl-Lg, Au/ZnAl(2/1)-1-NaBH4, Au/ZnAl(2/1)-1-Ly sunt prezentate in figura 2.6.
Analiza XRD prezinta picuri caracteristice pentru material de tip hidrotalcit atribuite
planurilor de difractie (003), (006), (101), (009), (104), (015), (107), (018). (100). Pentru
AU/ZnAl(2/1)-R-1 si Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg semnale caracteristice pentru ZnO la 20 = 31,9 °©
si 36,4 ° (marcate cu #) sunt observate, sugerand ca structura stratificatd a materialului initial
nu a fost recuperata in totalitate [22,179].

Pentru materialele Au/ZnAl(2/1)-R-2, Au/ZnAl (2/1)-R-3-Lg, la temperatura de 2 © =
38,3 ° apare un varf care a fost atribuit cristalelor de aur metalic [182]. Proprietatile optice ale
compozitelor LDHs de tipul Au/ZnAl (2/1) sunt prezentate in figura 2.7. Pentru spectrele
AU/ZnAl(2/1)-R-1, Au/ZnAl(2/1)-R-2 si Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, picurile de absorbtie la 539
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Figura 2.6: Spectre XRD pentru: a) ZnAl(2/1), b) Au/ZnAl(2/1)-R-1, c) Au/ZnAl(2/1)-Rec-2,
d) Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, e) Au/ZnAl(2/1)-1-NaBH,, and f) Au/ZnAl(2/1)-I-Ly.
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Figura 2.7: Spectre UV-Vis pentru: a) ZnAl(2/1), b) Au/ZnAl(2/1)-R-1, c)
AU/ZnAl(2/1)-R-2, d) Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, e) Au/ZnAl(2/1)-1-NaBHg, f)
AU/ZnAl(2/1)-1-Ly.
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nm, 540 nm si 547 nm apar datoritd fenomenului de rezonantei plasmonului de suprafata
(SPR) a nanoparticulelor de Au. Pentru acestea valori ale SPR au fost raportate AuNPs
dispersate pe matricea LDH cu particule de marime de 2.9-3.4 nm [178]. Reconstructia sub
lumina solara a indus un shift spre zona rosie spectrului solar, pentru Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg,
comparativ cu Au/ZnAl(2/1)-R-1.

Spectrele XANES pentru nanocompozitele de tipul Au/ZnAl(2/1) sunt prezentate in
figura 2.8. Comparativ, sunt date si spectrele pentru AuyOs si pentru o foita de Au metalic. Se
poate observa ca profilele XANES ale nanocompozitelor Au/ZnAl(2/1)-R-1 (a) si Au/ZnAl
(2/1)-Rec-2 (b) sunt similare cu spectrul AuyOs, in timp ce pentru proba impregnata,
Au/ZnAl (2/1)-1-Ly (e), este mai asemanator cu spectrul (f) atribuit foliei metalice de Au. Cu
toate acestea, pentru spectrele Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg (c¢) si Au/ZnAl(2/1)-1-NaBH, (d),
spectrul XANES apare ca o combinatie intre curbele g si f, sugerand ca in aceste doua
materiale aurul se gaseste ca un amestec de Au® si Au®*. Prezenta Au® in probele impregnate
poate fi o consecintd a utilizarii NaBH, si / sau lizinei, in timp ce in cazul probei
AU/ZnAl(2/1)-R-3-Lg reconstruita, aceasta prezenta poate fi atribuita efectului luminii solare.
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Figura 2.8: Spectre XANES normalizate pentru: a) Au/ZnAl(2/1)-R-1, b) Au/ZnAl(2/1)-R-2,
c) Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, d) Au/ZnAl(2/1)-1-NaBH4, e) Au/ZnAl(2/1)-1-Ly, f) foita de Au
metalic si g) Auz0:s.

Imaginile TEM sunt prezentate in figura 2.11. Se poate observa ca AuNPs au o forma
sferica si sunt bine dispersate pe ZnAl(2/1)LDH. Probele Au/ZnAl(2/1)-R-1 si Au/ZnAl(2/1)-
R-2 au dimensiune predominantd de 4,7 nm si, respectiv, 4,9 nm. Pentru proba reconstruita
sub lampa solara, Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, a fost observata o crestere a diametrului la 8,5 nm.
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Figura 2.11: Imagini TEM pentru: a) Au/ZnAl(2/1)-R-1, b) Au/ZnAl(2/1)-R-2, c)
Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, d) Au/ZnAl(2/1)-1-NaBHy, si €) Au/ZnAl(2/1)-1-Ly.

Pe langa analizele prezentae mai sus, materialele obtinute in aceasta sectiune au fost
de asemenea caracterizate prin utilizarea tehnicii EXAFS.
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b) Sinteza si caracterizarea fizico-chimicii a Au/ZnAILDHs cu un raport Me”*/Me**
=2/1; 3/1; 4/1

Sinteza

Nanomaterialele care contin AuNPs sustinute pe ZnAILDHs au fost obtinute prin
calea de reconstructie [3] utilizdnd hidroxizi dubli stratificati ZnAl(2/1), ZnAl(3/1) si
ZnAl(4/1). Materialele de tip Au/ZnAILDH au fost sintetizate dupa cum urmeaza: cantitati
diferite de ZnAILDH au fost calcinate la 470 °C; acestea au fost adaugate in 200 mL solutie
de apa deionizata cu cantitati diferite de acetat de Au (III); astfel, pulberile rezultate dupa
calcinarea a 2,1 g, 2,1 g, 1 g si 1 g ZnAl (2/1) s-au adaugat in 200 mL de solutii de apa
deionizata continand 0,1 g, 0,2 g, 0,12 g si 0,35 g Au (Il ) acetat. Dupa separare si uscare,
materialele rezultate au fost denumite astfel: Au/Zn2Al(2.1_0.1), Au/Zn2Al(2.1_0.2),
Au/Zn2Al(1_0.12)-Lg, Au/Zn2Al(1_0.35), Au/Zn4Al(2.1_0.1), Au/ZndAl(2.1_0.2),
Au/Zn4Al(1_0.12)-Lg, Au/Zn4Al(1_0.35). Materialele care au in denumirea lor grupul de
litere Lg au fost reconstruite sub lampa solara. Aceste probe au fost de asemenea calcinate la
750 °C timp de 12 h.

Caracterizarea fizico-chimicd

Analiza FTIR a fost efectuatd pentru a confirma recuperarea structurii initiale a
materialului Tn urma procesului de reconstructie in prezenta acetatului de aur. Asa cum se
poate observa din figura 2.12, profilurile spectrelor Au/ZnAILDHs sunt caracteristice
materialelor de hidrotalcit, subliniind faptul ca structura lamelara a materialelor a fost
recuperatd In timpul procesului de rehidratare. Pe langa benzile de absorbtie tipice, in jur de
3450 cm™, 1630 cm™, 1502 cm™ si 1360 cm™ ce sunt atribuite benzilor de vibratie ale
grupdrilor hidroxil (O-H) din lamela LDH, vibratiile de indoire ale moleculelor de apa
interlamelare (HOH) si vibratiile caracteristice anionului carbonat [50], s-au Tnregistrat
prezenta semnalelor care au fost atribuite anionului acetat. Astfel, doud benzi de absorbtie la
1564 cm™ si 1410 cm™ pot fi observate st atribuite modurilor de intindere antisimetricd si
simetricd a anionilor COO" [186]. Prezenta carbonat subliniaza afinitatea ridicatd a acestor
compozite pentru acest ion.

Proprietatile optice au fost investigate prin spectroscopia UV-Vis. Pentru toate
grupurile de materiale, prezenta aurului in structura nanocompozitelor a fost identificata prin
asocierea acestuia cu picurile de absorbtie ce apar in intervalul 526-567 nm. Cresterea
cantitdtii de aur si, de asemenea, cresterea Me*/Me* dela 2 la 3 si 4, induce o deplasare a a
picurilor caracteristice AuNPs spre zona rosie a spectrului. Acelasi fenomen s-a inregistrat si
pentru probele calcinate, subliniind faptul ca dimensiunile AuNPs au crescut sau au format
agregate pe reteaua ZnO [187,188].
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Figura 2.12: Spectre FTIR pentru a) Au/Zn2Al(2.1_0.1), b) Au/Zn2AIl(2.1_0.2), c)
AU/Zn2Al(1_0.12)-Lg d) Au/Zn4Al(1_0.35) ) Au/Zn4Al(2.1_0.1), f) Au/ZndAl(1_0.12), g)
AU/Zn4Al(2.1_0.12)-Lg si h) Au/Zn4Al(1_0.35).

¢) Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanocompozitelor Ag sau Au/ZnGa (2/1)

Sinteza

Nanoparticule de Au si Ag dispersate pe ZnGa(2/1)LDH au fost obtinutinute prin
metoda reconstructiei [3]. Astfel, 2,5 g ZnGa (2/1) calcinate la 500 ° C s-au adaugat la 150
mL de solutie de apa deionizata continand 0,3 g acetat de Au (III). Pentru fabricarea de AgNP
dispersate pe LDH, 1,5 g de ZnGa(2/1)LDH calcinate la 500 ° C, s-au adaugat la 150 mL
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solutie apoasa deionizatd continand 0,35 sulfat de argint (> 99,99 Sigma Aldrich). Dupa
separare si uscare, solidele rezultate au fost denumite ca Au/ZnGa(2/1) si Ag/ZnGa (2/1).

Caracterizarea fizico-chimica

Materialele obtinute prin reconstructie, Au/ZnGa(2/1) si Ag/ZnGa(2/1), prezintd o
buna cristalitate (figura 2.15) cu varfurile de difractie ce apar la 206 = 11,7 °, 23,5 °, 33,9 °,
34,7 °, 37,3 °, 39,3 °, 44,1 °, 46,9 °, 53,1 °, 56,5 °, 60,2 °, 61,7 °, 65,6 ° si sunt atribuite
planurilor (003), (006), (101), (009), (104), (015), (107), (018), (1010), (1101), (110), (113),
(116) [189].

Intensity (a.u.)

af ool

5 20 35 50

2 Theta (degree)

Figura 2.15: Spectre XRD pentru a) Ag/ZnGa(2/1) si b) Au/ZnGa(2/1); (&) -B-Ga,03 (")a-
GaO(OH), (*) ZnO.

65

Spectrele UV-Vis obtinute sunt prezentate in figura 2.16 si prezinta benzi de absorbtie
centrate in jur de 534 nm pentru Au/ZnGa (2/1) si o banda de absorbtie larga pentru Ag/ZnGa
(2/1) centrata in jur de 450 nm, demonstrand existenta AuNPs si AgNPs pe suprafata LDH
[178,190].

Natura anionilor din spatiul intermediar a fost evaluata prin masuratori FTIR. Pentru
ambele materiale de tipul NPs/ZnGa(2/1), spectrele (figura 2.17) sunt tipice pentru
compozitele LDH, cu prezenta unei benzi in jurul 3450 cm™ atribuit vibratiei de intindere
OH, urmata de varful caracteristic moleculelor de apa interlamelare, la 1630 cm™ si alte doua
benzi de vibratie, la 1360 cm™ si 1500 cm™, atribuite modurilor de intindere simetrica si
antisimetrici a anionului carbonat. Intre 800-400 cm™ pot fi observate semnalele
caracteristice pentru M-O-M si M-O [50].
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Figura 2.16: Spectre UV-Vis pentru a) Au/ZnGa(2/1) and b) Ag/ZnGa(2/1).
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Figura 2.17: Spectre FTIR pentru a) Au/ZnGa(2/1) si b) Ag/ZnGa(2/1).
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2.2.3. Materiale auto-asamblate de tipul Au/ZnAl(2/1)LDH pentru fotodegradarea
solara a fenolului

In aceastd sectiune o solutic apoasa de fenol, 25 mg/L, a fost fotodegradata sub
lumina solara si in prezenta materialelor prezentate in subcapitolul 2.2.2. —a). Pentru toti
catalizatorii, absorbanta caracteristica fenolului, la 270 nm, scade in timp, materialul cel mai
putin eficient fiind ZnAl(2/1), cu un procent de fotodegradare a fenolului de 7,6%. Pentru
restul nanomaterialelor, influenta prezentei AUNPS pe suprafata LDH poate fi stabilitd prin
performanta fotocatalitica ridicata a acestor materiale. Spectrele de absorbtie UV-Vis arata ca
fenolul este degradat prin doud mecanisme majore. Primul mecanism implica oxidarea directa
a inelului aromatic, urmata de deschiderea inelului, cand se formeaza o-benzochinona si acid
muconic. Al doilea mecanism are loc prin scindarea indirecta a inelului benzenic, cand se
formeaza compusi intermediari ca p-benzochinond sau hidrochinona [34]. Astfel, probele
reconstruite  Au/ZnA(2/1)-R-1, Au/ZnAl(2/1)-R-2, Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg degradeza
poluantul pe calea intermediarilor fenolici hidroxilati, cu formarea unui compus de degradare
identificat ca fiind p-benzochinona, care are un maxim de absorbtie la 248 nm. Pe de alta
parte, probele ZnAl(2/1) si cele impregnate Au/ZnAl (2/1) -1-NaBH4, Au/ZnAl (2/1) -1-Ly au
aratat ca degradarea fenolului se realizeaza prin combinarea celor doua mecanisme
evidentiate mai jos (figura 2.20 si 2.21).

— 2 | --Phenol H OH
=; d —0 min ) . N
ﬁ' | Intermediates —20 ALl +THO +h +H
1.5 —40 min + +
- . henol
O —60 min P O 2h OH
> Phenol —1 I;IG r‘r_?n hydroquinone
§ 1 —160 min |
= —210min| | [+ 60— .. —=6CO, + H,O
-
g 0.5 ) p-benzoquinone
0= B

200 240 280 320
Wavelength (nm)
Figura 2.20: Mecanismul de fotodegradare al fenolului in prezenta luminii solare si a probelor

reconstruite de tipul Au/ZnAl(2/1).

Evaluarea performantei catalitice arata ca proba reconstruita sub lumina solara,
AU/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, este cea mai eficientd, cu o degradare totala a poluantului in 160
minute de iradiere solara. Restul compozitelor reconstruite au prezentat un raspuns
fotocatalitic mai mic comparativ cu Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg. Mai mult, in esantioanele cu
acelasi continut de ZnAl(2/1) si aur: Au/ZnAl(2/1)-R-1, Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg si
Au/ZnAl(2/1)-Lg, nanoparticulele de Au au stari de oxidare diferite, dupa cum urmeaza:
amestec de aur n stare metalica si aur oxid pentru Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg si Au/ZnAl (2/1) -1-
NaBH,, Au®* pentru Au/ZnAl(2/1)-R-1, Au/ZnAl(2/1)-Lg si Au’ pentru Au/ZnAl (2/1) -I-Ly
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Rezultatele demonstreaza ca nanoparticulele de Au in care aurul are doud stari de oxidare
(amestec Tntre Au® si Au**) au o influentd benefica asupra performantei fotocatalitice. Tn plus,
cresterea continutului de aur determind o scadere a activitdtii materialelor. Acest
comportament a fost raportat anterior [191]. De asemenea, impregnarea LDH cu Au conduce
la crearea de materiale mai putin eficiente, cu numai 23% (Au/ZnAl(2/1)-1-Ly) si 26%
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Figura 2.21: Mecanismul de fotodegradare al fenolului in prezenta luminii solare si a probelor
impregnate de tipul Au/ZnAl(2/1).

(Au/ ZnAl(2/1)-Lg) procente in degradarea fenolului. Pentru cel mai bun catalizator,
Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, au fost testate stabilitatea si capacitatea acestuia de a-si mentine
performantele catalitice. In urma a sase teste consecutive, maerialul retine 81 % din
performanta sa initiala.

2.2.4. Materiale de tipul Au/ZnAILDHs cu un raport Me** /Me** de 2/1; 4/1 pentru
fotodegradarea solara (fenol + p-nitrofenol)

In aceasti sectiune o solutie apoasia de fenol + p-nitrofenol, raport 1:1, cu o
concentratie totala de 50 mg/L, a fost fotodegradata sub lumina solara si in prezenta unor
materialele prezentate in subcapitolul 2.2.2. -b).

In timpul echilibrului adsorbtie-desorbtie s-a observat ca p-nitrofenolul a fost redus la
anionul p-nitrofenolat si picul initial de absorbtie a fost deplasat de la 317 nm la 400 nm.
Astfel, studiile fotocatalitice au fost investigate avind in vedere absorbanta madsurata la
lungimea de unda de 400 nm. In intuneric, dupa reducerea p-nitrofenolului, s-a observat o
absorbtie foarte micd a poluantilor. In cazul testelor blank, nu a fost observati nicio
fotodegradare. Astfel, fotodegradarea a fost monitorizata urmarind cele doua varfuri de la 270
nm si 400 nm, ce corespund anionului fenol si p-nitrofenolat. Cand lampa de iradiere solara
este pornitd, incepe fotodegradarea si picurile de absorbtie la 270 nm si 400 nm scad cu
timpul de reactie. Cu toate acestea, pentru probele proaspete, ZnAl (2/1) si ZnAl (4/1) s-a

—180min o) HOY\ 0
Phenol ~~ 240min ‘/ + 2HO ’ Ie} bLOH H,0 Visible
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observat mai intéi o crestere a absorbtiei la 400 nm si dupa ce a atins un maxim, scade incet.
Cresterea poate fi asociatd cu formarea lentd de anioni p-nitrofenolat, in timp ce scaderea
poate fi atribuita fotodegradarii lor. Mai mult, aceste doud materiale prezinta cel mai mic
raspuns fotocatalitic, cu fotodegradarea a mai putin de 10% din concentratia initiala a
poluatilor luati in studiu.

Performanta lor fotocatalitica a materialelor studiate este prezentata in figura 2.25. Se
poate observa ca dupa 360 de minute de iradiere, catalizatorul Au/Zn4Al(10_12)-Lg-750
degradeaza 99% din concentratia initiald de ion p-nitrofenolat si 96% din concentratia initiala
a fenolului.

100 9699
87 328—9 ]
E270 nm ]
S 80 - N
2 o 400 nm 67
= ~ =
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Figura 2.25: Performanta fotocatalitica la 270 nm si 400 pentru a) ZnAl(2/1), b) ZnAl(4/1), c)
Au/Zn2Al(1_0.12)-Lg, d) Au/Zn4Al(1_0.12)-Lg, e) Au/Zn2AIl(1_0.12)-Lg-750, f)
Au/Zn4Al(1_0.12)-Lg-750.

Rezultatele demonstreaza ca activitatea fotocatalitica a probelor creste in aceastd
ordine: probele LDH proaspete < probele reconstituite < probe calcinate. Acest
comportament demonstreaza ca depunerea de Au pe materialele LDH imbunatateste eficienta
catalitici a sistemelor de tipul argilelor anionice. In plus, cresterea continutului de Zn in
structura LDHs mareste activitatea fotocataliticd a acestuia. Pentru acelasi continut de aur,
proba solard reconstituitda Au/Zn2Al(1_0.12)-Lg prezintd o crestere a activitatii cu
aproximativ 50% comparativ cu Au/Zn4Al(1_0.12)-Lg. Dupa tratamentul termic, a fost
Tnregistrata o crestere semnificativa a activitatii (mai mult de 50%) pentru Au/Zn2Al (1_0.12)
-Lg-750, comparativ cu proba necalcinata.
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2.2.5. Materiale de tipul Au/ZnAILDHs cu raport Me>*/Me>*" de 2/1; 3/1; 4/1 pentru
fotodegradarea solara a acetofenonei

Tn aceastd sectiune o solutie apoasi de acetofenona, cu o concentratie initiala de 25
mg/L, a fost fotodegradatd sub lumina solara si in prezenta unor materiale prezentate in
subcapitolul 2.2.2. D).

