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INTRODUCERE

Nanoparticulele magnetice au devenit un subiect de mare interes in cercetarea
moderna datorit proprietatilor lor unice si aplicabilititii lor extinse. In primul capitol
am prezentat principalele tipuri de nanoparticule magnetice, metodele de sinteza cel mai
des utilizate pentru obtinerea acestora si caracteristicile lor fizico-chimice esentiale. De
asemenea, am discutat despre domeniile biomedicale unde aceste particule sunt folosite,
evidentiind contributia lor in diagnostic si tratament.

Capitolul al doilea cuprinde studiul aprofundat al nanoparticulelor de
magnetitd si al celor dopate cu cobalt care este esential pentru intelegerea
comportamentului lor in diverse aplicatii. Am prezentat rezultatele caracterizarii fizico-
chimica, precum si ale modelarii cAmpului de temperaturd generat de ele. Aceasta
modelare ofera perspective importante pentru utilizarea nanoparticulelor in tratamente
bazate pe hipertermie.

Tn capitolul al treilea sunt prezentate rezultatele privind nanoparticulele de
magnetita acoperite cu argint si aur care prezintd caracteristici deosebite, inclusiv
eficienta lor antibacteriand. Am prezentat proprietatile fizico-chimice ale acestor
particule si efectul lor asupra bacteriilor Staphylococcus aureus si Escherichia coli.
Analiza acestor interactiuni este foarte importantd pentru dezvoltarea unor noi strategii
antimicrobiene bazate pe nanotehnologie. Aceasta cercetare isi propune s contribuie la
dezvoltarea nanomaterialelor cu aplicatii biomedicale, oferind o intelegere aprofundata
a proprietatilor lor fizico-chimice si antibacteriene. Rezultatele obtinute pot reprezenta
un punct de plecare pentru optimizarea tratamentelor prin hipertermie si pentru
dezvoltarea unor alternative eficiente in combaterea infectiilor bacteriene. Astfel,
studiul deschide noi directii de cercetare cu impact puternic, avand implicatii importante
in medicina moderna.

Obiectivele urmarite au fost:

e Sinteza si caracterizarea fizico-chimicd a nanoparticulelor de magnetita si a
celor dopate cu cobalt si investigarea influentei concentratiei de cobalt asupra
proprietatilor nanoparticulelor.

e Modelarea si analiza campului de temperaturd generat de nanoparticulele
dopate pentru aplicatii in hipertermie.

e  Evaluarea eficientei nanoparticulelor magnetice in generarea de caldura pentru
terapii medicale.

e Sinteza si caracterizarea fizico-chimica a nanoparticulelor de magnetita
acoperite cu argint si aur cu scopul de a evidentia particularitétile lor specifice.

e  Testarea nanoparticulelor pe Staphylococcus aureus si Escherichia coli pentru
a determina eficienta In ceea ce priveste efectul antibacterian.

e Compararea eficientei antibacteriene a nanoparticulelor acoperite cu argint si
a celor acoperite cu aur si analiza potentialului utilizarii acestor nanoparticule
n dezvoltarea unor noi strategii antimicrobiene.
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CAPITOLUL 1. NOTIUNI GENERALE

Nanoparticulele magnetice sunt particule avind dimensiunea cuprinsa intre 1
si 100 de nanometri ce prezintd proprietati ferimagnetice, feromagnetice sau
superparamagnetice datorita carora ele pot fi ghidate cu ajutorul unui cdmp magnetic
exterior, astfel putand fi utilizate in diverse aplicatii de interes din biomedicina. (Flores-
Rojas si colab., 2022).

1.1. Nanoparticule magnetice, proprietati

De-a lungul anilor, diverse tipuri de nanoparticule magnetice au fost cercetate
si dezvoltate, ele putand fi grupate n principal in trei categorii: ferite sau oxizi magnetici
metalici, metale magnetice pure si nanostructuri multicomponente magnetice (Pusta §i
colab., 2023).

Factorii de care trebuie sa tinem cont cand fabricam nanoparticule magnetice
includ proprietatile lor magnetice, dimensiunea, structura, stabilitatea, acoperirile de
protectie si de diminuare a toxicitatii. Un rol important in reglarea acestor caracteristici
1l are alegerea metodei potrivite de sinteza (Selim si colab., 2024).

Proprietatile magnetice ale materialelor reprezinta o alta cerintd esentiald in
utilizarea nanoparticulelor magnetice in aplicatiile biomedicale (Pusta si colab., 2023).
Magnetismul provine din miscarile de spin si orbitale ale electronilor, magnitudinea lui
depinzand de intensitatea interactiunilor dintre acestia (Hedayatnasab si colab., 2017).
in functie de raspunsul materialelor la un cAmp magnetic extern acestea se pot clasifica
in paramagnetice, diamagnetice, ferimagnetice, feromagnetice, antiferomagnetice si
superparamagnetice pe baza unei examindri a alinierilor momentelor magnetice din
material (Akbarzadeh si colab., 2012).

1.2. Metode de sinteza
Metodele fizice
Metoda de macinare cu bile (metoda mecanica)

Aceasta metoda presupune deformarea si maruntirea materialului vrac, in urma
ciocnirii bilelor cu materialul, rezultand granule la scard nanometrica orientate aleatoriu.
Existd doua abordari diferite pentru a obtine nanoparticule prin aceastd metoda - fie prin
macinare umeda, fie prin macinare uscata. (Wu si colab., 2019).

Ablatia laser

Ablatia laser este un proces prin care se pot obtine nanoparticule prin iradierea
suprafetei unui material solid cu un fascicul laser. in timpul iradierii, materialul se
incalzeste datoritd energiei absorbite de la fasciculul laser si astfel se evapora sau
sublimeaza. In general, ablatia laser se realizeaza cu un laser in pulsuri, dar se poate
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realiza ablatia laser si cu ajutorul unui fascicul laser cu intensitate mare in unda continua
(Rane si colab., 2018).
Metode biologice

Metodele biologice de sinteza implicd utilizarea atat a produselor vegetale
precum sunt extractele din frunze sau fructe, cat si a microorganismelor si enzimelor
acestora, si prezintd o serie de avantaje datorita abordarii ecologice, rentabile, usurintei
de adaptare la scard largd, dar si a faptului ca se lucreaza la presiune si temperatura
ambientale, fara consum energetic sau substante chimice toxice (Jamkhande si colab.,
2019).

Metode chimice
Descompunerea termica

Descompunerea termicd reprezintd o metodd precisd si simpld prin care
precursorii organometalici se descompun la temperaturi ridicate de aproximativ 200-
300 °C sub influenta solventilor organici ce promoveaza separarea fazelor de crestere
si de nucleare, fiind 1n acelagi timp evitate reactiile de hidroliza complexe (Marcelo si
colab., 2020).
Metoda microemulsiei

Acest proces presupune amestecarea surfactantului cu uleiul si agitarea
magnetica a apei la temperatura camerei. Microemulsiile pot fi de trei tipuri: (i) apa in
ulei, in care uleiul este dominant si contine cateva picaturi de apa, (ii) ulei in apa, in
care apa este faza dominanta care contine cateva picaturi de ulei si (iii) atat apa cat si
uleiul sunt ntr-o proportie comparabila (A4li si colab., 2021).
Metoda hidrotermala

Metoda hidrotermald se bazeaza pe abilitatea apei de a hidroliza sarurile
metalice si 1n acelasi timp pe solubilitatea extrem de scazuta a oxizilor metalici ce au
rezultat In apd in conditiile prestabilite pentru a produce suprasaturatie. (Lu si colab.,
2007). Reactiile hidrotermale se produc fintr-un mediu apos in reactoare, unde
temperatura este de peste 200 °C si presiunea este foarte mare. (Hasany si colab., 2011).
Metoda sol-gel

Metoda de sinteza sol-gel poate produce nanostructuri de oxizi metalici din
molecule mici pe cale umeda. Procedura consta in hidrolizarea si condensarea, in solutie
a precursorilor moleculari, prin generarea unui sol de particule nanometrice. Ulterior se
obtine o retea tridimensionald de oxizi metalici prin uscarea solului sau gelifierea lui
prin reactie chimica sau prin indepartarea solventului (Hasany si colab., 2011).
Metoda coprecipitirii

Aceastd tehnica presupune precipitarea solutiei apoase de sdruri feroase (Fe?*)
si ferice (Fe®*"), in raport stoichiometric de 2:1, urmatd de nucleatia si cresterea
nanoparticulelor. Reactia aceasta necesita prezenta unei baze la temperatura ridicata, de
70-90 °C (Marcelo si colab., 2020).



