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1. Wprowadzenie

Pierwiastki ziem rzadkich (REE), kluczowe dla réznych dziedzin technologii
i przemystu, wykazuja unikalne wlasciwosci niezbedne dla zaawansowanych
technologicznie urzadzen, zwlaszcza w technologiach produkcji. Pomimo wzglednej
dostepnosci, ekonomiczna mozliwo$¢ wydobycia tych pierwiastkdw stanowi wyzwanie
ze wzgledu na ich dystrybucj¢ w mineratach. Globalny tancuch dostaw, historycznie
zdominowany przez Chiny, ewoluuje wraz z wktadem innych krajow, podkreslajac
potrzebe zroéznicowanych 1 zrownowazonych zrodet. REE s3 niezbedne w przemysle
motoryzacyjnym, lotniczym, elektronicznym, obrazowania medycznego 1 przemysSle
zbrojeniowym. Jednak ich wydobycie i przetwarzanie budzi obawy zwigzane z ochrong
srodowiska, wymagajac zrdwnowazonych praktyk i oceny ich wptywu z punktu widzenia
cyklu zycia, zgodnie z Celami Zrownowazonego Rozwoju ONZ. Recykling 1 wtérne
pozyskiwanie wytaniajg si¢ jako realne rozwigzania w celu ztagodzenia ryzyka
zwigzanego z dostawami 1 zmniejszenia negatywnego wplywu na Srodowisko przy
pozyskiwaniu REE, wspierajgc gospodarke o obiegu zamknigetym. Ksztattowanie zasad
(zgodnie z w/w celami) powinno kta$¢ nacisk na zrownowazone wydobycie, recykling
i globalng wspolprace w celu zapewnienia stabilnych dostaw REE. Kluczowe znaczenie
dla zréwnowazonego zarzadzania zasobami REE ma holistyczne podejécie integrujace
wymiar $rodowiskowy, ekonomiczny i spoleczny [1-3]. Integracja REE
z nanotechnologig umozliwia rozwo6j nowych materiatow o unikalnych wtasciwosciach,
co otwiera drzwi do innowacji i wplywa na postep w wielu sektorach przemystu i nauki.

Nanotechnologia jest stale rozwijajacg si¢ interdyscyplinarng nauka, ktora taczy
wiedze m.in. z zakresu biologii, chemii, fizyki, inZynierii i materiatloznawstwa, przez co
umozliwia efektywne zastosowania w wielu dziedzinach przemyshu 1 nauki,
rozpoczynajac od tradycyjnych technik chemicznych po technologie medyczne,
srodowiskowe 1 militarne [4-6]. Glowna koncepcja nanotechnologii polega na
wykorzystaniu czastek o rozmiarach mniejszych niz 100 nm. Taki rozmiar nadaje
materiatom nowe wilasciwosci i funkcje [7,8]. Do podstawowych nanomateriatdéw
zaliczy¢ mozna migdzy innymi: nanometale, nanoceramiki, nanopolimery,
nanokompozyty i nanostruktury weglowe [9-13]. Nalezy zwrocic¢ szczegdlng uwagg na
fakt, iz obecnie poszukuje si¢ nowych metod syntezy nanomateriatéw, ktore beda

przyjazne dla srodowiska i tym samym beda wptywaty na rozwoj i popularyzacj¢ zielone;j



chemii [14]. Metody takie zyskuja coraz bardziej na istotnosci, poniewaz nalezy dazy¢
do ograniczenia wykorzystywania drogich i toksycznych odczynnikéw stosowanych do
syntez nanomateriatow.

Do nanomaterialéw o najwigkszej popularnosci i zapotrzebowaniu zaliczy¢ mozna
nanoczastki srebra (AgNPs). Nanoczastki te maja wiodacy wktad w réznorodne
zastosowania, w takich dziedzinach jak: nanomedycyna, biologia, kosmetologia,
przemyst spozywczy, tekstylny etc. [15-20]. Ponadto, stanowig istotny element m.in.
w fotokatalitycznym rozktadzie barwnikow organicznych [21,22]. Pomimo sprzecznych
doniesien na temat toksycznosci AgNPs, ich rola jako s$rodka dezynfekujgcego
1 przeciwdrobnoustrojowego zostata znaczaco doceniona. Mniejsze nanoczastki srebra
wykazuja wigkszg aktywnos¢ antybakteryjng. Dobor odpowiednich warunkéw syntezy,
silnie wpltywa na ksztalt oraz rozmiar otrzymywanych AgNPs [23,24]. Obecnie mozna
wyszczegolni¢ réwniez zastosowanie hybrydowych kompozytéw taczonych, w sktad
ktorych wchodza nanoczastki srebra oraz nanoczastki chlorku srebra. Potgczenia te byly
analizowane m.in. pod katem dziatania antybakteryjnego [25,26], a ich synteza byla
zgodna z zatozeniami zielonej chemii, poniewaz uzyskano je z ekstraktu rolinnego [27].
Takie podejscie jest niezwykle istotne 1 powinno by¢ szeroko promowane, poniewaz
nalezy dazy¢ do dziatan proekologicznych.

Nanoczastki tlenku ceru(IV) zyskuja coraz wigksze zainteresowanie w wielu
dziedzinach nauki i technologii, w tym w katalizie, elektrochemii czy medycynie [28-30]
ze wzgledu na ich unikalne wtasciwosci, takie jak duza powierzchnia wtasciwa, wysoka
reaktywno$¢ powierzchniowa oraz zdolnos¢ do przechowywania i uwalniania tlenu [31—
33]. Charakteryzuja si¢ one unikalng chemig powierzchni, biokompatybilnoscig oraz
wysoka stabilnoscia, co jest niezwykle istotne przy dlugofalowym dziataniu nanoczastek
[34,35]. Nanoczastki tlenku ceru, posiadaja zdumiewajacy potencjat farmakologiczny
[36], ze wzgledu na swoje wlasciwosci przeciwutleniajagce, co umozliwia zastapienie
chemicznie przygotowywanych antyoksydantoéw [37,38]. Nanoczastki tlenku ceru
(nanoceria) sa wykorzystywane np. jako katalizator w silnikach Diesla [39], surowiec
przy produkcji ogniw stonecznych [40] czy tez jako §rodek ochronny przed korozja [41].
Wstepne badania biologiczne wykazaty, iz nanoczastki CeO: wykazuja dzialanie
ochronne komorek, poprawe adhezji komoérek macierzystych, co sugerowaé réwniez
moze potencjalne zastosowanie w inzynierii tkankowej [42]. Obecnie, metody syntezy
tego typu nanoczastek wywotuja liczne kontrowersje, poniewaz wykorzystuje si¢ w nich

toksyczne odczynniki, a otrzymane w ten sposob NPs sa niestabilne i toksyczne co
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znacznie zmniejsza ich wydajnos$¢ i mozliwos¢ aplikacji. Dlatego tez opracowywane sg
metody otrzymywania CeO>NPs z roznorodnych zasobow biologicznych, bedacych
bogatym zrodlem fitochemikaliow, ktéore odpowiedzialne s3 za redukcje
wyselekcjonowanych soli do docelowych nanoczastek [28] oraz ich stabilizacje.

