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INTRODUCERE 

 

anomaterialele au devenit parte din viața cotidiană, fiind utilizate într-un 

număr impresionant de produse, precum cosmetice și produse de îngrijire 

personală, produse farmaceutice, pigmenți în vopsele, alimente, hârtie, 

biosenzori etc. Efectul acestora asupra mediului înconjurător a captat atenția cercetătorilor din 

domeniu, iar studiile în acest sens sunt în creștere continuă. Mai mult decât atât, este absolut 

necesară evaluarea proprietăților fizico-chimice ale nanomaterialelor, precum dimensiunea, 

forma, solubilitatea, structura cristalină, chimia suprafeței etc., și stabilirea rolului fiecărei 

caracteristici în manifestarea toxicității acestora (Gatoo și colab., 2014). 

În prezent, o categorie specială de nanomateriale anorganice, cea a semiconductorilor, 

este intens studiată. Când dimensiunea materialelor este redusă la scară nanometrică, 

proprietățile fizico-chimice ale acestora se modifică radical în comparație cu omologii lor 

convenționali aflați în forma macroscopică (Tran și colab., 2011). Suprafața specifică și 

raportul suprafață/volum cresc semnificativ pe măsură ce dimensiunea materialului scade. 

Parametrii, precum mărimea, forma sau caracteristicile de suprafață, pot fi modificați în funcție 

de potențialul aplicativ (Seil și colab., 2013).  

Astfel, aceste proprietăți noi ale nanomaterialelor semiconductoare prezintă un interes 

semnificativ atât pentru cercetarea științifică cât și pentru domeniul tehnologic, cu aplicații în 

nanofotonică, nanoelectronică, senzori, dispozitive de imagistică, cataliză, celule solare  etc. 

(Suresh și colab., 2013).  

Datorită  proprietăților unice, o parte dintre aceste nanomateriale prezintă proprietăți 

antibacteriene, acționând asupra unui spectru larg de bacterii Gram-pozitive și Gram-negative. 

Nanomaterialele pot fi utilizate cu succes în lupta împotriva bacteriilor rezistente la antibiotice 

(Martinez și colab., 2019). Pe de altă parte însă, bacteriile sunt organisme esențiale pentru viață, 

datorită rolului extrem de important pe care acestea îl prezintă în circuitul biogeochimic al 

elementelor. Drept urmare, apare o “dualitate” în cercetarea bionanotehnologică. Un prim 

aspect este reprezentat de potențialul aplicativ al acestor nanomateriale fabricate, iar cel de-al 

doilea aspect este de a înțelege și limita impactul acestora asupra mediului înconjurător.  

 

N 
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Scopul și obiectivele tezei 

ucrarea a avut ca scop identificarea unor micro- și nanomateriale 

semiconductoare cu proprietăți antibacteriene, selectarea structurilor care au 

prezentat efect inhibitor mărit asupra unor tulpini de bacterii Gram-pozitive și 

Gram-negative și stabilirea mecanismelor care stau la baza caracterului antibacterian. De 

asemenea, studiile au avut ca scop și identificarea potențialului aplicativ al unor nanomateriale 

pe bază de titanat de sodiu, în vederea folosirii pentru obținerea unor mortare prototip pentru 

intervenții de restaurare. 

Cercetările experimentale au avut ca obiective principale: 

1. Evaluarea activității antibacteriene a unor micro- și nanomateriale semiconductoare pe 

bază de seleniură de zinc (ZnSe) și dioxid de titan (TiO2) 

2. Studii privind identificarea mecanismelor care stau la baza efectului antibacterian al 

materialelor semiconductoare 

3. Testarea potențialului bacteriostatic/bactericid al unor nanotuburi de dioxid de titan 

asupra unor tulpini de bacterii halofile/halotolerante izolate de pe pictura murală din 

Mănăstirile Humor (jud. Suceava) și Hurezi (jud. Vâlcea), implicate în procesul de 

biodeteriorare a monumentelor istorice. 

 

Structura tezei de doctorat 

Teza de doctorat este organizată în două părți principale, urmate de concluziile generale, 

bibliografie și lista publicațiilor în tematica tezei. 

Prima parte a lucrării (Capitolele 1, 2 și 3) cuprinde un studiu bibliografic în care sunt 

prezentate generalități despre micro- și nanomaterialele cu proprietăți antibacteriene, rolul 

proprietăților fizico-chimice ale acestora în manifestarea caracterului antibacterian, precum și 

informații despre mecanismele care stau la baza activității antimicrobiene.  

L 
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 Cea de-a doua parte a lucrării (Capitolele 4, 5 și 6) conține rezultatele cercetărilor 

experimentale, interpretarea acestora, precum și concluziile obținute în urma studiilor efectuate. 

În cadrul capitolului 4 s-au inclus date care au vizat evaluarea activității antibacteriene a unor 

materiale pe bază de seleniură de zinc, sintetizate prin metoda hidrotermală, dar și a pulberii 

comerciale de dioxid de titan, Aeroxide P25, după o perioadă de iradiere de 1h. În capitolul 5 

sunt prezentate studii experimentale cu privire la identificarea mecanismelor care stau la baza 

efectului antibacterian al nanomaterialelor pe bază de seleniură de zinc. Ultimul capitol 

cuprinde un studiu dedicat potențialului aplicativ al unor nanotuburi pe bază de titanat de sodiu, 

prin testarea efectului antibacterian a structurii oxidice asupra unor tulpini de bacterii 

halofile/halotolerante izolate de pe pictura murală din Mănăstirile Humor (jud. Suceava) și 

Hurezi (jud. Vâlcea), implicate în procesul de biodeteriorare a monumentelor istorice. 