CAPITOLUL 2. STUDIUL SINTEZEIL STRUCTURII SI AL
PROPRIETATILOR NANOPARTICULELOR DE MAGNETITA
DOPATA CU DIFERITE CONCENTRATII DE COBALT

2.2. Metoda de sinteza

Pentru a sintetiza nanoparticulele magnetice a fost utilizatd o varianta adaptata
a procedurii lui Massart (Massart, 1981) de coprecipitare chimicd in mediu alcalin.
Dupa dizolvarea in apa a sarurilor precursoare de cobalt si fier acestea au fost lasate sa
reactioneze la temperatura de 65 °C pe o plitd cu agitare magnetica, rezultand un
amestec peste care, atunci cand temperatura a ajuns la 85 °C, s-a picurat o solutie de
hidroxid de sodiu fierbinte. Ca urmare s-a format o suspensie neagra de ferofaza care a
fost extrasd si spalatd utilizdnd un magnet de laborator, spalarile cu apa fierbinte
repetandu-se de trei ori eliminand astfel impurititile si eventual sirurile nereactionate.
Stabilizarea in apa deionizatd a nanoparticulelor s-a realizat prin adaugarea la 50 ml de
suspensie a 3 ml de acid percloric de concentratie 25%.

2.3. Caracterizarea nanoparticulelor magnetice
2.3.1. Rezultatele analizarii morfologiei si dimensiunilor nanoparticulelor
prin microscopia electronica de transmisie (TEM)

Granularitatea nanoparticulelor magnetice a fost analizatd utilizand tehnica
TEM (Transmission Electron Microscopy) pe suspensii diluate la 107, care au fost
ulterior depuse pe niste suporturi cu grila pentru uscare.

Principalele structuri observate in Figura 2.1. a. includ forme cvasi-sferice si
poliedrice, cu valori medii ale diametrului fizic cuprinse, in general, intre 19 si 25 nm,
corespunzator celor trei probe analizate (Tabelul 2.2.). Distributia nanoparticulelor este
aleatorie, fiind prezente si aglomerari, fie datorate in mod intrinsec suspensiei, fie
procesului de depunere si uscare. Particulele de ferita de cobalt (CoFe204), dintre toate
probele, au inregistrat cel mai mare diametru, de 25 nm, acest lucru fiind Th acord cu
rezultatele XRD evidentiate ulterior.

Tabelul 2.2. Dimensiunile fizice ale nanoparticulelor magnetice, valorile medii si
deviatiile standard ce au fost determinate prin aproximarea lognormala.

Continutul de cobalt Ferofaza d(nm) St Dev(nm)
0 Fes0q4 19,16 0,24
0,5 CoosFe2,50. 22,30 0,27
1 CoFe;04 25,25 1,14
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Figura 2.1. a. Micrografiile TEM ale nanoparticulelor de FesO4 (CoxFes-xOs, x=0),
stabilizate sub forma de suspensie coloidald apoasa cu acid percloric, sunt prezentate
astfel: al. scarda de 100 nm; a2. scara de 50 nm; a3. SAED (zona selectata de difractie
a electronilor); a4. scard de 20 nm; a5. histograma si curba de aproximare lognormala.
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Mean 22.30nm
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[
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Figura 2.1. b. Micrografiile TEM ale nanoparticulelor de CogsFez504(CoxFes-xOa,
x=0,5), stabilizate sub forma de suspensie coloidald apoasa cu acid percloric, sunt
prezentate astfel: bl. scara de 100 nm; b2. scara de 50 nm; b3. SAED (zona selectatd
de difractie a electronilor); b4. scard de 20 nm; bS. histograma si curba de aproximare
lognormala.

11



| CaFe,O,-PA
Megan 25 25 ren
404 s1Dev. 1,14 nmy

2 5
—
s |
-
F 21
1 ch
10
) p—t————————————————
10 15 20 25 30 s

Diametru (nm)

Figura 2.1. c. Micrografiile TEM ale nanoparticulelor de CoFe:Os (CoxFes-xOs, X=1),
stabilizate sub forma de suspensie coloidald apoasa cu acid percloric, sunt prezentate
astfel: cl. scara de 100 nm; c2. scara de 50 nm; ¢3. SAED (zona selectata de difractie
a electronilor); c4. scard de 20 nm; c5. histograma si curba de aproximare lognormala.
Referitor la morfologia nanoparticulelor, analiza TEM a indicat prezenta unor
forme cvasi-sferice, dar si a formelor geometrice poliedrice.

2.3.2. Rezultatele analizei prin difractia radiatiilor X (XRD) pentru
studierea proprietatilor de cristalinitate a nanoparticulelor

Structura cristalind a probelor de ferofaza uscate obtinute din suspensie
coloidala a fost analizata prin metoda de difractie a radiatiilor X (XRD) (Figura 2.2.).
Maximele de difractie au fost indexate pe baza datelor de referintd pentru magnetita
(card nr. ICSD 98-015-8505) si feritd de cobalt (card nr. ICSD 98-010-9045), ambele
avand structuri cristaline de tip spinel. Maximele specifice indicilor Miller au fost
identificate ca (220), (311), (400), (511), (440). in cazul magnetitei (FesOs4), maximele
de difractie situate la aproximativ 31,7 © si 46,9 ° pot fi atribuite prezentei unor urme de
goethitd (ref. pdf 00-029-0713), Fe-O-OH, formata ca intermediar atunci cand a avut
loc cristalizarea oxidului de fier, sau de siderita, FeCOs (ref. pdf 00-029-0696), rezultate
din interactiunea fierului cu dioxidul de carbon din aer (Blanco-Andujar si colab.,
2012).

n Figura 2.3. a., sunt reprezentate valorile D11 pentru diferite concentratii de
cobalt, cristalitele avand dimensiuni cuprinse intre 9 si 16 nm (calculate cu formula lui
Scherrer), crescand odatad cu cresterea concentratiei de cobalt. Analizdnd datele
obtinute, s-a evidentiat modul in care parametrul de retea a fost influentat de dopajul cu
cobalt din nanoparticulele magnetice.
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Figura 2.2. Rezultatele analizei XRD realizate pentru probele uscate din suspensiile
coloidale de nanoparticule magnetice: a. FesOa, b. Coo,sFe2,50a si c. CoFe20a.
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Figura 2.3. a. Relatia liniara intre dimensiunea cristalitelor (Dnu) si continutul de
cobalt din probele de ferofaza. b. Parametrul retelei creste proportional cu continutul
de cobalt in probele de ferofaza studiate.
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Figura 2.3. b. indicd o dependentd liniard a valorilor parametrului retelei, a, de
continutul de cobalt, cu un coeficient de corelatie liniard mai mare de 0,989, ceea ce
reflectd cresterea progresiva a acestui parametru odatd cu madrirea concentratiei de
cobalt.

2.3.4. Estimarea stabilitatii suspensiilor prin potentialul Zeta

Figurile 2.7.-2.9. ilustreazd valorile diametrului hidrodinamic al
nanoparticulelor, Dy, precum si potentialul Zeta asociat acestora, prin tehnica DLS
(Dynamic Light Scattering — imprastierea dinamica a luminii). Pentru fiecare caz in
parte, masuratorile au fost realizate In cadrul a trei repetitii distincte, asigurand astfel
acuratetea si reproductibilitatea datelor obtinute.

Potentialul Zeta determinat pentru magnetita (Figura 2.7.) a fost de 28,0 mV,
in timp ce valoarea de 20,47 mV corespunde probei de magnetitd dopatd cu cobalt
(Figura 2.8.), iar valoarea de 30,29 mV corespunde feritei de cobalt (Figura 2.9.). Aceste
rezultate indica o stabilitate ridicata a celor trei suspensii investigate.

Conform Tabelului 2.3. diametrul hidrodinamic mediu a fost cuprins n
intervalul 77,8-311,2 nm. Valorile relativ ridicate obtinute indica existenta straturilor
de fluid ce inconjoara particulele precum si formarea aglomerarilor, fenomen atribuit
unui grad moderat sau redus de acoperire.

(%) eAnEINWNS a3ejISuaju)

Intensitate diferentiala (%)

1 10 100

Diametru hidrodinamic (nm)

10

Intensitate
«

28.00)

-200 0 200
Potential Zeta (mV)

Figura 2.7. Rezultatele analizei DLS efectuate pentru proba de magnetita, FesOs: a.
Valorile diametrului hidrodinamic; b. Potentialul Zeta asociat probei investigate.
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Figura 2.8. Rezultatele analizei DLS efectuate pentru proba de magnetita
dopatd cu cobalt CogsFez504: a. Valorile diametrului hidrodinamic determinat; b.
Potentialul Zeta asociat probei investigate.
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Figura 2.9. Rezultatele analizei DLS efectuate pentru proba de ferita de
cobalt CoFe,04: a. Valorile diametrului hidrodinamic determinat b. Potentialul Zeta
asociat probei investigate.
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Dimensiunile mai mici ale particulelor in cazul probelor ce contin cobalt
reflecta o fixare mai eficientd a ionilor de perclorat pe particulele individuale,
contribuind la prevenirea aglomerarii acestora.

Tabelul 2.3. Rezultatele analizei DLS.

Proba Dn (nm) Pl V(mV)
Fes04-PA 311,2 0,234 28,0
C00,5F62,504-PA 157,4 0,235 20,47
CoFe204-PA 77,8 0,239 30,29

De asemenea, indicele de polidispersie (Pl) prezinta valori relativ constante
pentru toate probele analizate (Tabelul 2.3.).

2.3.5. Rezultatele modelarii computationale ale reactivitatii teoretice a
percloratului

Interactiunea dintre nanoparticulele de ferite de cobalt si moleculele de acid
percloric din solutie se realizeaza practic intre ionii metalici de la suprafata acestor
nanostructuri si ionii de perclorat care se elibereaza din acidul percloric ca urmare a
disocierii sale in apa.

