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INTRODUCERE

Aceasti tezd este axatd pe trei directii. In primul rand, am studiat
raspunsurile la expunerea la un fascicul de protoni a unei componente
importante a mediului - vegetatia in fazele ontogenetice timpurii,
analizadnd efectele genotoxice indirecte ale radiatiilor prin intermediul
radicalilor liberi eliberati de apa.

In plus, vizand proprietitile biocompatibile ale invelisului
molecular de acoperire pentru nanoparticulele de magnetita (MNP), am
ales cisteamina, cu actiune radioprotectoare manifestatd prin grupari
sulfhidril si acidul galic, cu activitate recunoscutd de captare a speciilor
reactive de oxigen (ROS), pentru a studia potentialul acestora de a
modifica suprafata nanoparticulelor magnetice.  Caracterizarea
microstructurala si magneticd a celor doud tipuri de nanoparticule
magnetice a fost completata de testul de nanotoxicitate pe plantule tinere
dupa administrarea de suspensii diluate de nanoparticule magnetice.

In ultimul capitol, cercetarea a continuat cu sinteza verde a
nanoparticulelor de argint mediata de radiatiile UV-C, urmarindu-se sa
asigure o siguranta sporitd a mediului dupa utilizarea si eliberarea
nanoparticulelor in biosferd. In plus, a fost efectuat un studiu de
nanotoxicitate pe o planta cunoscuta din tara noastrd, pepenele galben
(familia Cucurbitaceae), pentru a cuantifica impactul asupra pigmentilor
de fotosinteza ca mecanism de raspuns al acestei plante la aportul
suspensiei de nanoparticule.

In partea finald a acestei teze au fost exprimate principalele
concluzii cu privire la toate cele trei studii.



CAPITOLUL 1

INFLUENTA RADIATIILOR IONIZANTE ASUPRA UNOR SEMINTE
DE CEREALE

1.1 Introducere

Scopul acestui capitol este de a evalua efectele induse de iradierea
cu protoni asupra materialului genetic celular precum cromozomii si de a
evalua modificarile parametrilor citogenetici si biochimici ai plantulelor
tinere de grau, care au fost expuse la protoni accelerati (la varful Bragg) in
stadiul de seminte. (Oprica si colab., 2023). Interpretarea s-a axat pe
genotoxicitatea exprimata prin actiunea indirecta a radiatiilor asupra
moleculelor de apa care elibereaza specii libere reactive ale oxigenului
capabile sa lezeze principalele biomolecule precum ADN -ul si enzimele.

1.2. Materiale si metode
1.2.1. Materialul biologic si conditiile de crestere

Specia vegetald pentru studiul experimental a fost graul, Triticum
aestivum cv. Global. Analizele raspunsurilor plantulelor de grau la
expunerea la radiatii au fost realizate in conditii de laborator, prin
proiectarea unui experiment randomizat bazat pe trei repetari.

1.2.2. Expunerea materialului biologic la iradiere cu fasciculul
de protoni la varful Bragg

Expunerea probei de seminte la iradierea cu fascicul de protoni s-
a realizat la fazotronul centrului JINR din Dubna (Figura 1.2), in cadrul
cooperarii JINR_Ro. Energia fasciculului la locul expunerii probei a fost
egala cu 150 MeV, iar valoarea LET medie, adica dE/dx a fost egala cu
0,539 keV/um. Pentru reglarea energiei protonilor accelerati a fost folosit
un set de atenuatoare tip PMMA cu grosimi diferite.
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Partea de dozimetrie a fost efectuata cu un dozimetru clinic tip
PTW UNIDOS-E cu camera de ionizare tip TM30013. Masurarea
spectrelor LET la diferite adancimi a fost efectuatd cu ajutorul
spectrometrului de depozite de energie cu semiconductori, tip Liulin-4C
(Kubancik et al., 2013). Iradierea probei de seminte s-a facut in conditii
SOBP (Figura 1.1) de expunere la protoni accelerati si la un debit de doza
de 0,55 Gy/min. Dozele aplicate au fost stabilite din motive de
convenienta ca 22,4-44,8-56,0-67,2-89,6 Gy.

1.2.3. Conditii de crestere a plantulelor

Pentru fiecare varianta experimentald, doudzeci de seminte
expuse din materialul genetic de grau selectat au fost examinate la sapte
zile dupa germinare pentru investigatii biometrice si biochimice.

1.2.4. Analize citogenetice

Dupa un tratament special de fixare a celulelor meristeme, fiecare
lama de microscop a fost examinata cu dispozitivul Nikon Eclipse 600 (cu
obiectiv 20 x) prin vizualizarea si studiul in total a cincizeci de cAmpuri de
microscop (zece campuri pentru fiecare lama).



1.2.5. Analiza pigmentilor fotosintetici

Conform protocolului din literatura, continutul de pigmenti de
clorofila a, clorofila b si caroteni din esantioanele de tesut verde a fost
calculat pe baza anumitor valori ale extinctiei luminii masurate in
spectrele de absorbtie electronica ale extractelor acetonice.

1.2.6. Analiza enzimelor antioxidante

Activitatea superoxid dismutazei (SOD) a fost analizata conform
metodei lui Winterbourn (Bonciu et al, 2018) (Oprica et al., 2020).
Activitatea peroxidazei (POD) a fost evaluata folosind metoda propusa de
(Ranieri et al, 2000). Activitatea catalazei (CAT) a fost evaluata in
conformitate cu procedura adaptata dupa Sinha (Sinha, 1972).

1.2.7. Testarea antioxidantilor nonenzimatici si a
malonedialdehidei (MDA)

Antioxidantii nonenzimatici analizati in acest experiment au fost
polifenolii, continutul lor total fiind cuantificat prin metoda Folin-
Ciocalteu, usor modificata conform cu Singleton, (1999).

1.2.8. Analiza proteinelor solubile

Continutul total de proteine solubile (care include toate enzimele
mentionate) a fost estimat folosind metoda Bradford (Bradford si colab.,
1976) considerand ca standard albumina sericd bovind. Aceasta
determinare a fost necesara pentru calculul activitatilor enzimatice.

1.2.9. Analiza statistica

Toate masuratorile au fost repetate de trei ori, iar rezultatele
fiecarui test au fost prezentate in termenii valorilor medii + abaterea
standard.