 

CONTRIBUȚII ORIGINALE 

1. Evaluarea activității antimicrobiene a micro- și nanomaterialelor pe 

bază de  seleniură de zinc (ZnSe) și dioxid de titan (TiO2) 

1.1 Materiale și metode 

Materiale noi pe bază de seleniură de zinc (ZnSe) au fost utilizate pentru efectuarea 

testelor. Sinteza și caracterizarea acestora s-a realizat în cadrul Institutului de Chimie Fizică 

“Ilie Murgulescu” al Academiei Române. Un număr de 4 probe au fost introduse în teste și au 

fost notate astfel: 

 Proba 1- ZnSe cu morfologie sferică 

 Proba 2- ZnSe cu morfologie tip floare 

 Proba 3- Pd/ZnSe cu morfologie tip floare (forma dopată a ZnSe) 

 Proba 4- TiO2-ZnSe cu morfologie tip floare (forma dopată a ZnSe) 

Metoda de obținere a noilor structuri pe bază de ZnSe a fost cea hidrotermală, sinteza 

efectuându-se la temperatura de 120
0
C, prin folosirea unui amestec, în raport echimolar, de 

selenit de sodiu (Na2SeO3, 99% min, Alfa Aesar) și sulfat de zinc (ZnSO4x7H2O, 99,5%, Roth). 
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În calitate de agent reducător a fost folosită hidrazina (N2H4xH2O 98%, Alfa Aesar). În funcție 

de valoarea de pH, dar și a timpului de reacție au fost obținute materialele cu morfologia 

propusă (Neagu și colab., 2019). 

Pentru efectuarea studiului experimental, s-au utilizat două tulpini bacteriene de 

referință, reprezentate de bacteria Gram-negativă Escherichia coli ATCC 25922 și bacteria 

Gram-pozitivă, Staphylococcus aureus ATCC 25923 pentru a observa, prin comparație, 

răspunsul celulelor bacteriene după tratamentul cu probele de material. În teste a fost folosită și 

o tulpină de bacterie halotolerantă, Gram-pozitivă, Virgibacillus halodenitrificans (colecția 

IBB), izolată de pe suprafața unui cristal de sare din mina Unirea, Slănic Prahova. 

  Concentrațiile de materiale pe bază de seleniură de zinc folosite pentru experimente au 

fost de 0,05 mg/mL și 0,5 mg/mL, pentru probele 1, 2 și 4, și de 0,05 mg/mL pentru proba 3.  

  Mediile de cultură conținând celulele bacteriene tratate cu probele de material, au fost 

incubate în condiții de agitare (150 rpm), timp de 24 ore, la 37°C (E. coli și S. aureus) și 48 ore, 

la 28°C (V. halodenitrificans). Proba martor a fost reprezentată de cultura bacteriană netratată. 

  Efectul structurilor anorganice asupra tulpinilor E. coli și S. aureus a fost urmărit după 

4, 6 și 24 ore de la tratament.  

  Testarea susceptibilității bacteriei halotolerante V. halodenitrificans la acțiunea 

materialelor s-a efectuat după 24 și 48 ore de la inoculare. 

 În cazul dioxidului de titan, 1 g de dioxid de titan a fost cântărit și transferat într-o placă 

Petri sterilă și supus iradierii la 365 nm, la o distanță de 5 mm, timp de 1h, cu ajutorul lămpii 

UV portabile VILBER LOURMAT VL-4.LC 230V/50/60 Hz. Imediat după iradiere, dioxidul 

de titan a fost pus în contact cu 20 mL mediu de cultură, iar suspensia rezultată a fost sonicată 

pe baie de apă, după care s-a adăugat inoculul bacterian. Celulele bacteriene, tratate și netratate 

au fost incubate, în condiții de agitare (150 rpm), în prezența dioxidului de titan, la 

temperaturile potrivite de creștere și timpii specificați. Intensitatea luminoasă din interiorul 

incubatorului a fost de 4,6 lucși.  

La intervalele de timp indicate în protocol, au fost prelevate probe în vederea stabilirii 

efectului dioxidului de titan asupra celulelor bacteriene. 

  Metode clasice de microbiologie, optice și biochimice au fost utilizate pentru a 

determina eficiența micro- și nanomaterialelor semiconductoare. 
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  1.2. Rezultate și discuții 

1.2.1. Caracterizarea materialelor semiconductoare 

Seleniura de zinc 

Structurile de ZnSe cu morfologie sferică (Fig 1 a) se caracterizează prin dimensiuni 

micrometrice, în timp ce materialele în forma simplă, cât și dopată, cu morfologie tip floare 

(Fig 1 b,c), prezintă dimensiuni nanometrice (grosime <10 nm, lățime de 500 nm și lungime în 

domeniul micrometric (1-2 µm)).  