Reactivitatea ionului perclorat este descrisa calitativ de distributia densitatii de
sarcina electricd pentru structura sa optimizata energetic (Figura 2.10.).

g 02

NN

%,
\.0 1

Figura 2.10. Structura optimizata energetic (energie minima) a ionului perclorat.
Momentul electric de dipol este figurat printr-o sageata.

Simularea computationald cuantum-chimica a condus la urmatoarele sarcini
electrice fractionare - oxigenii legati de clor prin legaturi duble, O2 si O3, au sarcini
electrice de —0,476 e, iar ceilalti doi, O1 si O4, legati prin legaturi simple au sarcini de
-0,150 e.

Momentul electric de dipol este mic (subunitar) din cauza simetriei geometrice
a structurii percloratului (0,47 D), astfel ca si ponderea interactiunilor dipolar electrice
ale percloratului cu molecule sau nanoparticule din jur este redusd, predominand
interactiunile electrice — la nivelul cationilor metalici de la suprafata nanoparticulelor si
respectiv legdturile de hidrogen cu moleculele de apa vecine. Interactiunea cu cationii
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metalici ai nanoparticulelor magnetice se poate realiza prin intermediul atomilor de
oxigen cu densitate de sarcina electronica mai mare (O2 si O3), iar interactiunea cu apa
din mediul de dispersare al nanoparticulelor se poate realiza la nivelul atomilor de
oxigen cu sarcina electronicd mai mica (Ol si O4) expusi atacului electrofilic al
moleculelor apei. Vizualizarea suprafetei distributiei de potential de ionizare (Figura
2.12. a.) prezinta zone colorate in albastru (valori pozitive) la atomii O1 si O4, si
respectiv O2 si O3 — corespunzator energiei negative a orbitalului de frontiera HOMO
(I=—Ewnowmo). Harta distributiei de suprafata a potentialului electrostatic (Figura 2.12. b.)
prezintd coloratie in rosu (valori negative) corespunzator energiei negative a orbitalului
de frontiera LUMO.

Tabelul 2.5. Parametrii energetici rezultati din modelarea cuantum-chimica a ionului

perclorat.
Decalajul | Potential | Afinitate Potential Tarie Electro- Electro-
energetic _ qe pentru _ chimic chimica negat|V|t§te f|I|C|tatf:
('gap’) ionizare | electroni absoluta globala
V) V) | Aev) | MEV) | (V) v v
x(eV) o(eV)
6,49 6,28 -0,21 -3,03 3,24 3,03 1,41

5 -200

a. b.
Figura 2.12. Hartile distributiei de a. potential de ionizare si b. potential electrostatic
pe suprafata ionului perclorat.

In comparatie cu acidul percloric, acesti parametri cantitativi de reactivitate
sunt dati in Tabelul 2.6.

Tabelul 2.6. Parametrii de reactivitate ai ionului perclorat.

EH(‘)MO Potentialul Taria ne Ez:teés/tiigiea Electro-
Structura ELuvo chimic, | chimica, n g ; , filicitatea, ©
(eV) V) (V) (V) (eV)
Acidul
percloric 7,09 —5,60 3,54 5,60 4,42
lonul
perclorat 6,49 -3,03 3,24 3,03 1,41
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Se poate vedea ca, fatd de molecula de acid percloric, din care provine prin
disociere in apa, ionul perclorat are un potential chimic mai mare, iar
electronegativitatea si electrofilicitatea sunt diminuate, sugerand proprietati favorabile
ale ionului perclorat pentru stabilizarea in apa a nanoparticulelor magnetice.

In literaturd gasim articole care descriu prepararea de suspensii de
nanoparticule magnetice prin stabilizare cu acid percloric: Bisla si colab. (2020), Soler
si colab. (2004), Sodipo & Aziz (2013), si Racuciu & Oancea (2019). Rezultatele
modelarii computationale ale reactivitatii teoretice a percloratului au fost publicate in
Analytical Letters (2023).

2.3.6. Rezultatele analizarii interactiunii dintre suprafata
nanoparticulelor magnetice si invelisul de perclorat realizate prin FTIR

Interactiunea nanoparticulelor magnetice cu ionii de perclorat este evidentiata
prin aparitia unor benzi de vibratii In intervalul 1097-1136 cm™ pentru proba de
magnetitd (Figura 2.13. a.), 1145-1264 cm™ in cazul magnetitei dopatd cu cobalt
(Figura 2.13. b.), iar la 1150 cm™ in cazul feritei de cobalt (Figura 2.13. c.). Aceste
valori sunt in concordantd cu literatura (Muthuselvi si colab., 2019), care raporteaza
vibratiile antisimetrice ale percloratului liber la 1125-1170 cm™, in timp ce pentru
percloratul legat de molecule organice, acestea se incadreaza in intervalul 1032-1115
cm .

Vibratiile localizate intre 400 si 900 cm™ (Figura 2.13. a.) sunt asociate
structurii scheletice caracteristice cristalelor de oxid de fier, incluzand banda de vibratie
a legaturii Fe-O la 472 cm™ si un umar la 665 cm™, in conformitate cu observatiile din
(Chaki si colab., (2015), care raporteaza vibratiile acestea la 695,29 cm™ si 468,80 cm™.
Benzile situate la 736 cm™ si 820 cm™ pot fi asociate cu vibratiile Fe-O-OH, indicand
prezenta urmelor de goethitd, posibil generate in urma procesului de oxidare partiald
(Music, 2007; Prasad si colab., 2006; Cui si colab., 2013). In plus, banda observati la
2310 cm™! este atribuita procesului de adsorbtie al CO: din mediul de reactie (Ristic si
colab., 2007; Ghosh si colab., 2012).

Vibratiile de intindere OH, asociate urmelor de apa adsorbita pe suprafata
nanoparticulelor, sunt localizate n intervalul 3500-3700 cm™ (Safi si colab., 2015).
Spectrele cristalitelor de ferita de cobalt din Figura 2.13. b. evidentiaza vibratia Fe-O la
470 cm™, asociata ionilor de fier localizati in pozitii tetraedrice, si banda de vibratii Co-
O la 730 cm™, corespunzatoare ionilor de cobalt aflati in pozitii octaedrice, in
concordanta cu observatiile din (Anjum si colab., 2017). Banda de intensitate redusa de
la 2339 cm™ poate fi atribuitda adsorbtiei din mediul de reactie a CO: (Ristic §i colab.,
2007; Ghosh si colab., 2012), in timp ce banda localizata in intervalul 1635-1656 cm™
este asociata vibratiilor de incovoiere ale hidroxilului, reflectand prezenta unor cantitati
foarte reduse de apd adsorbita (Karthickraja si colab., 2019). Vibratiile de intindere
caracteristice apei sunt identificate la numere de unda mai mari, intre 3500 si 3700 cm™.
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Figura 2.13. Spectrele FTIR obtinute pentru: a. nanoparticulele de magnetita (x=0) in
forma lor initiala (Fez04) si nanoparticulele stabilizate cu acid percloric (PA)(Fe30.-
PA); b. magnetita dopaté cu cobalt (x=0,5) (Coo,sFe2,504)si nanoparticulele acoperite
cu acid percloric (Coo,sFez,s04-PA); c. ferita de cobalt (x=1) (CoFe20.) si
nanoparticulele acoperite cu acid percloric (CoFe204-PA)).
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Rezultatele obtinute din analiza FTIR sunt deosebit de relevante pentru a
observa modul Tn care interactioneaza percloratul cu suprafata nanoparticulelor, dar
oferd totodata si informatii suplimentare privind proprietatile cristaline ale acestora.
Conform Figura 2.13. c., cresterea concentratiei de cobalt (x=1) a condus la aparitia
benzilor de vibratie din intervalul 820—1260 cm™!, atribuite legaturilor Co-Fe (Rana si
colab., 2010, Oliveira si colab., 2016). Prezenta unor cantitati reduse de CO: adsorbit
sau apd legata la suprafata nanoparticulelor poate fi indicata de benzile de intensitate
scazuta de la 1260 c™! (Cui $i colab., 2013; Ristic si colab., 2007), respectiv la 2350
cm!si 3500 cm™.

2.3.7. Rezultatele investigatiilor realizate prin magnetometria cu proba
vibranta (VSM)

Distributia ionilor de Fe?* si Co?* in cadrul structurii cristaline influenteaza in
principal proprietitile magnetice ale nanoparticulelor sintetizate in cadrul studiului.
Curbele de histerezis evidentiaza faptul cd probele analizate prezintd atat caracteristici
ferimagnetice, cat si superparamagnetice, fenomen atribuit comportamentului diferit al
particulelor de dimensiuni variate. Valoarea campului magnetic extern de 20 kOe a fost
suficientd pentru saturarea probei. In cazul nanoparticulelor de magnetita (x=0)
magnetizatia de saturatie a fost de 64,68 emu/g, Tn timp ce pentru nanoparticulele dopate
cu cobalt (x=0,5) s-a Tnregistrat o crestere semnificativi, atingdnd valoarea de 72,48
emu/g. Totusi, o reducere a magnetizatiei la 54,13 emu/g a fost identificatd pentru
nanoparticulele de ferita de cobalt (x=1).