1.3 Rezultate

1.3.1. Influenta iradierii cu protoni asupra parametrilor
citogenetici

in primul rand, in cadrul analizelor noastre citogenetice, au fost
estimate procentajele de celule gasite in fiecare faza a mitozei (MI)
(Figura 1.2).

Am observat, pentru fiecare faza mitotica, tendinta generalad este
de diminuare a procentajului de celule (Figura 1.2), dar cea mai
pronuntata scadere a fost gasit pentru profaza - de la aproximativ 8,5% la
6%, In raport cu cresterea dozei de radiatii.

Parametrul MI a scazut constant (Figura 1.3) de la aproximativ
13% in probele martor la 9% pentru cea mai mare doza de radiatii
aplicata de noi, de 89,6 Gy.
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Figura 1.2 Influenta fasciculului de protoni asupra numarului de celule
gasite in fiecare faza a mitozei
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Figura 1.3 Indicele mitotic in relatie cu doza de protoni administrata

Cele mai multe celule In diviziune care prezinta aberatii

cromozomiale au fost identificate in celulele analizate care au fost gasite
in anafaza sau in telofaza. De exemplu, aberatia cromozomiala cunoscuta
sub numele de punte intercromatidiand consta intr-un fir subtire de
material genetic care conecteaza cele doua matrici cromozomiale (Figura

1.4).

Figure 1.4 (a) Anafaza normala
in celula neiradiata (b) Anafaza
aberanta indusa de impactul
fasciculului de protoni. Sageata
neagra arata puntea
intercromatidiand, sdgeata alba
aratd un micronucleu (c)
Telofaza normala 1In celula
neiradiata (d) Telofaza aberanta
cu punte intercromatidiana.

Aparitia aberatiilor mitotice si a micronucleilor este prezentata in Figura
1.5, unde au fost evidentiate curbele liniare doza-raspuns.
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Figura 1.5 Influenta expunerii la fascicul de protoni asupra aberatiilor
mitotice si a aparitiei micronucleilor

La nivel molecular majoritatea modificarilor cromozomiale sunt
cauzate de leziunile ADN-ului rezultate din actiunea directa a radiatiilor,
cu posibila inactivare a anumitor enzime. Moleculele de ADN ar putea fi
rupte la nivelul unei singure catene de nucleotide, precum si la nivelul
unei duble catene de nucleotide. De asemenea, moleculele de ADN sunt
adesea afectate indirect de radiatie, deoarece iradierea apei din celule
genereaza specii reactive de oxigen (ROS) si acestea sunt capabile sa
deterioreze moleculele de ADN. Cu toate acestea, ROS poate inactiva si
anumite enzime cu rol de reparare a deteriorarilor ADN-ului.

1.3.2. Modificarile induse de fasciculul de protoni la nivelul
fotosintezei plantulelor

Am calculat raportul dintre cele douda continuturi de clorofila
(Clorofila a/Clorofila b, Figura 1.6), deoarece acesta este considerat un
indicator indirect care descrie eficienta fotosintezei.
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Figura 1.6 Raportul continuturilor clorofila a/clorofila b

Raportul continuturilor de clorofile a fost gasit scazut cu pana la
25% pentru ~90Gy, ceea ce indica perturbarea sistemului fotosintezator
PSII care contine principalele echipamente enzimatice care guverneaza
reactiile complexe ale fotosintezei (cu toate acestea, inaltimea plantulelor
a fost gasita aproape neschimbata - datele nu sunt prezentate).

1.3.3. Influenta radiatiilor asupra sistemelor de aparare
antioxidante

Activitatea SOD (superoxiddismutazei) a scazut progresiv cu doza
de radiatie cu p<0,05 (Figura 1.7), si s-au observat modificari
nesemnificative 1n activitatea CAT (catalazei), in timp ce o usoara tendinta
de crestere, nesemnificativda din punct de vedere statistic, (p>0,05) a
putut fi evidentiata pentru activitatea POD (peroxidazei).
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Figura 1.8. Continutul total de polifenoli

Am g3sit cresterea nivelului de polifenoli de la 1,26 mg GAE/g in
probele martor, la aproximativ 2,08 mg GAE/g pentru doza de protoni de
60 Gy (p<0,05), astfel ca aceasta ar putea fi legatd de variatiile
continutului de MDA (malondialdehida).

In unele studii experimentale (Horendeck et al., 2021) cea mai
mare citotoxicitate a fost inregistrata la varful Bragg al fasciculului de
protoni. Einor si colab. (2016) au studiat diverse sisteme biologice si au
oferit o analiza care demonstreaza modul in care radiatiile ionizante
genereaza ROS chiar si la doze mici. Prin urmare, radiatiile provoaca
specii reactive de oxigen abundente prin scindarea moleculelor de apa
(radioliza), cum ar fi speciile cu durata scurta de viata: radicalul hidroxil
si radicalul anion superoxid, oxigenul singlet si speciile cu durata lunga de
viatd precum H;0; (Pospisil si colab., 2019; Georgiou. et al., 2017). Acesti
radicali sunt cunoscuti a fi toxici pentru majoritatea biomacromoleculelor
precum ADN-ul, lipidele si proteinele (Wang si colab., 2022; Martemucci
si colab., 2022).

In experimentul nostru, principala tintd a radiatiilor sunt
moleculele de ADN, aberatiile cromozomiale identificate de noi fiind
posibil responsabile de lezarea genelor (zone ale cromozomilor) care
guverneaza biosinteza unor molecule antioxidante (enzime precum SOD,
CAT, POD etc.) si, de asemenea, antioxidanti neenzimatici precum
polifenolii.
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CAPITOLUL 2

STUDIUL NANOPARTICULELOR MAGNETICE (MNP)
STABILIZATE CU MOLECULA RADIOPROTECTOARE DE
CISTEAMINA (CYS@MNP) SI MOLECULA ANTIOXIDANTA DE
ACID GALIC (GA@MNP)

2.1. Introducere

In capitolul de fatd am studiat MNP-urile de oxid de fier, si anume
magnetita, precum si Invelisul de acoperire constand in molecule specifice
precum cisteamina (o moleculd radioprotectoare) sau acidul galic (o
molecula antioxidanta).