Pentru toti catalizatorii, s-a inregistrat o scadere a absorbtiei la 245 nm in timp,
caracteristica acetofenonei. Pentru testul martor, efectuat fara adaugarea de catalizatori,
rezultatele au aratat un randament de fotodegradare de 51%. Pentru unii catalizatori, cum ar fi
ZnAl(2/1), ZnAl(3/1), ZnAl(4/1), Au/Zn2Al(2.1 _0.1), Au/Zn2Al a fost observata o crestere a
varfului la 245 nm si a fost atribuitd efectului hipercromic al acestor materiale asupra
absorbtiei luminoase a acetofenonei. Probele Au/Zn2AILDHs prezintd o crestere mica (8-
26%) a performantei fotocatalitice, comparativ cu testul martor. Cu toate acestea, proba
reconstituitd solar, Au/Zn2Al(1 _0.12) -Lg, este capabila sa indeparteze 99% acetofenona in
130 de minute. Cresterea continutului de aur nu pare sa aibd un efect benefic pentru cresterea
performantei catalizatorilor. In acest caz, depunerea excesiva de AuNP-uri ar putea conduce
la ecranarea centrilor activi ai nanoparticulelor pe suprafata LDH. Acest efect a fost observat
anterior in cazul TiO; dopat cu Bi [191] sau g-C3N,4 dopat cu AgsPO,4 [199].

Cresterea continutului de Zn?* induce o crestere a performantei de la 59% pentru
ZnAl(2/1) la 70% pentru ZnAl(3/1) si 73% pentru ZnAl(4/1). Nanoparticulele de Au auto-
asamblate pe ZnAl(4/1)LDH au cea mai buna performantd in fotodegradarea solard a
acetofenonei, cu o degradare totala a poluantului. Diferenta dintre activitatea fotocatalitica
dintre proba reconstruitd pe ZnAl(2/1) si ZnAl(4/1) poate fi explicatd in primul rand prin
continutul de Zn?* in LDH, dar si prin efectul SPR care este mai intens pentru Au/ZnAl(4/1)
LDH. Cea mai rapidd degradare a fost obtinuta cu proba Au/Zn4Al(1_0.12) -Lg. Aceste
rezultate arata ca reconstructia efectuatd in conditii de iradiere solara imbunatateste raspunsul
fotocatalitic al materialului. Prezenta Au pe suprafata materialului ZnAl(3/1) creste
activitatea acestuia de la 70%( pentru ZnAl(3/1)) la 85% pentru Au/ZnAl(3/1).

2.2.6. Materiale de tipul Au sau Ag pe ZnGa(2/1)LDH pentru fotodegradarea solara a
acetofenonei

Activitatea fotocatalitica a materialelor ZnGa(3/1)LDH, Au/ZnAl(3/1) si
Ag/ZnAl(3/1) (sinteza si caracterizarea lor a fost prezentata in capitolul 2.2.2-c) a fost testata
pentru fotodegradarea solara de acetofenona.

Tn figura 2.29 sunt prezentate profilurile de absorbtie UV-Vis pentru fotodegradarea
acetofenonei (a-c) si evolutia absorbtiei normalizate la 450 nm (d). Dupa echilibrul de
adsorbtie-desorbtie, a fost observata o crestere a absorbantei la 245 nm. Acest comportament
poate fi atribuit efectului hipercromic al materialelor LDH asupra capacitatii de absorbtie a
luminii UV de catre acetofenona. Cu toate acestea, dupa ce lampa solara este pornitd, pentru
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toti catalizatorii s-a observat o scadere a absorbtiei. Asa cum era de asteptat, argila ZnGa(2/1)
are cea mai mica performanta, cu o degradare de 58% a acetofenonei n 130 de minute (vezi
figura 2.29 a si d-1). Prezenta nanoparticulelor de Ag si Au pe ZnGaLLDH induce o crestere a
activitatii in fotodegradarea acetofenonei de la 58% (ZnGa(3/1) la 87% pentru Ag/ZnGa
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Figura 2.29: Spectre UV-Vis ce reprezinta profilele de fotodegradare a acetofenonei pentru
a) ZnGa(2/1), b) Au/ZnGa(2/1) si ¢c) Ag/ZnGa(2/1) si d) evolutia absorbantei normalizata
pentru 1) ZnGa(2/1), 2) Ag/ZnGa(2/1) si 3) Au/ZnGa(2/1).

(2/1)LDH si 98% pentru Au/ZnGa(2/1)LDH. Diferenta de performantd dintre Ag/LDH si
Au/LDH poate fi explicatd prin efectul SPR mai puternic in cazul reconstructiei materialului
ZnGa(3/1) in prezenta acetatului de Au (vezi figura 2.16).

Conform datelor deja publicate, mecanismul de degradare al acetofenonei poate
implica formarea de compusi ca acetilfenol, feniletanol, fenol si toluen [166,167], ce pot fi
oxidati Tn continuare rezultand apa si dioxid de carbon.
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2.3. ZnLDHs cu raportul Me*/Me*" = 2/1; 3/1 si formularile lor de tipul
ZnLDHs-C;N, pentru fotodegradarea solara a diclofenacului.

Grafenul (g-C3N,) este un semiconductor polimeric, lipsit de metale n structura sa, cu
proprietati fotocatalitice, stabilitate termica si chimica ridicata [213], fabricarea simpla, din
precursori ieftini (cum ar fi ureea sau melamina) [214], si cu proprietati optice si electronice
bune. Cu toate acestea, in cazul iradierii sub lumina vizibila, materialul prezinta o
recombinare rapidd a purtatorilor de sarcind si, ca urmare, utilizarea lor in procesele conduse
sub iradierea cu lumind vizibild sunt limitate. De aceea, pentru a depdsi acest inconvenient,
catalizatorul organic poate fi combinat cu alte materiale metalice semiconductoare. Din
diferite strategii aplicate pentru imbunatatirea activitatii fotocatalitice a g-C3N4, 0
intensificare notabila a proprietatilor sale de fotoraspuns in lumind vizibild au fost obtinute
atunci cand g-C3N,4 a fost cuplat cu Ag [213], Bi,0,CO3, BiOCI [215], Fe,O3 [216], ZnO
[217], Au/CdS [218], NiFeLDH [103]. Acesti hibrizi au fost utilizati in oxidarea apei,
transformarea CO, in combustibil sau forodegradarea unor coloranti.

In aceasta sectiune, s-au obtinut noi catalizatori, complecsi, de tipul ZNAILDH-C3N,4
si ZNnCoAILDH-C3N,4, prin combinarea co-precipitarii cu reconstructie sau impregnare.
Activitatea fotocataliticdi a materialelor preparate a fost testatd in fotodegradarea
diclofenacului sub iradiere solara, UV si vizibila.

2.3.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a ZnLDHs, a oxizilor lor micsti derivati si
a formularilor de tipul ZnLDHs-C3Nj,.

Materialele de tipul ZnLDH precum ZnAl(2/1), ZnCoAl(2/1), ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1)
au fost obtinute prin metoda co-precipitarii, urmand pasii prezentati in figura 1.8. Formularile
hibride care contin g-C3N4 au fost obtinute prin utilizarea a doud céi diferite: reconstructia si
impregnarea. Materialele rezultate au fost caracterizate prin spectroscopie UV-Vis (UV-Vis),
difractie cu raze X (XRD), spectroscopia cu dispersie energetica (EDX), spectrometrie IR cu
transformata Fourier si cu refectanta difuza (DRIFT), analizd TG/DTA.

a) Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a ZnAl(2/1)LDH, ZnCoAl(2/1)LDH, a oxizilor
micsti derivati si formularile lor cu g-C3Nj,.

Sinteza

Hidroxizii dublu lamelari de tipul ZnAl(2/1) si ZnCoAl(2/1) au fost preparati prin
metoda coprecipitarii la pH constant = 9 [3], asa cum a fost descris anterior pentru materialele
precedente. S-au folosit urmatoarele saruri: Zn(NO3),.6H,0, Al(NO3)3.9H,0, CoSO,*7H,0
si un amestec 1M de NaOH/Na,COs
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Compozitele hibride dintre ZnAl(2/1) si ZnCoAl(2/1) si g-C3N,4 au fost preparate
astfel: Tntr-o procedura standard, s-au adaugat 1,25 g ZnAl(2/1) sau ZnCoAl(2/1) calcinate la
550 ° C timp de 7 ore; cand temperatura lor a scazut la 400 ° C, la o solutie apoasa continand
0,1 g grafen, mentindndu-se sub agitare puternica timp de 24 de ore la temperatura camerei.
Solidele obtinute au fost recuperate prin centrifugare, uscate la 80 ° C si notate ca ZnAl-CN-
R, respectiv ZnCoAI-CN-R. Atunci cand metoda de impregnare a fost utilizata, aceleasi
cantitati de suport LDH si g-C3N4 utilizate pentru reconstructie au fost dispersate separat
intr-o solutie 1:1 de etanol: apa, au fost sonicate timp de 1 ora, apoi ambele solutii au fost
amestecate impreund timp de 48 ore sub agitare magnetica la temperatura camerei si sub
atmosfera de argon. Probele obtinute au fost centrifugate, uscate la 80 °C si denumite ZnAl-
CN-1, respectiv ZnCoAI-CN-I. Amestecurile derivate ale oxizilor micsti s-au obtinut prin
calcinarea hidroxizilor dubli lamelari ZnAl(2/1), ZnCoAl(2/1) la 750 ° C timp de 7 ore.
Acestea au fost notate ZnAl-750, ZnCoAl-750. Grafenul a fost preparat din melamina, prin
calcinare la 530 °C, timp de 5 ore.

Caracterizarea fizico-chimicd

Spectrele XRD (figura 2.32) prezintd structura lamelard caracteristica argilelor
anionice asemandtoare hidrotalcitului, cu picuri de difractie intense in jurul valorilor de 11,7°,
23,6°, 34,7°, indexate ca (003), (006), (009), si picuri de difractic nonbazale, mai putin
intense, la 39,3 ©, 49,6 °, 60,6 ° atribuite planurilor (015), (018), (110) [3]. Aspectul picurilor
aratd ca esantioanele au o buna cristalitate [219] si nu exista alte faze. Pentru ZnCoAl-CN-R
S-a observat cad reconstructia nu a fost totala. Distanta dintre lamele, calculata in functie de
unghiul de difractie (003) de la 11,7 °, este de 0,76 nm pentru ZnCoAIl-CN-R si 0,75 nm
pentru restul de catalizatori, indicand prezenta anionilor carbonat in regiunea interlamelara a
compozitelor [3]. Pentru g-C3N4 se pot observa doua maxime la aproximativ 27,2 © si 13,2 °,
indexate ca planurile de difractie (100) si (002), caracteristice reflexiei sistemului aromatic
conjugat [215]. Pentru probele reconstruite si impregnate, prezenta g-C3N, poate fi
confirmata prin tehnica XRD numai in cazul materialelor reconstituite prin prezenta unui varf
mic in jurul 27.5°. Dupa tratamentul termic la 750 °C, structura stratificata se prabuseste, cu
formarea concomitentd a amestecurilor omogene continand faze spinel (ZnAl204 si
CoAl204) si oxizi metalici (ZnO, CoO).

Pentru confirmarea reformarii structurii lamelare Tn urma reconstructiei in prezenta g-
C3Ng, respectiv formarea hibrizilor de tipul LDH-C3N4, analiza DRIFT a fost utilizata.
Spectrele DRIFT (figura 2.34) prezinta benzi caracteristice de vibratie atribuite hidroxizilor
dublu lamelari. Astfel, benzile largi de absorbtie asociate modurilor de intindere (O-H) a
grupurilor hidroxil ale lamelelor LDH si a apei fizisorbita [1] pot fi observate in intervalul
3000 - 3500 cm™. Mai mult, picul cu bandd ingusta de la aproximativ 1640 cm™ poate fi
atribuit vibratiilor de indoire (H-O-H) ale moleculelor de apa din spatiul interlamelar,
conectate de anioni prin legituri de hidrogen. Anionii CO%~ sunt identificati in toate probele
obtinute prin aparitia a doud benzi de vibratie, una intensa la 1360 cm™ si mai putin intensi la
1510 cm?, corespunzand vibratiilor simetrice si antisimetrice de indoire [220]. Benzile de

34



Rezultate Originale Capitolul 2

vibratii corespunzatoare pentru legaturile M-O si O-M-O (M = Zn, Co, Al) sunt observate in
regiunea joasd a numarului de unda, ntre 800 cm™ si 400 cm™ [22].
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Figura 2.32: Spectre XRD: a) ZnAl(2/1), b) ZnAl-CN-R, c) ZnAl-CN-I, d) g-C3N4, e)
ZnAl750, f) ZnCoAl, g) ZnCoAI-CN-R, h) ZnCoAI-CN-I, i) ZnCoAl750; (*) ZnAl,O4, (*)
CoAl,0q4; (™) ZnO.

(018)
(110)

g
£

1€ 1IN

\ y \-11191?1’/

E}Q N
VUL
4

| &

Absorbance (a.u.)

T
/
\
)

3900 3200 2500 1800 1100 400
Wavenumber (cm™)
Figura 2.34: Spectre DRIFT: a) ZnAl(2/1), b) ZnCoAl(2/1), ¢) g-C3N4, d) ZnAI-CN-I, €)
ZnAl-CN-R, f) ZnCoAI-CN-I, g) ZnCoAI-CN-R.



Rezultate Originale Capitolul 2

Pentru formuldrile hibride obtinute prin reconstructie si impregnare, in prezenta
grafenului, apar noi benzi de vibratie care confirmd formarea unui nou nanocompozit.
Benzile de vibratie caracteristice pentru g-CsN4 sunt in jurul valorilor de 3200 cm™, fiind
atribuite vibratiilor de intindere ale legiturii NH, precum si intre 1640 cm™ si 1254 cm™
atribuite vibratiilor de intindere specifice C=N si C-N [216]. Banda de absorbtie la 810 cm™
este caracteristicd modului de vibratie al inelului s-triazina [221].

Spectroscopia UV-Vis cu reflexie difuza a fost utilizata pentru a investiga
proprietitile optice ale materialelor sintetizate. In figura 2.35 se observa ca materialul ZnAl
(2/1) nu prezintd picuri de absorbtie in vizibil, in timp ce pentru ZnCoAl(2/1) prezenta Co?*
in structura LDH poate fi confirmata print-o banda de absorbtie la 520 nm, ce poate fi
atribuita tranzitiilor Ty (F) — *T14 (P) ale Co™, octaiedric coordonat in lamela argilei
anionice. Dupa calcinare, pentru materialul ZnCoAl750, aceastd banda este deplasatd spre
700 nm indicand formarea Co®" dupa tratamentul termic la 750 ° C [43]. g-C3N, proaspat
prezinta benzi de adsorbtie in regiunea albastra a spectrului vizibil, cu doua margini in jurul
valorilor de 300 si 350 nm, ce pot fi atribuite tranzitiilor n-m * ale perechilor electroni ai
atomului de N din inelul triazinic [214]. Introducerea grafenului Th nanocompozitele de tip
LDH modifica profilul de absorbtie initial al argilei. Dupa reconstructie si impregnare, toate
materialele sunt capabile sd adsorba lumina vizibila, proprietate care poate fi atribuita
existentei g-C3N4 1n structura nanohibridului. Capacitatea noilor materiale de absoarbtie a
luminii vizibile poate fi atribuita interactiunii puternice dintre g-C3Ny4 si LDH [224].
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b) Sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a ZnAl(3/1)LDH, ZnGa(3/1)LDH, a
oxizilor micsti derivati si a formulirile lor cu g-C3NA4.

Sinteza

Hidroxizii dublu lamelari de tipul ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) au fost preparati prin
metoda coprecipitarii la pH constant = 9 [3], asa cum a fost descris anterior pentru materilele
precedente. S-au folosit urmatoarele saruri:  Zn(NOs3),.6H,0,  AI(NO3)3.9H,0,
Ga(NO3)3*9H,0 si un amestec de concentratiec 1 M de NaOH/Na,COg3,

Compozitele hibride dintre tipul ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) si g-C3N,4 au fost preparate
astfel: Tntr-o procedura standard, s-au adaugat 1,25 g ZnAl(2/1) sau ZnCoAl(2/1) calcinate la
550 ° C timp de 7 ore, fntr-o solutic apoasa continand 0,1 g grafen, mentinandu-se sub
agitare puternica timp de 24 de ore la temperatura camerei. Solidele obtinute au fost
recuperate prin centrifugare, uscate la 80 ° C si notate ca ZnAl-CN-R, respectiv ZnGa-CN-R.
Céand metoda de impregnare a fost utilizata, au fost folosite aceleasi cantitati de suport LDH
si g-C3N4 utilizate pentru reconstructie, au fost dispersate separat intr-o solutie de etanol: apa
(vol. 1:1), au fost sonicate timp de 1 ord, apoi ambele solutii au fost amestecate Tmpreuna
timp de 48 ore sub agitare magnetica la temperatura camerei si sub atmosferd de argon.
Probele obtinute au fost centrifugate, uscate la 80 °C si denumite ZnAl-CN-I, respectiv
ZnGa-CN-I. Amestecurile derivate ale oxizilor micsti S-au obtinut prin calcinarea hidroxizilor
dublu lamelari ZnAl(2/1), ZnGa(2/1) la 750 ° C timp de 7 ore. Acestea au fost notate ZnAl-
750, ZnGa-750.

Caracterizarea fizico-chimica

Spectrele XRD prezentate in figura 2.38 demonstreaza ca dupa co-precipitare,
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Figura 2.38: Spectre XRD pentru: a) ZnAl(3/1), b) ZnAl-CN-R, ¢) ZnAI-CN-I, d) g-C3Ny e)
ZnA-750, f) ZnGa(3/1), g) ZnAl-CN-R, h) ZnAI-CN-I, i) ZnGa-750; (*) ZnAl,0y4,
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(*)ZnGaz0yq; () ZnO, (@) g-C3Nsy..

reconstructie Si impregnare s-au obtinut structuri de tip hidrotalcit, cu picuri caracteristice
planurilor de difractie (003), (006). (009), (015), (018), (110). Dupa calcinare structura
lamelara specifica este distrusa si se formeaza un amestec de oxizi micsti, ce contine ZnO (*)
si ZnAl,04 (*) sau ZnGa,0, (*).Conform unghiului de difractie caracteristic planului (003),
spatiul interlamelar este ocupat de CO32~. Ca si in cazul grupului anterior, analiza DRIFT
(figura 2.40) confirma structura de hidrotalcit pentru toate compozitele si totodata evidentiaza
prezenta grafenului in structura materialului, prin internediul semnalelor prezente in
intervalul 1640 cm™ -1254 cm™, fiind caracteristice benzilor de vibratie ale heterociclurilor
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Figura 2.40: Spectre DRIFT: a) ZnAl(3/1), b) ZnGa(3/1), c) g-C3N4, d) ZnAI-CN-R, €)
ZnGa-CN-R, f) ZnAI-CN-1, g) ZnGa-CN-I.
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In figura 2.41 sunt prezentate spectrele de absorbtic UV-DR ale materialelor
ZnLDHs, oxizii lor micsti derivati si hibrizii lor continand g-C3N4. Materialele proaspete,
ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) prezintd o capacitate mica de adsorbtie in regiunea UV, cu o
extindere spre zona vizibila a spectrului. Dupa tratamentul termic si hibridizarea cu g-C3N4,
toate spectrele de absorbtie sunt mutate spre regiunea rosie a spectrului si, de asemenea,
capacitatea lor de a absorbi lumina UV creste. In timpul procesului de calcinare la 750 ° C, se
formeaza sisteme formate din oxizi metalici si faza spinel. Doua benzi de absorbtie apar Tn
jurul valorilor de 220 si 265 nm si pot fi atribuite fazelor spinel ZnAl,04 sau ZnGa,0,, in
timp ce marginea de la 360 nm poate fi atribuitd ZnO. g-C3N, proaspat prezintd adsorbtie in
regiunea albastrd a spectrului vizibil, cu doud margini in jur de 300 si 350 nm, ce pot fi

38



Rezultate Originale Capitolul 2

atribuite tranzitiile n-t * ale perechilor electroni ai atomului de N din inelul triazinic.
Prezenta g-C3Ns in structurile hibride de tip LDH poate fi usor remarcata prin prezenta
benzilor de absorbtie in jurul valorilor de 300 si 350 nm.
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Figura 2.41: Spectre UV-DR pentru: a) ZnAl(3/1)LDHs: 1 znAl(3/1), § znAI-CN-R, liznAl-
CN-I, - ZnAl-750, | g-C3N, si b) ZnGa(3/1)LDHs: 1 ZnGa(3/1), | ZnGa-CN-R, | ZnGa-CN-1,
- ZnGa-750, | g-C3N,.