Rozwo6j skutecznych 1 efektywnych metod syntezy nanoczastek CeOo,
umozliwiajacych kontrole ich rozmiaru, ksztattu i krystalicznosci, jest kluczowy dla
optymalizacji ich wlasciwosci i1 funkcjonalnosci w stosunku do konkretnych zastosowan.
Pomimo tego, ze w literaturze opisano wiele metod syntezy nanoczastek CeO> to kazda
z nich ma swoje specyficzne zalety 1 ograniczenia. Jedng z powszechnie stosowanych
metod jest metoda osadzania chemicznego, ktora polega na reakcji redukcji jondw ceru
pochodzacych z prekursora, ktorym najczesciej jest sol cerowa, prowadzac do powstania
CeO2NPs. Metoda ta pozwala na stosunkowo prosta i tanig produkcje nanoczastek tlenku
ceru(IV) o duzej powierzchni wlasciwej. Jednakze, moze ona prowadzi¢ do powstawania
nanoczastek o zmiennej homogenicznos$ci 1 rozmiarze, co potwierdza praca Cheng 1 in.
[43], w ktorej opisane zostato wykorzystanie metody osadzania chemicznego do syntezy
nanoczastek CeO2 o wysokiej aktywnosci katalitycznej w procesach redukcji tlenkow
azotu. Metoda sol-gel, oparta na hydrolizie i polimeryzacji prekursorow ceru, umozliwia
precyzyjng kontrole nad morfologiag 1 rozmiarem nanoczastek, co jest kluczowe
w konteks$cie wykorzystania ich jako substratow do produkcji katalizatoréw czy
biosensoréw. Praca Li i in. [44] demonstruje zastosowanie tej metody do syntezy
nanoczgstek CeO., pehligcych funkcje katalizatorow w  degradacji  kwasu
2,4-dichlorofenoksyoctowego, z mozliwo$cig manipulacji morfologig i rozmiarem tychze
czastek. Z kolei metody fizyczne, takie jak termoliza czy metoda solwotermalna, chociaz
czesto bardziej skomplikowane 1 kosztowne, pozwalaja na uzyskanie nanoczastek CeO:
o wyjatkowo czystej strukturze krystalicznej i wysokiej homogenicznos$ci. Dostosowujac
warunki reakcji syntezy, takie jak sktad rozpuszczalnika, stezenie prekursora,
temperature 1 czas, mozna otrzyma¢ nanoczastki CeO2 o rdéznych ksztattach
i regulowanym rozmiarze, jak pokazata praca Wu i in. [45], w ktorej opisano
wykorzystanie procesu termolizy do otrzymania jednolitych ,,nanokwiatoéw” CeOx.
Rowniez metoda hydrotermalna, szeroko omawiana w literaturze, pozwala na efektywna
syntez¢ nanoczastek tlenku ceru(IV), pozwalajaca na kontrole ich morfologii
1 wlasciwosci  krystalicznych, co zostalo zademonstrowane w pracy Zhang
I in. [46], gdzie opisano przyjazng dla srodowiska metode syntezy pustych sfer CeO2
z krystaliczng, mezoskopowa powloka. Wybor odpowiedniej metody syntezy
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nanoczastek CeO: zalezy od wielu czynnikdéw, w tym od specyficznych wiasciwosci
koncowego produktu, skali produkcji oraz kosztow. Metody chemiczne, takie jak
osadzanie chemiczne i sol-gel, oferujag dobre mozliwosci kontroli nad wlasciwosciami
nanoczastek, ale moga wigza¢ si¢ z ograniczeniami dotyczacymi homogenicznos$ci
i czystosci. Metody fizyczne, cho¢ czesto bardziej zaawansowane technologicznie, moga
zapewnia¢ lepsza kontrole nad czysto$cig i jednorodnos$cia czastek, ale mogg by¢ mnie;j
wydajne w kontekscie uzyskania wysokiej powierzchni wlasciwe;.

Obecnie istotne jest prowadzenie badan majacych na celu rozwijanie
zrownowazonego oraz efektywnego wykorzystywania energii i opracowywanie
odpowiednich technologii bezpieczniejszych 1 przyjaznych dla srodowiska. To za$
sktania naukowcow do poszukiwan najbardziej odpowiednich materiatéow zdolnych do
przeksztatcania i transferu energii. Ostatnio szczegdlne uznanie zdobyly pierwiastki ziem
rzadkich (REE), zwtlaszcza tlenki metali ziem rzadkich (REO), zarowno w formie
odrgbnej jak 1 w polgczeniu z innymi matrycami. Zainteresowanie nimi stale rosnie
w sektorach zaawansowanych technologii optycznych ze wzgledu na ich unikalne
wiasciwosci. W porownaniu z innymi materiatami, takimi jak szkta na bazie fluoru, litu
czy P20Os, tlenki metali ziem rzadkich wykazuja wyzsza wydajnos¢ w roznych
zastosowaniach optycznych [47-49] dzigki swojej termicznej i chemicznej stabilnosci,
trwalo$ci, nieliniowemu zatamaniu $wiatla oraz wysokiej wydajnosci kwantowe;.
Co wigcej, REO wykazuja obiecujace perspektywy w produkcji $wiatta biatego, np. szkto
BaGaBSi, zawierajagce domieszki w postaci 0,6% molowych iloéci Ce20s i Tb**,
wykazuje wyjatkowa odpornos¢ na dewitryfikacje oraz charakteryzuja si¢ wysoka
intensywnoscia, co czyni je obiecujgcym materiatem do produkcji biatych diod LED [50].
Ponadto, procesy relaksacji wielofononowej 1 efektywnej konwersji REO w gére 1 w dot
moga przyczyni¢ si¢ do ograniczenia strat niepromienistych, co ostateczniec moze
doprowadzi¢ do uzyskania wysokiej jakosci materiatow aktywnych uzywanych, np.
w laserach [51].

Przyktadem obiecujacego materiatu aktywnego sa nanoczastki tlenku terbu (Tb203)
i tlenku ceru (CeOz), ktore sg istotnymi tlenkami metali ziem rzadkich pod wzgledem
technologicznym. Nanoczastki tlenku terbu stynagce z intensywnej luminescencji
w zakresie widzialnym, emitujac zielone 1 czerwone $wiatlo pod wplywem
promieniowania UV, znalazly réwniez zastosowanie jako luminofory w kolorowych
lampach telewizyjnych 1 o$wietleniu fluorescencyjnym. Materiaty domieszkowane