2.2. Abordarea teoretica a invelisului de acoperire moleculara
MNP

In studiul nostru, modelarea cuantum chimici a fost efectuati pe
molecule de cisteamind si acid galic - utilizate 1n acoperirea
nanoparticulelor de oxid de fier (cys@MNP si Fe30.@GA), folosind
software-ul Spartan 18 unde a fost aplicata teoria functionala a densitatii
si metoda B3-LYP/6 -31G *.

2.2.1 Rezultate modelarii cuantum chimice pentru invelisul de
acoperire moleculara cu cisteamina pentru nanostructurile
MNP

Rezultatele modelarii moleculei de cisteamina - in Figura 2.1, au
relevat faptul ca valoarea calculata pentru momentul de dipol a crescut de
la 2,29 D in mediu gazos la 3,35 D in mediu apos, favorizand astfel
interactiuni mai puternice dipol-dipol intre moleculele invecinate -
rezultatele fiind Tn acord cu alte studii axate pe descrierea parametrilor
moleculari ai cisteaminei (Pitt Quantum Repository).

11
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Figura 2.1 Momentul dipol al moleculei de cisteamina in gaz (stdnga) siin
mediu apos (dreapta)

O constatare importantd legatd de principalii descriptori
moleculari din tabelul 2.1 este valoarea decalajului de energie de 7,08 eV
care situeaza aceasta molecula la limita inferioara a intervalului necesar
pentru ca o molecula sa fie luata In considerare pentru proiectarea unui
sit functional 1n aplicatii medicale (Fleishman et. al., 2012).

Table 2.1 Parametri moleculari relevanti pentru molecula de cisteamina

Molecular parameter Molecular environment

Gas Water
Ionization potential 6.74eV 6.50 eV
1P = -E nomo
Electron affinity -0.12eV -0.58eV
EA =-E om0
Energy gap 6.86 eV 7.08 eV
AE = Epymo - Eromo
Electronegativity 331eV 296eV
¥ = (IP+EA)/2
Chemical hardness -6.86 eV -7.08 eV
1 = E somo - E Lumo
Chemical potential -331eV -2.96eV
1= (IP+EA) /2
Electrophilicity -0.79 eV -0.61eV
o=/ (20)
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2.2.2 Rezultate cuantum chimice pentru invelisul de acoperire
moleculara de acid galic pentru nanostructurile MNP

Metoda cuantum chimica a fost aplicata pe molecula de acid galic
si pe structurile rezultate din legarea acidului galic la suprafata
nanoparticulei magnetice (Fe;0.@GA).

Figura 2.2 Geometria optimizata energetic a moleculei de GA versus
structura Fe;0,@GA

Abordarea propusa de noi pentru interactiunea moleculelor de
acid galic cu atomii de fier de pe suprafata MNP a fost bazata pe faptul ca
fierul tetraedric din planul de cristalizare a magnetitei (111) are starea de
oxidare de +3. Mai mult, ionul feric de pe acest prim plan de cristalizare
cu ioni de fier de la suprafata magnetitei interactioneaza cu oxigenii din
urmatorul plan. in modelul nostru, am lucrat cu doi astfel de atomi de
oxigen, precum si cu un al treilea oxigen furnizat de gruparea marginala
COO a moleculei deprotonate de acid galic.

Sarcina electrica a structurii propuse GA-Fe-20 a fost data de: Q =
+ 3 (Fes*) - 4 (2027) = - 1 si numarul total de electroni nepereche necesari
in calcul a fost egal cu 4. Valoarea momentul de dipol al acidului galic a
fost gasit ca 2,41 D, ceea ce este 1n acord cu Pardeshi si colab. (2013). Din
Tabelul 2.2 concluzionam ca interactiunea GA cu fierul de la suprafata a
magnetitei a determinat o crestere a momentului de dipol, precum si a
suprafetei polarizate, a ariei totale si a volumului.
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Table 2.2 Rezultatele modelarii cuantum-chimice a parametrilor fizico-
chimici ai moleculei de acid galic si ai structurii Fe;0.@GA

Parameter Gallic acid (GA) Fe30,@GA structure
Enowmo (eV) -5.99 -1.04

Erumo (eV) -1.06 1.80

Dipole moment (D) 241 24.9

Polarized Surface Area (A2) | 89.59 154.45

Area (A?) 170.54 23849

Volume (A3) 148.14 194,98

Distributia spatiala a potentialului electrostatic prezinta o zona
electronegativa alungita (in rosu) pentru structura Fe;0.@GA (Figura 2.3,
imaginea din dreapta) in comparatie cu molecula GA (Figura 2.3, imaginea
din stdnga) care prezinta potential electric nul la inelul aromatic dar
potential electronegativ la nivelul oxigenului carboxilic (01). Zonele cu
caracter electropozitiv sunt la grupele laterale COH (colorate in albastru),
dar pentru nanostructura Fe;04@GA apa adsorbitd prin legaturi de
hidrogen este mai putin electropozitiva la extremitdtile mentionate. Se
poate concluziona ca expunerea la atacul electrofil a fost intensificata in
regiunea inelului aromatic si a fierului din structura Fe;0.@GA.

Figura 2.3 Maparea potentialului electric ionizant local pentru molecula
de acid galic (stianga) si structura Fe;0.@GA (dreapta)
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Volumul si suprafata obtinute pentru structura optimizata a acidului galic
au permis calculul razei moleculei, a, de aproximativ 2,6 A in timp ce
momentul de dipol al acidului galic pentru starea fundamentald, p; a
moleculei a fost obtinut de aproximativ 5,5 D.

Mai mult, unii autori au descoperit prin abordarea DFT ca momentul de
dipol electric al moleculelor de acid galic este de aproximativ 2,40 D,
Enomo = -5,9 eV in timp ce Erymo = -1,06 eV (Dominguez et al., 2019).

2.3 Studiul experimental al nanostructurilor de magnetita
acoperite cu cisteamina

2.3.1 Metode experimentale

Nanoparticulele coloidale de magnetita au fost preparate printr-
un protocol care cuprinde doua etape - sinteza nanoparticulelor de
magnetita urmata de functionalizarea cu invelis molecular de cisteaming,
in care reactivii utilizati au fost saruri ferice si feroase in raport
stoichiometric de 2:1, hidroxid de sodiu ca agent de precipitare si
cisteamina ca agent de acoperire.