 

 

 

Fig. 1 Micrografii SEM ale structurilor de ZnSe sintetizate:  

a) sfere de ZnSe; b) ZnSe cu morfologie tip floare; c) TiO2-ZnSe cu morfologie tip floare (Neagu și 

colab., 2019).  

c) c) 
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Pulberea Aeroxide P25 este formată dintr-un amestec de rutil și anatas, în proporție de 

aproximativ 1:4. În conformitate cu specificațiile descrise de producător, dioxidul de titan 

prezintă următoarele caracteristici: morfologie sferică, 21 nm, suprafața specifică (35-65 m²/g), 

densitate (4,26 g/mL la 25
0
C). 

 

1.2.2. Activitatea antibacteriană a dioxidului de titan Aeroxide P25 

 

Din rezultatele prezentate în Tabelul 1 (a, b) se observă acțiunea inhibitorie a dioxidului 

de titan, iradiat timp de 1h, dar și neiradiat, asupra celulelor de E. coli, însă, efectul celor două 

forme ale nanopulberii este unul bacteriostatic. 

Pentru tulpina de referință S. aureus s-a obținut un procent de reducere a coloniilor de 

100%, după 4 și 6 ore de la expunerea celulelor la nano-TiO2 P25 în forma neiradiată, în 

comparație cu proba martor, netratată (Tabel 2). 

În cazul tulpinii V. halodenitrificans, a fost observat efect inhibitor mărit pentru cele 

două probe de dioxid de titan, acesta crescând odată cu timpul de expunere (Tabel 3 a, b). Însă, 

s-a remarcat o ușoară rezistență a bacteriei Gram-pozitive la acțiunea nanopulberii, în ambele 

forme testate, comparativ cu cele două tulpini de referință. De asemenea, s-au constatat 

diferențe în ceea ce privește aspectul coloniilor care s-au dezvoltat pe mediul de cultură, acestea 

fiind de dimensiuni mult mai mici comparativ cu proba martor. 

Modificările morfologice ale coloniilor de V. halodenitrificans pot fi atribuite dioxidului 

de titan, care a acționat ca un factor de stres, bacteria dezvoltând un mecanism de adaptare după 

contactul cu materialul. 

 

Tabel 1. (a) Estimarea numărului de colonii care s-au format pe mediul de cultură LB 

după 4, 6 și 24 ore de la incubarea celulelor de E. coli cu nano-TiO2; (b) Procentul de 

reducere a numărului de colonii. 

a) 

ufc/mL 

  T
0
 T

4h
 T

6h
 T

24h
 

TiO
2 p25 

iradiat 1h 4,8x10
8

 1x10
8

 9x10
8

 9,5x10
10
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TiO
2 p25 

neiradiat 5,0x10
8

 2x10
8

 2x10
9

 5,1x10
10

 

E. coli (martor) 4,9x10
8

 3,5x10
9

 9,3x10
10

 11,6x10
10

 

 (b) 

Reducerea numărului de 

colonii (%) 

T4h T6h T24h 

TiO2 p25 iradiat 1h 97,14 99,03 18,1 

TiO2 p25 neiradiat 94,28 97,84 56,03 

 

Tabel 2. Estimarea numărului de colonii care s-au dezvoltat pe mediul de cultură LB 

după 4, 6 și 24 ore de la incubarea celulelor de S. aureus cu nano-TiO2. 

ufc/mL 

  T
0
 T

4h
 T

6h
 T

24h
 

 TiO
2 p25 

iradiat 1h 5,0x10
8

 1,1x10
5

 0 8x10
8

 

TiO
2 p25 

neiradiat 5,1x10
8

 4x10
4

 0 0 

S. aureus (martor) 5,1x10
8

 nd nd nd 

nd-număr nedeterminat, coloniile nu au putut fi numărate 

 

Tabel 3. (a)  Estimarea numărului de colonii care s-au format pe mediul de cultură LB 

după 4, 6 și 24 ore de la incubarea celulelor de V. halodenitrificans cu nano-TiO2; (b) 

Procentul de reducere a numărului de colonii. 

(a) 

ufc/mL 

  T0 T24h T48h 

 TiO2 p25 iradiat 1h 5,12x10
8
 1,6x10

8
 1,2x10

8
 

TiO2 p25 neiradiat 5,1x10
8
 7,9x10

7
 1,5x10

7
 

V. halodenitrificans 

(martor) 

5,18x10
8
 6,9x10

8
 9,2x10

8
 

(b) 

Procentul de reducere 

a numărului de  colonii (%) 

T24h T48h 

TiO2 p25 iradiat 1h 76,8 86,9 

TiO2 p25 neiradiat 88,5 98,4 
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1.2.3. Activitatea antibacteriană a materialelor pe bază de seleniură de zinc (ZnSe) 

Rezultatele obținute după aplicarea metodei directe de apreciere a creșterii bacteriei E. 

coli, în prezența materialelor de seleniură de zinc, au demonstrat faptul că nanoflorile, în 

concentrație de 0,5 mg/mL au prezentat efect inhibitor asupra acesteia. S-a observat 

sensibilitatea tulpinii la acțiunea materialelor de seleniură de zinc în forma dopată cu dioxid de 

titan, fiind obținut un procent de reducere a numărului de colonii, după 4 și 6 ore de la incubare, 

de 98,8%, respectiv 99,6%, în comparație cu proba martor (Tabel 4). 

Tabel 4. (a) Estimarea numărului de colonii dezvoltate pe mediul de cultură LB, în prezența 

materialelor, după 4, 6 și 24 ore de la inoculare, pentru tulpina E. coli; (b) Procentul de 

reducere a numărului de colonii. 