terbem okazujg si¢ obiecujace W obszarze zielonych laseréw, jednakze ich zastosowanie
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jest utrudnione ze wzgledu na silng absorpcje jonéw Tb®" w zakresie 240-260 nm do
ktorego trudno dotrze¢ ze wzgledu na krotkg dtugosé fali [52]. Rozwigzaniem tego
problemu moze by¢ zastosowanie jondw ceru (Ce) jako sensybilizatoréw, ktore wykazuja
dozwolone przejscie 4f-5d przy 320 nm. Efektywny proces przenoszenia energii z jondw
ceru do jondow terbu moze istotnie przyczyni¢ si¢ do przesuni¢cia w kierunku regionu
czerwonego dla dlugosci fali wzbudzenia i wzmocnienia intensywno$ci emisji jonow
Th®" [52,53]. Tlenek ceru, wystepujacy na dwoéch stopniach utlenienia (Ce®" i Ce*"),
posiada znaczacg warto$¢ technologiczng ze wzgledu na swoje charakterystyczne
wlasciwosci. Struktura sze$ciennego fluorytu nanoczastek CeO, w skali nano, z Ce3*
i Ce™ wspotistniejacymi na jej powierzchni, sprawia, Ze tlenek ceru zawiera wewnetrzne
defekty tlenowe [54]. Redukcja wielkosci czgstek ceru wplywa na wiasciwos$ci optyczne
1 elektryczne, co jest zwigzane z obecno$cig defektow powierzchniowych, naprezen
wewngetrznych i uwiezienia fononoéw [55]. Ze wzgledu na wysoka stalg dielektryczng
Ce0,, nanoczastki te zostaly zbadane pod katem ich potencjalnego zastosowania
w urzadzeniach magazynujacych energie, takich jak superkondensatory 1 baterie litowo-
jonowe [56].

W perspektywie zrownowazonego rozwoju, istnieje potrzeba integralnego
podejscia do produkceji kompozytow o wiasciwosciach optycznych, co obejmuje zaréwno
pierwiastek aktywny, jak i matryce. Matryca, pelnigca role nosnika 1 wsparcia dla
materiatu aktywnego, musi spetnia¢ kilka kluczowych kryteriow. Powinna by¢ trwata,
aby utrzyma¢ struktur¢ kompozytu w odpowiednich warunkach, stabilna chemicznie
1 termicznie, aby zachowa¢ integralnos$¢ struktury w réznych warunkach pracy, oraz
przede wszystkim zgodna z zasadami zrownowazonego rozwoju, wykazujaca minimalny
wplyw na srodowisko [57].

Istotng rolg w rozwoju nanotechnologii odgrywaja réwniez mikroorganizmy.
W grupie tej na szczeg6lng uwage zastuguja mikroalgi, a zwlaszcza jednokomorkowe
okrzemki, ktérych niewatpliwa zaleta jest obfitos¢ wystgpowania w przyrodzie oraz
unikalne zdolnosci do biosyntezy krzemionkowych pancerzykéw. Synteza biomasy
wyselekcjonowanego gatunku okrzemek moze by¢ prowadzona w warunkach
laboratoryjnych, z zachowaniem zalozefi promowanych przez zielong chemig.
Krzemionkowe pancerzyki okrzemek posiadajg trojwymiarowg strukture (3D)
ornamentowang okresowymi ukladami poréw od nano- do mikroskali, ktora
z powodzeniem moze by¢ wykorzystywana w rozwoju nowoczesnych technologii

[58,59]. Unikalne wtasciwosci strukturalne, fizykochemiczne oraz biokompatybilnosé,
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niewatpliwie wskazuja na perspektywe wykorzystania tego materialu jako idealnej

matrycy dla syntezowanych nanoczastek aktywnych pierwiastkow.
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2. Wykaz skrétow

REE — Pierwiastki ziem rzadkich

REO — Tlenki metali ziem rzadkich

SEM — Skaningowa mikroskopia elektronowa

TEM — Transmisyjna mikroskopia elektronowa

XRD — Rentgenowska dyfrakcja proszkowa

TG — Analiza termograwimetryczna

FTIR — Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera

PL — Fotoluminescencja

SE — Detektor sygnalu wtornego

EDX — Spektroskopia dyspersji energii

DF — Detektor ciemnego pola

HAADF — Detektor ciemnego pola z szerokim katem rozproszenia

IF — Powierzchnia pasma fluorescencyjnego

MIC — Minimalne st¢zenie hamujace

MH — Pozywka Miller Hilton

CLSI — Instytut Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (z ang. Clinical and Laboratory
Standards Institute)

ATCC - Repozytorium szczepéw bakteryjnych (z ang. American Type Culture
Collection)

CFU — Jednostka tworzgca kolonie (z ang. Colony Forming Unit)

DFI — Szczep wyizolowany z infekcji stopy cukrzycowej

WI — Szczep wyizolowanego z zakazenia rany

RPM — Obroty na minute (a ang. Revolutions Per Minute)

NPs — Nanoczastki

CeO2NPs — Nanoczastki tlenku ceru

DBio0SiO; — Biokrzemionka okrzemkowa

Ce-DBioSiO: — Biokrzemionka okrzemkowa funkcjonalizowana nanoczastkami CeO>
ThxO,/DBi0SiO2 — Kompozyty biokrzemionki okrzemkowej zawierajace tlenki terbu
(Ce, Th)O2/DBi0SiO, — Kompozyty biokrzemionki okrzemkowej zawierajacy mieszany
tlenek ceru i terbu

Ag/AgCl/CeO./DBIioSIO, — Kompozyt biokrzemionki okrzemkowej zawierajacy

nanoczastki metalicznego srebra, chlorku srebra i tlenku ceru(lV)
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3. Hipotezy badawcze i cel rozprawy

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo otrzymanie i charakterystyka 3D
mikro-nanostrukturyzowanych kompozytow nowej generacji, ktorych matryce stanowita
biokrzemionka okrzemkowa pozyskiwana z okrzemek gatunku Pseudostaurosira
trainorii hodowanych w warunkach laboratoryjnych, funkcjonalizowana nanoczastkami
tlenkow metali ziem rzadkich (cer, terb) oraz nanoczastkami srebra. Zaktadano uzyskanie
materiatdow, ktore integrujg uporzadkowang trojwymiarowg strukture biokrzemionki
okrzemkowej
z unikalnymi wlasciwosciami stosowanych domieszek. Oczekiwano, ze uzyskane
kompozyty beda wykazywaé zaawansowane wlasciwosci katalityczne, optyczne
I antybakteryjne, dzigki synergii migdzy strukturg matrycy a funkcjonalnymi
wlasciwosciami domieszkowanych nanoczastek. W tym celu zastosowano dwa podejscia
z czego pierwsze dotyczylo metabolicznej insercji jonow ceru do komoérek biomasy
okrzemek wybranego gatunku hodowanego w warunkach laboratoryjnych, natomiast
drugie podejscie opierato si¢ na metodzie impregnacji 3D biokrzemionki okrzemkowej
roztworami soli metali. W zwigzku z powyzszym postawiono nastg¢pujace hipotezy
badawcze:

1. Opracowanie innowacyjnej metody syntezy nanokompozytu

(Ce-DBIi0SiO2), polegajacej na metabolicznym domieszkowaniu hodowanych

komorek okrzemek gatunku Pseudostaurosira trainorii jonami ceru. Podejscie to

umozliwi  uzyskanie Synergicznego potaczenia unikalnych wlasciwosci
biokrzemionki (optycznych, termicznych, mechanicznych i biokompatybilnosci)

z funkcjonalnos$cig nanoczastek tlenku ceru(lV), co jest kluczowe dla ich

efektywnosci i mozliwosci aplikacyjnych w zaawansowanych technologiach.