2.3.2 Rezultate si discutii

Atasarea moleculelor de cisteamina la nanoparticulele magnetice
este sustinutid de spectre vibrationale. In acord cu atribuirile mentionate
de Akafzade si colab. (2019) sunt redate principalele benzi Raman
datorate gruparilor functionale din cisteamind impreuna cu valorile
obtinute din spectrul teoretic al cisteaminei. O oarecare diferenta poate
aparea datorita faptului ca spectrul teoretic a fost generat numai in stare
gazoasa.

15
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Figure 2.4 Spectrul Raman comparativ al MNP si MNP@cys

Table 2.3 Atribuirea vibratiilor pentru structurile moleculare

Theoretical | Experimental Intensity
wavenumber | Wavenumber Vibrational assignment
() | () (a:0)

199.36 38.48 FeS

288.07 47.80 Fe§

349.67 108.22 FeS

667.75 51.89 C-S

770.75 59.15 C-S

958.01 80.22 C-C-N

1094.65 208.19 C-C streching or CH, twisting
1427 1396.16 32.37 CH; scissoring

1514.39 7146 NH; scissoring
2574 242797 20440 S-H stretching / Nz

2789.40 122.93 CH, symmetric stretching
2908 2934.30 104.85 CH; asymmetric streching
3301 3167.97 49.30 N-H stretching / scissoring

Rezultatele investigatiilor microstructurale ale probei cys@MNP (Figura
2.5) si anume analiza XDR (in acord cu Ouyang si colab., (2015)) a probei
de magnetita acoperitd, au relevat maximele de difractie caracteristice ale
magnetitei la 20 = 30,4° 358° , 43,4° 539° 575° si 63,0°
corespunzatoare planurilor cristaline (220), (311), (400), (422), (511) si
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(440) ale magnetitei (Atribuire: Fe304, Cubic , Card Nr. ICSD 98-015-

8505).
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Figura 2.5 Difractograma probei cys@MNP

Tehnica EDAX (Energy-dispersive X-ray analysis) a fost folosita pentru a
finaliza investigatia SEM (Scanning Electron Microscopy); pentru proba
MNP@cys (Figura 2.6) fata de proba nativda de MNP (Figura 2.7), s-au
gasit benzi suplimentare corespunzatoare atomilor de sulf si clor,
atestand astfel prezenta agentului de acoperire.

160K
145K
123K

112K

&

ssg A Fe Cu cu
-

200 100 400 5.00 6,00 o0 800 .00

Lsee: 20.0 0 Cts. 0.000 ke Det: Octane Plus Det

Figura 2.6 Rezultatele EDS pentru proba MNP@cys, atestand prezenta

atomi de clor si sulf
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Figura 2.7 Rezultatele EDS pentru proba de magnetita neacoperita

Investigarea granularitatii s-a facut prin tehnica TEM (Transmission
Electron Microscopy) pe o dilutie de 10-4 a suspensiei de nanoparticule de
magnetitad Invelita care a fost depusa pe suportul grilei si uscata.

Figura 2.8 Imaginea TEM a MNP@cys, la bara de scalare de 100, 50 si
respectiv 20 nm.

Structuri cristaline cvasi-sferice distincte au putut fi observate in
imaginile TEM (Figura 2.8), cu diametrul mediu al particulelor de
aproximativ 13 nm, analizate cu software-ul Image] (Figura 2.9).
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Dimensiunea medie rezultata a fost similara cu cea obtinuta de
Maleki si colab. (2017) unde dimensiunea nanoparticulelor vizualizate
prin TEM variaza intre 20-40 nm.

204 oo

Count

6 8 10 12 14 16 18 20
Diameter interval (nm)

Figura 2.9 Histograma dimensiunilor nanoparticulelor magnetice invelite
cu cisteaming, rezultata din investigatia TEM.

Rezultatele investigatiei proprietatilor magnetice pentru

nanostructurile cys@MNP prezinta o bucla de histerezis Ingusta (Figura
2.10).

400 200 : 200 400

M omentiass{emula)

Figld(De)

Figura 2.10 Detalii despre curba de magnetizare - bucla de histerezis
pentru proba MNP@cys
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Valoarea rezultata pentru campul coercitiv este de 6,56 Oe (0,52
kA/m), in timp ce pentru magnetizarea de saturatie am obtinut 42,128
emu/g.

Curba M(H) este saturata pentru campul aplicat de 20 kOe
sugerand un comportament dominant superparamagnetic care ar fi de
asteptat pentru nanostructurile de magnetita relativ mici. Bucla de
histerezis foarte ingusta este data de particule mari foarte rare care
prezintd un comportament ferimagnetic.

Cel mai mare diametru magnetic de aproximativ 12 nm a fost
estimat din teoria lui Langevin (Gossuin et al,, 2009).

2.4 Studiu experimental al nanostructurilor MNP acoperite cu
acid galic

2.4.1 Metode experimentale

Sinteza nanoparticulelor magnetice s-a realizat conform
protocolului Massart (Massart et al., 1981), unde co-precipitarea chimica
a oxizilor de Fe?* si Fe3* a avut loc la temperatura de 80 °C, sinteza
ferofazei fiind rezultatul reactiilor precursorilor, care au fost clorura
feroasa tetrahidrat (FeCl; x 4 H,0) si clorura ferica hexahidrat (FeCls x 6
H20) cu addugarea unui agent alcalin precipitant puternic, NaOH 1,7 M
(Popescu-Lipan si colab., 2022). Pentru stabilizarea nanoparticulelor
magnetice, s-a folosit o solutie de acid galic cu o concentratie de 0,6 mM
GA/g de magnetita (Szekeres et al., 2015) prin agitare mecanica timp de 3
ore la T ~ 80 °C. Ulterior au fost necesare spaldri repetate cu apa
ultrapura pentru a indeparta impuritatile si precursorii nereactionati.
Produsul final a fost suspensia apoasa de Fez0.@GA.