~— Fe,0, 80
Co,.Fe, 0, R et
—— CoFe,0, g
. aanl
&
-
£ T T e e e
o 25 20 -15 15 20 25
=
H(KOe)

Figura 2.14. Reprezentarea graficd a curbelor de histerezis.
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De asemenea, este bine cunoscut faptul ca ionii de cobalt pot induce defecte
atdt in interiorul nanoparticulelor de feritd de cobalt, cat si la suprafata acestora
(Wetterskog si colab., 2013), ceea ce determind variatii in comportamentul magnetic al
acestor materiale, datorita defectelor de cristalizare prezente in structura lor.

Proprietatile magnetice ale nanoparticulelor sunt influentate in mod
semnificativ de anizotropia suprafetei si de prezenta unui strat de spini dezordonat.
Conform cercetarilor (Shendruk si colab., 2007), reducerea magnetizatiei de saturatie
este atribuitd perturbatiilor de spin si anizotropiei suprafetei, care afecteaza atat
momentul magnetic individual al nanoparticulelor, cat si interactiunile magnetice dintre
acestea. Studiile raportate de Liu si colab., (2013) indica existenta unui strat magnetic
inert la suprafata nanoparticulelor de feritd de cobalt, iar alti cercetdtori (George si
colab., 2015) au asociat sciderea magnetizatiei de saturatie cu defectele morfologice si
de suprafatd ale nanoparticulelor, determindnd o necoliniaritate a momentelor
magnetice. Pe baza modelului miez-invelis, analiza realizata de Zhang si colab., (2010)
sugereaza ca spinii dezordonati de la suprafata nanoparticulelor ar putea forma un strat
magnetic inert, ceea ce conduce la reducerea magnetizatiei de saturatie.

Parametrii magnetici prezentati in Tabelul 2.7. includ diametrul magnetic, (dw -pe baza
teoriei lui Langevin) magnetizarea de saturatic (Ms), cdmpul coercitiv (Hc) si
magnetizarea remanenta (Mr) acestia fiind evaluati pe baza buclelor de histerezis.

Tabelul 2.7. Parametrii magnetici determinati din analiza VSM.

Continutul dm Ms Mr Mr/Hc

Proba de cobalt (nm) (emu/g) He (Oe) (emu/g) | (emu/g/Oe)
Fes0. 0 9,64 64,68 24,23 10,36 0,427
CoosFe2504 0,5 6,73 72,48 337,23 18,14 0,053
CoFe;04 1 4,77 54,13 22747 31,44 0,013

Graficul din Figura 2.15. a. evidentiaza o reducere a diametrului magnetic pe
masura ce creste continutul de cobalt din nanoparticule.

Din analiza graficelor prezentate in Figura 2.15. b. se observa ca valorile
magnetizarii remanente si ale cAmpului coercitiv cresc odatd ce continutul de cobalt
creste in nanoparticule, indicand o imbunatatire a proprietatilor ferimagnetice.
Literatura de specialitate (Herzer si colab., 1990; Tajiri si colab., 2013; Saafan si
colab., 2012) subliniazad in mod frecvent relatia directa dintre dimensiunea particulelor
si cea magneticd. Cresterea coercitivitatii poate fi atribuitd anizotropiei
magnetocristaline prezentd in structura cristalind. Fenomenele de suprafata asociate
anizotropiei de spin (Dehsari si colab., 2018) au potentialul de a influenta interactiunile
magnetice dipol-dipol dintre particulele adiacente, precum si momentul magnetic al
nanoparticulelor.
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Figura 2.15. a. Diametrul magnetic; b. Campul coercitiv si magnetizarea remanenta.

Este probabil ca diferentele in ceea ce priveste proprietatile stratului de
suprafatd al nanoparticulelor, determinate de variatia continutului de cobalt, sa
influenteze procesul de legare a percloratului. Astfel, invelisul nemagnetic aplicat
nanoparticulelor a fost consolidat, rezultdind o diminuare semnificativa a dimensiunii
miezului magnetic (Figura 2.15. a.).

2.4. Modelarea campului de temperatura

Distributia temperaturii in tesuturile maligne si sdndtoase este modelata prin
solutiile ecuatiei de transfer al biocaldurii cunoscuta sub denumirea de ecuatia Pennes,
aplicabila tesuturilor vii (Pennes si colab., 1948):

pe2t = VK VT] + pyoch[Tare = T] + Quuet + Q ©
cu urmatoarele proprietati termice, prezentate in Tabelul 2.9., atribuite sangelui si
tesutului considerat (piele): ¢ este capacitatea termica specifica a tesutului, o reprezinta
densitatea de masa a tesutului, k semnifica conductivitatea termica a pielii, Cp reprezinta
capacitatea termica specifica a sangelui, @, descrie rata de perfuzie a sangelui, o, este
densitatea de masa a sangelui, Tan indica temperatura sangelui, iar Qmetr simbolizeaza
productia de cidldura metabolica in tesut (Vitello si colab., 2015, Nie si colab., 2018). Q
(W/m®) defineste densitatea de putere (rata de incdlzire volumetricd) generatd de
particulele magnetice in cadrul configuratiei geometrice, In prezenta unui camp
magnetic aplicat.

Cantitatea de caldura generatad n unitatea de volum pe unitatea de timp de cétre
nanoparticulele magnetice expuse unui cdAmp magnetic alternativ ce are amplitudinea H
este determinata prin produsul dintre frecventa cAmpului magnetic si aria buclei de
histerezis in coordonatele (M, H), unde M reprezinta magnetizarea nanoparticulelor
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magnetice. Astfel, Qexr = fWioss, 181 Wipgs = tio $ Hd M unde este calculatd aria
buclei de histerezis. Permeabilitatea magnetici i, are valoarea 4w - 1077 H/m.

Tabelul 2.9. Parametrii magnetici si termici.

Parametrii termici si magnetici Valori
Te(K) 308
Ta(K) 310
pb (kg/m?3) 1000
cs (J/kg K) 4200
k (W/m-K) 0,2
p (1/s) 0,004/0,005/0,006
Qm(W/m?3) 400
Qext (W/md) Fes04 2,06-10°
Qext (W/m3) CoosFe2504 3,50-10°
Qext (W/md) CoFe,04 3,03-10°

Pe baza ariei buclei de histerezis obtinute experimental a fost estimata
densitatea de putere Q (Pankhurst si colab., 2003; Rosensweig, 2002)

Fes0y = — whb=0.006 (1/5)

| —wb=0.005(1/s)

40 | N — Wb=0.004(1/s)
39|
TC |
38|
37/
36

0 02 04 06 08 2 )
R (mm)
Figura 2.16. a. Reprezentarea campului de temperatura disipat de
nanoparticulele de magnetita.
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Figura 2.16. b. Reprezentarea campului de temperaturd disipat de
nanoparticulele de magnetita dopata cu cobalt.
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Figura 2.16. c. Reprezentarea campului de temperatura disipat de
nanoparticulele de ferita de cobalt.

Frecventa campului magnetic a fost setatd la f=100kHz. Campul de
temperaturd generat de nanoparticulele individuale, acoperite cu acid percloric, a fost
modelat pentru cazul unui tesut malign ce prezinta o configuratie sferica cu raza R,
presupundnd cd a fost injectatd suspensia diluatd de nanoparticule direct in centrul
acesteia. Pentru simularea procesului de transfer termic Tn cadrul modelului simplificat
al tumorii au stat la baza proprietatile magnetice ale suspensiilor sintetizate. Modelarea
matematicd a fost realizatd cu ajutorul software-ului Maple, parametrii magnetici si
termici considerati fiind detaliati in Tabelul 2.9.

In Figurile 2.16. a—c. este prezentat, in functie de distanta pana la centrul
tesutului malign, cAmpul de temperaturd cu valori incluse in intervalul terapeutic de
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40-44 °C. Influenta ratei perfuziei sanguine asupra campului de temperaturd este
evidenta, Intrucat valorile temperaturii cresc odatd cu scaderea ratei perfuziei, dar
ramanand totusi in intervalul terapeutic. Pentru fiecare tip de nanoparticuld magnetica
au fost generate grafice pentru trei valori distincte ale parametrului wy,, conform datelor
prezentate Tn Tabelul 2.9. S-a constatat ca incilzirea locala se extinde pana la o distantd
de 1 mm, urmand o scadere monotona pani la zero la R=1 mm. In cazul nanoparticulelor
de magnetita dopata cu cobalt, s-au obtinut cele mai ridicate temperaturi, depasind 43
°C, in functie de valoarea wp, cu incdlzirea maximi inregistratd la @y=0,004s7".
Rezultatele au fost publicate in Crystals, Tn 2023.
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CAPITOLUL 3. STUDIUL SINTEZEI SI PROPRIETATILOR UNOR
NANOCOMPOZITE MAGNETICE CU MIEZ DE MAGNETITA
ACOPERITE CU METALE NOBILE

3.1. Materiale si metode de lucru
3.1.2. Metoda de sinteza a nanoparticulelor magnetice

Nanoparticulele au fost produse folosind tehnica de coprecipitare adaptata
dupa Massart (Massart, 1981). Pentru stabilizarea nanoparticulelor magnetice de Fe3O4
in apa deionizata, la 171 ml de suspensie de nanoparticule s-a adaugat 171 ml de glucoza
si s-a lasat sa reactioneze sub agitare mecanicd la aproximativ 85 °C timp de o ora
(adaptare dupa Iancu si colab., 2020). Ulterior, s-au utilizat 10 ml din aceasta suspensie,
peste care s-au adaugat 20 ml de apa si 3 ml de acid cloroauric (HAuCls) 1%, iar
amestecul a fost ldsat timp de 30 de minute la o temperatura de 85 °C sub agitare
mecanica si a fost sonicat timp de 15 minute la 75 Hz. Peste nanoparticule s-au adaugat
30 ml de glucoza si 3 ml de acid cloroauric, iar amestecul s-a ldsat din nou sub agitare
mecanica timp de 30 de minute, dupa care s-a sonicat timp de 15 minute, procesul fiind
repetat de dous ori. In acest mod au fost obtinute nanocompozitele de Fes04@Au.