Zadanie badawcze polegalo na optymalizacji proceséw metabolicznego

wprowadzania ceru do struktury biokrzemionkowej, badaniu wplywu réznych

warunkow hodowli, w tym pH, sktadu pozywki oraz stosunku domieszkowanych
pierwiastkoéw. Metoda ta opiera si¢ na mozliwosci wykorzystania biologicznych
zdolnosci komorek okrzemek do metabolicznego osadzania nanoczastek tlenku
ceru na powierzchni ich pancerzykow krzemionkowych, co otwiera nowe
mozliwosci zastosowania takich nanokompozytow w katalizie, biosensorach

1 medycynie. Dzigki ekologicznemu podej$ciu do syntezy opracowana technika
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faczy w sobie potencjal zréwnowazonej produkcji 1 zaawansowanej
funkcjonalnosci. [P1]

2. Zaprojektowanie i synteza nowych 3D mikro-nanostrukturyzowanych
kompozytéw na bazie polgczenia naturalnej matrycy w postaci biokrzemionki
okrzemkowej funkcjonalizowanej nanoczastkami mieszanego tlenku ceru i terbu
((Ce, Th)O2/DBi0SiO;) oraz tlenkow terbu (ThxOy/DBi0oSiOz). Etapy syntezy
zostaly tak zaprojektowane, aby w pelni wykorzysta¢ potaczenie wiasciwosci
biokrzemionki, ktora zostata uzyta, jako fotoniczna, naturalna matryca oraz
unikalnej funkcjonalnos$ci domieszkowanych tlenkow REE. W eksperymentach
zwigzanych z zakladang hipoteza skupiono si¢ na uzyskniu materiatow, ktore beda
charakteryzowa¢ si¢ specyficznymi wilasciwosciami luminescencyjnymi, wysoka
termostabilnos$cig 1 hydrofobowoscia, ze wzgledu na obecnos¢ zastosowanych
domieszek. [P2]

3. Zaprojektowanie i synteza nowych 3D mikro-nanostrukturyzowanych
kompozytéw zawierajacych w swoim sktadzie, hybrydowe potaczenie nanoczastek
chlorku srebra, metalicznego srebra oraz tlenku ceru(IV) na biokrzemionkowej
matrycy z okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii
((Ag,AgCl,Ce02)DBI0SIO2), wykorzystujac do tego celu metode chemicznego
osadzenia. Nalezy zaznaczy¢, ze synteza nanokompozytdéw zostata tak
zaprojektowana, aby nie wywiera¢ negatywnego wptywu na srodowisko naturalne,
co promuje szerzenie podejscia eco-frendly. W zwigzku z zakladanym efektem
synergii wiasciwo$ci hybrydowych nanoczgstek zawartych w otrzymanych
materiatach (zwlaszcza aktywnoS$ci antybakteryjnej), zaprojektowano badanie
wlasciwoscei antybakteryjnych wobec szczepow Gram-dodatnich Staphylococcus
aureus oraz Gram-ujemnych Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli.[P3]

4. Charakterystyka wiasciwosci zsyntezowanych 3D mikro-
nanostrukturyzowanych  kompozytow  (morfologia,  struktura, sktadem
pierwiastkowy, stabilno$¢ termiczna, wiasciwosci fotoluminescencyjne, zeta
potencjat), wykorzystujac do tego celu szereg metod instrumentalnych: SEM,
TEM, TGA, XRD, UV-Vis, ICP, FTIR czy spektrofuorymetria.[P1][P2][P3]
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4. Czes¢ eksperymentalna - Wyniki badan i dyskusja
4.1. Synteza, metodologia i charakterystyka uzyskanych materialow

4.1.1. Hodowla biomasy okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii oraz
procedura jej oczyszczania w celu wuzyskania ustrukturyzowanej

biokrzemionki okrzemkowej

Do hodowli biomasy okrzemek uzyto czysty szczep okrzemek z gatunku
Pseudostaurosira trainorii, pochodzacy z Kolekcji Kultur Glonow Battyckich Instytutu
Oceanografii Uniwersytetu Gdanskiego. Szczep ten hodowany byl w kolbach
Erlenmayera o pojemnosci 5000 mL, utrzymywanych w temperaturze okoto 25°C.
W procesie hodowli wykorzystano pozywke Guillarda F/2 oraz metakrzemian sodu
(NazSiOsx5H.0, POCH, Gliwice, Polska) w st¢zeniu 7 mg Si/L, ktory petnit role zrodta
rozpuszczalnego krzemu. Dodatkowo, zapewniono state pH medium hodowlanego na
poziomie 8,4 oraz napowietrzenie i kontrolowane oswietlenie w cyklu 12-godzinnym
dzien/noc za pomocg dwoch lamp o natezeniu 1500 lux. Hodowla biomasy okrzemek
trwala przez 12 dni.

Po zakonczeniu etapu hodowli okrzemek uzyskana biomasa zostata przefiltrowana
i poddana procesowi oczyszczania, W celu uzyskania  biokrzemionki
okrzemkowej(DBi0SiO2). Procedura ta byta prowadzona w zlewkach ptaskodennych
o objetosci 600 mL zawierajacych 30% roztwor nadtlenku wodoru (Merck, Darmstadt,
Niemcy), z wykorzystaniem mieszadta magnetycznego z grzaniem. Proces oczyszczania
prowadzony byt w temperaturze 80°C przez 4 h. Po tym okresie dodawano kilka kropel
37% HCI (Merck, Darmstadt, Niemcy), aby usunaé powstate weglany wapnia jak
i nadmiar H;O,. Powstalg zawiesing biokrzemionki pozostawiano na 24 h
w celu sedymentacji. Nastgpnie przeprowadzano dekantacje, a uzyskany materiat
ptukano wada destylowang i wirowano przez 10 min przy obrotach 10000 RPM na
wirowce Eppendorf Centrifuge 5810 R (Hamburg, Niemcy). Czynno$¢ ta powtorzono
pigciokrotnie. Uzyskang w ten sposob biokrzemionk¢ okrzemkowa suszono

w temperaturze 120°C, a nastgpnie przen0szono do sterylnych probéwek Eppendorf.
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4.1.2. Biosynteza biokrzemionki okrzemkowej metabolicznie domieszkowanej
cerem (Ce-DBioSiO») [P1]

W trakcie hodowli biomasy okrzemek nalezacych do gatunku Pseudostaurosira
trainorii, opisanego szczegdbtlowo w Rozdziale 4.1.1., dokonano wzbogacenia medium
hodowlanego o jony ceru, stosujac w tym celu azotan amonu i ceru(IV). Zainicjowano
seri¢ eksperymentow, ktoére obejmowaly regulacje pH oraz modyfikacje stosunkow
stezen krzemu do ceru. Celem tych dziatan bylo wyselekcjonowanie probek biomasy
wyrozniajacych si¢ najwigkszym przyrostem oraz znaczacg zawarto$cig procentowg ceru,
Co przedstawiono w Rozdziale 4.2.—[P1]. Po zakonczeniu procesu hodowli, biomasa

podlegata procedurze oczyszczania zgodnie z opisem zawartym w Rozdziale 4.1.1.