(a) 

Tulpina Proba ZnSe 

(mg/mL) 

Unități formatoare de colonii (ufc/mL) 

T0 T4h T6h T24h 

 

 

 

 

E. coli 

1 0,05 1,9x10
6 

1,9x10
10 

5x10
10 

8,9x10
10 

0,5 1,5x10
6 

2,6x10
10 

5,1x10
10 

8,7x10
10 

2 0,05 1,9x10
6 

2,4x10
10 

4,9x10
10 

8,9x10
10 

0,5 1,5x10
6 

1,7x10
10 

3,6x10
10 

1,3x10
10 

3 0,05 1,3x10
6 

2,7x10
10 

4,8x10
10 

8,8x10
10 

4 0,05 1,2x10
6 

2,6x10
10 

4,9x10
10 

8,4x10
10 

0,5 1,7x10
6 

3x10
8 

2,1x10
8 

1,1x10
8 

E. coli (martor) 1,5x10
6 

2,4x10
10 

4,8x10
10 

8,7x10
10 

 

(b) 

Tulpina Proba ZnSe 

(mg/mL) 

Reducerea numărului de 

colonii (%) 

4h 6h 24h 

 1 0,05 20,8 0 0 
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  0,5 0 0 0 

E. coli 2 0,05 0 0 0 

0,5 25 27,1 85,1 

3 0,05 0 0 0 

4 0,05 0 0 0 

0,5 98,8 99,6 99,8 

 

Datele obținute, după creșterea tulpinii bacteriene Gram-pozitive, S. aureus, în prezența 

structurilor oxidice, timp de 4, 6 și 24 ore în mediul de cultură LB, au demonstrat, de asemenea, 

sensibilitatea tulpinii la acțiunea nanoflorilor, atât în forma dopată, cât și în forma simplă. Prin 

urmare, seleniura de zinc nedopată, în concentrație de 0,5 mg/mL a prezentat efect inhibitor 

mărit asupra bacteriei, obținându-se o reducere a coloniilor, după 4, 6 și 24 ore de la tratament, de 

98,9%,  98,63%, respectiv 99,1% (Tabel 5). 

 

Tabel 5. (a) Estimarea numărului de colonii dezvoltate pe mediul de cultură LB, în prezența 

materialelor, după 4, 6 și 24 ore, pentru tulpina bacteriană S. aureus; (b) Procentul de 

reducere a numărului de colonii. 
 

           (a) 

Tulpina Proba ZnSe 

(mg/mL) 

Unități formatoare de colonii (ufc/mL) 

T0 T4h T6h T24h 

 

 

 

 

S. aureus 

1 0,05 2,3x10
6 

1,4x10
10 

4,5x10
10 

2,2x10
11 

0,5 2,7x10
6 

1,8x10
10 

4,8x10
10 

2,3x10
11

 

2 0,05 2,7x10
6 

2x10
10 

4,4x10
10 

2,3x10
11 

0,5 2,3x10
6 

2x10
8 

6x10
8 

2x10
9 

3 0,05 2,5x10
6 

1,4x10
10 

5,4x10
10 

2,2x10
11 

4 0,05 2,7x10
6 

9x10
9 

4,3x10
10 

2,1x10
11
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0,5 2,4x10
6 

1,9x10
9 

8,1x10
9 

5,9x10
9 

S. aureus (martor) 3,1x10
6 

1,9x10
10 

4,4x10
10 

2,2x10
11 

 

 

 

(b) 

Tulpina Proba ZnSe 

(mg/mL) 

Reducerea numărului de colonii (%) 

 

4h 6h 24h 

 

 

 

S. aureus
 

1 0,05 26,3 0 0 

1 0,5 5,2 0 0 

2 0,05 0 0 0 

2 0,5 98,9 98,63 99,1 

3 0,05 10,5 0 0 

4 0,05 52,6 2,3 4,5 

4 0,5 90 81,6 97,3 

 

Materialele testate, în concentrație de 0,05% au prezentat efect inhibitor scăzut asupra 

tulpinilor de referință, E. coli și S. aureus, observându-se o diminuare a numărului de colonii 

după 24 ore doar pentru tulpina V. halodenitrificans. 

S-a remarcat sensibilitatea tulpinii Gram-pozitive V. halodenitrificans la acțiunea 

tuturor materialelor testate, indiferent de concentrația folosită (Tabel 6). 
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Tabel 6. (a) Estimarea numărului de colonii formate pe mediul de cultură MH, în prezența 

materialelor, la momentele T0, 24 ore și 48h, pentru tulpina de bacterie halotolerantă V. 

halodenitrificans; (b) Procentul de reducere a numărului de colonii. 