Prezenta g-C3N4 1n hibridul LDH, precum si stabilitatea termica a materialelor, au fost
investigate prin utilizarea analizei termogravimetrice. Din figura 2.42 se poate observa ca
materialele ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) prezintd trei pierderi importante de masa [225]. Primul
eveniment, atribuit indepartarii apei fizisorbite si a celei interlamelare, are loc intre 100-
180°C pentru ZnAl(3/1) si 100-170°C pentru ZnGa(3/1) si prezinta o pierdere de masd de
10%, respectiv 7%. O crestere a temperaturii intre 180-270 °C pentru ZnAl (3/1) si 170-245 °
C pentru ZnGa(3/1) conduce la dehidroxilarea lamelelor, cu o pierdere de masa de 14%,
respectiv 15,5%. Cresterea in continuare a temperaturii pana la 600 °C si 575 °C, va produce
urmatoarea pierderea de masa de 6% pentru ZnAl(3/1) si 4% pentru ZnGa(3/1) atribuitad
elimindrii anionului din spatiului interlamelar. Curbele DTG prezinta un pic la aproximativ
600 °C, respectiv 575 °C, care aratd o schimbare de faza, cu formarea de oxizi metalici si de
faza spinel. Pentru materialele hibride, pierderile de masa au loc in aproape aceleasi intervale
de temperatura si sunt atribuite acelorasi procese. Cu toate acestea, o scadere suplimentara de
masa poate fi observatd pentru LDHs-CN (vezi figura 2.42b-g), care poate fi atribuita
prezentei g-C3N4 in structura LDHs-urilor. S-ar putea observa ca grafenul (figura 2.42 d) are
o buna stabilitate termica pana la 530 ° C. Dupa aceasta temperatura, oxidarea sa are loc cu
mai mult de 50% din pierderea de masa pana la 700 ° C [221]. O pierdere de greutate intre
25-38% a fost observata pentru hibrizi conaindnd semiconductorul organic, in timp ce pentru
proba  proaspitd maximul a fost de 30% obtinut pentru  ZnAl(3/1).
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2.3.2. Materiale de tipul ZnLDHs, oxizii lor micsti derivati si formulari de tipul ZnLDHs-
C3N,; pentru fotodegradarea solara a diclofenacului.

In acest subcapitol, ZnLDHs si ZnLDHs-CN obtinute prin diferite metode de sinteza
vor fi utilizate in fotodegradarea a diclofenacului (DCF). Solutiile de degradare rezultate au
fost evaluate prin masuratori UV-Vis; au fost de asemenea efectuate masuratori ale
carbonului organic total (TOC) la inceputul si la sfarsitul testelor. Valorile TOC au fost
obtinute prin masurarea TC (carbon total) si IC (carbon anorganic) si scaderea concentratiei
IC din concentratia TC. Pentru a stabili mecanismele de degradare, a fost utilizata
spectrometria de masa cuplata cu cromatografia lichida (LC-QTOF MS).

a) Formulari de tipul ZnAIl(2/1)LDHs-C3N4 si ZnCoAl(2/1)LDHs-C3N4 pentru
fotodegradarea solara a diclofenacului.

Sinteza si caracterizarea fizico-chimica pentru acest grup de materiale au fost
prezentate in sectiunea 2.3.1. Solutia de DCF de 25 mg/L a fost fotodegradata in prezenta a 1
g/L a diferitor catalizatori pe bazia de LDH. In plus, pentru acest grup de catalizatori s-au
efectuat si teste In lumina UV si vizibila. Pentru aceasta, a fost folosita aceeasi lampa solara
dotata cu filtre ce pot opri radiatia UV sau pe cea vizibild. Evolutia in timp a degradarii DCF
a fost monitorizatd la 276 nm sau 1n unele cazuri la 236 nm, ce reprezintd maximul de
absorbtie pentru produsul principal de fotodegradare.

» Fotodegradarea DCF sub lumina solara

Evolutia in timp a proceselor initiate de lumina solard simulatd, in prezenta
catalizatorilor prezentatti anterior, este prezentatda in figura 2.43. Testul balnk, realizat prin
iradierea DFC fara a adauga catalizator, indica faptul ca se formeaza un produs foarte stabil
imediat dupa ce lampa este pornita (figura 2.43 - j). Dimpotriva, atunci cand solutia DFC este
iradiatd in prezenta catalizatorului, fotodegradarea moleculelor de DCF are loc cu formarea
rapida a speciilor intermediare clor-carbazol Cz1 [226]. De asemenea, se poate observa din
profilurile UV-Vis incluse in figura 2.43 ca, in timpul proceselor de fotodegradare, sunt
implicate diferite mecanisme atunci cind se utilizeaza fotocatalizatori diferiti. In toate
cazurile, medicamentul este mai ntai convertit in multe tipuri de carbazoli urmat de
descompunerea lor partiald sau totala in functie de fotocatalizatorul implicat. [168].
Fotodegradarea DCF folosind g-C3Ny (figura 2.43 i) si probele reconstruite (figura 2.43 c si f)
conduce la formarea, dupd aproximativ 80 de minute de reactie, unor produsi stabi care ar
putea fi corelati cu cei formati In cazul testului blank (figura 2.43 c, f, i). Pentru ceilalti
catalizatori studiati, de exemplu, materialele LDHs proaspete (figura 2.43 a si d) si cele
impregnate cu g-C3sN, (figura 2.43 b si e), procesul de degradare are loc continuu si, dupa 240
de minute de reactie, profilurile spectrale atribuite structurilor carbazol dispar.
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Figura 2.43: Spectre UV-Vis pentru fotodegradarea DCF sub lumina solara in prezenta a)
ZnAl(2/1), b) ZnAl-CN-I, c) ZnAl-CN-R, d) ZnCoAl(2/1), €) ZnCoAI-CN-I, f) ZnCoAI-CN-
R, g) ZnAl-750, h) ZnCoAI-750, i) g-C3N., j) blank.

Figura 2.44 prezinta performantele fotocatalitice ale fotocatalizatorilor studiati
evaluati prin UV-Vis si TOC. Conform rezultatelor UV-Vis, probele proaspete si hibrizii
impregnati au cea mai buna activitate, cu o eficienta de degradare cataliticd a DCF mai mare
de 93% fatda de concentratia initiald. Cu toate acestea, este interesant de mentionat ca
rezultatele TOC indicd faptul introducerea Co" in cadrul retelei stratificate (proba ZnCoAl)
creste in mod semnificativ valoarea TOC pand la 84,1%, In comparatie cu matricea de tip
LDH lipsita de Co" (proba ZnAl), ce mineralizeaza numai 66,5% n aceleasi conditii
experimentale. Prin urmare, am putea concluziona ca introducerea Co" 1n structura LDH
imbunatateste eficienta cataliticd a sistemului stratificat. Mai mult decat atat, hibridizarea
matricelor LDH cu g-C3N, imbunatateste gradul de foto-mineralizare al DFC de la ~ 66%,
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asa cum s-a observat pentru proba ZnAl(2/1), pand la ~ 75% pentru proba ZnAl-CN-I.
Comparéand cele doua cai de hibridizare a LDH cu g-C3Ny, se poate concluziona ca utilizarea
impregnarii conduce la un material mai activ in comparatie cu metoda de reconstructie.
Aceste rezultate se afla intr-o buna corelatie cu concluziile rezultate in urma caracterizarii
fizico-chimice, ce au indicat cd o structura hibrida foarte cristalind S-a obtinut prin
impregnare. Mai mult, atunci cand se utilizeaza probele reconstruite, produsul intermediar
carbazolic se formeaza dupa aproximativ 80 de minute de reactie. Profilele XRD (figura 2.32
b si g) pentru aceste probe indica o reconstructie partiala a structurii lamelare, grafenul fiind
faza principald a acestor probe. Ca atare, atunci cand sunt testate intr-o reactie fotocatalitica,
comportamentul acestor probe (figura 2.43c si f) este similar cu cel al g-C3N4 (figura 2.43i),
cand se observa formarea compusului intermediar carbazolic stabil. Se poate concluziona ca
prezenta unei faze LDH cristaline in sistemele fotocatalitice hibride de tipul g-C3N4/LDH
influenteaza in mod direct mecanismul si gradul de mineralizare a DCF.

100 {96 96 95 97 o1 94
(280 ‘ K AN I
2 4 81 go |
75 Ly 64
Beo] §7 &3 :
3 60
3
= 47
gam
T 20
)
a¥
ol —I0 101011 W
a b c d e f g h 1
Catalysts

Figura 2.44: Performanta fotodegradarii solare a DCF evaluate prin - UV-Vis si - TOC pentru
a) ZnAl(2/1), b) ZnAl-750, c) ZnAl-CN-1, d) ZnAI-CN-R, e) ZnCoAl(2/1), f) ZnCoAl-750,
g) ZnCoAI-CN-I, h) ZnCoAI-CN-R, i) g-C3Na.

» Fotodegradarea DCF sub lumina UV si vizibila

S-a observat ca fotodegradarea DFC a fost nesemnificativa atunci cand s-a realizat
sub lumina vizibila. Astfel ca performanta a fost cuprinsa intre 1-11%, maximul fiind atins de
catalizatoroul ZnCoAl-750. Sub iradierea cu UV (figura 2.46) cei mai performanti
catalizatori, conform masuratorilor TOC, sunt probele LDH proaspete si cele calcinate. Daca
comparam performanta pentru ZnAl si ZnCoAl obtinutd in urma iradierii UV, cu cea obtinuta
sub luminad solara, putem obeserva contributia Co in imbunatatirea fotoactivitatii ZnAILDH.
Catalizatorul ZnAl are aceeasi activitate in cazul iradierii solare si UV (66,5 si 66,9% TOC),
dar cand Co este prezent in structurd, creste capacitatea noului material de absorbtie a luminii
vizibile. In consecinta, performanta creste de la 53,6%, la 84,1%.
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Figura 2.46: Performanta fotodegradarii solare a DCF evaluate prin - UV-Vis si - TOC pentru
a) ZnAl(2/1), b) ZnAl-750, c) ZnAl-CN-1, d) ZnAl-CN-R, e) ZnCoAl(2/1), f) ZnCoAlI-750,
g) ZnCoAIl-CN-I, h) ZnCoAI-CN-R,

» Mecanismul de degradare

Este propus un mecanism general de fotodegradare ce implica formarea unui complex
intre LDH-urile si moleculele DCF. Astfel, fotodegradarea are loc ca o combinatie intre
fotosensibilizarea DCF si fotooxidare. Datorita prezentei gruparilor -OH pe suprafata LDH,
medicamentul poate fi usor adsorbit si excitat in continuare de catre fotonul absorbit. Poate sa
apard un transfer de electroni intre DCF excitat (DCF *) si banda de conductie a materialului,
si astfel se formeaza specii oxidative ce vor fi in continuare utilizate in fotodegradare.
Fenomenul de excitarea luminoasa a DCF si cel de fotooxidare, prin excitarea luminoasd a
materialelor LDH sunt prezentate in figura 2.47 [209-211].
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Figura 2.47: Mecanismul de fotodegradare a DCF in prezenta catalizatorului, implicand
excitarea luminoasa a DCF si fotooxidarea.
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S-a observant ca DCF este degrdat diferit, in functie de tipul de catalizator si tipul de
radiatie luminoasa folosita. Astfel ca, in urma testului balnk, analiza cromatografica,
completata de cea spectrofotometrica au aratat ca in lipsa catalizatorului se obtine un amestec
stabil de substante complexe. Studiile asemanatoare facute pe acelasi medicament, au
demonstrat ca acest amestec de carbazoli si imine este mult mai toxic decat poluantul initial.
Atunci cand catalizatorii sunt prezenti in sistem, fotodegradarea conduce la formarea de
produse mai putin stabile, care pot fi descompuse in continuare. Cel mai bun catalizator,
ZnCoAI(2/1) a fost testat in fotodegradarea solara a DCF. Au fost efectuate masuratorile UV-
Vis si LC-QTOF MS, iar rezultatele sunt prezentate in figura 2.50. Se poate observa din
figura 2.50-b ca solutia finala are o compozitic mai putin complexa, comparativ cu cea
obtinutd in cazul testului martor. Mecanismul propus de fotodegradare folosind ZnCoAl este
prezentat in figura 2.51. Aceasta implica inchiderea inelului care poate incepe cu DCF sau cu
intermediarul sau decarboxilat, C9. Reactia va conduce la formarea de carbazoli, cum ar fi
C5, C6, C7, C8, C10 [233]. In plus, alti compusi complecsi sunt formati ca rezultat al
participarii DCF sau a compusilor sai de fotodegradare la reactiile de monoclorurare,
decarboxilare, hidroxilare sau oxidare [231,232]. Datorita prezentei catalizatorului

Al o 2: .
3 40minech & = 204 ﬁ) 30
";“ \ — 5 min 8:’ - "
| —10 =10
Cd 254 5% \ on 60 -
M’ \ ] 0 | PP 2
o 21 | 0 _ 100 200 40
5! S T time (min) (-l)
5151 = 20
-—E a :_3\ 0 P - ——
S Compounds
'2 0.5 1 m DCF C14HoCLNO C14H;CINO,
B CuH;sNOz B CiHiNOs m CuHiCINO;
0 -
[ CuHisCLNO H CuHpNO; m CuHsCLNO;
200 \%?0 1 300 h 350 00 B CisHiiCLNO E CyisHCLNO CisHiChN
ave engt (nm) H Ci:HiiNO C1sH1oCIN B CisHpoCINO;
B CsH:CLO B CpHeCLN [ M CsHsO4 |
B CH;CLNO I. C7H303 | CsHiChO3
N CeH;CLNO CsHsOs B Cg1:CLO:
B CH;CLN B cgHs5C10 B CsH;Cl
B CiH05 [ chHo. ] CeH4Cl

Figura 2.50: a) Spectre UV-Vis pentru fotodegradarea solara a DCF in prezenta ZnCoAl(2/1)
b) Semnale procentuale ale produsilor de reactie evaluate prin LC-MS dupa 4 h de iradiere
solard; insert: semnalul DCF evaluat prin LC-MS.

ZnCoAl(2/1), DCF-ul este degradat prin cele doua mecanisme ce au loc consecutiv, ce
implica scindarea NH si deschiderea inelului aromatic, cand moleculele mici sunt obtinute si
transformate ulterior in CO,, HCI si apa [229,232-234]. Aceste rezultate demonstreaza ca
solidul si moleculele de DCF interactioneaza intre ele, rezultdnd un nou catalizator hibrid, un
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complex DCF-LDHs. Noul complex, sub excitare luminoasa, permite transferul de sarcina
intre DCF si LDH. In acest fel, degradarea a medicamentului are loc ca o combinatie intre
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Figura 2.51: Mecanismul de fotodegradare solara a DCF propus in prezenta catalizatorului

ZnCoAl(2/1)
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fotosensibilizare DCF-ului si foto-oxidare, sporind performanta procesului [235-237].
Identitatea compusilor de fotodegradare ar putea arita cd unele molecule de DCF
interactioneaza direct cu iradierea soarelui, in timp ce altele sunt adsorbite pe o suprafatd
solida si transformate in molecule distincte. Cu toate acestea, toate produsele fotodegradate
rezultate vor interactiona cu fotocatalizatorul, fiind apoi degradate si mineralizate.

b) Formuliari de tipul ZnAl(3/1)LDHs-C3Ns si ZnGa(3/1)LDHs-C3Ns pentru
fotodegradarea solara a diclofenacului.

Testele fotocatalitice pentru acest grup de materiale au fost efectuate sub iradiere
solara, iar evolutia fotodegradarii a fost monitorizata prin masuratori spectrometrice UV-Vis
si TOC.

Profilele UV-Vis obtinute pentru degradarea DCF-ul sub iradiere solara si in prezenta
catalizatorilor prezentati in sectiunea 2.3.1 b, sunt asemanatoare cu cele prezentate in figura
2.43. SiTn acest caz, prezenta catalizatorilor de tip LDH, iradiati sub lumina solara, genereaza
specii oxidative si astfel medicamentul este rapid convertit in diferite produse. In plus,
evolutia fiecarui sistem de fotodegradare este direct legata de tipul de catalizator, asa cum a
fost discutat in sectiunea anterioara, pentru grupul ZnLDH(2/1). Un rezultat interesant a fost
obtinut in cazul materialului ZnGa(3/1), ce este capabil sa degradeze si sd mineralizeze
intreaga cantitate de DCF in 150 minute (figura 2.59 B-a). Luand in considerare acest lucru si
capacitatea acestui material de a absorbi lumina vizibila, s-a presupus ca moleculele de
medicament sunt degradate prin fotooxidare, cu implicarea catalizatorului si, de asemenea,
prin fotosensibilizare, cu participarea DCF fotoexcitat, ce a fost adsorbit pe suprafata
catalizatorului (figura 2.47).
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Figura 2.59: Performanta fotodegradarii solare a DCF pentru A) ZnAILDHSs: a) ZnAl(3/1), b)
ZnAl-750, c) ZnAl-CN-I, d) ZnAl-CN-R, e) blank; B) ZnGaLDHs: a) ZnGa(3/1), b) ZnGa-
750, ¢) ZnGa-CN-I, d) ZnGa-CN-R, €) g-C3Ns..

In figura de mai sus sunt prezentate performantele fotocatalitice ale catalizatorilor
studiati, evaluati prin masuratori UV-Vis si TOC. Se poate observa ca toti catalizatorii au un
raspuns fotocatalitic ridicat, prezentdnd un grad de degradare si mineralizare intr-un interval
de 64-100%, respectiv 47-100%. In ceea ce priveste influenta prezentei g-CsN, asupra
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performantei hibrizilor, numai in cazul ZnAl-CN-I a fost inregistratd o crestere a activitatii,
comparativ cu precursorul sdu, ZnAl(3/1), de la 83% mineralizare, la 97%. Pentru restul
catalizatorilor, nu s-a observat niciun efect benefic dupa procesul de hibridizare. O explicatie
poate fi prezenta in cantitate mare a grafenului, ce ar putea bloca siturile active ale matricei
de tip LDH. Spectrele UV-Vis ale ZnAl-CN-R, ZnGa-CN-I si ZnGa-CN-R prezentate in
figura 2.41 arata in mod clar prezenta unei cantitati semnificative de g-C3N4 Tn structura LDH
datorita benzii de absorbtie in jurul valorilor de 300 si 350 nm. Dimpotriva, pentru spectrul
ZnAI-CN-I, spectrul UV-Vis prezinta un semnal mic, la aproximativ 350 nm, care poate fi
atribuit grafenului. Cu toate acestea, toate sistemele fotocatalitice au o performanta
fotocatalitica buna.

Din moment ce profilurile spectrelor de fotodegradare UV-Vis ale DCF obtinute
pentru acest grup de materiale sunt similare cu cele obtinute pentru grupul bazat pe
ZnAl(2/1)LDH si ZnCoAILDH(2/1) (vezi figura 2.43) se poate considera ca mecanismele de
degradare ale poluantului ar trebui sa implice aceeasi reactii de descompunere precum
hidroxilarea inelului aromatic, inchiderea ciclului, scindarea NH si deschiderea inelului
benzenic, urmata de degradarea ulterioard pana la mineralizarea totald sau partiala.

2.4. Nanoparticulele de In sau Ga pe ZnAILDH si ZnGalLDH cu un raport
Me*/Me*'= 3/1 si oxizilor lor micsti derivati pentru fotodegradarea
solara a fenolului si p-nitrofenolului.

Oxizi precum In,03 si Gay,O3 au fost deja utilizati in procesul fotocatalitic pentru
indepartarea unor poluanti aposi. Un bun raspuns in fotodegradarea metil-orange si a
rodaminei B [242] a fost obtinut prin utilizarea nanocuburilor de In,O3 suportate pe nanofibre
de carbon. Dupa 7 ore de iradiere solara, aproximativ 80 % din cantitatea initiald de poluanti
a fost indepartata. Mai mult decét atat, insecticidul fipronil [243], metil orange, rodamina B si
acidul benzoic [244] au fost fotodegradate cu lumina UV utilizand B-Ga,0s.