4.1.3. Synteza biokrzemionki okrzemkowej funkcjonalizowanej nanoczgstkami

tlenkow terbu (TbxOy,/DBi0SiOz) [P2]

Synteze kompozytow tlenki terbu/biokrzemionka okrzemkowa przeprowadzono
poprzez wprowadzenie biokrzemionki okrzemkowej (DBioSiO) do wodnego roztworu
heksahydratu chlorku terbu(lll) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy).
Synteze przeprowadzono stosujac trzy rozne stezenia jonow Tb**: 10 mg/L, 50 mg/L, 100
mg/L lub 1, 5110 % w stosunku do masy uzytej biokrzemionki okrzemkowe;.

Do 100 mL roztworu o w/w stezeniu jonow terbu dodano 100 mg biokrzemionki
okrzemkowej. Powstalg zawiesing mieszano przez 30 minut w temperaturze pokojowej,
a nastepnie zalkalizowano 1 M NaOH do pH=10. Rownanie 1 ilustruje przemiang
zachodzagcg w $rodowisku wodnym, gdzie w wyniku reakcji zasady sodowej
z heksahydratem chlorku terbu(l11) powstaje osad wodorotlenku terbu(ll1l).

ThCl; X 6H,0 (aq) + 3NaOH (aq) <
Th(OH)5 (s) + 3NaCl (aq) + 6H,0 (D

Zmiany warto$ci pH podczas trwania syntezy kompozytow zostaty zaprezentowane
w Tab.1.

Tab.1. Zmiana pH roztworu podczas kolejnych etapow syntezy

Zakladane st¢zenie jonow Poczatkowa waros¢ | Wartos¢ pH po dodaniu
terbu w kompozycie pH roztworu 1M NaOH
1 %ThbxOy/DBi0SiO: 3,48 10,36
5 %TbxOy/DBIi0SiO; 3,49 10,15
10%TbxO,/DBi0SiO> 3,67 10,09
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Po dodaniu odpowiedniej ilosci wodnego roztworu NaOH kontynuowano
mieszanie zawiesiny (300 RPM) przez 24 h w temperaturze 80°C. Uzyskany materiat
poddano wirowaniu (Wiréwka 9000, MPW-251 RPM) i pieciokrotnemu przemyciu woda
destylowang. Powstaly osad suszono w temperaturze 110°C przez 12 godzin,
a nastepnie kalcynowano w temperaturze 500°C przez 5 h. W trakcie procesu kalcynacji
zaktadano przebieg dehydratacji wodorotlenku terbu(Ill), w wyniku ktérego mozliwe jest
otrzymanie r6znych form tlenku terbu w zalezno$ci od doboru warunkéw. Mozliwy jest
rozktad wodorotlenku terbu(Ill) do TbO(OH) w temperaturze 340°C, po czym
w temperaturze 500°C generuja si¢ tlenki terbu w postaci TbxOy. Mozliwa transformacja
zostata zaprezentowana schematycznie w postaci Rownania 2 [60-62].

Th(OH)3 ——5 Thy0, + 1.5 H,0 )
dla {< 1<x<4>
<1l<y<7>

Proces syntezy kompozytow zostat opracowany z mys$la o minimalizacji wptywu
na srodowisko, co wpisuje si¢ w aktualne tendencje zréwnowazonego rozwoju i1 ekologii
w dziedzinie nauki o materialach. Postepowanie wedtug w/w etapow syntezy miato na
celu uzyskanie mieszanki tlenkoéw terbu w analizowanych kompozytach, co motywowane
byto checig eksploatacji wakancji tlenowych obecnych w strukturze tlenkéw Tb.
Obecnos¢ tych defektow strukturalnych otwiera perspektywy modulacji wtasciwosci
fotoluminescencyjnych matrycy, co ma kluczowe znaczenie dla jej ulepszenia. Obecnos¢
wakancji tlenowych moze wptywac¢ na zwigkszenie intensywnos$ci luminescencji, co
czyni ten kierunek badan obiecujagcym w kontekscie opracowywania nowych materiatow
luminescencyjnych o wysokiej wydajnosci.

Eksperymenty przeprowadzone przez Hungria 1 wsp., polegajace na chemisorpcji
tlenu 1 wymianie izotopowej pokazuja, ze domieszkowanie terbem wplywa na mobilnos¢
tlenu 1 grupowanie si¢ defektow (wakancji) na powierzchni nanoczastek. Moze to mie¢
swoj potencjalny wptyw na procesy katalityczne, takie jak np. redukcja NO [63].
Wakancje tlenowe reprezentuja rodzaj defektow strukturalnych, ktéry powszechnie
wystepuje w tlenkach metali, wlaczajac w to tlenki metali ziem rzadkich, jak na przyktad
tlenki terbu. Te defekty maja znaczacy wplyw na wlasciwosci elektryczne, optyczne oraz
magnetyczne wspomnianych tlenkow, co czgsto jest wykorzystywane do optymalizacji

wydajno$ci materiatow w réznorodnych zastosowaniach.
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4.1.4. Synteza biokrzemionki okrzemkowej funkcjonalizowanej nanoczgstkami

mieszanego tlenku Ce,Tb [P2]

Synteze kompozytow biokrzemionki okrzemkowej, zmodyfikowanej hybrydowym
polaczeniem nanoczagstek tlenku ceru i terbu, przeprowadzono przez wprowadzenie
biokrzemionki okrzemkowej do wodnego roztworu heksahydratu chlorku terbu(lll)
(Sigma-Aldrich  Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy) oraz azotanu amonu
i ceru(lV) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Niemcy). Synteze
przeprowadzono stosujac trzy rézne stezenia jonéw Tb3* oraz Ce**: 10 mg/L, 50 mg/L,
100 mg/L.

Do 100 mL o w/w stezeniu jondéw terbu i ceru dodano 100 mg biokrzemionki
okrzemkowej. Zawiesing poddawano mieszaniu przez 30 minut, a nastgpnie
alkalizowano 1 M NaOH do pH=10 (Réwnanie 3).

(NH,),Ce(NOs3)¢ (aq) + ThCl; X 6H,0 + 9NaOH (aq) <
(Ce,Tb)0, + 6NaNO; (aq) + 2NH5 + 3NaCl + zH,0 3

Zmiana warto$ci pH podczas syntezy kompozytow zaprezentowano w Tab.2.

Tab.2. Zmiana pH roztworu podczas kolejnych etapow syntezy

Zakladane stezenie jonéow | Poczatkowa wartos¢ pH | Wartos¢ pH po dodaniu
ceru i terbu w kompozycie roztworu 1M NaOH

1 %(Ce, Th)O./DBi0SiO> 3,17 10,07

5 %(Ce, Th)O2/DBi0SiO: 2,53 10,05

10%(Ce, Tb)O./DBi0SiO: 2,31 10,32

Po dodaniu odpowiedniej ilosci wodnego roztworu NaOH kontynuowano
mieszanie zawiesiny (300 RPM) przez 24 h w temperaturze 80°C. Nastepnie materiat
poddano wirowaniu (Wiréwka 9000, MPW-251 RPM) i pigciokrotnemu przemyciu woda
destylowang. Powstaty osad suszono w temperaturze 110°C przez 12 godzin, a nastepnie

poddano kalcynacji w temperaturze 500°C przez 5 h.