 

(a) 

Tulpina  ZnSe 

(mg/mL) 

Unități formatoare de colonii (ufc/mL) 

T0 T24h T48h 

 

 

V. 

halodenitrificans 

1 0,05 2x10
8 

2,3x10
9 

1,9x10
9 

0,5 2,1x10
8 

8,9x10
8 

7,2x10
7 

2 0,05 2,2x10
8 

1,8x10
9 

8,4x10
8 

0,5 2,1x10
8 

1,03x10
8 

7,9x10
6 

3 0,05 2,1x10
8 

2,1x10
9 

1,9x10
9 

4 0,05 2,3x10
8 

2,2x10
9 

2,9x10
9
 

0,5 2,4x10
8 

5,1x10
8 

4x10
8 

V. halodenitrificans (martor) 2,5x10
8 

2,8x10
9 

2,9x10
9 

 (b) 

Tulpina  Proba ZnSe 

(mg/mL) 

Reducerea numărului de 

colonii (%) 

    24h       48h 

 

 

 

V. halodenitrificans 

1 0,05 17,85 34,5 

0,5 68,21 97,5 

2 0,05 35,71 71 

0,5 96,32 99,7 

3 0,05 25 34,5 

4 0,05 21,42 0 

0,5 81,78 86,2 
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Rezultatele obținute au indicat un grad de inhibiție ridicat al probei de seleniură de zinc 

în forma nedopată, asupra tulpinilor de bacterii Gram-pozitive, comparativ cu tulpina Gram-

negativă.  

Activitatea antibacteriană a celor patru probe de nanoparticule de ZnSe de diferite 

concentrații a fost determinată și prin folosirea clorurii de 2,3,5-trifeniltetrazoliu (TTC) ca 

indicator cromogen și a fost exprimată ca µg/mL trifenilformazan. Rezultatele obținute în 

cadrul acestui experiment au arătat o bună corelație cu cele obținute în cadrul testului anterior, 

metoda dovedindu-se eficientă în aprecierea viabilității celulare.  

Rezultatele obținute prin metoda directă de analiză antibacteriană, dar și prin metoda 

biochimică de evaluare a viabilității celulare, au fost confirmate și de cele obținute prin metoda 

spectrofotometrică de analiză. Metoda însă nu poate fi aplicată în orice condiții, din cauza 

erorilor de citire care pot apărea, dezavantajul constând în faptul că acestea contribuie la 

turbiditatea probei.  

Pe baza datelor obținute, dar și a celor raportate în literatura de specialitate, capacitatea 

antibacteriană a materialelor sintetizate, în special a nanostructurilor de ZnSe cu morfologie 

florală (0,5 mg/mL), în forma simplă (proba 2) și dopată cu dioxid de titan (proba 4), poate fi 

atribuită proprietăților fizico-chimice ale acestuia, compoziției și morfologiei 

semiconductorului respectiv, dar și microorganismului cu care interacționează. De asemenea, 

activitatea antibacteriană a materialelor testate a fost influențată și de timpul de contact cu 

microorganismele testate, dar și de concentrația de material folosită, numărul de unități 

formatoare de colonii (ufc/mL), scăzând pe măsură ce concentrația de material crește.  
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2. Contribuții la identificarea  mecanismelor care stau la baza efectului 

antibacterian al nanomaterialelor pe bază de seleniură de zinc (ZnSe) 

2.1 Materiale și metode 

În urma studiilor de evaluare a activității antibacteriene a formei comerciale de dioxid 

de titan, Aeroxide P25, și a materialelor pe bază de seleniură de zinc (ZnSe) au fost selectate 

pentru următoarele teste structurile anorganice care au prezentat cea mai bună activitate 

antibacteriană. În comparație cu nano-TiO2, unul dintre cel mai utilizat, cunoscut și intens 

studiat semiconductor, în special datorită proprietăților fotocatalitice, dovedindu-se un foarte 

bun agent antibacterian, seleniura de zinc, în prezent, cunoaște un interes crescut în ceea ce 

privește metodele de sinteză și caracterizare și foarte puține studii oferă informații legate de 

proprietățile antibacteriene ale acestuia. În vederea efectuării unor cercetări care vizează 

înțelegerea mecanismelor care stau la baza efectului inhibitor al materialelor, au fost selectate 

nanomaterialele de seleniură de zinc cu morfologie florală, în forma simplă, dar și dopată cu 

dioxid de titan, în concentrație de 0,5 mg/mL. Tulpina Gram-negativă, E. coli ATCC 25922 și 

tulpina Gram-pozitivă, S. aureus ATCC 25923 au fost folosite pentru efectuarea 

experimentelor.  

Până în prezent, nu au fost relatate astfel de studii în literatura de specialitate.  

Astfel, după interacțiunea materialelor cu celulele bacteriene, timp de 4 ore, în mediul 

de cultură LB, în condiții de agitare (150 rpm), ne-am propus: 

1. analiza posibilelor modificări morfologice pe care materialele le-ar putea 

induce celulelor, folosind microscopia electronică de baleiaj  (SEM); 

2. analiza spectrofluorimetrică de detecție a speciilor reactive de oxigen; 

3. amplificarea prin PCR (reacția de polimerizare în lanț) a genei pentru ARNr 

16S din ADN extras din celulele tratate și netratate; 

4. analiza rep-PCR (reacția de polimerizare în lanț pe bază de secvențe repetitive) 

din ADN extras din celulele tratate și netratate; 

5. analiza spectrofotometrică de verificare a integrității membranare; 

6. analiza profilului proteic total din lizatul celular tratat și netratat, prin tehnica 

SDS-PAGE (electroforeza în mediu denaturant). 
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2.2 Rezultate și discuții 

2.2.1. Analiza morfologică a probelor folosind microscopia electronică de baleiaj 

 

Investigarea prin SEM a efectului materialelor pe bază de seleniură de zinc asupra celor 

două tulpini de bacterii selectate a demonstrat un răspuns diferit al celulelor la acțiunea 

nanoflorilor, imaginile susținând rezultatele obținute în urma testelor de evaluare a activității 

antibacteriene ale materialelor. Astfel, după 4 ore de la incubarea celulelor cu nanoflorile, au 

fost observate modificări semnificative ale celulelor de E. coli (deformări celulare, apariția unor 

“cratere” pe suprafața membranelor, eliberarea conținutului celular) (Fig. 2) comparativ cu 

celulele de S. aureus (Fig. 3), remarcându-se mecanisme diferite de acțiune în funcție de 

caracterul Gram al tulpinilor. 