Ideea de a dopa compozitele de tip LDH cu diferite materiale a fost abordata mai intai
de grupul de cercetare al lui H. Garcia. Recent, grupul nostru a demonstrat ca nanoparticulele
ca CeyO3, AuNPs dispersate pe ZnMeLDHs (Me = Al, Ti, Sn) prezintd proprietati
semiconductoare sinergetice si performantele lor sub stimularea luminii sunt peste cele ale
fiecarui component separat [33,34,178].

In aceastd sectiune va fi prezentati sinteza, caracterizarea si utilizarea noilor
catalizatori de tip INNPs sau GaNPs pe ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) in fotodegradarea solara a p-
nitrofenolului si a unei solutii apoase de fenol + p-nitrofenol (1:1).
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2.4.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a ZnMelLDHs, a ansamblurilor
nanostructurate de tipul In sau Ga/ZnMeLDHs si a oxizilor amestecati derivati

Sinteza

Materialele ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) au fost obtinute prin metoda coprecipitarii, asa
cum a fost prezentat in capitolul 2.3.1-b. Formularile hibride ce contin NPs de In sau Ga au
fost obtinuta prin utilizarea metodei reconstructie (vezi Figura 1.32). Pentru aceasta, 2,1 g
ZnAl(3/1) sau ZnGa(3/1) s-au calcinat la 550 ° C timp de 8 ore si dupa care s-au adaugat la o
solutie de 0,1 M Gay(SO,4) 3x18H,0 sau In(C;H30,)3 (Sigma Aldrich, >99%). Suspensiile
rezultatele au fost amestecate timp de 7 ore la 20 °C, dupad care s-au recuperat prin
centrifugare si s-au uscat la 80 °C. Catalizatorii au fost notati ca Ga/ZnAl, In/ZnAl, Ga/ZnGa
si Ga/ZnGa. O parte din aceste probe au fost in continuare calcinate la 750 °C si oxizii micsti
derivati obtinuti au fost denumiti In/ZnAl-Cal, Ga/ZnAl-Cal, In/ZnGa-Cal si Ga/ZnGa-Cal.

Caracterizarea fizico-chimicd

Pentru LDH-urile proaspete si probele lor reconstituite (figura 2.60) spectrele XRD
prezintd semanalele carcteristice materialeleor de tip hidrotalcit, definite de varfurile de
difractie la 20 = 11.8°, 23.6°, 34.9°, 37.4°, 39.5°, 44.3°, 47.1°, 53.1° si 56.7° atribuite
planurilor (003) (006) , (009), (104), (015), (107), (018), (100) si (1/2 11) [33]. Mai mult
decat atat, dupa reconstructia in solutii apoase de Ga,(SOy)3 si in (C,H30,)3, structura LDHs
este total recuperata, fapt dovedit de prezenta picurilor caracteristice planurilor de difractie
bazale ((003) (006) (009)), ce sunt mai putin intense, si non-bazale ((012) (015) (018)). Acest
lucru poate indica o reducere a cristalinitdtii si / sau diminuarea dimensiunii particulelor
cristalitelor pentru hibrizii LDH [245]. Prezenta indiului sau a galiului nu a fost confirmata
prin utilizarea masurdtorilor XRD.

Intensity (a.u.)

0 20 60 80

40
2 theta (degree)
Figure 2.60: Spectre XRD pentru a) ZnAl(3/1), b) Ga/ZnAl, ¢) In/ZnAl; e) ZnGa(3/1), f)
Ga/ZnGa, g) In/ZnGa.
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Pentru probele reconstruite, picul caracteristic planului de difractie (003) este mult
mai larg si este de asemenea mutat spre valori ale lui 2© mai mici. De exemplu, picurile
11.67 ° pentru ZnAl(3/1) si 11,7 © pentru ZnGa(3/1) au fost deplasate la 7,1 ° pentru In/ZnAl
si 7,03 © pentru In/ZnGa, in timp ce pentru Ga/ZnGa si Ga/ZnAl valorile sunt 9,85 °© si
respectiv 9,92 °. Acest lucru subliniaza ca reconstructia materialului in solutii apoase de
In(C,H302)3 si Gay(SO4)s conduce la o structura de tip LDH expandata, in care anionii
carbonat ce erau initial in structura argilelor mama, au fost inlocuiti cu anionul sulfat si acetat
(vezi tabelul 2.7).

Tabelul 2.7: Dimensiunea cristalelor si parametrii retelei cristaline ale catalizatorilor studiati.
Parametrii retelei (A)

Proba *dimenisunea

cristalului (nm) d (003) d (110) a ¢
ZnAl(3/1) 13 7.61 1.54 3.08 22.67
Ga/ZnAl 15 8.91 1.54 3.07 26.92
In/ZnA 9 12.56 1.53 3.06 37.32
ZnGa(3/1) 22 7.56 1.53 3.07 22.67
Ga/ZnGa 8 8.97 1.53 3.07 26.92
In/ZnGa 7 12.44 1.53 3.04 37.69

*calculate cu ecuatia Scherrer; parametrii retelei @ = 2d;10 si ¢ = 3dogs
d(003) si d(110) au fost calculate cu legea lui Bragg

Dupa procesul termic, amestecuri omogene de faza spinel cu oxizi metalici se
formeaza, asa cum poate fi observat si din figura 2.62.
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Figura 2.62: Spectre XRD pentru: a) In/ZnAl-Cal si b) In/ZnGa-Cal.
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Natura gruparilor functionale a fost investigatda prin utilizarea analizei FTIR (figura
2.64). Pe langa grupdarile functionale caracteristice materialelor de tip hidrotalcit, deja
prezentate in sectiunile anterioare, dupa reconstructie, pe spectrele IR apar semnale ce
evidentiaza intercalarea in structura noilor materiale, a anionilor acetat, cu picuri
caracteristice la 1566 cm™, 1415 cm™ si 1368 cm™ si a anionilor sulfat, cu semnale in jurul
valorilor 1112 cm™, 980 cm™si 672 cm™.
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Figura 2.64: Spectre FTIR pentru: a) ZnAl(3/1), b) In/ZnAl, c) Ga/ZnAl.

Transmitance (a.u.)

Tn figura 2.65 sunt prezentate spectrele XPS totale ale probelor bazate pe ZnGaLDH,
si ele demonstreaza existenta nivelelor de baza Zn 2p, Ga 2p si O Is. Imaginea inseratd
prezintd spectrul de inalta rezolutie a Ga 2p(1/2), cu energia de legatura la 1145.1 eV, ce
indicad faptul cd pe suprafata compozitului de tip LDH, galiul se gaseste in stare de oxid,
Gay03. [253] Spectrul XPS caracteristic pentru In/ZnGa este prezentat in figura 2.66.
Deoarece varfurile pentru Ga 3d3/2 si Ga 2pl/2 sunt usor asimetrice, ele pot fi separate in
doua, asa cum este prezentat in figura 2.66 b-c. Picurile separate Ga 2p si Ga 3p sugereaza c4,
probabil, galiul este prezent In/ZnGa ca Ga®" si ca galiu metalic sau superoxid (Ga-O-Ga).
Prezenta In 3d este indicata de cele doud varfuri simetrice la 445.33 si 452.91 eV, ce
subliniaza faptul ca indiul este in stare de oxid (figura 2.66-d). Regiunea O 1s din figura 2.66-
e confirma legarea galiului si a oxidului de indiu in solid printr-un pic larg si asimetric in
intervalul 535-525 eV. Acest pic poate fi deconvolutionat in doua picuri, cu un maxim la
531,96 si 530,78 eV, atribuite Ga,O3 si respectiv InyO3 [254].

Spectrele UV-Vis ale materialelor sintetizate sunt date in figura 2.67. Rezultatele
aratd ca precursorii initiali, ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1), pot absorbi doar lumina UV, cu lungimi

de unda mai mici decat 400 nm. Dupa reconstructie in prezenta indiului sau galiului, band
gap-urile compozitelor ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1) au fost modificate de la 3,57 la 3,95 eV la
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Figura 2.65: Spectre XPS pentru a) Ga/ZnGa-Cal, b) ZnGa(3/1), c) Ga/ZnGa
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Figura 2.66: Spectre XPS pentru a) In/ZnGa, si spectrele de Tnalta rezolutie pentru b) Ga3d,
c) Gaz2pl/2, d) In3d, e) O1ls.
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Figura 2.67: Spectre UV-Vis pentru A) a) ZnAl(3/1), b) Ga/ZnAl, c) In/ZnAl, d)Ga/ZnAl-
Cal, e) In/ZnAl-Cal; B) ) a) ZnGa(3/1), b) Ga/ZnGa, c) In/ZnGa, d) Ga/ZnGa-Cal, €)
In/ZnGa-Cal.

valori mai mici cuprinse in intervalul 2.74-3.1 eV, indicand faptul ca noile materiale pot fi

activate de lumina vizibila, din moment ce band gap-ul dintre lumina UV si cea vizibila este
de 3.1eV.

2.4.2. Materiale de tipul ZnAl(3/1)LDH, 2ZnGa(3/1)LDH, ansamblurile lor
nanostructurate de tipul In sau Ga/ZnAl(3/1)LDH si In sau Ga/ZnGalLDH si oxizii
lor micsti derivati pentru fotodegradarea solara a p-nitrofenolului.

In aceastd sectiune sunt prezentate performantele fotocatalitice ale compozitelor
ZnAl(3/1), ZnGa(3/1), formularile lor hibride cu galiu si indiu si oxizii lor micsti derivati
pentru degradarea solara a p-nitrofenol (p-nPh). Testele blank au indicat ca poluantul nu
poate fi fotolizat in absenta catalizatorilor. In timpul echilibrul de adsorbtie-desorbtie, s-a
observat ca la absorbtia maxima initiala p-nitrofenolul a fost deplasat de la 317 nm la 400nm;
asa ca degradarea fotocatalitica a poluantului a fost monitorizata prin masuratori UV-Vis,
urmarind evolutia absorbantei la 400 nm. Din figura 2.68 si 2.69 se poate observa ca pentru
toti catalizatorii pe baza de ZnAl(3/1) si ZnGa(3/1), absorbanta scade in timp, atingdndu-se
un maxim de degradare de 99.5 %, pentru catalizatorul In/ZnAl-Cal. Materialele initiale sunt
aproape inactive, cu o performanta mai mica de 5% in termeni de fotodegradare a p-
nitrofenolului.
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Pentru a evalua gradul de mineralizare si natura produsilor de degradare, au fost de
asemenea efectuate masuratori TOC si HPLC. Pentru o identificare precisa a produselor au
fost utilizate solutii standard de benzochinond, acid muconic, catechol si rezorcinol.
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Figura 2.68: Spectre UV-Vis pentru a) ZnAl(3/1), b) In/ZnAl, ¢) Ga/ZnAl, d) In/ZnAl-Cal, e)
Ga/ZnAl-Cal, f) performanta fotocatalitica a materialelor.
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Figura 2.69: Spectre UV-Vis pentrur a) ZnGa(3/1), b) In/ZnGa, c) Ga/ZnGa, d) In/ZnGa-Cal,
e) Ga/ZnGa-Cal, f) performanta fotocatalitica a materialelor.
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Rezultatele au aratat ca In/ZnAl-Cal poate mineraliza in 4 ore 87% din concentratia initiala a
p-nPh, in timp ce Ga/ZnAl-Cal numai 60%. Datele HPLC confirma faptul ca radicalii
hidroxil interactioneazd cu p-nitrofenol, conducénd, la formarea de compusi fenolici
hidroxilati. Cel mai bun catalizator, In/ZnAl-Cal, a fost utilizat in conditii Similare, trei teste
consecutive, iar rezultatele au aratat ca materialul isi coserva intreaga activitate fotocatalitica.

2.4.3. Materiale de tipul ZnAl(3/1)LDH, ansamblurile lor nanostructurate de tipul In
sau Ga/ZnAl(3/1)LDH si oxizii lor micsti derivati pentru fotodegradarea solara a
amestecului de fenol +p-nitrofenolului.

Concentratia totald a solutiei de poluanti a fost de 50 mg/l (25 mg p-nPh + 25 mg Ph),
iar concentratia catalizatorului a fost de 1 g/l. Dupa echilibrul adsorbtie-desorbtie, s-a
observat o deplasare a picului de la 317 nm la 400 nm si corespunde formarii anionului p-
nitrofenolat [260]. S-a observant ca pentru toti catalizatorii absorbanta la 270 nm si 400 nm
scade in timp, iar performanta catalizatorului ZnAl(3/1) este de 4% pentru degradarea
fenolului si 7% pentru degradare p-nPh (vezi figura 2.73). Catalizatorul cel mai eficient este
In/ZnAl-Cal cu 89% si 98% fotodegradare a fenolului, respectiv p-nitrofenolului, Th 240 de
minute.
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Figura 2.73: Performata fotocatalitica pentru fotodegradarea solara a amestecului de fenol +
p-nitrofenol in prezenta a) ZnAl(3/1), b) In/ZnAl, ¢) Ga/ZnAl, d) In/ZnAl-Cal, e) Ga/ZnAl-
Cal.

Procesul de fotodegradare al amestecului de compusi fenolici a fost evaluat ca fiind o
reactie de ordinal inti. In figura 2.74 este prezentatd dependenta -In (A/Anax) si t. Tn tabelul
2.12 sunt redate constantele Kapp si timpii de injumatatire t;. Rezultatele cinetice arata ca
reconstructia in prezenta indiului si tratamentul termic la 750 °© C duce la formarea unui
catalizator (In/ZnAl-Cal), capabil sa degradeze mai mult de 50% din concentratia initiald de
poluanti in 60 de minute. Ga/ZnAl-Cal are un timp de Injumatatire de 10 ori mai mic pentru
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Figura 2.74: Logaritmul natural al absorbantei normalizate vs timp pentru a) fenol la 270 nm
si b) p-nitrofenol la 400 nm.

Tabelul 2.11: Parametrii cinetici ai procesului de fotodegradare.

Proba Kapp (X 102 min™)  ty;, (min) Kapp (x 10 min™) tu (Min)
fenol fenol p-nitrofenol p-nitrofenol
ZnAl(3/1) 0.4 1732 0.4 1732
Ga/ZnAl 05 1386 1.3 533
Ga/ZnAl-Cal 2.9 239 4.2 165
In/ZnAl 1.1 630 1 693
In/ZnAl-Cal 11.3 61 17 41

degradarea p-nitrofenolului si de 7 ori mai mic pentru degradarea fenolului, comparativ cu
valorile obtinute pentru ZnAl(3/1). Pentru In/ZnAl-Cal aceste valori descresc considerabil,
comparativ cu materialul mama. Astfel, depunerea oxizilor metalici pe suprafata LDH-urilor
imbunatateste eficienta catalitica a sistemelor stratificate. Mai mult, materialele solide
semiconductoare compuse dintr-o faza spinel dispersatd omogen intr-o faza de oxid metalic
au cea mai mare performantd fotocatalitica pentru descompunerea sistemelor complexe de
poluanti Mecanismul de fotodegradare a amestecului este prezentat in figura 2.71
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Figura 2.71: Mecanismul de fotodegradare solara a amestecului fenol + pnitrofenol in
prezenta catalizatorilor studiati.
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3. Sisteme biohibride bazate pe hidroxizi dublu lamelari pentru aplicatii
catalitice

3.1. Generalitati

Compozitele de tipul argilelor anionice au fost folosite de nenumarate ori pentru
imobilizarea diferitelor enzime [147,152,153]. Aceste materiale au o buna stabilitate fizica si
chimica si pot lucra intr-un interval de pH de la 5 la 9 [261,262]. Diferite studii au demonstrat
ca materiale LDHs au biocompatibilitate ridicata si in prezenta biomoleculelor actioneaza ca
materiale soft, fara un impact semnificativ asupra proprietatilor lor structurale si functionale
[67]. Tn general, foarte multe studii au abordat pana acum imobilizarea de enzime pe diferite
matrici, cu scopul de a fi utilizate Tn proiectarea de biosenzori. Deoarece compozitele LDH
poseda proprictati de semiconductori, acestea pot fi materiale promitatoare pentru
imobilizarea de enzime, indiferent daca ele sunt proiectate pentru a fi utilizate Tn designul de
biosenzori sau in scopuri biocatalitice [150].

Imobilizarea enzimei pe LDHs poate fi realizata prin diferite tehnici ca adsorbtia
directa, coprecipitare sau reconstructie. Pana in prezent, enzime cum ar fi tirozinaza [149],
lacaza [146], aminopeptidaza [263], lactat dehidrogenaza [147], transcetolaza [153], fructoza-
6-fosfat aldolaza, [152] celulaza [145], peroxidaza [155 ], superoxid dismutaza [264],
papaina [265], fosfataza [144], dihidroxiacetona kinaza, piruvat kinaza, triozofosfat
izomeraza [154] au fost imobilizate pe ZnAILDH, MgAILD, CoAILDH C-Dots/CoFeLDH,
MgZnAILDH si in continuare au fost utilizate in designul de biosenzori si sinteza enzimatica
a diferitelor substante chimice. In majoritatea cercetarilor, structurile de tip hidrotalcit nu au
efecte negative asupra conformatiei enzimei sau asupra centrului sau activ [266]. Cu toate
acestea, Tn unele studii s-a concluzionat c¢a enzima sufera modificari structurale, ori in timpul
imobilizarii, aceasta se ataseaza incorect de matricea LDH, iar situsul sau activ devine
inaccesibil. [147] Mai mult, prezenta unor metale, cum ar fi nichelul, in structura argilei poate
duce la inhibarea enzimei [149].

Peroxidaza (HRP) este o oxidoreductaza utilizata de multe ori pentru degradarea de
substantele fenolice (fenol, triclorfenol, p-clorofenoli), in forma sa liberd sau imobilizata.
[161]. Enzima are nevoie de un donor de electroni si un agent de oxidare pentru a deveni
activa. De obicei, agentul oxidativ este H,O,. Cand HRP este activa, ea catalizeaza
polimerizarea fenolilor, cAnd rezulta un compus polimeric insolubil in apa, ce poate fi usor de
separat [267] si mai departe poate fi valorizat in recuperarea metalelor pretioase [268].
Totusi, adaugarea permanenta de H,O,, capacitatea peroxidului si a unor produsi de reactie
de a inhiba enzima sunt inconveniente majore [269-272].

In acest subcapitol hidroxizi dublu lamelari vor fi sintetizati, caracterizati si utilizati
pentru a investiga abilitatea lor de a imobiliza enzima HRP. In plus, materialele continand
aur, derivate din LDHs vor fi testate ca vectori potentiali in activarea HRP si regenerarea
NADH din NAD ™.

58



Rezultate Originale Capitolul 3

3.2. Imobilizarea peroxidazei pe materiale de tip hidroxizi dublu lamelari

3.2.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a LDHs si a hibrizilor HRP-LDHs

Sinteza

Abilitatile compozitelor LDH de a imobiliza HRP au fost investigate pentru
materialele bazate pe ZnAl(3/1). Mai intai, materialul mama ZnAl(3/1) a fost obtinut prin
utilizarea metodei de co-precipitare, asa cum a fost detaliat in subcapitolele anterioare.
Pornind de la acest material, utilizdnd metoda reconstructiei, s-au obtinut formulari hibride cu
aur si grafen. Astfel, 1,5 g de ZnAl proaspat(3/1) s-au calcinat la 525 ° C timp de 12 ore si s-
au adaugat la o solutie apoasa de 150 ml continand 0,15 g de acetat de aur. Suspensia a fost
iradiata timp de 20 de minute cu o lampi solard, de 180 W si agitatd timp de 24 de ore. In
final, solidul a fost recuperat prin centrifugare, uscat la 60 ° C si denumit Au/ZnAl. Mai
departe, 1,25 g de ZnAl(3/1), calcinat la 550 °C, timp de 7 ore, s-au adaugat la o solutie
apoasa continand 0,1 g g-C3Ny4, fiind mentinutd sub agitare viguroasa timp de 24 de ore la
temperatura camerei. Solidul obtinut a fost spalat cu apa distilata, recuperat prin centrifugare,
uscat la 90 ° C si denumit ZnAl-CN.