2.4.2 Rezultate si discutii

Rezultatele investigatiei TEM pentru nanoparticulele de magnetita
acoperite cu acid galic (Fe30.@GA) sunt prezentate in Figura 2.11.
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Figura 2.11 Imaginea TEM pentru Fez0.@GA scalata la 200 nm

Imaginile TEM (Figura 2.11) ale nanoparticulelor Fe3;04@GA au aratat
structuri geometrice regulate, de obicei cvasi-sferice. Valoarea medie a
diametrului particulelor, a fost estimata cu software-ul Image] la valoarea
de 13,23 nm (abatere standard de 3,66).

Count

Diameter interval (nm)

Figura 2.12 Histograma pentru distributia dimensiunii nanoparticulelor
Fe30.@GA, asa cum este redata prin TEM.

In alte studii (Dorniani et al.,, 2014), s-a constatat ci dimensiunea
MNP-urilor acoperite cu acid galic este de pana la 11 nm, iar alti autori

(Eidi si colab., 2019) au raportat cd GA-MNP-urile au fost dimensionate
intre 30 si 50 nm.
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Figura 2.13

Imagini SEM
pentru
nanostructurile
: Fe;0.@GA
77232021 | HV | pressuie WD
11:59:29 AM 10.00 kV 4.39¢-4 Pa 10.5 mm
354
NS .
%0/ N Figura 2.14
N .
25 1\\\\§\\' Histograma
\\\\\\\'\\f distributiei
R i\\\\\\ dimensiunilor
o Y
s \i\\ \\i\ N \\\\\\\ pentru GA@MNP, asa
R ——. .
. \\i\\\\\\\\\\\t\\ cum a rezultat prin
ahnaans :
\\\Q\\\\ NN analiza SEM
SRR
NIHhHi ki
o N Y . f
50 100 150 200 250 300 350

Aggregates size (nm)

Imaginile SEM (Figura 2.13) au evidentiat particule rare mai mari si
grupuri de particule de pana la cateva sute de nanometri, precum si unele
particule de zeci de nanometri, marcate in cercuri rosii. S-a constatat ca
diametrul mediu al particulelor evidentiate prin SEM este de aproximativ
124 nm (deviatia standard de 37 nm) (Figura 2.14) si din acest motiv am
luat In considerare posibilitatea ca o parte a nanomiezilor magnetici sa se
poata aglomera In matricea de galat de fier.
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Figura 2.15 Analiza EDS pentru nanostructurile Fez;0.@GA

In plus, analiza elementald EDS a fost efectuatd pe cele mai mari
spoturi depuse din probad pe substratul de aluminiu, asa cum se poate
vedea in Figura 2.15. Regiunile 1 si 2 corespund probei depuse, iar
regiunile 3 si 4 apartin substratului metalic, astfel ca pe langa aluminiul
din substrat care are o pondere de 67 - 72 %, fierul are o abundenta de
aproximativ 1,2-1,6 % ( zona ,2”").

Unele urme de metal pot fi legate de proba sau de contaminantii
substratului, iar procentajele de 13-15% carbon si 8-10% oxigen pot fi
partial provenite din componenta moleculara.

Rezultatele investigatiei XRD sunt descrise in Figura 2.16.
Difractograma prezintd toate varfurile caracteristice conform cardului
ICSD pentru magnetita, nr. 98-015-8741, fara a indica impuritati
suplimentare.

Cel mai inalt varf, corespunzator planului de cristalizare (311) a

fost utilizat in estimarea marimii cristalitelor prin formula Scherrer,
resultind un diametru de 15 nm.
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Figura 2.16 Difractograma obtinuta pentru nanostructurile Fez0.@GA
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magnetice
nanoparticule magnetice preparate a condus la datele prezentate in
Figura 2.17, prin intermediul curbei de magnetizare si a curbei de
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Figura 2.17 Curbele de magnetizare pentru proba GA@MNP

de

Curba de magnetizare relativa construita cu valorile lui M/Ms, (Ms
fiind magnetizarea de saturatie de aproximativ 16 kA/m), prezinta
tendinta de saturatie pentru campul magnetic extern de 1500 kA/m si o
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bucla subtire de histerezis asa cum poate fi observat in Figura 2.17.
Acestea indicd comportamentul superparamagnetic ca dominant in
suspensia apoasa care contine MNP-urile acoperite cu acid galic, precum
si anumite caracteristici feromagnetice datoritd nanoparticulelor mai
mari si agregatelor rare de nanoparticule. CaAmpul coercitiv Hc de 4,7
kA/m si magnetizarea remanentd Mr de 2,63 kA/m au fost calculate
pentru MNP acoperit cu cisteamind, precum si cea mai mare valoare Dy
(diametrul magnetic) care a fost de aproximativ 11 nm.

Diametrul magnetic al particulei fiind mai mic decat valoarea
medie a MNP invelite, furnizata de investigatia TEM (aproximativ 13 nm),
arata grosimea stratului molecular de acoperire, rezultat din legarea
acidului galic cu fierul la suprafata nanoparticulelor de magnetita.

Figura 2.18 prezinta rezultatele analizei NTA: variatia distributiei
diametrului hidrodinamic sugereaza predominanta in timp a diametrelor
hidrodinamice mai mici, reprezentate de regiunile albastru inchis asociate
ultimei dintre cele cinci inregistrari consecutive, pana la aproximativ 200
nm. In alte studii efectuate cu metodele DLS au fost gisite valorile
diametrului hidrodinamic de 160,55 + 5,02 nm (Nadim et al., 2015).

Intensity (a.u.)
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Capture~10-40-12]
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-
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Figura 2.18 NTA aratand distributia dimensiunilor hidrodinamice ale
particulelor din suspensia magnetica

Studiul de nanotoxicitate a fost realizat (Figura 2.19) pentru a analiza
continutul de clorofila a, clorofila b si caroteni totali. In comparatie cu
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plantulele martor, efectul administarii de Fe;04@GA a aratat valorile
diminuate ale tuturor pigmentilor fotosintetizatori.
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Figura 2.19 Continutul de pigment. Clorofila a: y=-0,004x+0,828,
R2=0,869; Clorofila b: y =-0,001x+0,261, R2=0,883; (R2- coeficient de
corelatie liniara), abaterea standard fiind de aproximativ 9,5%

Cu toate acestea, nu a putut fi evidentiata nicio influenta semnificativa
asupra complexului enzimatic LHC II (Light Harvesting Complexe II), care
guverneazd procesele de fotosinteza (date neprezentate), deoarece
raportul continuturilor de clorofild a ramas nemodificat (asa cum
mentioneaza si Racuciu si colab., 2017).