Tn cazul nanocompozitelor de Fe30,@Ag, 10 ml de suspensie de nanoparticule
de Fe304s-a sonicat timp de 15 minute la 75 Hz, apoi s-a amestecat cu 10 ml de glucoza
(adaptare dupa Iglesias-Silva si colab., 2007) sub agitare mecanica timp de 15 minute
la o temperatura de 85 °C, iar ulterior s-a adaugat 10 ml de solutie de azotat de argint si
amestecul s-a ldsat sub agitare mecanica timp de o ora.

3.1.3. Metode de testare a activititii antimicrobiene
3.1.3.1. Pregatirea inoculilor

Pentru realizarea testelor microbiologice s-au utilizat culturi bacteriene fluide
din care au fost preparati inoculii standardizati conform standardului 0,5 McFarland.

Acestia au fost obtinuti prin dilutie in mediu de cultura Mueller Hinton Bulion
(MHB), turbiditatea acestora fiind masurata la spectofotometru la lungimea de unda de
625 nm folosind cuve de 1 cm, valorile absorbantei fiind cuprinse intre 0,08 si 0,13
(Figura 3.1.).

Standardizarea inoculului s-a realizat in conformitate cu standardul
international ISO 20776-1-2019.

3.1.3.2. Metoda difuzimetrica Kirby-Bauer

Metoda Kirby-Bauer reprezintd o metoda de evaluare calitativd a activitatii
microbiene si cuprinde urmitoarele etape de lucru: prepararea mediului de cultura
Mueller Hinton Agar din care s-a distribuit 30 ml in fiecare placa Petri, notarea placilor
si inocularea acestora cu 3 ml inocul standardizat.
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Dupa inoculare a urmat un timp de repaus de 10 minute, dupa care inoculul a
fost indepartat, iar dupa inca 10 minute de repaus au fost amplasate in fiecare placa, in
conditii aseptice, 4 discuri de hartie de filtru sterile cu un diametru de 6 mm,
corespunzitoare celor 4 tipuri de nanoparticule magnetice testate.

Ulterior discurile de hartie de filtru au fost impregnate cu 10 pl de suspensie
de nanoparticule magnetice, dupa care placile au fost introduse la termostat pentru 24
de ore la temperatura de 37 °C.

3.1.3.3. Stabilirea concentratiei minime inhibitorii (CMI)

Metoda utilizatd pentru determinarea concentratiei minime inhibitoare a
nanoparticulelor magnetice a fost adaptata pe baza standardului CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute- Institutul de Standarde Clinice si de Laborator), tinaind
cont de procedura de microdilutie in bulion. In final, in fiecare godeu, a fost pastrati
cantitatea de 200 pl de solutie.

Astfel, au fost utilizate placi de microdilutie cu 96 de godeuri, iar in fiecare
godeu au fost adaugati 100 pl de mediu de cultura MHB, 100 pl de nanoparticule
magnetice, incepand cu primul godeu, urménd ca dupd omogenizare sa fie realizate
dilutii duble succesive in godeurile urmatoare, si 100 pl de inocul standardizat, care a
fost diluat la concentratia 5x10° CFU/mL (CFU-colony forming units — unitati
formatoare de colonii).

Procedura a fost realizata conform recomandarilor CLSI, timpul de incubare a
fost de 20 de ore la o temperaturd de 37 °C, cu exceptia dilutiei nanoparticulelor, acestea
fiind utilizate nediluate n prealabil. Pentru validarea probelor s-au utilizat trei
controale: controlul pozitiv al culturii bacteriene alcatuit din 100 pl de inocul
standardizat i 100 pl de mediu de culturd, controlul nanoparticulelor care continea 100
pl de nanoparticule magnetice si 100 pul de mediu de culturd si controlul negativ
reprezentat de 200 pl de mediu de cultura.

3.1.3.4. Determinarea concentratiei minime bactericide (CMB)

Metoda utilizatd pentru determinarea concentratiei minime bactericide a
nanoparticulelor magnetice a fost adaptata pe baza standardului CLSI. Astfel, pentru
stabilirea concentratiei minime bactericide a nanoparticulelor magnetice fata de
tulpinile de referintd Staphylococcus aureus si Escherichia coli, s-a utilizat metoda
macrodilutiilor: in tuburi sterile s-au preparat dilutii succesive ale suspensiei de
nanoparticule in mediu de culturda MHB, volumul total din fiecare eprubeta fiind de 2
ml, conform rezultatelor obtinute prin stabilirea concentratiilor minime inhibitorii.
Fiecare dilutie a fost inoculata cu 100 pl de suspensie bacteriana standardizata cu o
concentratie finald de ~5x10° UFC/ml, dupa care probele au fost lasate la incubat timp
de 20 de ore la o temperatura de 37 °C, conform protocolului de lucru.

La sfarsitul perioadei de incubare a probelor realizate prin metoda
macrodilutiilor, din fiecare tub fara turbiditate, s-au insamantat 10 pl de proba in placi
Petri care contineau 30 ml de mediu de cultura steril Mueller Hinton Agar. Placile au
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fost ulterior incubate, timp de 24 de ore la 37 °C pentru evidentierea prezentei/ absentei
cresterii bacteriene.

3.2. Rezultatele investigatiilor microstructurale, efectuate prin
microscopie electronica, analiza elementali, microscopie optica,
difractometrie cu radiatii X

3.2.1. Rezultatele obtinute prin microscopia electronica

Microscopia electronica de transmisie a permis vizualizarea nanoparticulelor
magnetice n contrast mediu - in nuante de cenusiu, precum si a nanoparticulelor de
Fes0s@Ag si Fes04@Au, in nuante de cenusiu intunecat si negru (Figura 3.5., Figura
3.6.). Particulele prezintd forme geometrice cvasi-sferice sau cubice, destul de bine
dispersate, cu toate ca operatiunea de depunere si uscare pe suportul de analiza poate sa
fi prilejuit unele suprapuneri ce apar ca aglomerari de particule.

50,0 nm . b

Figura 3.5. Imaginile obtinute prin microscopia electronica de transmisie pentru proba
de Fes0.@AQ: a. pentru 200 nm b. pentru 50 nm.

2o ] . ‘ b,

Figura 3.6. Imaginile obtinute prin microscopia electronica de transmisie pentru proba
de FesOs@AuU: a. pentru 200 nm b. pentru 50 nm.
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Masuratorile au aratat cd dimensiunea dominantd pentru nanostructurile de
Fe30s4, Fes04@AU si FesOs@Ag evidentiatd prin TEM este de 19 nm, 23 nm si respectiv
21 nm.

3.2.3. Rezultatele analizei prin microscopie optica in camp intunecat

Tn imaginile din Figura 3.10. se pot vedea emisiile plasmonice ale
nanostructurilor din probele de Fe;0s@Ag si FezOs@Au asa cum au fost captate prin
microscopia optica in cAmp intunecat.

In astfel de imagini nu pot fi surprinse decat structurile cu proprietati
plasmonice, deci fie cd sunt vizualizate unele nanocompozite de tipul miezurilor de
magnetitd acoperite cu strat de metal nobil, fie de tipul nanoparticulelor de magnetita
decorate cu grupuri de nanoparticule de Au/Ag.

Este posibila si dispersia unor nanoparticule individuale de Ag/Au — care apar
ca spoturi luminoase de dimensiuni foarte mici. Histogramele s-au obtinut avand in
vedere atat marirea datd de microscopul optic cat si faptul ca ceea ce se vede ca imagini
luminoase pe fond intunecat reprezintd emisiile de rezonantd plasmonicd ale
nanoparticulelor, care sunt cu doud ordine de marime mai mari decét particulele
propriu-zise.

Fe304@Ag’ oty Fe304@Au

100'um

Figura 3.10. Imagini obtinute la microscopul optic in cdmp intunecat si histogramele
asociate a. FesOs@Ag b. Fes0.@Au (obiectiv 10x).