4.1.5. Synteza biokrzemionki okrzemkowej modyfikowanej heteroepitaksjalnie

sformowanymi Ag,AgCl,CeO; [P3]

Syntezg¢ kompozytow (Ag,AgCl,CeO2)DBioSiO2 przeprowadzono poprzez
dodanie wodnego roztworu azotanu srebra i roztworu azotanu amonu i ceru(lV) do

zawiesiny biokrzemionki okrzemkowej. Syntez¢ kompozytéw przeprowadzono przy
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uzyciu powyzszych roztwordéw azotanu srebra i azotanu amonu i ceru(IV) w dwoch
réznych stezeniach jonow Ag i Ce: 50 mg/L, 100 mg/L (lub 5 i 10%)
w stosunku do zastosowanej masy biokrzemionki okrzemkowej. Do roztworu (50 mL)
o okre$lonym stezeniu jonow srebra i ceru dodawano 100 mg biokrzemionki. Otrzymanag
zawiesing mieszano przez 30 minut, a nast¢pnie alkalizowano 0,1 M NaOH do pH=9
(Rownanie 4 1 5).
2AgNO5aq) + 2NaOH 4qy © 2NaNO3(qq) + Ag,0(s) + H,0 4)
(NH,),Ce(NO3)6(aq) + 6NaOH qq)
© 6NaNO3,q) + 2NH; () + CeOy(s) + 4H,0 (5)

Dalszg redukcje powstatego tlenku srebra przeprowadzono za pomocg nadtlenku wodoru.
Srodek redukujacy dodawano w stosunku molowym AgNO3z/H,0, wynoszacym 1:3.
Zawiesing mieszano przez kolejne 15 minut przy 300 RPM, aby catkowicie zredukowac
srebro (Rownanie 6).

AQZO(S) + HZOZ(aq) A d ZAg(S) + HZO(aq) + OZ(g) (6)

Calo$¢ mieszano przez 24 godziny w temperaturze 80°C. Nastepnie probki przemyto
picciokrotnie wodg destylowang i odwirowano (wirowka 9000, MPW-251 RPM).
Uzyskane w ten sposob osady suszono w temperaturze 110°C przez 12 godzin. Po tym

czasie uzyskane kompozyty kalcynowano w temperaturze 500°C przez 5 godzin.
4.1.6. Metody wykorzystane do charakterystyki uzyskanych kompozytow

Cechy morfologiczne uzyskanych materiatow zostaly poddane analizie przy
uzyciu:

a) skaningowego mikroskopu elektronowego SEM/FIB Quanta 3D FEG
wyposazonego w detektor sygnatu SE 1 osiagajacego zdolnos¢ rozdzielcza na poziomie
1,2 nm (Boynton Beach, FL, USA). Przed przeprowadzeniem analizy probki zostaty
pokryte nanometryczng warstwg ztota, a badania przeprowadzono w trybie zmiennej
prozni. Ponadto, w celu okres$lenia sktadu pierwiastkowego analizowanych materiatow,
postuzono si¢ skaningowym mikroskopem elektronowym (SEM, LEO 1430 VP, Electron
Microscopy Ltd, Cambridge, Wielka Brytania) sprzezonym z detektorem dyspersji
energii promieniowania rentgenowskiego (EDX) (XFlash 4010, Bruker AXS, Bremen,
Niemcy);

b) transmisyjnego mikroskopu elektronowego Tecnai Osiris. Do uzyskiwania

obrazéw metoda TEM uzyto detektora ciemnego pola (DF). W przypadku techniki STEM
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do tworzenia obrazow postuzono si¢ detektorem ciemnego pola z szerokim katem
rozproszenia (HAADF), natomiast do badan skladu pierwiastkowego zastosowano
spektrometr dyspersji energetycznej Super-X 130 eV (EDS). Proces przygotowania
probki byl ztozony 1 obejmowal kilka etapdéw: poczatkowo rozpuszczono kilka
miligram6éw materialu w etanolu (99,8% anhydrowego), po czym poddano go dzialaniu
ultradzwiekoéw przez 5 sekund. Dalej, naniesiono 5 pL tego roztworu na miedziang siatke
z warstwag weglowa z otworami (typ Lacey Cu 400 mesh). Po odparowaniu etanolu
w warunkach pokojowych, na siatce utworzyt si¢ suchy osad, ktory poddano dalszym
badaniom.

Strukture krystaliczng oraz sklad fazowy biokrzemionki okrzemkowej
1 zsyntezowanych nanokompozytoéw zbadano za pomocg metody proszkowej dyfrakcji
rentgenowskiej (XRD) przy uzyciu dyfraktometru Philips X'Pert Pro (Malvern
Panalytical Ltd, Malvern, Wielka Brytania), z wykorzystaniem promieniowania Cu-Ka
(o dhugoscei fali A = 0,1541 nm), przy napigciu anodowym 40 kV i natgzeniu pradu 30
mA. Dane z analizy XRD zostaly zebrane w zakresie katowym od 10° do 90° 20 [P1],
10°-100° [P2] oraz 5°-90° [P3], przy czym krok pomiarowy ustalono na 0,01°.

Potencjal powierzchniowy (warto$¢ potencjatu zeta-() materiatow zmierzono za
pomoca urzadzenia Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Malvern, UK). Przed
pomiarem analizowane probki zawieszano w wodzie o pH réwnym 2,03; 3,01; 5,04; 8,02;
10,02; 12,00 uzyskujac stezenie analizowanego materiatu wynoszace 0,05 mg/mL.
Ponadto probki poddano sonifikacji w tazni ultradzwickowej Polsonic przez 360 minut
w temperaturze 25°C. Do pomiaréw potencjatu zeta uzyto celi pomiarowej DTS1070.
Pomiar potencjatu zeta kazdej probki przeprowadzono trzykrotnie [P1][P3].

Stabilno$¢ termiczng zsyntetyzowanych materiatdw analizowano za pomoca
termoanalizatora Jupiter STA 449 F5 firmy Netzsch w zakresie temperatur od 29°C do
1050°C. Probki ogrzewano z szybkoécig 10°C min ! w atmosferze azotu [P1][P2].

Zastosowano spektrofotometr w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR)
(model FTIR ATR, Vertex 70, Bruker Optik, Billerica, MA, USA), wyposazony
w detektor DLaTGS oraz dyspersyjny spektrometr Ramana typu Senterra (Bruker Optik),
do identyfikacji wigzan strukturalnych i grup funkcyjnych. Procedura rejestrowania widm
FTIR obejmowata usrednianie skanéw zebranych w zakresie liczby falowej od 400 cm™

do 3500 cm™! [P1] oraz od 400 cm™! do 4000 cm™! [P2], przy rozdzielczosci 4 cm™'.
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Do pomiaru widm absorpcji UV-Vis nanokompozytdéw w stanie statym uzyto
spektrofotometru Jasco V-750 (Jasco, Hachioji-shi, Japonia). Pomiar prowadzono
w zakresie od 250 nm do 900 nm w normalnym $wietle padajacym [P1][P2].