Testul de nanotoxicitate poate fi interpretat avand in vedere satisfacerea
necesarului de fier pentru biosinteza anumitor proteine in plantule, cum
ar fi enzimele care contin fier - citocromii si, de asemenea, pentru reactiile
redox din membranele mitocondriale. Chiar daca potentialul catalitic al
fierului asupra moleculelor de apa poate genera ROS, totusi, capacitatea
de protectie a moleculei antioxidante de acid galic este data de
nanoparticulele magnetice. Cresterea eficientei aparente a fotosintezei
pare sa sustina ideea de dominare a efectelor pozitive ale aprovizionarii
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plantelor cu fier necesar sintezei enzimelor si cu actiunea protectoare a
acidului galic care ar putea compensa productia de ROS toxice.

2.5. Studiul interactiunilor intermoleculare ale moleculei
antioxidante a acidului galic in solutii binare si ternare

2.5.1. Introducere

In ultimii ani, GA a fost examinat ca potential strat de acoperire
pentru stabilizarea nanoparticulelor magnetice, vizdnd aplicatiile lor in
stiintele vietii, ca urmare a imbunatatirii biocompatibilitatii datorita
proprietatilor acidului galic (Shah si colab., 2017). Scopul nostru a fost sa
studiem structura si proprietatile acidului galic, cu accent pe
interactiunile sale intermoleculare cu apa si alti solventi, pentru a descrie
mai bine stabilizarea MNP in mediu apos (Les si colab., 2022).

2.5.2 Materiale si metode

Abordarea teoretica a chimiei cuantice a fost aplicatda in studiul
moleculei GA in stare izolata si in stare hidratata, prin utilizarea teoriei
functionale a densitatii, metoda B3-LYP/6-31G (Badhani si colab., 2015)
sub software-ul Spartan 18 (Hassan, 2016) ce au fost descrise in capitolul
anterior.

Momentul de dipol al moleculei in stara fundamentald si raza
moleculei sunt utilizate in continuare pentru a estima momentul de dipol
al starii excitate a moleculei.

Abordarea experimentala a fost realizata prin intermediul
spectrelor electronice de absorbtie a solutiilor GA in diferiti solventi puri
(toti achizitionati de la SIGMA) si solventi binari, care au fost inregistrate
cu dispozitivul Shimadzu PharmaSpec UV 1700 in celule de cuart de 1 cm.

2.5.3 Rezultatele investigatiei experimentale solvatocromice
ale interactiunilor intermoleculare ale acidului galic cu
solventi puri

Abordarea experimentald a interactiunii intermoleculare a
acidului galic cu solventi puri (in solutii binare) a fost realizata folosind
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modelul solvatocromic al influentei solventului asupra moleculei de solut
propus de modelul Lippert-Mataga (Lippert, 1955), precum si de modelul
lui Bakhshiev adaptat (Bakhsiev, 1962).

In acest mod, am putea analiza influenta parametrilor
macroscopici al solventului asupra pozitiei maximelor benzii de absorbtie
electronica a acidului galic (EAB - electronic absorption band) in
domeniul UV-Vis. (ecuatia 2.1)

2(fLm(€)—fLm ()

4mgyBead

7= (g — e )* + const (ec.2.1)
unde veste numdrul de unda din maximul EAB al moleculei studiate in
solutie iar termenul constant (,const.”) poate fi considerat ca fiind
corespunzator cu vg, numarul de unda din maximul EAB pentru molecula
izolata.

Notatiile yg si pe reprezinta momentele electrice de dipol ale moleculei de
dizolvat in starea fundamentala si, respectiv, starea sa excitata, h fiind
constanta lui Planck, ¢ indicand viteza luminii care se propaga in spatiul
liber, in timp ce a este raza moleculei de solut.

Gallic acid in pure solvents
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Figura 2.20 Numarul de unda al EAB obtinut experimental in functie de
parametrii macroscopici ai solventilor puri
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In figura 2.20, putem observa ci in solutiile diluate (104 M),
numadrul de unda in maximul EAB, 7, tinde sa creasca progresiv la
cresterea functiei combinate fim (care contine ambii parametrii
macroscopici electro-optici ai solventului ¢ - constanta dielectrica si n -
indicele de refractie). Acest lucru a aratat dominanta interactiunilor
intermoleculare universale de orientare -inductie (redate de functia fuum
(€)), precum si a interactiunilor universale de dispersie-polarizare solut-
solvent (exprimata prin fum (n)).

Lucrand cu valoarea pantei dreptei de aproximare liniara
statistica, v=F(f_LM) (echivalenta cu y=F(x) in Figura 2.20), precum si cu
momentul de dipol al starii fundamentale si cu raza moleculei rezultate
din abordarea cuantum chimicd, a fost dedus momentul de dipol al starii
excitate pe.

2.5.4 Rezultatele studiului solvatocromic al interactiunilor
intermoleculare ale acidului galic in solventi binari (in solutii
apoase ternare)

In scopul investigarii interactiunilor moleculei de acid galic cu
solventii binari, am folosit o serie de solutii binare apoase, compuse din
apa si etanol, care sunt solventi miscibili, capabili sa dizolve acidul galic in
concentratie de aproximativ 104 M si, de asemenea, important pentru
observarea benzilor acidului galic in domeniul UV, solventii binari
respectivi sunt transparenti in domeniul UV.