Fiecare histograma s-a aproximat cu o functie de distributie log-normala ceea
ce a permis identificarea diametrului mediu si a deviatiei standard rezultata din aceastd
aproximare statistica. S-a obtinut 20,3+0,35 nm pentru Fe;Os@Ag si 21,0+ 0,3 nm
pentru FesO.@AuU.

Mai mult decét atat conform imaginilor din fiecare detaliu (dreapta sus) se
poate observa cd nanoparticulele de Ag se agrega pe suprafata unor aglomerate mari de
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magnetitd, pe cind cele de Au se depun individual pe aglomerate destul de mici de
magnetita.

3.2.4. Rezultatele investigatiei cristalografice

In Figura 3.11. a. pe langd existenta maximelor de difractie caracteristice
planelor cristaline ale nanoparticulelor de magnetita (cu negru), pozitionate in buna
concordantd cu standardele JCPDS no. 19-0629, sunt inregistrate si maximele
caracteristice argintului cristalizat in sistemul cubic (cu cenusiu) la unghiuri de difractie
in concordanta cu JCPDS file No. 04-0783. Aceasta este o dovada ca ionii eliberati de
sarea de argint, disociatd, au fost convertiti in mod eficient in metal urmat de adsorbtia
la suprafata miezurilor de magnetitd/glucoza (Pachla si colab., 2016). Intensitatea
relativ mare a maximelor de difractic ale Ag fatd de FesOs sugercazd un grad
semnificativ de acoperire cu argint a nanocompozitelor de FesOs@Ag (Iglesias-Silva si
colab., 2007, Xu si colab., 2007).
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Figura 3.11. a. Difractograma inregistrata pentru Fes0s@Ag.
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Figura 3.11. b. Difractograma inregistrata pentru FesOs@Au.
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In Figura 3.11. b. sunt vizibile maximele de difractie corespunzitoare
magnetitei cristalizatd cubic (cu negru), pozitionate conform cu standardele de
specialitate JCPDS file: 04-0784, impreund cu patru maxime de difractie ale aurului
cristalizat in sistemul cubic (cu rosu), conform cu standardele JCPDS file: 04-0784.

Se poate observa ca gradul de interactiune a aurului cu magnetita nu este la fel
de semnificativ ca in cazul argintului caci maximele de difractie ale aurului au intensitati
relative mai mici decét ale magnetitei (Tonthat si colab., 2023).

3.3. Rezultatele analizei proprietitilor magnetice

Curbele de magnetizare pentru nanocompozitele magnetice cu argint si aur
sunt redate in Figura 3.12. comparativ cu cea pentru nanoparticulele de magnetita.

Din analiza curbelor de magnetizare s-au determinat parametrii Ms
(magnetizatia de saturatie), Hc (cAmpul magnetic coercitiv), Mr (magnetizatia
remanentd) si s-a calculat diametrul magnetic. Magnetizatia specifica de saturatie
(raportata la unitatea de masa) scade pentru pulberile acoperite comparativ cu magnetita
purd la 13,46 emu/g si, respectiv, la 3,55 emu/g din cauza reducerii masei de material
magnetic.

—— Fe304
—— Fe304@Ag
60 —— Fe304@Au

40

204
- T T AT T
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M(emu/g)

H(Oe)

Figura 3.12. Curbele de magnetizare Tnregistrate pentru probele studiate (cu tehnica
VSM).

31



Aceste diferente sunt cauzate de efectul de diluare prin acoperirea cu material
nemagnetic, argint sau aur, dar si din cauza glucozei care slabesc intensitatea
magnetizarii. FesOs se caracterizeaza printr-o valoare mica a magnetizatiei remanente
(Mr), care scade pentru nanostructurile FesOs@Ag si FesO4@AuU. Se poate presupune
ca faza nemagnetica este in concentratie mai mare in cazul probei de FesO4@AuU.

Tabelul 3.5. Rezultatele analizei proprietatilor magnetice.

Proba dm (nm) Ms (emu/g) Hc (Oe) Mr (emu/g)

FesO,4 2,55 55,13 30,429 2,19
FesO.@Ag 2,49 13,46 23,807 0,63
Fe;04s@AuU 1,47 3,55 74,815 0,42

Magnetizatia remanenta scade odatd cu prezenta metalelor nemagnetice
(2,19 emu/g la Fe30a4, 0,63 emu/g la FesOs@Ag si 0,42 emu/g la FesO4@AU), la fel ca
si diametrul magnetic (2,55 nm la Fe3zOs 2,49 nm la Fe:Os@Ag si 1,47 nm la
FesOs@Au). Aceste rezultate sunt in concordanta cu cele publicate de Mandal si colab.
(2005).

3.4. Rezultatele analizelor spectrale
3.4.1. Rezultatele analizei spectrale in domeniul UV-Vis

Spectrul nanoparticulelor FesOs@Au cu trei acoperiri aratd un maxim
caracteristic la aproximativ 528 nm indicand faptul ca interactiunea cu aurul a devenit
mai semnificativd, in concordanta cu lancu si colab., (2020), care au obtinut maximul
la 542 nm si cu Xu si colab. (2007) care au obtinut acest maxim la 534 nm.
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Figura 3.15. Spectrul UV-Vis al nanoparticulelor: a. Fes0.@Au; b. Fes04@Ag.
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Maximul de absorbtie caracteristic, pozitionat in jurul valorii de 390 nm si
datorat rezonantei plasmonice de suprafatad a invelisului de argint confirma interactiunea
argintului cu nanoparticulele de magnetitd (Guo si colab., 2018), fiind deplasat catre
lungimi de undd mai mici decat ale nanoparticulelor de argint stabilizate in suspensie
apoasa cu glucoza (cu maximul la 425 nm, in conformitate cu Sedaght si colab. (2019)).

3.4.2. Rezultatele analizei Raman

Tn Figura 3.16. sunt prezentate, comparativ, spectrele Raman inregistrate
pentru cele trei probe analizate.

Benzile de la numere de unda mici, sub 800 cm™, cum sunt cele de la circa 330
cml, 570 cm? si 650 cm? apar in toate cele trei cazuri, corespunzind vibratiilor
legaturilor Fe-O din nanoparticulele de FesOs, ca si din nanocompozitele de Fes04s@Ag
si FesO.@AuU.
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Figura 3.16. Spectrele Raman pentru probele de Fe304, Fes0s@Ag si Fes;0s@ALU.

Aceste maxime de vibratie sunt mai reduse ca intensitate In cazul probei cu
Ag, din cauza ca si argintul are vibratii slabe 1n acest domeniu ({vashchenko si colab.,
2016) si acestea se contopesc cu cele ale magnetitei, sau din cauza ca legaturile
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argintului cu magnetita limiteaza gradele de libertate de miscare de vibratie din
magnetita.

Maximul de la cca. 1090 cm, vibratia legiturii C-O, corespunde straturilor
organice (glucoza) prezente la suprafata nanoparticulelor. Acesta apare ca un umar la
FesOs@Ag, cici Ag prezintd in apropiere doud maxime intense la 1350 cm™ si 1560
cmL, La fel, aurul are vibratii aproape la aceleasi numere de unda ca si argintul, dar apar
cu intensitate foarte mica la FesOs@Au fatd de vibratiile glucozei (sugerand cé aurul a
interactionat semnificativ mai putin cu magnetita in comparatie cu argintul).

Atribuirile benzilor sunt in concordantd cu Mohacek si colab. (2022), Chavez
si colab., (2024), Zhao si colab. (2011).

3.4.3. Rezultatele analizei spectrale in domeniul infrarosu

Spectrele FTIR ale nanoparticulelor Fe30s, FesOs@Ag si FesO.@AuU
dispersate in apa deionizatd sunt reprezentate grafic in Figura 3.17. Maximele de
absorbtie de la numere de undd ca 695 cm™ sau mai mici sunt reprezentative pentru
vibratiile legaturii Fe-O (Chaki si colab., 2015).

g
Fe304-Ag ' ' '
177 - i
18 | 7 "‘l_ / g F./\‘V.r“'\\ .
//N’ 3 I“ .g_ “ﬁ
9 ;..ad-"\\_‘_/ N § ’ s
- 0 I'='e3O4I-Au I I ‘
;: 1wk i
] -
:E: 18 | 3 -
E 5o .7 B
g ol . P Ho
& Fe304 ~C=0
177 | LV e NN l4
e Y8 g HO— C—H
118 d . \ |3
H— C— 0Ol
59| . l4
HO—C—H
2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 HO (lﬁ H
Numar de undi (emY) (l‘{i [’0”

Figura 3.17. Spectrele FTIR ale probelor studiate.
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Benzile de vibratie de la 1055 cm™, 1070 cm, corespund legiturilor C-O si
C-C, iar maximele de la 1385 cm™ si 1409 cm™ pot fi atribuite vibratiilor de deformatie
ale legaturilor C-O-C si C-O-H fiind datorate glucozei de care se leaga argintul si aurul
la suprafata nanoparticulelor (Sedaghat si colab., 2019).