W celu zbadania wiasciwosci fotoluminescencyjnych (PL) syntetyzowanych
kompozytéw zastosowano spektrofotometr fluorescencyjny Hitachi F-2500 (Hitachi,
Chiyoda, Japonia), wyposazony w lampg¢ ksenonowa. Widma PL rejestrowano
w temperaturze pokojowej (20°C) w atmosferze otoczenia. Pomiary przeprowadzono dla
probek statych umieszczonych w specjalnej kuwecie, przy uzyciu szczelin 2,5 nm, przy
napieciu wynoszacym 700 V 1 predkosci skanowania 300 nm/min. Pomiary wykonano
przy dhtugosci fali wzbudzenia wynoszacej kolejno: 270 nm, 420 nm oraz 800 nm [P1],
270 nm, 450 nm oraz 800 nm [P2] oraz 270 i 420 nm [P3].

Wyznaczono wartosci wydajno$ci kwantowej fluorescencji metodg wzgledng [64]
dla materiatow: 10%Ce-DBi0SiO> [P1], 8,87%ThxOy/DBioSiO; oraz
7,47%_7,95%(Ce,Th)O2/DBi0SiO, [P2]. Metoda ta polegata na poréwnaniu nieznanej
wydajnosci kwantowej badanej probki z wydajnoscia kwantowag standardowego
barwnika w spektrometrze fluorescencyjnym. Kluczowym zatozeniem metody wzglednej
jest uzyskanie identycznej wartosci absorpcji $wiatta o okreslonej dtugosci fali przez
probke 1 roztwér odniesienia. Wydajnos¢ kwantowa probki w stosunku do roztworu
wzorca mozna tatwo obliczy¢, poréwnujgc zintegrowane widma fluorescencji IF obu
roztwordw, zmierzonych w tych samych warunkach. Nalezy rowniez uwzglednié, czy dla
probki i wzorca stosowane sg te same rozpuszczalniki. Jesli nie, to nalezy wzia¢ pod

uwage wspoOtczynniki zatamania tych rozpuszczalnikéw oraz skorzysta¢ z Rownania 7.

2
IFsample nsample

(7)

nﬂ = Ny
! f 2
sample reference IFreference nreference

W celu okreslenia wydajnosci kwantowej fluorescencji przygotowano roztwory
analizowanych materiatbw w 96% r-rze etanolu (Merck, Darmstadt, Niemcy) oraz
roztwor wzorcowy, ktorym byt wodorosiarczan chininy (Satna Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Niemcy) w 0,5 M r-rze kwasu siarkowego(V1) (Merck, Darmstadt, Niemcy).
Widmo fluorescencji probki i wzorca rejestrowano przy uzyciu spektrofotometru
fluorescencyjnego Hitachi F-2500. Dlugo$¢ fali wzbudzenia dla rejestrowanych widm
wynosita 370 nm [P1] 1 362 nm [P2]. Probki kompozytéw oraz probka wzorca posiadaty
przy tej dtugosci fali identyczng absorpcje, ktora wyniosta 0,14 [P1] 1 0,132 [P2].

Uzyskane wyniki pozwolily na wyznaczenie pol powierzchni dla analizowanych probek
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1 wzorca, ktore byly niezbedne do wyliczenia wydajnosci kwantowej fluorescencji

(zgodnie z Rownaniem 7).

Witasciwos$ci antybakteryjne otrzymanych kompozytow badano za pomoca testu
minimalnego stezenia hamujacego (MIC). Metodg przeprowadzono przy uzyciu pozywki
Miller Hilton (MH), zgodnie z procedurami Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) oraz metodg mikrorozcienczen w 96-dotkowych ptytkach z rezazuryng. Do
analizy wlasciwos$ci przeciwbakteryjnych analizowanych kompozytow wykorzystano
szes¢ szczepoOw bakterii. Trzy z nich to szczepy bakterii fotogennych pozyskane
z kolekcji Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych Technologii (CMITC),
natomiast trzy pozostate pochodzg z kolekcji American Type Culture Collection (ATCC).
Analizowane szczepy CMITC to: Staphylococcus aureus ATCC 33591 THL (DFI),
Klebsiella pneumoniae 9295-1 CHB (WI1), Escherichia coli MB 11464-1 CHB (WI). Skrot
DFI oznacza szczep wyizolowany z infekcji stopy cukrzycowej, natomiast WI odnosi si¢
do szczepu wyizolowanego z zakazenia rany. Szczepy z kolekcji ATCC wykorzystane
w analizie wlasciwosci antybakteryjnych kompozytéw to: Staphylococcus aureus ATCC
700699, Klebsiella pneumonia ATCC 10031, Escherichia coli ATCC 10031. W celu
przeprowadzenia testu MIC komorki bakteryjne wprowadzono do pozywki MH na 24
godziny w 37°C. Naste¢pnie na 96-dotkowych ptytkach (Sigma Aldrich, Poznan, Polska)
zmieszano wyhodowany szczep bakteryjny (1x106 CFU/mL) 1 rézne stezenia
analizowanych materialow. Kolejno, do kazdej studzienki na ptytce dodano 12 pL
zestawu do badan toksykologicznych in vivo opartego na rezazurynie (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Warto§¢ MIC okreslano poprzez zmiang¢ koloru wskaznika

z niebieskiego na rozowy [P3].
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4.2. Zastosowanie  metabolicznej insercji do  funkcjonalizacji
biokrzemionki okrzemkowej poprzez nanoczastki tlenku ceru [P1] —

dane nieopublikowane

Niniejszy rozdzial przedstawia nowatorskie podej$cie do syntezy materiatu poprzez
metaboliczne domieszkowanie biomasy pozyskanej z okrzemek z gatunku
Pseudostaurosira trainorii domieszkowanej cerem. Skupiono si¢ W nim na insercji
uzyskanych nanoczastek (ang. nanoparticles, NPs) tlenku ceru(lV) w struktury
biokrzemionki okrzemek, wykorzystujac ich naturalne procesy biologiczne do tworzenia
nanokompozytdéw z potencjalnym zastosowaniem w katalizie, biosensorach 1 medycynie.
Wykorzystujac wrodzone zdolnos$ci okrzemek jako ,,mikrotechnologow”, metoda
metabolicznego domieszkowania zapewnia ekologiczng Sciezke syntezy, jednocze$nie
umozliwiajac precyzyjna kontrole nad dystrybucja i ilo$cia powstajacego CeO:>
w krzemionkowych pancerzykach. Funkcjonalizacja biokrzemionki okrzemkowej
nanoczastkami tlenku ceru(lV) nie tylko oferuje zrbwnowazong metode ich produkcii,
ale takze zapewnia ich jednorodne rozmieszczenie 1 duzg powierzchni¢ wlasciwa, ktore
sa kluczowe dla funkcjonalnosci NPs w réznych zastosowaniach. Innowacyjna technika,
jaka jest metaboliczne domieszkowanie, umozliwita potaczenie unikalnych wiasciwosci
biokrzemionki 1 funkcjonalnosci CeOz. Uzyskany materiat zostal poddany szerokiej

charakterystyce co jest tematem niniejszego rozdziatu.