Materialele biohidride au fost obtinute prin contactul direct al materialelor sintetizate
cu HRP. Peroxidaza, 250 U/mg, tip VI, EC 1.11.1.7, a fost achizitionatd de la Sigma-Aldrich
Chemical Co. HRP a fost imobilizata pe materiale proaspete: ZnAl(3/1), Au/ZnAl si ZnAl-
CN, prin adsorbtie. Metoda de reconstructie a fost de asemenea utilizata atunci cand
ZnAl(3/1) si Au/ZnAl au fost initial calcinate la 550 ° C si oxizii metalici rezultati ajunsi la
temperatura camerei, au fost rehidratati intr- solutie tampon fosfat continand HRP [144].
Astfel, in cinci cuve de sticla contindnd 60 mg de suporturi s-au adaugat 5 ml de solutie HRP,
200 ug HRP/ml preparate in solutie tampon fosfat 0,1 M, pH = 7. Suspensiile au fost agitate
lent timp de 72 de ore. Imobilizarea a fost monitorizata prin evolutia absorbantei HRP la
403nm. Dupa imobilizare, solidele au fost indepartate prin centrifugare, spalate de mai multe
ori timp de 15 minute cu 5 ml de apa ultra-purd si uscate la temperatura camerei. Probele
obtinute au fost denumite ZnAI-HRP, Au/ZnAl-HRP, ZnAl-550-HRP, Au/ZnAl-550-HRP,
ZnAI-CN-HRP. Pentru a evalua eficienta imobilizarii, au fost efectuate teste de activitate
pentru solutiile supranatante rezultate dupa ciclurile de imobilizare si spalare.

Caracterizarea fizico-chimica

Difractogramele cu raze X prezentate In figura 3.1 aratd cd co-precipitarea si
reconstructia in acetat de aur conduc la o structura tipica de LDH confirmatd de varfuri
ascutite la20 = 11,7 °, 23,5 °, 34,6 °, 39,2 °, 46,9 °, 60,3 ° pentru ZnAl (3/1) si 11,6 °, 23,5 °,
34,6 °, 39,2 °, 46,7 °, 60,2 ° pentru Au/ZnAl, atribuite planurilor (003), (006), (012), (018) si
(110) planuri [3]. Pe langa faza LDH, A,O3 (@) a fost observat pe spectrele XRD ale ZnAl
(3/1), la 26 = 19,7 ° si 26,7 ° atribuite planurilor (113) si (012) [273]. Spectrul pentru
Au/ZnAl indica prezenta unei cantitati mici de ZnO (*) [179] si, de asemenea, a AuNPs (*),
cu picuri de difractie la 38.1 si 44.1 atribuite planurilor [111] si (200). In timpul imobilizarii
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HRP pe LDH prin adsorbtie directa s-a observat ca structura lamelara a hidrotalcitului este
conservatd (vezi figura 3.1 A-b si B-b). Mai mult, structura stratificatd este recuperatda dupa
rehidratarea argilei calcinate in solutia enzimatica, dar intercalarea HRP intre lamele nu este
confirmatd. Spectrele XRD pentru ZnAl-550 si Au/ZnAl-550 releva formarea fazei ZnO si
prezenta AuNPs [179,274]. Conform unghiului de difractie caracteristic planului (003),
distanta intre straturi este de 0,75 nm pentru ZnAl(3/1) si 0,76 pentru restul hibrizilor LDH,
subliniind prezenta anionilor carbonat [3], fiind o indicatie suplimentard cd enzima a fost
adsorbita pe suprafata suportului si nu in spatiul interlamelar.
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Figura 3.1: Spectre XRD pentru A) a) ZnAl(3/1), b) ZnAl-HRP, ¢) ZnAl-550-HRP, d) ZnAl-
550; B) a) Au/ZnAl, b) Au/ZnAIl-HRP, c) Au/ZnAl-550-HRP, d) Au/ZnAl-550; (*) ZnO,
(@) Al,O3, (*) Au, (A) KZH(PO4) H-0.

5 25 45

Pentru biohidridele LDH-HRP, difractogramele XRD prezinta o micd scadere a
cristalinitatii si, pe langa semnalele de difractie tipice argilor anionice, a fost Inregistrata o
alta faza cristalind (”). Aceastd noua faza a fost asociatd, pe baza datelor de referintd din
dosarele ICDD, cu hidratul de fosfat de potasiu (KZn(PO4)H,0). Aparitia acestei noi faze
este o indicatie semnificativd ca LDH-urile interactioneazd cu solutia enzimatica, cel mai
probabil cu constituentii solutiei tampon. Probabil cd are loc o solubilizare a cationilor Zn**
din lamelele argilei [275], reactionand in continuare cu tamponul fosfat de potasiu. Formarea
acestei noi faze cristaline a fost confirmata de masuratorile EDX, care arata ca in structura
biohidridelor, pe langd Zn, Al si Au, sunt de asemenea prezenti si cationi precum K si P.

Spectrele FTIR prezentate in figura 3.3 aratd benzile caracteristice de vibratie ale
materialelor de tip hidrotalcit, ce pot fi atribuite grupelor hidroxil (OH) prezente in structura
lameleor (3450 cm™), apa interlamelard ce are un maxim de absorbtie la 1622 cm™, semnal
bine definit numai in cazul materialului ZnAlI(3/1) (vezi figura 3.3 Aa) si anionului din
spatiul interlamelar, ce este pentru toate esantioanele CO3~ , cu un Varf intens la 1360 cm™
[25]. Deoarece reconstructia compozitului ZnAl(3/1) calcinat a fost efectuata intr-o solutie de
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Figura 3.3: Spectre FTIR pentru a) ZnAl(3/1), b) ZnAl-550-HRP, ¢) ZnAl-HRP, d) ZnAl-
CN-HRP, e) HRP, f) Au/ZnAl, g) Au/ZnAl-550-HRP, h) Au/ZnAIl-HRP.

Au(C,H30,)3, pe langa anionul carbonat, pentru proba Au/ZnAl, a fost identificat un semnal
suplimentar la 1564 cm™ ce ar putea fi atribuit modurilor de intindere anisimetrice ale
anionilor COO" [251]. Spectrul FTIR pentru HRP libera prezinta benzi de adsorbtie tipice la
2976 si 2888 cm™ care sunt caracteristice pentru legitura C-H. In plus, mai apar benzi de
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vibratie la 1665, 1535, 1446 cm™ atribuite legarii amidad I si amidei II [276]. Pentru
biohibrizii LDH-HRP, spectrele FTIR prezintd unele particularitati care ar putea fi atribuite
prezentei enzimei pe suprafata materialului. Benzile tipice de vibratie care au fost observate
pentru enzima liberd au fost identificate pentru materialele LDHs-HRP, dar cu o mica
deplasare a benzilor de vibratie catre lungimi de unda mai mici. Aceastd schimbare poate fi o
indicatie a schimbarilor structurale ale enzimelor ca denaturare sau distrugeri ale structurii.
Prezenta g-C3N, este indicatd de varfurile de absorbtie la 1573, 1250 si 808 cm™ atribuite
modurilor de vibratie ale C-N si cel al inelului triazinic (vezi figura 3.3-d) [221]. Un varf
intens a fost inregistrat pentru toate materialele bio-hibride n jurul valorii de 1042 cm™ si au
fost asociate vibratiilor caracteristice ionului PO3~ [277]. Prezenta anionului PO3~ poate fi 0
indicatie pentru formarea fazei KZn(PO4)H,O.

Imaginile TEM pentru ZnAl(3/1) proaspat sunt prezentate in figura 3.5-A si prezinta
morfologia tipica caracteristica pentru compozitele LDH, cu plachete largi, de dimensiuni
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Figura 3.5: Imagini TEM pentru A) ZnAl(3/1), B) Au/ZnAl, C) HRTEM pentru NP de Au,
D) distributia NPs de Au pe matricea LDH.
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cuprinse inte 250-500 nm [47]. Dupa reconstructia in solutia apoasa de Au(CzH30,)s,
nanoparticulele de aur au fost observate (vezi figura 3.5 B), ca niste pete mai intunecate
despersate pe o suprafata de mari dimensiuni atribuita cu matricea LDH. Distributia NPs de
Au pe ZnAl(3/1)LDH in functie de dimensiuni a fost determinata luand in considerare
imaginea TEM prezentatd in figura 3.5-B si excluzand regiunile intunecate cu un continut
ridicat de aur. Conform rezultatelor prezentate in figura 3.5-D, pe suprafata argilei, NPs au
diametre cuprinse ntre 5-30 nm, cu o cantitate semnificativa de particule cu diametre intre
10-15 nm. Pe baza distantei interplanare de 0,25 nm, atribuita planurilor {111} ale aurului
cubic cu fete centrate, ce reiese din imaginea HRTEM prezentata in figura 3.5-C, se poate
concluziona ca punctele intunecate sunt nanoparticule de Au [278].

Procesul de imobilizare conduce la modificari ale morfologiei materialelor LDH, asa
cum se poate observa din figura 3.7. Pentru toate materialele LDH-HRP, dupa imobilizare

Figura 3.7: Imagini TEM pentru A) ZnAl-HRP, B) si C) Au/ZnAl-550-HRP, D-F) Au/ZnAl-
HRP.
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S-a observat cd noile composite biohidride prezintd o morfologie mai complexa in comparatie
cu cele discutate mai sus. Aspectul caracteristic LDH este greu de observat din cauza formarii
de agregate dense pe suprafata (vezi figura 3.7 A-C), ce ar putea fi atribuite prezentei enzimei
[153]. In cazul biohibridelor ce contin Au, nanoparticulele nu pot fi remarcate la fel de usor
ca in cazul nanocompozitului Au/ZnAl (a se vedea figura 3.7 B).

O noua faza a fost observatd pentru toate biocompozitele LDH-HRP ce apare sub

forma unor dreptunghiuri micrometrice (a se vedea figura 3.7 A si C-F). Masuratorile EDX
efectuate pentru biocompozite aratd ca zonele materialelor care au diferite morfologii au, de
asemenea, o compozitie elementara diferitd. Astfel, in functie de compozitia elementara, pot
fi identificate faze distincte. In acest sens, ar putea fi subliniat faptul ci dreptunghiurile
micrometrice bine definite au un continut semnificativ de P, O, Zn si K si numai 1% din Al.
Din acest motiv si luadnd in considerare datele XRD, credem ca aceste dreptunghiuri pot fi
atribuite cu hidratului de fosfat de zinc de potasiu (zonele 1, 4, 8, 9). Continutul redus de Al
poate fi atribuit prezentei unei faze de Al,O3, ce a fost identificata si cu analiza XRD. Pentru
restul zonelor (bine intinse sau incretite), datele EDX au aratat ca au un continut mic de 1%
din K si intre 2-3 % P. Deoarece aceste arii prezintd morfologii apropiate cu cele ale

materialelor initiale, s-a ajuns la concluzia ca acestea pot fi atribuite matricei LDH (zonele 2,
3,5,6,7).

3.2.2. Determinarea cantitatii HRP imobilizate pe suporturile LDH si LDH-550

Un pas important cdnd se lucreaza cu enzime imobilizate este determinarea eficientei
imobilizarii si a cantitatii de enzima adsorbita pe suport. In acest sens, in timpul imobilizarii,
profilurile UV-Vis ale HRP au fost monitorizate la un maxim absorbtie de 403 nm.
Imobilizarea a fost considerata a fi terminatd cand nu a fost observatd nicio modificare a
profilului spectrului HRP. S-a remarcat cd imobilizarea pe ZnAl-550 si Au/ZnAl-550 a fost
mai rapida decat in cazul materialelor necalcinate. O explicatie a acestui fapt poate fi
formarea porilor in timpul calcinarii, cand moleculele de anion si de apd sunt eliberate din
structura materialului. Astfel, in decursul a 24 de ore de contact, toatd enzima a fost adsorbita
pe LDH-urile activate termic, in timp ce pentru probele proaspete si reconstituite, adsorbtia a
fost efectuata timp de 72 ore.

Pentru a avea o cuantificare bund a cantitdtii de proteina adsorbita pe suport, s-a facut
o curbd standard de activitate pentru HRP libera. HRP este o enzima care are nevoie de un
agent oxidant pentru utilizarea sa, iar in acest caz a fost folosit H,O, [161]. De asemenea, ca
substrat a fost utilizat si ABTSeqg-ul, (acid 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazol-6-sulfonic) (Sigma
Aldrich,> 98%). In timpul reactiei enzimatice ABTS-ul este oxidat, cand un produs colorat
rezultd, cu un maxim de absorbtie la 415 nm.Curba standard a activitatii HRP s-a construit
astfel: la un volum total de 2400 uL solutie tampon fosfat, cu o concentratie in ABTSeq si
H,0; de 40 puM si, respectiv, 20 uM s-au addugat cantitdti diferite de HRP (0,001, 0,005,
0,05, 1, 2,5, 10, 20 pg). Testele enzimatice au fost monitorizate la 415 nm timp de 10 minute.
Folosind partea liniard a fiecarui grafic obtinut, s-au determinat vitezele initiale de reactie
(V1) (Vi a fost considerata drept valoarea pantei dreptei). Curba standard a activitatii HRP
(figura 3.9) a fost obtinuta prin reprezentarea vitezei initiale in functie de cantitatea
corespunzatoare a enzimei.
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Figura 3.9: Curba standard de activitate a HRP liberd; 40 uM ABTSeq si 20 uM of H,0,

Curba obtinuta a fost utilizata pentru determinarea cantitatii de enzima pentru solutii
particulare, ca cele rezultate dupa imobilizare sau dupa spilarea enzimei suport. Pentru
aceasta, intr-o solutie tampon fosfat de 2400 uL, cu o concentratie in ABTSeq si H,O, de 40
uM si, respectiv, 20 uM, s-a adaugat solutie enzimaticd si s-a efectuat reactia. Vi rezultat a
fost utilizat pentru a determina cantitatea de enzima ce a fost utilizata pentru test. S-a
observant ca materialele activate termic sunt capabile sa imobilizeze aproape toata cantitatea
de enzima. Materialele proaspete, ZnAl(3/1) si Au/ZnAl au o capacitate micd de adsorbtie (a
se vedea tabelul 3.4).

Tabelul 3.4: Cantitatea de HRP adsorbita pe compozitele LDHs si LDHs-550.
Proba ZnAl(3/1) Au/zZnAl ZnAl-550 Au/ZnAl-550 ZnAl-CN

HRP adsorbita,

35 0.5 16.5 16 3
pg/mg

3.2.3. Determinarea parametrilor cinetici pentru HRP libera si bihibrizii de tipul
LDHs-HRP.

Pentru determinarea parametrilor cinetici, Vimax si K, testele enzimatice s-au efectuat
in solutie tampon fosfat, pH = 7 utilizand o concentratie constantd de ABTSeq (50 uM) si
variind concentratia de H,O, in intervalul 1,5-25 uM. La aceste solutii s-a adaugat 1 pg de
HRP liberd, respectiv 5 mg de LDH-HRP. Reactiile au fost monitorizate prin evolutia
absorbantei la 415 nm. Pentru enzima liberd, evolutia reactiei a fost monitorizata automat, n
timp ce pentru enzima imobilizatd s-au prelevat probe la intervale de timp determinate,
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solidul a fost indepdrtat prin centrifugare si supernatantul a fost analizat spectrofotometric.
Dependenta f ([ABTSxd] = t a fost reprezentata grafic si partea liniard a graficului a fost
utilizatd pentru a determina viteza initiala a reactiei de oxidare. Vi-ul obtinut a fost utilizat in
continuare pentru determinarea parametrilor cinetici, folosind reprezentarea grafica a ecuatiei
Lineweaver-Burk. Testele au fost efectuate de trei ori in aceleasi conditii, iar rezultatele au
fost prezentate ca o0 medie intre ele.

Pentru HRP imobilizata, s-a observat ca ZnAI-HRP, Au/ZnAl-HRP si Au/ZnAl-550-
HRP nu au activitate enzimaticd. O explicatie a acestui comportament poate fi cantitatea mica
de enzima pe suport in cazul ZnAl-HRP si Au/ZnAl-HRP. Cu toate acestea, Au/ZnAl-550-
HRP are o cantitate semnificativa de enzima pe suprafata sa si chiar si asa, nu a fost observata
nicio activitate. In legiturd cu aceasta, studiile anterioare au aritat ci enzimele cum ar fi
catalaza si peroxidaza pot fi afectate negativ de citre NPs de Au sau ZnONPs [279,280]. In
aceste conditii, reactiile de oxidare a ABTSq pentru HRP imobilizata au fost efectuate in
continuare numai pentru ZnAl-550-HRP si ZnAI-CN-HRP.

n tabelul 3.5 sunt enumerati parametrii cinetici, Vinax si Ky determinati din fiecare
reprezentare grafica a ecuatiei Lineweaver-Burk. De asemenea, viteza maxima specifica a
fost calculata ca raport intre Vmax i cantitatea de enzima utilizata in reactia biocatalitica. O
crestere de 10 ori a Vimax a fost observata in cazul ZnAI-CN-HRP, comparativ cu ZnAl-550-
HRP. Pe baza valorii Ky, afinitatea enzimei pentru substraturi scade de mai multe ori in cazul
enzimei imobilizate, asa cum este indicat de cresterea valorii Ky. Acest comportament poate
fi explicat prin 0 anumita limitare a difuziei substraturilor sau prin eventuale schimbari de
conformatie ale enzimei. Mai mult, scdderea activitatii poate fi un efect al legarii
necorespunzatoare a enzimei pe suprafata solida, cand situsul activ al enzimei poate fi blocat
[147].

Tabelul 3.5: Parametrii cinetici ai enzimei libere si imobilizate pe material de tipul LDH.

Sistem enzymatic Kv (M)  Viax (@M/min) Vo specific (uM/min/mg HRP)
HRP liber 1.5 0.18 180
ZnAl-550-HRP 3.4 0.08 1

ZnAl-CN-HRP 14 0.27 18

ZnAl-HRP Activitate necuantificabila

Au/ZnAl-HRP Activitate necuantificabila

Au/ZnAl-550-HRP Activitate necuantificabild
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3.3. Degradarea fenolului si degradarea foto-enzimatica in prezenta
biohidridului HRP-ZnAl(2/1)LDH

Anumiti poluanti organici, ca fenolii, pot fi atat fotodegradati, folosind un catalizator si o
sursd de lumind [120], cat si biodegradati, utilizdind o enzimd [161] sau un microorganism
[286]. In acest context, combinatia dintre foto- si biodegradare poate fi o solutie pentru
indepartarea mai multor poluanti in acelasi timp sau progresiv, prin utilizarea abordarii in
cascada (pas cu pas). Din acest motiv, in acest subcapitol, material de tipul LDH-HRP si
LDH vor fi utilizate pentru degradarea fenolului. Deci, solutia fenolica va fi fotodegradata
sub lumina solard, in prezenta LDH, biodegradatd in prezenta HRP si LDH-HRP, dar si
degradata foto-enzimatic in prezenta LDH-HRP si a iradierii solare.

3.3.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a ZnAl(2/1)LDH si a HRP-
ZnAl(3/1)LDH

Sinteza

Materialul ZnAl(2/1) a fost obtinut folosind co-precipitarea, asa cum a fost descris in
capitolele anterioare. Pentru obtinerea biohibridului, 0.125 g material proaspat, a fost calcinat
la 550 °C, iar produsul rezultat, dupa racire, a fost adaugat la o solutie de tampon fosfat cu un

continut de 40 ug HRP. Dupa imobilizare, produsul a fost recuperat, spalat si denumit ZnAl-
HRP.

Caracterizarea fizico-chimica

Materialele rezultate dupa co-precipitare si imobilizare, prezintda structura de tip hi
drotalcit, asa cum reiese din spectrele XRD (figura 3.14), cu unghiuri de difractie
caracteristice acestor materiale, asa cum a fost prezentat in capitolele anterioare. Si de aceasta
data, s-a observat aparitia unei noi faze cristaline, atribuita KZn(PO,) H,O. Analiza FTIR
(figura 3.15) confirma prezenta enzimei in noul material prin intermediul unor benzi de
vibratie aparute in jurul valorilor 1665 cm™, 1357 cm™ si 1445 cm™, ce sunt atribuite
grupelor amida 1 si amida Il [276]. Apar de asemenea pe spectrul IR si semnalele
caracteristice argilelor anionice, acest lucru fiind o indicatie ca structura lamelara a fost
obtinutd in urma proceselor de sinteza. Proprietatile optice au fost investigate prin analiza
UV-Vis. Materialul ZnAl(2/1) prezintd un maxim de absorbtie in regiunea UV a spectrului
(vezi figura 3.16), in timp ce, dupd imobilizarea HRP, profilul de absorbtie al materialului
initial se deplaseaza in regiunea rosie a spectrului. O bandd de adsorbtie intensa poate fi
observata la 345 nm si ea poate fi atribuitd prezentei ZnO in biocatalizatorul ZnAl-HRP
[225]. Spectrul UV-Vis al HRP a fost obtinut prin diluarea enzimei in KBr. Prezenta enzimei
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pe LDH poate fi confirmatd de picul de la 403 nm care poate fi remarcat in cazul HRP si
ZnAl-HRP [287].