Solventii binari au fost preparati in urmatoarele fractii volumice
0-10-20-30-40-50-60-70-80-90-100%  (etanol In apd). Studiul
comportamentului molecular in apa cu etanol ar putea fi destul de
relevant pentru soarta GA in corpul uman. Functiile f(g2) si f(ni2)
avansate de McRae (McRae, 1957) si Bakhshiev (Bakhshiev, 1972) au fost
estimate pentru solventii binari etanol-in-apa utilizand cei doi parametri
macroscopici electro-optici, ni2 si €12, indicele 1 indicand etanolul si
indicele 2 indicand apa; €12 a fost dedus din relatia (2.32) (Bentley, 2004):

8,2 = X181 + X2& (232)
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Electronic absorption spectra for ternary solutions
of gallic acid, ethanol and water

Light extinction (a.u)

Ethanol volume fraction

Wavelength (nm)

Figura 2.21 EAB pentru acidul galic dizolvat in solutii ternare (cu solventi
binari, etanol in apa)

Indicele de refractie ni, a fost masurat experimental cu un
refractometru de tip Abbe (x1 si x; reprezintd fractiile procentuale
volumice de etanol si apd). Dependenta liniara a maximelor EAB de
parametrii solventilor prin functiile propuse de Bakhsiev, f(n)=(n-
1)/(n2+2) si f(e)=(e-1)/(e+2), unde €12 si n12 sunt date pentru solventii
binari, a fost evidentiatd In graficele urmatoare, evidentiind astfel
prezenta ambelor tipuri principale de interactiuni intermoleculare
universale (orientare-inductie si dispersie -polarizare) .
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Figura 2.22 Numerele de unda ale EABs in UV (partea stanga) si UV
indepartat (partea dreapta) ale GA 1n solutii binare de etanol in apa
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Au fost observate valori crescute ale pantei dreptei de aproximare
statistica pentru fractia volumica de etanol de peste 50%. Putem spune ca
in solventii micsti, binari, are loc impachetarea progresiva a moleculei de
solut cu etanol in primului volum sferic din jurul acesteia, ceea ce a afectat
mai mult tranzitia spectrala care sta la baza EAB din domeniul UV
indepartat.

Interesul practic in studiul solutiilor ternare cu solventi binari apa-etanol
ar putea fi de ajutor in intelegerea posibilei modificari a proprietatilor
acidului galic In cazul consumului de alcool.

CAPITOLUL 3

NANOPARTICULE DE ARGINT FITOSINTETIZATE CU EXTRACT
DE PADUCEL CU IRADIARE UV-C

3.1. Introducere

In acest studiu ne-am propus si descriem o noud metodid de sintezi
verde, Tmbunatatitd prin iradiere UV-C in care un extract etanolic din
Crataegi fructus a fost folosit pentru a obtine nanoparticule de argint.

Parametrii fizici si structurali determinati pentru aceste nanostructuri au
fost corelati cu testul de nanotoxicitate al acestei suspensii coloidale care
a fost efectuat pe vegetatie.

3.2 Materiale si tehnici

Procedura. Din 3, 4, respectiv 5 g de fructe uscate de paducel s-au
preparat trei solutii de etanol (40%) de extract de fructe de paducel
(genul Crataegus, familia Rosaceae). Dupa filtrare, trei solutii de 50 ml
AgNO3 (1mM) fiecare, au fost amestecate cu 35 ml de extracte de paducel
timp de 0,5 ore la 65°C si sinteza a continuat sub iradiere UV-C.
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Dispozitive. Spectrofotometrul UV-Vis Shimadzu tip PharmaSpec 1600
prevazut cu celuld de cuart de 1 cm latime si software dedicat pentru
inregistrarea si analiza datelor experimentale a fost utilizat pentru
investigarea spectrald in domeniul UV-Vis. Lampa bactericida UV (Philips)
cu puterea sursei de iradiere de 12 W in domeniul UV-C a fost utilizata
pentru iradierea probei. Difractometrul Shimadzu LabX XRD6000
(radiatie Cu-Ka, A = 1,5406 A) a fost utilizat pentru investigarea
cristalinitatii. Imaginile Dark Field au fost realizate cu un microscop optic
(Optika B-383DK) avand puterea LED-ului de 3,6 W, prevazut cu camera
video si soft specializat pentru captarea imaginii si masuratori.
Investigatia DLS (Dynamic Light Scattering) a fost efectuata cu ajutorul
analizorului DelsaNano C prevazut cu un autotitratorDelsaNanoAT.

3.3. Rezultate si discutii

Spectrele de absorbtie ale solutiilor de extracte de paducel sunt
prezentate in Figura 3.1, banda de extinctie la ~ 280 nm fiind atribuita
unor compusi flavonoizi, In concordanta cu Kurkina si colab. (2015).
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Figura 3.1 Spectre de absorbtie UV-Vis care prezinta benzi caracteristice
pentru extractele etanolice de paducel
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In plus, spectrele pentru amestecurile dintre solutiile de AgNOs si solutiile
de extract de paducel (dupa amestecare de 2 ore) au evidentiat ca durata
reactiei Imbunatateste eficienta de sinteza a AgNP-urilor (Figura 3.2), cu
banda plasmonica pozitionata la 430 nm, in concordanta cu Mohanta si
colab. (2017).
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Figura 3.2 Spectrele UV-Vis ale probelor de nanoparticule de Ag, dupa 2
ore de expunere UV-C.
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Diagrama XRD a nanoparticulelor de argint a evidentiat, de asemenea,
varfurile caracteristice (Figura 3.3), similar cu AgNP-urile reduse cu citrat
(Kamyar et al., 2012).

Nanoparticulele distribuite uniform (imagini de microscopie in camp
intunecat), cu diametrul mediu de 33 nm, aratda modul in care polifenolii
si flavonoizii participanti la sinteza pot actiona ca agenti de stabilizare
care pot acoperi partial suprafata nanoparticulelor si pot impiedica
aglomerarea (Figura 3.4 si Figura 3.5).

Figura 3.4 Imagine
microscopicd in camp
intunecat (10x) cu
plasmoni  generati de
nanoparticule de argint
reduse cu extract de
paducel dupa expunerea la
UV-C.

Figura 3.5
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Diametrul hidrodinamic mediu proba AgNP@HwS5 obtinut prin analiza
Dynamic Light Scattering (DLS) (Figura 3.6) a fost de 546,1 nm (abatere
standard de 186,1 si indice de polidispersitate de 1,091).
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Figura 3.6 Frecventa marimii nanoparticulelor in analiza dinamica a
imprastierii luminii

Pentru a obtine sarcina electricd finregistratd la suprafata
nanoparticulelor, s-a efectuat analiza potentialului Zeta (ZP), rezultand o
valoare de -22,35 mV (demonstrand ca particulele sunt stabile, conform
cu Clogston et al., (2011) - Figura 3.7.
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Figura 3.7 Potential zeta pentru AgNPs (analiza DLS)
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Testul de nanotoxicitate pentru AgNPs sintetizate cu extract de paducel a
fost efectuat pe pepene galben (Cucumis melo, din familia Cucurbitaceae)
(Figura 3.8), prin administrarea zilnica a patru dilutii diferite (1:3, 1:5, 1:8
si 1:10) semintelor germinate. Dupa 7 zile, clorofilele si carotenii au fost
extrasi din plantule si analizati.