Benzile bine definite din domeniul amprentd al glucozei, 1000-1600 cm™,
confirma adsorbtia glucozei la suprafata argintului si aurului (Suvarna si colab.,
2017).Benzile de vibratie de la 1628 cm™, 1598 cmt, 1640 cm, pot fi atribuite unor
migcdri de deformatie ale legaturii O-H din moleculele de apa adsorbite pe suprafata
nanoparticulelor la toate probele (Hwang si colab., 2014, Karthickraja si colab., 2019).
Vibratia de mica intensitate de la 2314 cm™® ar putea fi atribuitd dioxidului de carbon
din aer solvit in mediul de reactie si adsorbit la suprafata oxizilor de fier (Ristic si colab.,
2007, Ghosh si colab., 2012). Tn domeniul spectral de la 3300 la 3700 cm™ s-au
evidentiat vibratiile de intindere ale oxidrilului, OH, din urmele de apa adsorbite la toate
probele analizate (Safi si colab., 2015), dar benzile largi din acest domeniu pot sa
cuprinda si vibratiile de Intindere ale legaturilor CH din glucoza.

3.5. Rezultatele analizei prin metoda DLS

S-au masurat diametrele hidrodinamice si potentialul Zeta al nanoparticulelor
studiate, iar rezultatele sunt centralizate Tn Tabelul 3.7. Se constatd ca distributiile
valorilor parametrului Dn sunt multimodale, ceea ce denotd coexistenta unor
subpopulatii de particule n fiecare dintre probele analizate.

Tabelul 3.7. Diametrul hidrodinamic si potentialul Zeta.

IPD Potentialul
Proba Dn(nm)/int Indice de Zeta (rln\;l)
polidispersie
801 1
Fes04 1077 1
1045 0,839 4184
Media 974 0,946
1207 0,322
Fes0:.@Ag 1039 0,335
1335 0,283 23,05
Media 1193 0,313
537 0,523
Fes0,@AuU 660,9 0,550
542 0,580 —40,57
Media 579 0,551

Cu toate ca indicele de polidispersie, IPD are valori mari (peste pragul teoretic
de monodispersie, de 0,3) probele prezintd o bund stabilitate in suspensie, in
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concordanta cu valorile potentialului Zeta care depésesc valorile prag teoretice, de £30
mV (Tabelul 3.7.).

Valorile diametrului hidrodinamic, Dy, rezultate din trei masuritori
consecutive (Tabelul 3.7.), pentru nanoparticulelor de Fe3O4sunt, in medie, de 974 nm,
n timp ce pentru nanocompozitele de Fe;0.@Ag valorile lui Dy, cresc, fiind, Tn medie
de 1193 nm, iar pentru FesO.@Au valorile medii sunt de 579 nm.

Dupé tratarea nanoparticulelor de magnetita cu precursorii de argint si
respectiv de aur starea suspensiilor apoase se prezintad de asemenea sub forma unor
distributii dimensionale multimodale, in care ponderea valorilor relativ mici ale lui Dy
scade Tn favoarea celor de mari dimensiuni— in conditiile in care probele sunt stabile din
punct de vedere al balansarii atractiilor inerente dintre nanoparticule si repulsiile
electrostatice dintre nanoparticulele coloidale (conform cu potentialul electric Zeta).

3.6. Studiul activititii antimicrobiene
3.6.1. Rezultatele metodei difuzimetrice

Rezultatele metodei difuzimetrice sunt reprezentate de diametrele zonelor de
inhibitie aparute in jurul discurilor impregnate cu nanoparticule magnetice si marcheaza
sensibilitatea speciilor testate prin inhibarea cresterii culturii bacteriene.

Datele prezentate in Tabelul 3.8. demonstreazd ca ambele microorganisme
testate nu prezintd o sensibilitate semnificativd fatd de nanoparticulele de FesOs,
nanoparticulele de magnetita invelite in glucozad (FesO4@CsH1206) si nanoparticulele
de Fes0.@Au, deoarece diametrul zonelor de inhibitie este reprezentat doar de
dimensiunea discului de hartie de 6 mm si nu sunt remarcate halouri clare in jurul
acestora, dupd cum se poate observa si in Figura 3.21.

Tabelul 3.8. Dimensiunea zonelor de inhibitie a nanoparticulelor magnetice
fata de speciile testate.

Tulpini de referinta testate
Staphylococcus aureus Escherichia coli
ATCC 25923 ATCC 25922
Nanoparticule
Magnetice Testare | Testare | Testare | Testare Testare Testare
1 2 3 1 2 3

(FesOa) 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
N1
(FesO4@CeH1206) | 6mm | 6mm | 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
N2
(FesO4@AQ) 14mm | 15mm | 16 mm 19 mm 21 mm 23 mm
N3
(FesOs@AWL) 6mm | 6mm | 6mm 6 mm 6 mm 6 mm
Ny
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Figura 3.21. Zonele de inhibitie datorate activitatii antimicrobiene a
nanoparticulelor de magnetita invelite in argint fatd de: A: Staphylococcus aureus, B:
Escherichia coli.

Rezultatele obtinute prin metoda difuzimetrici evidentiazd un efect
antimicrobian relevant al suspensiei de nanoparticule de FesO.@AGg.

Diametrele zonelor de inhibitie, au fost mai mari In cazul tulpinii de
Escherichia coli, dimensiunea acestora fiind de 19 mm, 21 mm si respectiv 23 mm, iar
media triplicatelor fiind de 21 mm, comparativ cu Staphylococcus aureus care a
prezentat zone de inhibitie cu valori de 14 mm, 15 mm si 16 mm, media triplicatelor
fiind de 15 mm, marcand o sensibilitate crescutd a bacteriilor Gram-negative fata de
acest tip de nanoparticule, comparativ cu bacteriile Gram-pozitive. Astfel, prin metoda
difuzimetricd s-a realizat o analizd calitativd a potentialului antimicrobian al
nanoparticulelor testate.

3.6.2. Rezultatele determinérii concentratiei minime inhibitorii - CMI

Analizarea rezultatelor pentru stabilirea concentratiei minime inhibitorii
(CMI) s-a efectuat prin citirea placilor de microtitrare pentru fiecare specie bacteriand
testatd. Astfel, pentru interpretarea citirii rezultatelor, dupa timpul de incubare la
termostat al placilor au fost addugati in fiecare godeu 20 pl de resazurind cu o
concentratie de 0,1 %, ca indicator colorimetric pentru viabilitatea celulelor, dupa care
microplacile au fost puse timp de 60 de minute la termostat la temperatura de 37 °C.

Ulterior, s-a determinat valoarea concentratiei minime inhibitorii pentru
fiecare suspensie de nanoparticule magnetice testatd, aceasta fiind marcata de culoarea
violet a probei din godeu.

Concentratia minima inhibitorie reprezintd cea mai micd concentratie de
nanoparticule magnetice necesara pentru a inhiba total dezvoltarea bacteriana.

Pentru a demonstra cd existd diferente semnificative din punct de vedere
statistic ale valorilor CMI obtinute pentru nanoparticulele de interes fatd de speciile
bacteriene testate si ca rezultatele obtinute in urma efectuarii metodei in triplicat sunt
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asemanatoare, s-a realizat analiza unidirectionala a variantei ANOVA one factor si
statistica descriptiva in programul Microsoft Excel versiunea 2503.

Astfel, au fost comparate mediile valorilor CMI obtinute pentru cele patru
tipuri de nanoparticule pentru ambele specii microbiene testate (Figura 3.23., Figura
3.24).
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Figura 3.23. Reprezentare grafica a mediilor valorilor CMI obtinute pentru
specia Staphylococcus aureus Tn prezenta nanoparticulelor magnetice

In ceea ce priveste activitatea de inhibare a speciei Staphylococcus aureus se
observa diferente semnificative intre probe in functie de suspensia de nanoparticule
testatd. S-a constatat ca suspensia de nanoparticulele de Fe;O4@Ag prezintd efect
inhibitor la concentratii mici de nanoparticule, media concentratiei minime inhibitorii
fiind de 0,017 mg/ml, comparativ cu restul nanofluidelor testate care au manifestat
activitate inhibitorie la un factor de dilutie mic si la concentratii mari de nanoparticule.
Astfel, mediile valorilor concentratiei minime inhibitorii pentru suspensiile de
nanoparticule de FesOs, nanoparticule de FesO4@C¢H120¢ si nanoparticule de
Fes0,@Au au fost de 0,5 mg/ml, 1,479 mg/ml respectiv 2,430 mg/ml. Tn ceea ce
priveste efectul de inhibare a speciei Escherichia coli se pot observa intre probe
diferente semnificative in functie de nanofluidul testat. S-a demonstrat ca suspensia de
nanoparticule de Fe;Os@Ag determind o activitate inhibitorie la concentratii reduse de
nanoparticule, valoarea mediei concentratiei minime inhibitorii fiind de 0,012 mg/ml,
comparativ cu restul suspensiilor testate care au prezentat capacitate de inhibare la un
factor de dilutie redus si concentratii crescute de nanoparticule. Astfel, mediile
concentratiilor minime inhibitorii pentru suspensiile de nanoparticule de Fe3Os,
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nanoparticule de FesOs@CsH1206 si nanoparticule de FesO.@Au au fost de 0,312
mg/ml, 0,924 mg/ml, respectiv 2,126 mg/ml.
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Figura 3.24. Reprezentare grafica a mediilor valorilor CMI obtinute pentru specia
Escherichia coli in prezenta nanoparticulelor magnetice.
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Figura 3.25. Reprezentare grafica a mediilor valorilor CMI ale triplicatelor obtinute
pentru speciile Escherichia coli si Staphylococcus aureus in prezenta nanoparticulelor
magnetice.
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Suspensiile de nanoparticule utilizate au prezentat un efect inhibitor mai
puternic, la concentratii mai mici de nanoparticule, fatd de tulpina Escherichia coli decat
asupra speciei de Staphylococcus aureus, ceea ce sugereaza ca aceasta bacterie Gram-
negativa este mai sensibild la actiunea nanoparticulelor magnetice comparativ cu
bacteriile Gram-pozitive. Astfel, rezultatele obtinute marcheazd legatura dintre
structura peretilor celulari ai microorganismelor si mecanismul de actiune al
nanoparticulelor, acestea avand o interactiune mai bund cu membrana externa a
bacteriilor Gram-negative decét cu peretele celular al bacteriilor Gram-pozitive, care se
comporta ca o bariera protectoare datorita stratului gros de peptidoglican.