—_ pon b
o
] d =)
c :
e e
~_~
- =
= <
= -
~— >
b =’
Rl W
— b
o —]
= b
- —
b =
- —
=
—_
I

s 25 45 65 5 25 45 65
2 Theta (degree) 2 Theta (degree)

Figura 3.2: Spectre XRD pentru a) ZnAl(2/1) si b) ZnAl-HRP; (*) KZn(PO.) H20; (+) ZnO.
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Figura 3.3: Spectre FTIR pentru a) ZnAl(2/1), b) ZnAl-HRP, ¢) HRP

Imaginile TEM din figura 3.17 aratd ca ZnAl(2/1) are o morfologie tipica pentru
materialele LDH, formata din plachete mari care se suprapun intre ele [47]. Dupa imobilizare,
morfologia materialului devine destul de complexa, cu o asociere de morfologie tipica pentru
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Figura 3.4: Spectre UV-Vis pentru ZnAl(2/1), ZnAl-HRP, HRP.

Figura 3.5: Imagini TEM pentru A) and B) ZnAl(2/1) si C), D) ZnAl-HRP.
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LDH, enzime si dreptunghiuri micrometrice (vezi figura 3.17 C si D). Agregatele intunecate
pot fi observate pe imaginile TEM si pot fi atribuite prezentei enzimelor de pe suprafata
[153].

3.3.2. Descompunerea fenolului prin fotodegradare, degradare enzimatica si foto-
enzimatica in prezenta ZnAl (2/1), HRP si ZnAI-HRP.

a) Indepirtarea fenolului prin fotodegradare solaria in prezenta ZnAl(2/1)

Degradarea fenolului s-a realizat asa cum a fost descris in capitolul 2, utilizAndu-se 1g
catalizator pe L de solutie poluanta, concentratia fenolului fiind 265 uM. In timpul
fotodegradarii, picul caracteristic fenoului descreste in timp, iar dupa 7 ore de iradiatie solara,
20 % din cantitatea initiala de fenol a fost indepartata.

b) Indepirtarea fenolului prin biodegradare enzimatici in prezenta HRP libere si a
biohibridului ZnAl-HRP

Mecanismul general al fotodegradarii fenolului a fost discutat si abordat de mai multe
ori In aceastd teza. Cu toate acestea, trebuie luate in considerare si reactiile generale implicate
in polimerizarea fenolului, in prezenta unei oxidoreductaze ca HRP. In figura 3.19 sunt
explicate principalele reactii care au loc atunci cand fenolii sunt biodegradati enzimatic.

PhO'+ H,0

PhOH + H'

|
HRP -Fe(IV)=0

. (0]

PhOH PhO'+H"
Figura 3.6: Polimerizarea enzimatica a fenolului (PhOH) in H,O; si HRP.

Experimentele enzimatice au fost efectuate in apa ultra-purd, pH = 6,5. Intr-un volum
de reactie de 25 mL, concentratia de H,O; a fost de 750 uM si concentratia de fenol a fost de
265 uM. Dupa prelevarea primei probe, s-au adaugat 8 pg de HRP liber in solutie. Astfel ca,
n cazul experimentului cu enzima libera (8 pg HRP liberd) s-au adaugat 20 pL de solutie
enzimatica (preparatd in tampon fosfat, pH = 7), in timp ce pentru testul enzimatic sustinut s-
a utilizat 0,025 g de ZnAILDH-HRP continand aproximativ 8 pg de HRP imobilizat. Fiecare
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proba a fost centrifugata pentru indepartarea solidelor (catalizator + precipitat). Supernatantul
a fost utilizat pentru a aprecia polimerizarea fenolului.

Profilurile spectrelor UV-Vis ale fenolului obtinute pentru biodegradarea sa
enzimatici utilizind HRP liber si ZnAI-HRP sunt prezentate in figura 3.20. Tn cazul
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Figura 3.7: Spectre UV-Vis pentru descompunerea enzimatica a fenolului Tn prezenta A)
HRP si C) ZnAI-HRP; B) degradarea Ph cu HRP: 1) initial; 2-3) Ph in primele 5’; 4) Ph dupa
20’, 5) Ph dupa 7 h; 6) sedimentarea solidului; D) degradarea Ph cu ZnAl-HRP 1) initial; 2)
Ph dupa adaugarea ZnAl-HRP; 3-4) Ph dupa 180’ si 300’; 5-6) Ph dupa 7h si dupa
sedimentarea solidului.
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experimentelor cu HRP liberd, s-a observat ci se obtine un nou compus. In primele 5 minute,
culoarea solutiei se modifica de la incolor pana la galben (vezi figura 6.19 B), iar pe profilele
UV-Vis un nou pic apare la 399 nm. Evolutia acestui nou pic a fost de a creste rapid in
primele 5, dupa care a inceput sa scada. Concomitent cu scaderea absorbantei la 399 nm, s-a
format un precipitat. Cantitatea precipitatului creste in timp (figura 3.20 B 1-6), iar dupa 7 ore
solutia este aproape incolora. Biodegradarea enzimatica totala la sfarsitul testului a fost de
41% din concentratia initiala de fenol.

Si Tn prezenta HRP imobilizate are loc reactia de polimerizare, dar este mult mai lenta
comparativ cu cea a enzimei libere (vezi figura 3.20 C). Produsul intermediar poate fi detectat
cu spectrofotometrul dupa 130 de minute de reactie. Reactia are aceeasi evolutie ca HRP
libera: varful la 399 nm creste pana la atingerea unui maxim si apoi scaderea incepe cu
formarea polifenolului. In decurs de 7 ore, 25% din cantitatea initiald de fenol au fost
transformate n produse.

c) Indepirtarea fenolului prin degradare foto-enzimica in prezenta ZnAl-HRP si a
luminii solare.

Sistemul de reactie si protocolul de testare au fost similare cu cele descrise in
sectiunea 2.1, dar 1n acest caz amestecul de reactie contine fenol (265 uM), ZnAl-HRP (1 g/l)
si HyO, (750 uM), si au fost amestecate impreuna sub iradiere solara timp de 7 ore.
Concentratia de fenol scade incet si dupa 130 de minute de iradiere, apare un nou Varf la 410
nm. In zona maritd a figurii 3.21 se poate observa ci acest varf are aceeasi evolutie ca in
cazul testelor prezentate in sectiunea anterioara, cu o crestere pana la o valoare maxima
urmatd de o scadere. La sfarsitul testului, 35% din fenol a fost eliminat din concentratia sa
initiala.
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Figura 3.8: Spectre UV-Vis pentru degradarea foto-enzimatica a fenolului in prezenta ZnAl-
HRP, a luminii solare si H,0,
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In tabelul 3.7 sunt prezentate performantele catalitice obtinute pentru degradarea
fenolului prin utilizarea de sisteme catalitice diferite. Dupa 7 ore de iradiere, ZnAl(2/1)
fotodegradeaza 20% din cantitatea initiala de fenol, in timp ce biohibridul ZnAl-HRP
indeparteaza 35%. Din figura 3.21 se observa cd poluantul este degradat prin ambele cai:
fotodegradarea si polimerizarea enzimaticd. Aceste procese sunt sustinute de scaderea
absorbtiei la 270 nm si, de asemenea, de aparitia unui nou pic la 410 nm, care poate fi atribuit
formarii radicalilor liberi aromatici. Comparénd cu rezultatele obtinute pentru ZnAl-HRP fara
iradiere se poate concluziona ca degradarea fenolului in prezenta iradierii solare si a ZnAl-
HRP este in principal un proces de fotodegradare.

Tabelul 3.7: Performante in degradrea fenolului prin utilizarea de diferite sisteme catalitice.

ZnAl(2/1) + h HRP ZnAl-HRP ZnAI-HRP + h
% degradare a 20 41 25 35
fenolului
Tipul de fotodegradare Polimerizare Polimerizare Mai mult
degradare enzimatica enzimatica fotodegradare

3.4. Investigarea sistemelor de tipul HRP - Au/ZnAILDH

Tn capitolul 3.2 s-a observat ca dupa imobilizarea HRP pe Au/ZnAl si Au/ZnAl-550,
materialele rezultate nu au activitate enzimatica. Caracterizarea materialelor a demonstrat ca
dupa imobilizare enzima se gaseste intr-un mediu complex, cu multe faze cristaline
identificate in timpul mai multor analize diferite. Totusi, aceleasi faze au fost observate si
pentru materialul ZnAlI-550-HRP si in acest caz HRP isi pastreaza o parte din activitatea sa
initiala. Din acest motiv, investigarea sistemelor HRP-Au/ZnAl a fost abordata in continuare.

3.4.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a Au/ZnAILDH.

Sinteza si caracterizarea nanocompozitului Au/ZnAl(3/1)LDH au fost abordate n
subcapitolul 3.2.1.

3.4.2. Influenta HRP asupra eliberarii nanoparticulelor de Au de pe suprafata
AuNPs/ZnAl (3/1)

Pentru a determina modul in care mediul enzimatic interactioneazd cu materialul
Au/ZnAl, diferite cantititi de Au/ZnAl (2,25,9, 22,5; 45 mg) au fost dispersate in 5 ml solutie
tampon fosfat continand 0,45 mg HRP. Astfel, raportul dintre HRP si Au/ZnAl a fost de 1/5,
1/20, 1/50 s1 1/100. Timp de 5 zile, la intervale de timp determinate, solidul a fost indepartat
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prin centrifugare si s-au monitorizat profilele UV-Vis si activitatea enzimatica a
supernatantului, utilizdind 1 pL de supernatant. Pentru toate testele de activitate, s-a adaugat la
o solutie de solutie tampon de 2,5 mL continand si 2.5 mL solutie tampon fosfat continand
40uM ABTSpeq si 20 uM de H,0,. Tn figura 3.23 sunt prezentate profilele UV-Vis ale
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Figura 3.9: Spectre UV-Vis ale sistemelor HRP:Au/ZnAILDH: a) 1/5, b) 1/20; c¢) 1/50, d)
1/100 si schimbarea culorii in timpul a 5 zile de contact pentru sistemul HRP:Au/ZnAl =
1/20.
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solutiilor HRP dupa indepartarea Au/ZnAl prin centrifugare. Supernatantul a fost analizat
spectrofotometric intr-un interval cuprins intre 200-700 nm. S-a observat ca culoarea initiald
a solutiei HRP se schimba, atunci cand este Tn contact cu Au/ZnAl, de la o nuanta de galben,
la nuante de roz spre violet (vezi figura 3.23). De asemenea, atunci cand culoarea
supernatantului incepe sa se schimbe, pe spectrele UV-Vis (figura 3.23 a-d), apar picuri bine
definite intre 500-536 nm, care sunt atribuite pentru NPs de Au [274]. Tn timpul contactului,
intensitatea varfurilor atribuita aurului creste, iar lungimile de unda sunt mutate mai mult in
regiunea rosie a spectrului, In timp ce intensitatea culorii violet creste. Aceast comportament
este atribuit eliberarii NPs de Au de pe suprafata Au/ZnAlLDHs in solutia de HRP [306], iar
deplasarea absorbantei caracteristica NPs de AuN la lungimi de undd mai mai mari este
atribuita cresterii diametrului NPs [307]. In cazul sistemului HRP: Au/ZnAILDH = 1/100, a
fost observata resorbtia NPs de Au, si totodatd o adsorbtie semnificativd a HRP pe suprafata
argilei, probabil datorita cantitatii mai mari de solid. Dupa cum s-a mentionat deja, profilurile
spectrometrice ale HRP aratd o scadere semnificativa a absorbantei numai cand raportul
enzima:argilda a fost 1/100. Totusi, cand activitatea supernatantului a fost determinatd si
comparatd cu activitatea HRP initiald, Tnainte de contactul sau cu LDH, s-a observat cd, cu
exceptia sistemului 1/5, activitatea scade in timp si scdderea poate fi direct corelatd cu
cantitatea de AuNPs 1n solutie (vezi figura 3.23 ad si figura 3.24), deoarece adsorbtia enzimei
pe suport a fost nesemnificativa. Aceasta ar putea fi o indicatie ca NPs de Au ar putea induce
0 inhibare a enzimei [280] sau o inactivare, datorita legarii aurului la situsul activ al HRP
[309].

Activity (%)
oB852388
——
¥N83888
1 |
1 |
1 —
1 |
1 '—
e
1 '—

HER 38555858
100 4 c 100 d
80 4 20 -

60 - 60 -
40 + 40
20 4 IIl 20 A
o -4 = 0 | —

= &£ &

Contact time (h)

Figura 3.10: Evolutia activitatii HRP in timpul a 5 zile de contact cu diferite cantitati de
Au/ZnAILDH: a) 1/5; b) 1/20, c) 1/50, d) 1/100.

Céand pH-ul a fost masurat, a fost observatad o crestere a valorii sale de la 7 la 10,5 in
timpul celor 5 zile de contact. Din acest motiv, scdderea activitatii enzimelor poate fi corelata
si cu efectul modificarii pH-ului [310]. Cresterea valorii pH-ului poate fi o consecinta a
dispersiei LDH-lui, dar in acelasi timp, tendinta de a ajunge la valori mari ca 10, poate
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sublinia o posibila dizolvare a argilei [275,311]. In urma investigarii diferitelor sisteme
HRP:LDH timp de 5 zile (HRP:ZnAl = 1/50 si HRP:Au/ZnAl = 1/50, pH = 7) s-a ajuns la
concluzia ca pH-ul influenteaza atét eliberarea de nanoparticule, cét si adosrbtia si activitatea
enzimatica a HRP.

Conform evolutiei sistemului HRP:ZnAl = 1/50, enzima este adsorbitd pe suprafata
LDH-urilor intr-o proportie de 33% in raport cu cantitatea sa initiala. Mai mult, activitatea sa
n supernatant scade cu 33% comparativ cu performanta initiald, pierderea de activitate fiind
ntr-o buna concordanta cu cantitatea de enzima adsorbitd pe suport. pH-ul solutiei a fost la
sfarsitul celor 5 zile de contact la o valoare de 7,5. Acest rezultat, corelat cu cele exprimate
mai sus, aratd ca prezenta nanoparticulelor de aur in solutia enzimatica este capabild sa
influenteze activitatea HRP si pH-ul, cel mai probabil prin favorizarea dizolvarii argilei. Tn
cazul sistemului HRP: ZnAl(3/1) = 1/50, variatia pH-ului a fost mica si la pH in jur de 7,
33% din cantitatea de enzima a fost imobilizata. Sistemele care contin aur au aratat ca o
crestere a pH-ului duce la o adsorbtie scazutd a enzimelor. Pentru sistemul HRP:Au/ZnAl =
1/50, la care pH-ul a fost mentinut constant la valoarea 7, rezultatele au aratat ca, capacitatea
de adsorbtie a suportului este imbunatatita, aratdnd ca o valoare a pH-ului egald cu 7
favorizeaza formarea de interactiuni electrostatice puternice intre lamelele incarcate pozitiv si
biomoleculele incarcate negativ [284].

In tabelul 3.9 este prezentati pierderea activititii HRP in supernatant pentru trei
sisteme reprezentative, cauzate de adsorbtia HRP si prezenta NPs de Au. Conform evolutiei
sistemului HRP:ZnAl = 1/50, pH = 7, dupa 24 de ore de contact, 32% din HRP au fost
adsorbita din cantitatea initiald de enzima si in solutie a raimas 68% enzima. Cu toate acestea,
activitatea reziduald a supernatantului, ce corespunde masuriatorii la 24 ore de

Tabelul 3.9: Pierderea activitatii HRP dupa mentinerea acesteia timp de 5 zile in contact cu
diferite suporturi LDH

Perdere de activitate provocata de (%)

Sisteme HRP:LDH = 1/50 ] Prezenta NPs de Pierdere totala de
Adsorbtia HRP .
Au activitate (%)
HRP:ZnAl, pH =7 33 - 33
HRP:Au/ZnAl, pH=7 32 45 77
HRP:Au/ZnAl, pH crescand 7 63 70

contact, aratd ca activitatea HRP este de numai 23% fata de cea initiald. Astfel, in conditii de pH
constant, scaderea rapida a activitatii HRP, pentru sistemul HRP:Au/ZnAl = 1/50, nu poate fi corelata
numai cu adsorbtia, ci si cu o inhibare sau denaturare a peroxidazei din cauza contactului cu NPs de
Au. Mai mult, se poate observa ca la pH = 7, pentru HRP:ZnAl = 1/50 si HRP:Au/ZnAl = 1/50,
absorbtia enzimelor pe suprafata este de 33% si 32% respectiv. Totusi, numai pentru sistemul fara
aur, activitatea enzimatica in supernatant poate fi corelata cu de imobilizarea sa pe suport. Sistemul
care contine Au/ZnAl prezintd o pierdere suplimentarad a activitatii enzimei de 45%, care poate fi
atribuita prezentei aurului. Comparand ultimele doua sisteme din tabelul 3.9, s-ar putea concluziona
ca cresterea pH-ului induce o pierdere suplimentard de activitate de 18% (de la 45% la 63%),
concomitant cu cresterea cantitatii de aur eliberata.Datele obtinute arata ca un pH neutru
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impune o eliberare mai redusd a aurului, in timp ce cresterea progresiva a pH-ului implica
cresterea continutului de AuNPs 1n solutie si, prin urmare, o pierdere rapida a activitatii HRP.
Un pas important 1n acest punct al studiului este de a stabili daca eliberarea aurului
poate fi asociata sau nu cu prezenta enzimei in solutia tampon. Din acest motiv, materialul
Au/ZnAl a fost dispersat Tn 1 mL tampon fosfat, pH = 7, 0,1 M. Un alt experiment a fost

realizat prin addugarea nanocomozitului Au/ZnAl la o solutie de catalaza preparatd in tampon

fosfat, pH =7, 0,1 M. A doua enzima, catalaza, a fost utilizatd pentru a afla daca eliberarea de
NPs de pe suprafata LDH este dependenta de tipul de enzime sau putem obtine acelasi efect
prin utilizarea altor enzime diferite de HRP. Tn figura 3.27 se pot observa profilele UV-Vis

ale solutiilor investigate. Pentru solutia tampon, s-a observat adsorbtia si desorbtia alternativa

a NPs din suprafata Au/ZnAl. Cantitatea maxima de NPs de Au atinsa dupa 96 de ore de

0.06 0.4 7[
a —2h | b - - —catalase
~~0.05- 4h _i
0.31 ——24h
—48h
72h
0.2 —06h
—1200h
0.14
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Figura 3.11: Spectre UV-Vis pentru solutia tampon:Au/ZnAl = 1:50 si catalaza:Au/ZnAl =
1:50.

contact este de 18 ori mult mai micd decat pentru sistemul HRP:Au/ZnAl cu un raport de
1/50 (vezi figura 3.23 c). Totusi, dupa 5 zile, aproape toate NP-urile sunt resorbite pe
suprafata suportului. pH-ul solutiei tampon creste pana la 9,5. In cazul solutiei de catalaza,
desorbtia AuNPs a fost foarte intensd in comparatie cu solutia tampon, dar de 6 ori mai mica
decat HRP:Au/ZnAl (raportul de 1/50). Aceste rezultate arata ca indiferent de tipul enzimei,
prezenta acesteia in sistem favorizeaza eliberarea aurului de pe suprafata.
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3.5. Activarea HRP si regenerarea NADH de la NAD®' prin folosirea
Au/ZnAILDH in prezenta radiatiei luminoase

3.5.1. Activarea HRP de catre Au/ZnAILDH in prezenta radiatiei luminoase

Hidroxizii dubli stratificati sunt materiale semiconductoare capabile sa genereze
agenti redox atunci cand sunt excitati de surse de energie corespunzatoare (lumina,
temperaturd). Din acest motiv, ei au fost abordati intens in procesele fotocatalitice, cand
reactia a fost initiatd de o sursd de lumind [225]. Pe de altd parte, enzimele din clasa
oxidoreductazelor pot fi un biocatalizator excelent pentru oxidarea unei varietati de compusi.
Peroxidaza este o enzimd de model ce catalizeaza oxidarea unui numdr mare de derivati
fenolici. In general, HRP are nevoie, aldturi de substratul cu rol de donor de electroni, de un
agent de oxidare, ce in majoritatea situatiilor acest compus este H,O, [161,267]. Cu toate
acestea, reactia este dependentd de H,O; si, din acest motiv, este necesard addugarea
constanta a acestui agent. Mai mult, expunerea indelungata a HRP la H,O, va duce la
denaturarea ireversibild a enzimei [321].