Control 1:3 1:5 1:8 1:10
sample

Figura 3.8 Plantulele de pepene galben crescute in timpul tratamentului
cu AgNP

Parametrii fizici ai plantulelor au suferit modificari dupa cum rezulta din
studiul morfologic, ducind la inhibarea cresterii dupa administrarea
suspensiilor de AgNP (Figura 3.9). Astfel, lungimea plantulelor la o
saptamana de tratament a scazut cu pana la 32% in comparatie cu
martorul.
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S-a inregistrat o scadere si pentru valoarea raportului continutulurilor de
clorofile In urma administrarii suspensiilor mai concentrate de AgNP,
reducerea maxima fiind de pana la 33 % (Figura 3.10).
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De asemenea, am constatat ca continutul total de caroteni a fost stimulat
de aportul de nanoparticule de argint, pana la de doua ori In toate probele
(datele nu sunt prezentate).

Diminuarea continutului clorofilei a (datele nu sunt prezentate) poate fi
atribuita raspunsului plantei la stres dupa aportul de AgNP. Se stie ca
daca echilibrul continutului de apa din celula este perturbat, canalele
membranare, Aquaporinele, manifesta o activitate restransa (Niemietz si
colab., 2002). Mai mult, activitatea sistemului fotosintetizator II (PSII)
poate fi perturbata si se poate remarca o reglare progresiva a clorofilei a.
In schimb, continutul de caroteni este crescut ca mecanism de apirare
impotriva ruperii membranei cloroplastice. Ar putea fi interesant de
mentionat ca, conform lui Falco si colab., (2013), la interactiunea
nanoparticulelor metalice plasmonice cu moleculele de clorofila are loc
un schimb de energie in favoarea particulelor plasmonice - ceea ce
sugereaza indirect ca moleculele de clorofila au o absorbtie mai mica in
domeniul radiatiilor vizibile, ceea ce ar putea fi legat de continutul de
pigment diminuat.
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CONCLUZII

In aceasti tezd, am realizat studiul radiatiilor de tip fascicul de protoni si
al nanoparticulelor metalice pentru aplicatii In stiintele vietii.

Am gasit In principal modificari citogenetice remarcabile, In special
aberatii cromozomiale detectate prin microscopie optica, pentru dozele
de radiatii de zeci de Gy. Modificarile cromozomiale pot fi exprimate
cantitativ prin intermediul indicelui miotic si al indicelui aberatiilor.
Curba liniara doza-raspuns a fost accentuata pentru indicele aberatiilor,
care a crescut de peste zece ori in comparatie cu proba martor neiradiata.
Eliberarea speciilor de ROS, ca urmare a radiolizei apei in celulele
semintelor, ar putea dduna biomoleculelor, in special ADN-ului, ceea ce ar
putea explica aberatiile cromozomiale care in cele din urma duc la
deteriorarea biosintezei enzimatice.

Studiul unor nanoparticule metalice cu aplicatii in stiintele vietii s-a
concentrat mai intdi pe nanoparticulele magnetice biocompatibile si
stabilizate sub forma de suspensie coloidala cu molecule speciale de
acoperire, una radioprotectoare - cisteamina si 0 molecula antioxidanta -
acidul galic.

Studiul computational efectuat cu metoda DFT a evidentiat caracterul
dipolar (momente dipolare de aproximativ 2,4 D si 2,2 D) al ambelor
structuri care ar putea interactiona cu suprafata nanoparticulelor de
magnetitd, precum si cu mediul apos din jur.

Am putea concluziona ca metodele de calcul utilizate in chimia cuantica ar
putea sugera legarea dintre molecula de acid galic si fierul de la suprafata
nanoparticulelor magnetice, conducand astfel la un moment de dipol
crescut, ceea ce evidentiaza posibila interactiune ridicata a acestuia cu
apa dipolara din jur, precum si adecvarea in aplicatii biomedicale.

S-a studiat comportamentul solvatocromic al acidului galic In solutii
binare si ternare si a putut fi estimat momentul de dipolul in stare
excitata.
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Pentru ambele tipuri de probe diametrul fizic, determinat prin
investigatiile TEM, diametrul miezului magnetic rezultat in urma analizei
VSM si diametrul hidrodinamic in suspensie coloidala au fost gasite in
acord cu alte studii de literatura ceea ce recomanda nanoparticulele
magnetice studiate aici pentru aplicatii in stiintele vietii.

Nanotoxicitatea indusa la plantele tinere de pepene galben a fost studiata
la nivelul pigmentilor fotosintetizatori relevand sciaderea atit a
continutului de clorofila a cat si de clorofila b de aproximativ doua ori, dar
modificari nesemnificative ale raportului continuturilor de clorofila -
astfel am putea spune ca eficacitatea fotosintezei nu este aproape deloc
perturbata.

In cele din urma, din studiul nanoparticulelor de argint obtinute prin
sinteza fitochimicd cu extract de fructe de paducel, mediata prin
expunerea la UC-V, a rezultat ca proprietatile lor fizice convenabile le
recomanda pentru utilizare 1n aplicatii In stiintele vietii (diametru mediu
de 33 nm, potential Zeta caracteristic pentru produsele stabile), asa cum
este evidentiat in imagini optice In camp Intunecat si analize DLS.
Experimentul de nanotoxicitate efectuat pe plantule de pepene galben a
aratat modul cum a influentat aportul de nanoparticule pigmentii
fotosintetizatori, indicand cresterea continutului de clorofila b si a
continutului total de caroteni, precum si scaderea continutului de clorofila
a si a raportului continuturilor de clorofile.

Rezultatele cercetarii au fost publicate in reviste clasate ISI precum Soft
Materials, Plants, Molecular Crystals si Liquid Crystals fiind comunicate si
la conferinte internationale din Romania si din strainatate.
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