      

   

  

 

b) a) 
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Fig. 2.  Imagini SEM ale celulelor de E. coli netratate (a) și tratate cu ZnSe cu morfologie florală (b) și 

TiO2/ZnSe cu morfologie florală (c), după 4 ore de la incubare. 

 

    

 

Fig. 3. Imagini SEM ale celulelor de S. aureus netratate (a) și tratate cu ZnSe cu morfologie florală (b) 

și TiO2/ZnSe cu morfologie florală (c), după 4 ore de la incubare. după 4 ore de la incubare. 

c) 

a) b) 

c) 



18 

 

 

2.2.2. Analiza spectrofluorimetrică de detecție a speciilor reactive de oxigen 

 

Analiza spectrofluorimetrică de detecție a speciilor reactive de oxigen a indicat un nivel 

crescut al speciilor reactive de oxigen după 4 ore de la tratamentul celulelor cu ambele forme 

ale nanoflorilor de seleniură de zinc, în comparație cu probele martor, sugerând, prezența 

semnificativă a stresului oxidativ. 

 Cea mai mare intensitate a fluorescenței a fost obținută pentru celulele tratate de S. 

aureus, după 4 ore de la incubare (Fig. 4 c, d). 

a)                                                                     b) 

   

c)                                                                     d) 

   

Fig. 4. Efectul materialelor pe bază de ZnSe cu morfologie florală asupra producerii speciilor 

reactive de oxigen în celulele de E. coli (a, b) și S. aureus (c, d).  
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2.2.3. Amplificarea prin PCR (reacția de polimerizare în lanț) a genei pentru ARNr 

16S din ADN extras din celulele tratate și netratate 

Analiza PCR pentru gena ARN 16S indică posibile modificări la nivelul ADN, în cazul 

celulelor de E. coli tratate cu forma dopată a seleniurii de zinc (Fig. 5 a-linia 3). În cazul 

celulelor de S. aureus, nu s-au constatat modificări la nivelul genei ARNr 16S, comparativ cu 

proba martor, obținându-se fragmente de aceeași lungime, de 1,5 kb (Fig. 5 b).  

 

                    a)                                                   b) 

                                                           

   

               Fig. 5. Amplificarea PCR a genei ARNr 16S din ADN extras din: 

a) celule de E. coli ATCC 25922. Linia 1: celule netratate de E. coli. Linia 2: E. coli tratat cu ZnSe  cu 

morfologie tip floare. Linia 3. E. coli tratat cu TiO2-ZnSe  cu morfologie tip floare. 

b) celule de S. aureus ATCC 25923. Linia 1: celule netratate de S. aureus. Linia 2: S. aureus tratat cu 

ZnSe  cu morfologie tip floare. Linia 3. S. aureus tratat cu TiO2-ZnSe  cu morfologie tip floare. M: 

marker de masă moleculară 1kb (BioLabs). 

 

 

 

 

 

 

 

M 1 2 3 

 

 3             2                  1               M 

 
M            1              2              3 
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2.2.4. Analiza rep-PCR (reacția de polimerizare în lanț pe bază de secvențe repetitive) din 

ADN extras din celulele tratate și netratate 

 

Rezultatele obținute în urma analizei rep-PCR au demonstrat că expunerea celor două 

tulpini bacteriene la nanoflorile de seleniură de zinc sintetizate nu a avut ca rezultat modificări 

la nivelul secvențelor repetitive din structura genomului (Fig. 6 a, b). 

 

a)                                             b) 

   

Fig. 6. Profilul rep-PCR al tulpinilor de: 

a) E. coli ATCC 25922. Linia 1: celule netratate de E. coli. Linia 2: E. coli tratat cu ZnSe cu 

morfologie tip floare. Linia 3. E. coli expus la TiO2-ZnSe  cu morfologie tip floare. 

b) S. aureus ATCC 25923. Linia 1: celule netratate de S. aureus. Linia 2: S. aureus tratat cu ZnSe  

cu morfologie tip floare. Linia 3. S. aureus tratat cu TiO2-ZnSe  cu morfologie tip floare. M: 

marker de masă moleculară 1kb (BioLabs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 M 1 2 3 
 

M 
 1               2                3               M  2 3 3              2                1                M 
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2.2.5. Analiza spectrofotometrică de verificare a integrității membranare 

 

Verificarea integrității membranare prin metoda spectrofotometrică a permis observarea 

unor diferențe între valorile absorbanței probei tratate și netratate de E. coli, ceea ce 

demonstrează eliberarea de acizi nucleici în mediul extracelular (Fig. 7a) 

În cazul S. aureus, după 4 ore de la expunerea la nanomaterialele testate, nu au fost 

observate diferențe ale valorilor absorbanței în comparație cu proba martor (Fig. 7b). 