Tn subcapitolul 3.3 s-au investigat, timp de 5 zile, sisteme formate de HRP si
Au/ZnAl. Rezultatele au ardtat ca prezenta aurului a indus o pierdere dramatica a activitatii
HRP. Cu toate acestea, pentru sistemele care contin cantitati mici de Au/ZnAl (de exemplu
HRP: LDH = 1/5, 1/20) activitatea enzimaticd este mentinutd in timpul contactului, fara
modificari semnificative ale activitatii. Mai mult, nu s-a observat o adsorbtie semnificativa a
HRP pe suportul solid. Pornind de la aceste rezultate, pentru prima data, s-a considerat ca
LDH-urile pot fi cuplate cu HRP si folosite sub iradiere, unde solidul vor actiona ca un
generator de specii oxidante, activind enzima. Cu toate acestea, materialele obisnuite de tip
LDH ca ZnAILDH sau MgAILDH au un rdspuns fotocatalitic scdzut si din acest motiv
nanocomposite precum NPS/LDH pot fi folosite pentru a creste sensibilitatea la lumina a
acestor materiale.

Pentru acest studiu am folosit materialul Au/ZnAl a cérui sinteza si caracterizare a
fost prezentatd in subcapitolul 3.2.1. Astfel, toate testele au fost efectuate intr-un volum total
de 2500 pL de ABTSyed, 100 uM, preparat in tampon fosfat, 0,1 M, pH = 7. La acest volum
au fost adaugate cantitati diferite de Au/ZnAl (0,4, 1,2, 1,6 si 2 mg / ml). Experimentele au
fost facute in absenta sau in prezenta HRP. Cand a fost prezenta enzima, s-a adaugat 1 pg
HRP la solutie. Iradierea a fost furnizata de o lampa de deuteriu, de 50 W, la o lungime de
unda de 400 nm. Reactia a fost monitorizatd in decurs de 2 ore prin inregistrarea spectrului
UV-Vis al produsului, ABTSqq. Pentru aceasta, amestecul a fost centrifugat si supernatantul
a fost analizat spectrofotometric.
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Tn figura 3.30 este prezentat profilul spectrului UV-Vis pentru formarea ABTSgq

Capitolul 3

timpul iradierii, cu si fara prezenta peroxidazei. Se poate observa ca ABTSeq poate fi oxidat
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Figura 3.30: Spectre UV-Vis ale ABTSoxd pentru a-d) 1-5 mg Au/ZnAl obtinute in
absenta HRP si in prezenta iradierii UV si e-h) 1-5 mg Au/ZnAl cu HRP in prezenta iradierii
UVv.
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numai cu lumina, in prezenta Au/ZnAl (figura 3.30 a-d). Acest lucru este posibil datoritd
speciilor redox generate de catalizatorul iradiat. Oxidarea ABTSq este proportionald cu
cantitatea de Au/ZnAl, cea mai bund performanta fiind obtinuta cu 5 mg de catalizator. Cand
enzima este prezentd in solutie, se observd o crestere a cantititii produsului, ca
urmare a prezentei HRP. Contributia enzimei poate fi observatd din profilele UV-Vis
exprimate in figura 3.30 e-h. Oxidarea ABTS;q are loc ca o combinatie intre oxidarea
fotocatalitici si oxidarea enzimatici initiati de lumini. In general, peroxidaza poate fi
activatd de agenti ca H,O, sau ROOH, ce sunt agenti de oxidare. Cu toate acestea, in absenta
peroxizilor, speciile redox generate de excitarea luminoasa a Au/ZnAl pot oxida enzima,
initiand reactia enzimatica.

Determinarea parametrilor cinetici a fost facutd pe baza datelor prezentate in figura
3.30. Pentru testele efectuate farda enzima, reactia a fost consideratd ca o reactie de ordin I si
Kapp @ fost calculat din reprezentarea -In([ABTSexq]) Vs t. Pentru reactia efectuata in prezenta
HRP, Vi a fost considerat a fi panta fiecarei drepte rezultate din reprezentarea f(1/Vi) = 1
=U[Au/ZnAl]. Parametrii Kapp, Vimax, Km $1 Vmax sSpecific sunt enumerate n tabelul 3.10.
Comparénd datele prezentate in tabelul 3.10 cu cele din tabelul 3.5, obtinut pentru HRP
libera, activata de H,O,, se poate observa ca rezultatele sunt comparabile. O scidere de 1,8
ori @ Vimax si o crestere de 6 ori a K. au fost obtinute pentru reactia foto-enzimatica.

Tabelul 3.10: Parametrii cinetici rezultati pentru oxidarea foto-enzimatica a ABTSg.

Fara HRP Cu HRP
Au/ZnAl k , Vv
_agpp . Vmax (UM/mm) KM (UM) ‘e e .

(mg/mL) (x 10”°/min) specific(uM/min/mg)

0.4 6.1

1.2 11.3

e 5 0.1 9.15 100

2 11.5

Considerand rezultatele obtinute, putem concluziona cd catalizatorii ce contin aur pot
fi utilizati cu succes pentru a Inlocui peroxidul de hidrogen atunci cand o oxidoreductaza de
tipul peroxidazei este implicata in proces.

3.5.2. Regenerarea NADH de la NAD" in prezenta Au/ZnAILDH si a radiatiei solare

Oxidoreductazele reprezinta 25% din numarul total de enzime. Sunt biocatalizatori
importanti utilizati pentru sinteza produselor chimice si farmaceutice valoroase [324].
Principalul dezavantaj al utilizarii enzimelor redox este dependenta unora dintre acestea de un
cofactor denumit nicotinamida adenina dinucleotida-hidrura (NADH) sau de corespondentul
sau fosforilat (NADHP).

Tn general, atunci cand este utilizat, NADH-ul joaca rolul unui donator de hidrogen,
atunci cand molecula initiald este oxidati la NAD®. Deoarece 1 mol de NADH costa
aproximativ 3000 dolari, reducerea NAD" la NADH este obligatorie [324]. Regenerarea
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cofactorului se poate face pe cale enzimatica sau non-enzimatica, implicand cataliza omogena
sau heterohgena, fotocataliza sau cataliza chimica sau electrochimica.

Hidroxizii dublu lamelari au fost folositi de mai multe ori in procesele initiate de
lumina [120,225,288]. Cu toate acestea, din cate stim, nu au fost niciodatd abordati pentru a
regenera NADH din NAD™. Din moment ce NPs de Au [329] si Pt [324,328] au fost utilizate
cu succes in aceastd aplicatie, avem motive sa credem ca utilizarea NPS/LDHs n aceasta
aplicatie poate duce la rezultate promitatoare. Prezenta NPs pe suprafata LDH poate creste
durata de viatd a purtdtoarelor de sarcind generate de radiatia luminoasa, imbunatatind
proprietatile catalitice ale materialului. Mai mult, in subcapitolul anterior s-a dovedit ca
Au/ZnAl iradiat luminos poate furniza speciile oxidative necesare pentru activarea HRP.
Luand 1in considerare acest lucru, propunem un material alternativ, de tipul
Au/ZnAl(3/1)LDH care sa fie utilizat pentru fotoregenerarea solarda a NADH.

Testele au fost efectuate intr-un volum total de 10 mL tampon fosfat, 0,1 M, cu pH =
6, 7 si 8; concentratia initiali NAD" (Sigma Aldrich,> 96,5%) a fost de 70 uM si s-a utilizat
mononucleotida flavinicd (FMN) (Sigma Aldrich,> 70%), cu concentratia de 30 uM ca
mediator de electroni. La acest amestec s-au adaugat 10 mg Au/ZnAl. Tnainte de a incepe
iradierea, suspensia a fost agitata in intuneric timp de 20 de minute. Dupa aceasta, iradierea a
fost pornita. Timp de doua ore s-au efectuat prelevari la intervale de timp determinate, solidul
a fost centrifugat si supernatantul a fost analizat spectrometric urmarind semnalul de la
340nm care corespunde NADH-ului. Iradierea a fost furnizata de un simulator solar, de
180W.

Tn timpul echilibrului de adsorbtie-desorbtie s-a observat o adsorbtie semnificativa a
NAD+ si FMN (vezi figura 3.35). Cand iradierea solara a inceput, a aparut un pic la 340 nm
si a fost atribuit regenerarii NADH din forma sa oxidata NAD+. In decursul a doua ore de
iradiere, acest varf creste progresiv. De asemenea, a fost remarcatd o crestere a picului de la
260 nm. Deoarece NADH si NAD+ prezinta semnale la aceasta lungime de unda (vezi figura
3.34 d), este dificil sa se cunoasca cu exactitate carei dintre cele doua substante apartine acest
semnal. Cu toate acestea, acest varf creste pe parcursul timpului, ceea ce ar putea sugera
regenerarea cofactorului.

Influenta pH-ului asupra reducerii NAD+ arata ca scaderea acestuis la o valoare de 6,

induce o scadere a randamentului de regenerare a cofactorului. S-a constatat ca pH-ul optim a
fost 8, cand aproape toata cantitatea de NAD+ a fost transformata in NADH.

Mecanismul propus pentru regenerarea NADH folosind lumind solard si nanocompozitul
Au/ZnAILDH este prezentat in figura 3.37. In cazul iradierii solare, se formeaza perechi de
goluri si electroni, ca urmare a interactiunii catalizatorului cu lumina. Orificiile foto-generate,
caracteristice bandei de valenta, vor forma specii oxidante ca urmare a oxidarii apei, in timp
ce electronii din banda de conductie a LDH vor fi captati de catre NPs de Au ce se gasesc in
contact intim cu suprafata LDH. Aici, electronii se pot misca liber la suprafata
nanoparticulelor si impreund cu speciile de tipul H® generate vor participa la reactia de
reducere a FMNyg, rezultind FMNH. In prezenta NAD®, FMNH va fi oxidat, in timp ce
primul va fi redus la NADH.
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Figura 3.13: Mecanismul de fotoregenerare solara a NADH 1n prezenta Au/ZnAl.

Avand in vedere rezultatele prezentate mai sus si studiile facute pand in acest
moment, considerdm ca acest studiu va fi un punct de plecare pentru alte investigatii care
implicd hidroxizii dublu lamelari si formularile lor hibride de tipul NP/LDH, pentru
regenerarea NADH.
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4. Nanoparticule de aur auto-asamblate pe hidroxizi dublu lamelari pentru
inhibarea virusului hepatitei B.

Hepatita B este o boald importanta care produce peste 1 milion de decese in fiecare
an, in intreaga lume. In general, virusul hepatitei B (HBV) poate duce la cirozi, carcinom
hepatocelular si alte probleme de sanatate [332]. Acest virus este un membru al familiei
Hepadnaviridae, prezentat sub forma de particule sferice cu un diametru de 42 nm [333] si cu
un ADN circular [334]. S-a remarcat ca pentru pacientii infectati, pe langa particulele
infectioase, particulele subvirale neinfectioase (SVP) sunt excesiv de secretate (1000-100.000
de ori), formand particule mai mici si filamente cu diametrul de 25 nm, respectiv 22 nm.
Efectul si rolul particulelor subvirale nu este pe deplin inteles. Studiile au aratat ca SVP pot
spori infectia [335], altele au demonstrat ca in cantitati mari pot avea un efect inhibitor [336].

Infectia cu virusul hepatitei B poate fi prevenitd prin vaccinare. Cu toate acestea,
pentru pacientii cronici, medicamentele care vizeaza inhibarea replicarii si stimularea
raspunsului imun, sunt deficitare si prezinta si efecte secundare in timpul tratamentului [337].
Studiile recente au aratat cd NPs de Ag pot avea un efect de inhibare a VHB, scazand
cantitatea de virioni extracelulari [339]. Cu toate acestea, combinarea nanoparticulelor cu
diferite nanocompozite, in scopul obtinerii hibrizilor netoxici poate fi o abordare dificila
[342]. Imbinarea suportilor biocompatibili cu nanoparticule precum Au sau Ag pot duce la o
sinergie a proprietatilor lor terapeutice si astfel biospecificitatea si activitatea lor pot fi
imbunatatite [343]. Atunci cand NPs sunt utilizate pentru tratarea tintelor biologice, un aspect
important este efectul lor citotoxic. Citotoxicitatea este definitd precum capacitatea unui
material de a produce n celulele normale daune grave asupra macromoleculelor importante
sau la chiar la moartea acestora [344]. Parametrii ca susceptibilitate la aglomerare, textura,
dimensiunea particulelor si stabilitatea, influenteaza citotoxicitatea NPs [345].

O prima provocare a utilizarii NPs in aplicatiile biologice este sinteza lor. In
majoritatea situatiilor, forma finald a NPs prezintda o citotoxicitate ridicatd din cauza
reactivilor organici utilizati in timpul prepardrii lor. Un exemplu semnificativ este utilizarea
bromurii de cetiltrimetilamoniu utilizata in sinteza NPs de Au care, prin desorbtie de pe
suprafata nanoparticulelor, induce moartea celulei [346,347]. Agentii de stabilizare ca
proteine, polimeri, surfactanti, acid citric, utilizati pentru a evita agregarea NPs, pot, de
asemenea, sd afecteze interactiunile dintre NPs si materialul biologic [348]. Avand in vedere
ca utilizarea compusilor organici are o influenta directa asupra eficientei NPs in aplicatiile
medicale, sunt necesare metode alternative de sintezd. O tehnica foarte versatila pentru a
obtine NPs dispersate pe o matrice, fara adaugarea de alte produse chimice, este de a folosi
capacitatea de auto-asamblare a materialelor LDH [33,178,349]. Datorita toxicitatii scazute si
lor in aplicatii biomedicale [350,351].

In aceastd sectiune, un grup de materiale AuNPs/LDHs au fost sintetizate,
caracterizate si utilizate pentru prima datd in inhibarea HBV. Efectul citotoxicitatii si

activitatea antivirala a acestor materiale au fost, de asemenea, investigate.
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4.1. Sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a ZnAl(2/1)LDH, MgAIl(2/1)LDH,
MgFeAl(2/1)LDH si a nanocompozitelor autoasamblate de tipul Au/LDHs

Sinteza

Materialele precursoare ZnAl(2/1)LDH, MgAI(2/1)LDH, MgFeAl(2/1)LDH s-au
sintetizat prin metoda co-precipitarii, utilizand saruri specifice si agenti de precipitare asa
cum a fost descris in capitolele anterioare. Hibrizii de tipul Au/LDHs au fost obtinuti prin
metoda reconstructiei, cand s-a adaugat, sub agitare energetica, 1 g de LDH precursor,
calcinat la 500 °C timp de 7 h, in 150 mL solutie apoasa de Au(O,CCHjs)s, 0,1 M. Dispersiile
au fost agitate timp de 7 ore la 30°C, centrifugate si uscate la 80°C. Materialele au fost
denumite Au/MgAl, Au/ZnAl si Au/MgFeAl.

Caracterizarea fizico-chimica

Imaginile TEM pentru materialele Au/LDHs sunt prezentate in figura 4.1. Figura 4.1-
A prezinta o structurd tipicdi LDH, cu plachete subtiri si mari, cu un diametru de 150 nm

Figura 4.1: Imagini TEM pentru: A) Au/ MgAl, B) Au/ZnAl, C) imaginea HRTEM pentru
Au/MgFeAl, D) Au/MgAl.
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[129,352]. Imaginile magnificate (vezi figura B si D) aratd ca particule mici, prezentate ca
puncte sferice intunecate, sunt dispersate pe suprafata LDHs. Dimensiunea lor medie este de
3,2 pentru Au/MgAl, 2,9 nm pentru Au/ZnAl si 3,7 nm pentru Au/MgFeAl. Imaginea
HRTEM (a se vedea figura 4.1-C) releva faptul ca NPs de Au sunt cristaline si sunt
confirmate, de asemenea, prin distanta interplanara avand o valoare de 0,24 nm, caracteristica
planurilor {111} ale aurului cubic cu fete centrate (JCPDS, Nr. 04.0748). Tn plus, modelul
SAED (difractia electronica a zonei selectate), expusa in insertia din figura 4.1-C, prezinta
inelele de difractie concentrice care pot fi atribuite planurilor (111), (200), (220), (311) (222)
ale Au [353].
Spectrele XPS prezentate in figura 4.2 dezvaluie prezenta NPs de Au pe suprafata
LDH, cu un continut de aur de cca. 4%. Continutul determinat de aur de la XPS este intr-un
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Figura 4.2: Spectre XPS pentru a) Au/MgFeAl, b) Au/MgAl, c) Au/ZnAl.

bun acord cu rezultatele ICP (vezi tabelul 4.1). Tn spectrele XPS (figura 4.2) se observa ci
compozitia elementald a suprafetei materialelor confirma existenta Au, Mg, Al si O pentru
Au/MgAl; in plus, materialul Au/ZnAl este compus din Au, Zn, Al si O, in timp ce pentru
Au/MgFeAl, a fost identificata si prezenta Fe. Rezultatele XPS indicd faptul ca NPs de Au
sunt 1n intim conectate cu suprafata LDH.
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Mai mult, identitatea fazei materialelor a fost analizatd prin masuratori XRD.
Spectrele materialelor de tipul Au/LDHs (vezi figura 4.3) prezinta picuri tipice de difractie

Tabelul 4.1: Caracterizarea fizico-chimica pentru Au/LDHs.

Raportul atomic al Au (%)

Au/LDHs Day, M ICP XPS

Au/MgAl 3.2 4. 3.7

Au/ZnAl 2.9 3.9 3.7
Au/MgFeAl 3.7 4.1 4

caracteristice argilelor anionice, cu reflexii bazale simetrice si ascutite ale planurilor (003),
(006) si (009), si reflexii mai putin intense la (012) (015) si (018) ale planurilor non-bazale
[354,355]. Pe langd semnalele caracteristice LDHs-urilor, o fazd suplimentara poate fi
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Figura 4.3: Spectre XRD pentru a) Au/ZnAl, b) Au/MgAl, c) Au/MgFeAl

observatd (marcatd ca #) pentru Au/ZnAl si Au/MgFeAl, si poate fi atribuita prezentei
oxizilor micsti. Acest lucru subliniazd o reconstructie completd pentru Au/MgAl si o
reconstructie partiald pentru celelalte doua. Dimensiunea medie a cristalelor matricei LDH a
fost calculata pe baza ecuatiei Debye-Scherrer [356], folosind picurile atribuite planurilor
(003) si (006). Rezultatul a aratat ca matricea LDH are dimensiuni de aproximativ 150 nm,
care este in concordantd bund cu imaginile TEM. Spatiul intelamelar calculat pe baza
valorilor (003) si (110) este de 1,24 + 0,1 nm, unde 0,48 nm este latimea lamei de brucit.
Aceastd valoare sugereaza ca anionul acetat a fost incorporat intre straturi [357]. Deoarece
dimensiunea NPs de Au este mica si datorita gradului inalt de dispersie, acestea nu au fost
detectate prin analiza XRD [358].
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In figura 4.5 se poate observa schimbarea culorii LDH-urilor precursoare dupa
reconstructia in acetat de aur. Conform acestor imagini, spectrul UV-Vis al nanocompozitelor
Au/LDH prezinta un puternic efect de rezonanta plasmonica de suprafatd (SPR) - a se vedea
figura 4.5-b. Aceasta este o dovada clara a faptului ca NPs de Au sunt prezente pe suprafata

<
~

O
W

S
bo

Absorbance (a.u.)