Prin analizarea rezultatelor obtinute privind capacitatea inhibitorie a
suspensiilor de nanoparticule magnetice se observa ca cea mai crescuta activitate de
inhibare a cresterii bacteriene a fost determinatd pentru nanoparticulele de Fes0s@Ag
pentru ambele specii bacteriene testate Tn cadrul acestui studiu, concentratia minima
inhibitorie determinatd la Staphylococcus aureus fiind de 0,017 mg/ml, iar pentru
Escherichia coli fiind de 0,012 mg/ml.

3.6.3. Rezultatele determinirii concentratiei minime bactericide -CMB

Demonstrarea activitatii antimicrobiene ale unei substante presupune
determinarea valorii concentratiei minime inhibitorii, precum si stabilirea concentratiei
minime bactericide (CMB) care reprezintd concentratia minima de substanta capabila
sa distrugd >99,9% din inoculul bacterian. Conform literaturii, atunci cand raportul
dintre concentratia minima bactericida si concentratia minima inhibitorie este mai mic
sau egal cu patru, acesta corespunde unui efect de tip bactericid, demonstrand faptul ca
eradicarea populatiei bacteriene se intdmpld la o concentratie apropiata de cea care
determina inhibarea cresterii, insd, daca acest raport este mai mare de patru indica un
efect de tip bacteriostatic, ceea ce Inseamna ca sunt necesare concentratii semnificativ
mai crescute fatd de concentratiile care determind activitatea inhibitorie pentru a induce
moartea microorganismelor.

Aceastd metoda este foarte importantd In contextul evaludrii capacitatii
antimicrobiene a nanoparticulelor magnetice, deoarece face posibila diferentierea intre
activitatea bacteriostatica si cea bactericidd manifestatd de acestea. Astfel, determinarea
concentratiei minime bactericide a nanofluidelor testate reprezintd cantitatea minima
esentiald pentru eradicarea populatiilor bacteriene.

Interpretarea rezultatelor pentru a determina valoarea concentratiei minime
bactericide s-a realizat prin citirea placilor Petri (Figura 3.26., Figura 3.27.). Rezultatele
obtinute prin determinarea efectului bactericid al suspensiilor de nanoparticule
magnetice fata de specia Staphylococcus aureus au indicat faptul cd nanoparticulele de
Fes0., nanoparticulele de Fes0.@CsH1206 si nanoparticulele de FezO4@AuU nu prezintad
activitate bactericida pentru concentratiile utilizate, ci doar activitate inhibitorie.

In ceea ce priveste activitatea bactericidd a suspensiei de nanoparticule de
FesO4s@Ag, aceasta a prezentat un puternic efect bactericid marcat de o medie a
concentratiilor minime bactericide redusa, valoarea acesteia fiind de 0,055 mg/ml, dar
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si de rezultatul raportului dintre concentratia minima bactericida si concentratia minima
inhibitorie care este mai mic decét 4, si anume 3,20.

Figura 3.26. Stabilirea concentratiei minime bactericide pentru specia Staphylococcus
aureus.

Figura 3.27. Stabilirea concentratiei minime bactericide pentru specia Escherichia
coli.
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Rezultatele obtinute prin determinarea activitatii bactericide a suspensiilor de
nanoparticule magnetice fatd de specia Escherichia coli au evidentiat faptul ca
nanoparticulele de FezO4, nanoparticulele de FesOs@CsH1206 si nanoparticulele de
FesO4@AuU nu prezintd proprietati bactericide pentru concentratiile testate, ci doar
actiune inhibitorie.

Cu privire la proprietatea bactericidd a suspensiei de nanoparticule de
FesO4s@Ag, aceasta a prezentat un puternic efect bactericid marcat de o medie a
concentratiilor minime bactericide redusd, valoarea acesteia fiind de 0,027 mg/ml, dar
si de rezultatul raportului dintre concentratia minima bactericida si concentratia minima
inhibitorie care este mai mic decét 4, si anume 2,28.

Valoarea mediilor concentratiilor minime bactericide a fost mai mare in cazul
speciei Gram-pozitive comparativ cu specia bacteriand Gram-negativa, si anume 0,055
mg/ml pentru Staphylococcus aureus, respectiv 0,027 mg/ml pentru Escherichia coli,
ceea ce evidentiazd o sensibiliatate mai crescutd a bacteriilor Gram-negative fata de
concentratii reduse ale nanocompozitelor de FezO4@Ag comparativ cu bacteriile Gram-
pozitive.

Concluziile generale ale tezei

in aceasti tezi s-au studiat mai multe tipuri de nanoparticule magnetice care
au fost obtinute in laborator aplicAnd protocoale de sinteza adaptate dupa literatura astfel
ca rezultatele sd fie concordante cu cele obtinute de alti autori, iar caracteristicile si
aplicatiile acestor nanoparticule sa prezinte unele Imbunatatiri.

Nanoparticulele magnetice stabilizate cu acid percloric au fost obtinute prin
coprecipitare chimica reprezentand magnetita, FesOs, magnetita dopatd cu cobalt,
Coo;5Fe2504 si ferita de cobalt, CoFez0..

Un element de originalitate il reprezintd abordarea teoretica a interactiunii
invelisului molecular cu suprafata miezurilor magnetice ale celor trei tipuri de
nanoparticule prin modelarea cuantum-chimica a structurii si proprietitilor de
reactivitate a ionului de perclorat (rezultatele fiind publicate Tn Analytical Letters, in
2023).

Prin aplicarea metodelor de analizd specifice s-au determinat principalii
parametri fizici care descriu proprietatile de cristalinitate, de granularitate si magnetice,
evidentiindu-se modul in care continutul de cobalt influenteaza si se coreleazd cu
dimensiunea nanoparticulelor, dimensiunea cristalitelor, parametrul de retea cristalina
precum si magnetizatia de saturatie, magnetizatia remanentd si campul magnetic
coercitiv.

Avand in vedere ca un obiectiv principal al studiului il reprezinta aplicatiile
acestor nanoparticule in hipertermia tesuturilor maligne s-a realizat o modelare
matematica a transferului termic de la nanoparticulele administrate in tesut si supuse
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unui cdmp magnetic alternativ de radiofrecventa citre regiunile de tesut din jurul
nanoparticulelor. Din solutionarea numerica a ecuatiei propuse pentru modelare s-au
gasit curbele grafice de distribuire radiala a temperaturii transferate de la nanoparticule.
Un alt element de originalitate al studiului efectuat 1l reprezinta evidentierea efectului
maxim dat de nanoparticulele de magnetita dopatd cu cobalt, CogsFe2s04 pentru care
incalzirea teoretica atinge valoarea cea mai mare, de 43 de grade Celsius. Aceste
rezultate au fost publicate Tn Crystals, Th 2023.

Studiul nanocompozitelor magnetice cu proprietati plasmonice de tipul
FesOs@Ag si FesOs@Au a condus la suspensii stabile cu caracteristici optice si
spectrale specifice si cu proprietati antimicrobiene diferentiate. Un element de
originalitate al studiului realizat il reprezintd vizualizarea si masurarea dimensiunilor
emisiilor plasmonice de rezonanta ale acestor nanocompozite.

S-a ardtat ca prezenta argintului a condus la zone distincte de inhibare a
cresterii microbiene pentru microorganismele test Staphylococcus aureus si
Escherichia coli inoculate in mediu agarizat standard si s-au obtinut valori semnificative
ale concentratiei minime inhibitorii, ambele evidentiind activitatea antimicrobiana
semnificativi a particulelor de Fe304@Ag. Tn plus, tot pentru aceste particule s-a
evidentiat si concentratia minima bactericida care arata efectul letal in proportie de 99,9
% asupra microorganismelor cu care au interactionat, spre deosebire de nanoparticulele
de FesOs@Au care, pentru concentratiile utilizate, se dovedesc a prezenta doar
capacitate inhibitorie fata de speciile testate.

Tn viitor, aceste studii se pot dezvolta prin optimizarea tehnicilor de sintezi
avand n vedere si potentiala nanotoxicitate fatd de mediu, si utilizdnd, asadar, pe cat
posibil, reactanti din surse naturale.
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