 

 

         a)                                                              b) 

       

Fig. 7. Densitatea optică la 260 nm după 4 și 24 ore de la contactul celulelor: a) E. coli și  

b) S. aureus, cu materialele de seleniură de zinc. 
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2.2.6. Analiza profilului proteic total prin tehnica SDS-PAGE (electroforeza în 

mediu denaturant) 

În urma tratamentului celulelor bacteriene testate cu nanomaterialele de seleniură de 

zinc cu morfologie florală, s-a constatat că profilul proteic total al tulpinilor de S. aureus și E. 

coli este identic cu cel al tulpinilor martor (Fig. 8, 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8. Profilul proteic total pentru S. aureus: Linia 1. S. aureus netratat (control). Linia 2. S. aureus 

tratat cu 0,5 mg/mL ZnSe cu morfologie florală. Linia 3. S. aureus tratat cu TiO2-ZnSe cu morfologie 

florală. Linia 4. Marker greutate proteine BioLabs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9. Profilul proteic total pentru E. coli: Linia 1. Marker greutate proteine. Linia 2. E. coli netratat 

(control). Linia 3. E. coli tratat cu 0,5 mg/mL ZnSe. Linia 4. E. coli tratat cu 0,5 mg/mL TiO2-ZnSe. 
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3. Potențialul aplicativ al unor nanomateriale pe bază de titanat de sodiu 

Ultimul obiectiv al tezei a vizat urmărirea dinamicii dezvoltării unor tulpini de bacterii 

halofile izolate de pe pictura murală a Mănăstirilor Hurezi (Garicola koreensis și Halobacillus 

naozhouensis) și Humor (Halobacillus hunanensis), în prezența unor nanotuburi pe bază de 

titanat de sodiu, obținute prin metoda hidrotermală, sub aspectul identificării potențialului 

aplicativ. S-a încercat, astfel, identificarea unor nanomateriale cu efect antimicrobian, care ar 

putea fi folosite, cu succes, pentru fabricarea unor mortare pentru intervenții de restaurare care 

să împiedice colonizarea suprafeței acestora cu biodeteriogeni.  

Nanotuburile pe bază de titanat folosite în cadrul acestui experiment au fost sintetizate 

în cadrul Institutului de Chimie Fizică “Ilie Murgulescu” al Academiei Române. 

Nanomaterialele au fost obținute prin metoda hidrotermală de sinteză, pornind de la 

precursorul comercial Degussa P25 (Sigma-Aldrich) (Merciu și colab., 2009). Nanotuburile 

sintetizate au lungimi de 50 nm și un diametru de aproximativ 8-9 nm și au fost folosite în 

concentrație de 0,025% în mediul de cultură propice dezvoltării bacteriilor halofile. Evaluarea 

activității antibacteriene s-a realizat prin metoda spectrofotometrică de apreciere a creșterii 

tulpinilor bacteriene în prezența și absența nanotuburilor, prin măsurarea turbidității probelor la 

lungimea de undă de 660 nm, la momentele T0, T24h, T48h, T96h, cu ajutorul cititorului de 

microplăci BMG FluoStar Omega, dar și prin folosirea metodei biochimice de apreciere a 

viabilității celulare, prin determinarea activității dehidrogenazice totale (calitativ și cantitativ), 

la interval de 24 ore. 

Rezultatele preliminare obținute au demonstrat eficiența acestora asupra unor tulpini de 

bacterii, în special Gram negative. Răspunsul diferit al celulelor bacteriene poate fi atribuit 

diferențelor de structură de la nivelul peretelui celular, dar și compoziției și morfologiei 

nanostructurii oxidice. De asemenea, un alt factor important în manifestarea caracterului 

antibacterian al nanomaterialelor de titanat de sodiu îl constituie timpul de expunere. 

După o caracterizare succintă a materialului, pentru a putea asocia o anumită proprietate 

fizico-chimică a acestuia cu răspunsul biologic și a ne asigura de reproductibilitatea 

rezultatelor, aceste nanostructuri fabricate ar putea fi introduse în componența diferitelor 

mortare, contribuind astfel la împiedicarea procesului de biodeterioare a monumentelor istorice.  
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CONCLUZII GENERALE 

Lucrarea de față a vizat studiul interacțiunii unor bacterii Gram-pozitive și Gram-

negative cu nano- și micromateriale semiconductoare sintetizate, având în vedere dinamica 

dezvoltării unor tulpini bacteriene în prezența acestor materiale, selectarea structurilor cu 

proprietăți antibacteriene în scopul identificării mecanismele care stau la baza acestei activități. 

Pe baza datelor experimentale obținute, dar și a concluziilor parțiale formulate, în 

continuare vor fi prezentate concluziile generale. 