0 : | : : hba o
200 300 400 500 600 700 800 900
Wavelength (nm)

Figure 4.5: A) Imagini ale a) ZnAl(2/1), b) MgFeAl, c) MgAl; B) spectre UV-Vis de a)
Au/MgAl, b) Au/zZnAl, c) Au/MgFeAl.

hidrotalcitului. In regiunea UV a spectrului, toate probele prezinti un varf intens de absorbtie
care ar putea fi atribuit retelei LDH si amestecului de oxizi micsti, confirmate deja de
analizele XRD. Banda de absorbtie in jurul valorii de 535 nm este o indicatie puternica a
faptului ca NPs de Au sunt prezente in stare metalica. Chiar dacd starea nanoparticulelor nu
este influentatd de compozitia matricei, intensitatea SPR este. Aceasta afirmatie este sustinuta
de faptul ca SPR poate fi influentata de factori precum dimensiunea particulelor, continutul
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de aur si / sau mediul inconjurator [359,360]. Din moment ce dimensiunea NPs si continutul
aurului sunt similare, singurul parametru care este diferit este compozitia de argilei.

4.2. Studiul privind inhibarea virusului hepatitei B utilizand
materialele de tipul Au/LDHs

Toate studiile din aceasta sectiune au fost efectuate de catre Departamentul de
Glicoproteine Virale, Institutul de Biochimie al Academiei Roméne, Bucuresti, Roméania.

Pentru a studia efectul antiviral al materialelor Au/LDHs sintetizate anterior, s-au
efectuat studii in vitro prin utilizarea de celule vii provenite de la mamifere. HepG2.2.2.15
este o linie de celule hepatice umane comerciald, ce a fost infectatd cu HBV, prin efectuarea
unei transfectii stabile cu doua copii ale genomului viral.

Inainte de a studia efectul antiviral al ansamblurilor Au/LDHs, a fost evaluatid
biocompatibilitatea acestora. Celulele HepG2 neinfectate au fost cultivate ntr-o placa de
cultura cu 96 cuve si incubate cu diferite concentratii de Au/LDH (15, 30, 60, 125 si 250
pg/mL). Dupa 3 zile s-au determinat viabilitatea si capacitatea de proliferare a celulelor.

Rezultatele sunt prezentate ca procente calculate prin raportarea fiecarei proliferari la
cea obtinutd pentru celulele netratate (vezi figura 4.8). Raspunsul HepG2.2.2.15 la dozele
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Figura 4.8: Proliferarea celulelor hepatice HepG2.2.2.15 in prezenta a) Au/MgFeAl, b)
Au/ZnAl, c) Au/MgAl, d) MgFeAl, e) ZnAl, f) MgAl; 0 reprezinta controlul.
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diferite de Au/LDHSs au aratat ca nanocompozitele studiate se comportd ca materiale soft, ce
nu au un impact semnificativ asupra proliferdrii celulelor. Totusi, In functie de compozitia
matricei si de concentratia solidului, s-a observat o scadere de 16% pentru Au/MgFeAl, cand
concentratia nanocompozitului a fost intre 15-30 (vezi figura 4.8-a), in timp ce pentru
Au/ZnAl, o diminuare de 20% a fost remarcata la o concentratie solida de 250 pg/mL. Pentru
Au/MgAl proliferarea a fost de 100% pentru toate dozele.De asemenea, aceeasi investigatic a
fost facuta folosind LDH-urilor precursoare. Rezultatele prezentate in figura 4.8 - d-f arata ca
efectul citotoxic al matricei simple de tip LDH este mai mare decat cel pentru hibrizii
AuU/LDH.

Avand 1n vedere rezultatele obtinute, se poate concluziona cd materialele Au/LDHs
manifestd o buna biocompatibilitate pentru celulele umane, fara a crea daune asupra structurii
si fara a afecta capacititile lor de proliferare. Pornind de la aceste rezultate, s-a investigat in
continuare activitatea antivirali a Au/LDHs. In mod similar celui pentru testele de
citotoxicitate, celulele gazda (celulele hepatice infectate cu HBV) au fost expuse unor doze
diferite de Au/LDH (0, 15, 30, 60 si 125 pg/mL). Dupa 3 zile de incubare in prezenta
nanocompozitelor s-au prelevat probe, s-au centrifugat si supernatantul s-a colectat pentru
investigatii ulterioare. Din cauza prezentei virusului in interiorul celulelor hepatice, acesta,
cel mai probabil v-a secreta particule virale si subvirale, ce vor fi expulzate Th mediul
extracelular. ADN-ul virusului incapsulat din supernatant a fost purificat si cuantificat prin
metoda reactiei in lant a polimerazei (PCR).

Rezultatele exprimate ca procente raportate la testul de control, efectuat in absenta
nanoparticulelor, sunt prezentate in figura 4.9 a-c. De asemenea, a fost investigat, in acelasi
mod, efectul inhibitor al LDH-urilor precursoare, iar rezultatele sunt prezentate in figura 4.9
d-f.

Din figura 4.9 a-c se poate observa ca toti hibrizii Aw/LDHs au un efect antiviral
semnificativ, Au/MgFeAl fiind cel mai eficient, cu inhibarea a mai mult de 90% din
particulele virale secretate. Tn timp ce Au/ZnAl a inhibat particulele virale in mod dependent
de doza, s-a constatat ca pentru Au/MgAI capacitatea de inhibare este mai mare la un continut
mai mic de nanoparticule, efectul antiviral scazand odata cu cresterea cantitatii de Au/MgAl.
Analizele materialelor au demonstrat cd continutul de aur este acelasi pentru intregul esantion
de nanocomposite Au/LDHs; astfel, comportamentul distinct Tn inhibarea HBV ar putea fi un
efect al compozitiei diferite a matricelor LDH, ce ar putea influenta eliberarea de aur
intracelular din formularea Au/LDHs. Avand 1n vedere acest lucru, am putea presupune ca
eliberarea Au-lui este mai mare pentru Au/MgFeAl si Au/MgAl decat pentru Au/ZnAl.
Pentru LDH-urile parinte (vezi figura 4.9 d-f) efectul antiviral a fost modest, chiar daca
testele de citotoxicitate au demonstrat ca LDH-urile simple sunt mai toxice pentru celulele
hepatice decat formularile Au/LDH.

Acelasi supernatant obtinut prin centrifugarea celulelor Hep(G2.2.2.15 tratate cu Au/LDHs in
cursul a trei zilei a fost utilizat pentru a determina continutul de particulele subvirale (SVP) si
efectul inhibitor al Au/LDHs asupra acestora (vezi figura 4.10). Pentru a face acest lucru, au
fost utilizate tehnica ELISA (metoda imunoenzimatica) si kitul Monolisa HBs Ag Ultra
(BioRad). Cuantificarea SVP a fost efectuatd utilizdnd un cititor de microplaci Mitras
Berthold. Rezultatele reprezintd rapoartele de densitate opticd ale esantionului impdrtite la
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valoarea limitd si convertite in procente prin raportarea la esantionul control. Controlul
reprezinta serul colectat din celule netratate. Rezultatele prezentate in figura 4.10 aratd ca
materialele Au/LDHs pot inhiba secretia elementelor neinfectioase, dar nu sunt atat de
eficiente ca in cazul inhibarii particulelor virale. Acest comportament subliniaza faptul ca
AU/LDH-urile manifesta specificitate fata de virusurile hepatice. Totusi, Au/MgAl a prezentat
un efect inhibitor atat pentru particulele virale, cat si pentru cele subvirale, sugerand ca
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Figura 4.9: Efectul antiviral a a) Au/MgFeAl, b) Au/ZnAl, ¢) Au/MgAl, d) MgFeAl, e) ZnAl,
f) MgAl asupra HBV.

compozitia argilei are de asemenea o influentd asupra secretiei.

In acest capitol, materialele sintetizate au fost testate impotriva virusului hepatitei B
(HBV). Au fost procesate diferite teste pentru a stabili comportamentul sistemului biologic in
prezenta materialelor LDHs si Au/LDHs. Pentru a face acest lucru, celulele hepatice tip
HepG2.2.2.15 au fost transfectate cu doud copii ale genomului HBV si tratate in continuare
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cu diferite concentratii de hibrizi LDHs, iar toxicitatea materialului si proprietatile antivirale
au fost monitorizate. Datele privind citotoxicitatea au aratat ca materialele pe baza de LDHs
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Figura 4.10: Efectul inhibitor al a) Au/MgFeAl, b) Au/ZnAl, c) Au/MgAl asupra SVB.

SVPs secretio

nu au avut o influentd semnificativd asupra viabilitatii celulelor. Remarcabil, rezultatele
activitatii antivirale ale Au/LDHs au aratat ca toti hibrizii sunt capabili sd inhibe proliferarea
HBYV, Au/MgFeAl fiind cel mai eficient dintre toti, cu mai mult de 90% inhibare a virusului.
Acest rezultat subliniazd faptul ca efectul antiviral s-ar putea manifesta ca o functie
dependent de compozitia argilei, deoarece continutul de aur de pe suprafata materialelor a
fost similar. Materialele LDHs simple au avut o activitate antivirala modesta. Mai mult, s-a
remarcat cd matricele LDHs au avut un efect citotoxic mai mare comparativ cu
corespondentii lor Au/LDHs, sugerand un efect protector indus de prezenta aurului pe
suprafata calitativa.
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Concluzii generale si perspective

Concluzii generale

Obiectivul principal al acestui proiect a fost de a sintetiza si de a caracteriza o clasa de
compozite anionice denumite general argile anionice sau hidroxizii dublu lamelari. Datorita
proprietatilor lor unice, discutate in detaliu in sectiunea studiului de literature, aceste
materiale pot fi utilizate in multe domenii de activitate: biologie, nanomedicina, cataliza,
fotocataliza si altele. Avand in vedere studiile recente facute cu privire la hidroxizii dublu
lamelari, obiectivele acestei cercetari au fost de asemenea proiectarea compozitelor si
nanocompozitelor pe bazd de LDH, care pot fi utilizate In aplicatii specifice ca
fotodegradarea poluantilor sub lumina solard, imobilizarea enzimelor si utilizarea lor in
prezenta materialelor de natura biologica.

a) Sinteza materialelor pe baza de hidroxizii dublu stratificati

S-au obtinut LDHs-uri cu compozitie diferitd: ZnAl (M**/M* = 2, 3, 4), ZnGa
(MZ*IM3* = 2, 3), ZnCoAl (2/1), MgAl(2/1), MgFeAl(2/1). ZnAl (M** M** = 2, 3, 4), prin
utilizarea coprecipitarii. Materialele astfel preparate au fost utilizate in continuare pentru
obtinerea de formulari hibride de tipul NP/LDH (NP = Au, Ag, In, Ga) prin utilizarea
metodei de reconstructie. Mai mult, aplicarea unui tratament termic pentru compozitele LDH,
la o temperatura de 750 °C, s-au pregatit amestecuri de oxid micsti (MMO). Caracterizarea
fizico-chimica a confirmat structura de hidrotalcit a materialelor, prezenta Au, Ag, In si Ga
pe suprafata de argilei, precum si formarea MMO dupa calcinare.

b) LDHs-uri, NP/LDHs, MMO ca fotocatalizatori in fotodegradarea poluantilor
organici

Diferite clase de LDH-uri au fost utilizate pentru degradarea solard a unor solutii
apoase de fenol, p-nitorfenol, acetofenond si diclofenac. Remarcabil de eficient, pentru
degradarea fenolului, a fost nanocompozitul Au/ZnAl(2/1)-R-3-Lg, ce a fost capabil sa
elimine total poluantul in mai putin de 130 de minute. Este important de mentionat ca acest
material a fost reconstruit sub lumina solara simulatd Ca o consecintd a acestui fapt,
nanoparticulele de aur dispersate pe argila au fost identificate ca fiind un amestec intre Au® si
Au**. p-nitrofenolul a fost total fotodegradat in 130 minute prin utilizarea nanocompozitului
In/ZnAl-Cal, in timp ce o solutie care contine fenol si p-nitrofenol a fost aproape total
descompusa de acelasi catalizator in 240 de minute. Un rezultat foarte bun pentru solutiile de
amestecuri de fenoli a fost de asemenea obtinut pentru materialul Au/ZnAl(1_0.12)-Lg-750.
Cu toate acestea, comparand parametrii cinetici (Kapp si t1/2), nanocompozitul In/ZnAl-Cal a
prezentat o crestere a activitatii cu 37%. Nanocompozitele tip Au/ZnLDHs au fost utilizate
pentru indepdrtarea acetofenonei. Din toate compozitele testate, patru dintre acestea
(Au/Zn4Al(2.1_0.1), Au/ZndAl(2.1_0.2), Au/Zn4Al (0.1_0.12) -Lg, Au/ZnGa )) au prezentat
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0 eliminare a poluantului Tntre 98-100% atinsd dupa 130 de minute de iradiere. Avand in
vedere rezultatele cinetice, proba reconstruita solar (Au/Zn4Al(0.1 0.12)-Lg) a prezentat cel
mai mare raspuns fotocatalitic.

Pentru degradarea diclofenacului, materialele hibride tip ZnLDH-CN (CN = g-C3N4)
au fost fabricate prin combinarea co-precipitarii cu reconstructia si impregnarea. Introducerea
g-C3N4 a avut un efect benefic numai pentru materialele obtinute prin impregnare (ZnAl-CN-
I si ZnGa-CN-1). Combinand datele UV-Vis si LC-MS, s-a aratat ca prezenta grafenului si, de
asemenea, calea de sintezd a hibrizilor ZnLDH-CN au avut o influentd directd asupra
mecanismelor de fotodegradare. Catalizatorul cel mai preformat a fost ZnGa(3/1) cu o
eliminare totala a diclofenacului conform datelor TOC, in 150 de minute de iradiere solara.

c) LDH si NP/ LDH in scop biocatalitic

O directie a acestei cercetari a fost de a imobiliza peroxidaza (HRP) pe urmatoarele
suporturi: ZnAILDH, ZnAl-550, Au/ZnAl, Au/ZnAl-550 si ZnAI-CN (CN = g-C3Ny).
Rezultatele au aratat o adsorbtie totald a enzimelor pe materialele calcinate la 550 © C, in timp
ce a avut loc totodata reconstructia totald a structurii stratificate initiale. Cu toate acestea, cea
mai buna activitate enzimatica, care a fost de 10 ori mai mica decat cea a HRP libere, a fost
obtinutd pentru materialul ZnAl-CN-HRP. Materialul fara grafen a prezentat o activitate mult
mai mica comparativ cu ZnAl-CN-HRP. Se presupune ca acest rezultat ar putea fi datorat
prezentei gruparilor amino, ce formeaza legaturi directe cu enzima si astfel aceasta este mai
accesibila substratului, iar limitele de difuziune sunt reduse. Materialele ce contin aur nu au
avut activitate enzimatica, subliniind ca NPs de Au au un efect negativ asupra enzimei, cel
mai probabil datorita atasarii nanoparticulelor de situsul activ al acesteia.

Deoarece HRP este capabila sd degradeze fenolii, a fost realizat un studiu comparativ
privind eliminarea fenolului pec ale enzimatica si fotocatalitica. Astfel, compozitele
ZnAILDH, ZnAIl-HRP si HRP au fost utilizate pentru indepartarea poluantului. Mai mult, a
fost introdusa o noua abordare: cea de degradarea fotosenzimica a fenolului. Rezultatele au
aratat ca, sub lumina solara si in prezentda de H,O,, ZnAl-HRP poate participa cu ambele
componente: ZnAILDH a actionat ca un fotocatalizator, in timp ce HRP ca biocatalizator,
indepartand fenolul prin calea enzimatica. Chiar dacd conceptul de efect sinergic a fost
confirmat, este necesara o investigatie mai profunda, deoarece raspunsul foto-enzimatic al
biohibridului ZnAI-HRP a fost de doar 35%, in timp ce degradarea enzimatica simpla a ajuns
la 25% (folosind ZnAl-HRP), iar fotodegradarea numai 20%.

Tntr-un studiu separat, s-a demonstrat cd NPs de Au pot fi eliberate din nanocompozite
de tipul Au/ZnAl, in prezenta enzimei HRP. Mai mult, efectul negativ al aurului asupra
activitatii enzimatice face ca acest rezultat sa fie deosebit de interesant pentru aplicatiile
biomedicale.

Cand se lucreaza cu oxidoreductaze, adaugarea continud a agentului oxidant poate fi
un inconvenient, necesitand totodata instrumente speciale. Tn plus, in unele cazuri, s-a
remarcat faptul cd H,O, poate avea un efect inhibitor asupra activitatii enzimelor. Din acest
motiv, intr-un nou studiu, compozitul Au/ZnAl iradiat solar a fost utilizat ca generator de
specii oxidante pentru activarea HRP. Reactia efectuatd in prezenta Au/ZnAl, ABTSeq s1 in
absenta H,O; a confirmat ca enzima poate fi activatd de catre Au/ZnAl iradiat, initiind Tn

93



Concluzii generale si perspective

continuare oxidarea substratului ABTSq. Mai mult, parametrii cinetici au valori apropiate de
cele obtinute pentru enzima libera activata de catre H,O,. Avand in vedere rezultatele acestui
studiu, s-a abordat o noud cercetare: regenerarea fotocatalitici NADH de la NAD" prin
utilizarea nanocompozitului Au/ZnAl, a luminii solare si a unui mediator de electroni
(FMN). Rezultatele au confirmat formarea NADH-ului in conditiile specificate, cu un maxim
de regenerare atins la pH = 8.

d) LDHs si NP/LDHs pentru scopuri biomedicale

In aceasta ultima sectiune a tezei au fost studiate interactiunile dintre
nanocompozitele Au/LDHs si virusul hepatitei B. Datele rezultate au demonstrat ca
materialele Au/LDHs au un efect citotoxic minim asupra celulelor hepatice (HepG2.2.2.15),
in timp ce activitatea antiviralda a fost remarcatd pentru toti hibrizii, cele mai bune
performante fiind obtinute pentru nanomaterialul Au/-MgFeAl. Mai mult, s-a constatat ca
efectul antiviral se manifesta ca o functie dependent de compozitiei argilei. Astfel, s-a
concluzionat ca compozitia LDHs-ului ar putea afecta eliberarea de aur de pe suprafata
martricei.

Perspective

Utilizarea materialelor LDH 1n fotodegradarea poluantilor organici a demonstrat ca
formularile de tip NPs/LDHs pot fi extrem de eficiente. Astfel, o noua perspectiva pentru
materialele LDHs ar putea fi tranzitia de la scara de laborator la scala pilot.

Combinand procesele enzimatice cu reactiile fotocatalitice, sistemele poluante
complexe pot fi descompuse. Degradarea foto-enzimatica a fenolului prin utilizarea ZnA-
HRP a fost posibild. Totusi, LDH-urile si oxidoreductazele si pot fi combinate in moduri
diferite, conducand la catalizatori hibrizi sau la tipuri de catalizd mixta. Poluantii pot fi
degradati in cascadd, cand anumiti compusi sunt indepartati prin fotocataliza, folosind LDH,
urmatd de degradarea enzimatica a restului substantelor toxice. LDH-urile pot fi utilizate pur
si simplu ca suport pentru enzime, iar materialul rezultat poate fi folosit in continuare in
prezenta sau in absenta iradierii, in functie de compozitia sistemului poluant. Atunci cind se
utilizeaza in conditii de iradiere, poluantii ar putea fi degradati atit prin cdi enzimatice cat si
fotocatalitice.

Designul unui process de fotoregenerare continua a NADH-ului, in timpul unei reactii
enzimatice, ar fi o continuare interesantd a acestui studiu. Astfel, in timpul reactiei
enzimatice, cofactorul va fi oxidat la NAD *, ce va fi utilizat in continuare sub iradiere si 1n
prezenta Au/ZnAl pentru formarea NADH. Noile molecule de cofactori formati vor servi la
reactia enzimatici. In acest caz, este obligatoriu si se utilizeze o sursi de iradiere care nu va
avea efecte asupra integritatii enzimei.
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