 S-a demonstrat efectul antibacterian atât al nanopulberii de dioxid de titan Aeroxide P25 

(neiradiat și după o perioadă de iradiere de 1 oră), cât și al materialelor pe bază de seleniură de 

zinc, obținute prin metoda hidrotermală 

 

 Celulele bacteriene introduse în studiul experimental, E. coli ATCC 25922, S. aureus 

ATCC 25923 și V. halodenitrificans au răspuns diferit la acțiunea semiconductorilor 

 

 Datele obținute indică mecanisme diferite ale materialelor folosite asupra celulelor de 

bacterii Gram-pozitive și Gram-negative 

 

 S-a remarcat efectul bacteriostatic al celor două forme ale nanopulberii de dioxid de titan 

asupra celulelor de E. coli ATCC 25922 

 

 S-a constatat efectul bactericid al nano-TiO2 asupra tulpinii Gram-pozitive S. aureus ATCC 

25923 

 

 Modificările morfologice observate în cazul coloniilor de V. halodenitrificans pot fi 

atribuite dioxidului de titan, care a acționat ca un factor de stres, tulpina bacteriană dezvoltând 

un mecanism de adaptare după contactul cu materialul 

 

 S-a constatat că activitatea antibacteriană a nano-TiO2 este influențată de condițiile 

experimentale, de timpul de expunere a celulelor bacteriene la probele de nanomaterial, dar 

depinde foarte mult și de tipul de tulpină bacteriană cu care intră în contact 
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 S-a demonstrat efectul antibacterian al nanoflorilor de seleniură de zinc, în formele dopată 

cu dioxid de titan și nedopată, în concentrație de 0,5 mg/mL 

 

 S-a remarcat sensibilitatea tulpinii Gram-pozitive, V. halodenitrificans la acțiunea tuturor 

materialelor testate, indiferent de concentrația folosită, însă un efect bacterian puternic a fost 

obținut pentru nanoflorile de seleniură de zinc (0,5 mg/mL) 

 

 Un grad de inhibiție mai ridicat al probei de seleniură de zinc în forma dopată a fost 

constatat în cazul tulpinilor Gram-pozitive (S. aureus, V. halodenitrificans), în comparație cu 

tulpina  Gram-negativă (E. coli) 

 

 S-a demonstrat că efectul antibacterian al materialelor pe bază de seleniură de zinc se 

datorează proprietăților de material, compoziției și morfologiei semiconductorului, timpului de 

expunere, concentrației de material, dar și tipului de bacterie cu care interacționează 

 

 Identificarea în cantități mici de faze secundare pentru proba de seleniură de zinc în forma 

nedopată, ar putea fi un factor care ar contribui la reducerea viabilității celulare 

 

 S-a  demonstrat că principalul mod de acțiune al materialelor de seleniură de zinc, cu 

morfologie florală, asupra celor două tulpini de referință, E. coli ATCC 25922 și S. aureus 

ATCC 25923, se datorează generării de specii reactive de oxigen 

 

 Rezultatul acțiunii materialelor asupra celulelor de E. coli a constat în distrugerea 

membranei plasmatice, cu eliberarea conținutului celular și posibil afectarea ADN-ului 

 

 În cazul celulelor de S. aureus, presupunem că speciile reactive de oxigen au cauzat 

distrugeri ale componentelor intracelulare, fără a se observa eliberarea conținutului celular 

 

 Nanotuburile de titanat de sodiu (0,025%), folosite în scopul identificării potențialului 

aplicativ, au demonstrat efect antimicrobian, acționând, în special, asupra tulpinilor bacteriene 

Gram-negative. Acestea pot constitui un candidat în împiedicarea procesului de biodeterioare a 

monumentelor istorice. 
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În acord cu obiectivele științifice ale lucrării de doctorat, originalitatea studiilor 

efectuate s-a concretizat prin câteva elemente de noutate, care aduc valoare științifică studiilor 

efectuate.  

Astfel, au fost folosite materiale noi pe bază de seleniură de zinc, cu morfologie florală, 

obținute prin ruta de sinteză hidrotermală, care au demonstrat proprietăți antibacteriene, cu 

acțiune asupra tulpinilor de referință E. coli ATCC 25922 și S. aureus ATCC 25923, dar și 

asupra unei tulpini de bacterie halotolerantă, izolată din cristal de sare din Mina Unirea, V. 

halodenitrificans.  

De asemenea, a fost demonstrat principalul mod de acțiune al acestor nanostructuri 

asupra tulpinilor bacteriene de referință, reprezentat de generarea de specii reactive de oxigen. 

Până în prezent, nu au fost identificate astfel de studii în literatura de specialitate. 

În prezent, mecanismele antimicrobiene ale diferitelor nanomateriale sintetizate nu sunt 

încă complet elucidate. De exemplu, activitatea antibacteriană poate fi atribuită stresului 

oxidativ, așa cum a fost demonstrat și pentru semiconductorul de seleniură de zinc, în timp ce 

pentru alte materiale, mecanismul antimicrobian nu poate fi asociat cu reglarea metabolismului 

bacterian. 

Lipsa standardelor reprezintă una dintre limitările studiilor existente asupra 

mecanismelor antimicrobiene ale nanomaterialelor sintetizate.  

Diversitatea tulpinilor bacteriene, timpii de acțiune și caracteristicile diferitelor nano- 

sau microstructuri au fost și sunt examinate în diferite studii, ceea ce îngreunează compararea 

rezultatelor obținute în ceea ce privește activitatea antibacteriană.  

Mai mult decât atât, o singură metodă nu îndeplinește toate condițiile pentru obținerea 

de informații despre mecanismele antibacteriene ale materialelor fabricate. 

Deoarece diferite tipuri de nano- și microstructuri prezintă diferite efecte antibacteriene 

este propusă o analiză cuprinzătoare pentru studierea posibilelor mecanisme antibacteriene.  
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