4.2.1. Kinetyka przyrostu biomasy i sorpcji sktadnikow medium hodowlanego
okrzemek (Si, N, P i Ce)

Na Rys.1 przedstawiono dane dotyczace badania rownowagi wbudowywania ceru
do komorek okrzemek oraz ilosci pozyskiwanej biomasy okrzemek z gatunku
Pseudostaurosira trainorii przypadajace na ostatni, 12 dzien hodowli. Badania te zostaty
przeprowadzone w trzech seriach eksperymentalnych (Rys.1.A, B i C). W celu
standaryzacji pomiaréw kinetyki biomasy domieszkowanej cerem wykorzystano pomiary
McFarlanda, stosujac odpowiedni przelicznik, wyznaczony we wczesniejszych pracach
[65,66]. Jako punkt odniesienia do okreslenia wptywu poszczegdlnych czynnikéw na
ilo§¢  pozyskiwanej biomasy wykorzystano wydajno$¢ procesu  hodowli
niedomieszkowanych komorek okrzemek wynoszaca 0,39 mg/L (linia zielona).

W ramach eksperymentu przedstawionego w czgsci A (Rys.1) dokonano analizy

wptywu zmiany pH na ilo$¢ pozyskiwanej biomasy okrzemek. Wigkszos¢ gatunkow
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okrzemek preferuje takie medium hodowlane, ktorego warto$§¢ pH oscyluje pomiedzy
7 a 9 [67,68]. Sugeruje to, ze optymalizacja tej wartosci ma kluczowe znaczenie
w procesie efektywnego namnazania komoérek okrzemek. Prawdopodobnie wynika to
z faktu, iz odpowiednia wartos¢ pH ma duzy wplyw na zachowanie efektywnos$ci
procesow biologicznych na poziomie komorkowym [68]. W zwiazku z powyzszym,
warto$ci pH przyjete do eksperymentu A wynosza odpowiednio: 7.40, 8,20 oraz 8,95.
Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego krzemu wynosito 7,0 mg Si/L, natomiast
poczatkowe stezenie rozpuszczalnego ceru wynosito 3,5 mg Ce/L.

Analizujac przedstawione wyniki na Rys.1.A zauwazono, ze niezaleznie od
warto$ci pH medium hodowlanego, ilo$¢ biomasy w ostatnim dniu hodowli przewyzszata
warto$¢ referencyjng (co dotyczyto wszystkich serii). Dodatkowo, zaobserwowano
wzrost ilosci uzyskiwanej biomasy wraz ze wzrostem wartosci pH medium hodowlanego,
az do osiggnigcia granicznej wartosci pH rownego 8,2, po ktorej nastgpowal spadek
liczby komoérek w biomasie. Wynika z tego, ze optymalng wartoscig pH, prowadzaca do
osiggniecia maksymalnej wydajnosci procesu hodowli, jest wartos¢ pH réwna 8,2.
Otrzymane wyniki potwierdzajg dane literaturowe [67], w ktorych jako optymalne
wartosci pH do hodowli mikroalg uznano wartosci pH od 8,2 do 8,9. Ponadto zauwazono,
ze wraz ze wzrostem pH do wartosci 8,2, zwigkszala si¢ ilo$¢ inkorporowanego ceru
w komorkach okrzemek. Z tego powodu warto$¢ pH = 8,2 zostata wybrana do dalszych
eksperymentéw jako warto$¢ najbardziej optymalna, taczaca najwicksza wydajnosé
procesu hodowli biomasy z najwigksza iloscig zainkorporowanego ceru do komorek
okrzemek.

Rys.1.B i Rys.1.C obrazuja wyniki eksperymentow, w ktorych analizowano wptyw
r6éznych stosunkow masowych Ce:Si na wydajno$¢ procesu hodowli biomasy okrzemek.
Seria przedstawiona na Rys.1.B sktadata si¢ z siedmiu testow, w ktorych stosunki
masowe Ce:Si wynosity odpowiednio: 1:2, 1:5, 1:10, 1:15, 1:17,5, 1:20 i 1:22,5.
Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego ceru wynosito 3,5 mg Ce/L 1 byto warto$cig statg
we wszystkich testach. Stezenie rozpuszczalnego krzemu w medium hodowlanym
zmienialo si¢ w zaleznosci od testow 1 wahato si¢ od 7 mg Si/L do 78,75 mg Si/L. Wartos¢
pH medium hodowlanego wynosita 8,2 dla wszystkich testéw. Dobdr wartos$ci pH byt

efektem przeprowadzonych do§wiadczen w eksperymencie 1A.
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Rys.1. Zaleznos¢ ilo$ci uzyskanej biomasy przypadajacej na ostatni dzien prowadzenia
eksperymentu od: (A) wartosci pH, (B, C) stosunku Ce:Si w odniesieniu do zawarto$ci
(%wag.) ceru w biomasie okrzemek (linia niebieska). Referencyjna warto$¢ ilosci
biomasy niedomieszkowanych komorek okrzemek zostata oznaczona linig zielong. Za
pomoca czerwonego prostokata zostaly oznaczone kluczowe eksperymenty dla
poszczegblnych serii

Analizujac uzyskane wyniki testow, przedstawione na Rys.1.B zauwazono, ze
wzrost stezenia krzemu w pozywce powoduje wzrost iloSci pozyskiwanej biomasy.
Wzrost ten nastgpuje do momentu osiggniecia st¢zenia granicznego przy stosunku

Ce:Si=1:20, powyzej ktérego obserwuje si¢ spadek wydajnosci procesu hodowli.
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Sugeruje to, ze istnieje pewne dopuszczalne stezenie krzemu, ktérego przekroczenie
powoduje zmniejszenie ilosci wbudowywanego krzemu we frustule okrzemek, a co za
tym idzie, zmniejszenie liczby komorek w biomasie okrzemek [69]. Dodatkowo, wyniki
uzyskane w eksperymencie B wskazujg, iz nie jest mozliwe zaobserwowanie
bezposredniej korelacji miedzy zwigkszeniem stgzenia krzemu a wzrostem wchlaniania
ceru przez okrzemki. Wskazuje to na ograniczong zdolno$¢ komorek do inkorporacji ceru
przy wysokich stezeniach krzemu w medium hodowlanym.

Seria przedstawiona na Rys.1.C przedstawia wyniki dotyczace serii dziesigciu
wartosci stosunkow masowych Ce: Si, w ktorych dominujacym st¢zeniem bylo stezenie
ceru w stosunku do stezenia krzemu. Wartos$ci tychze stosunkow wynosity odpowiednio
2:1, 4:1, 6:1, 81, 10:1, 12,5:1, 15:1, 17,5:1, 20:1 i 22,5:1. Poczatkowe stezenie
rozpuszczalnego krzemu w medium hodowlanym wynosito 3,5 mg Si/L 1 bylo
niezmienne dla wszystkich testow. Poczatkowe stezenie rozpuszczalnego ceru byto
zmienne w zaleznosci od testu i wahato si¢ od 7 mg Ce/L do 78,75 mg Ce/L.

Obserwuje sie, ze ilos¢ uzyskiwanej biomasy maleje wraz ze wzrostem stezenia
ceru w pozywce hodowlanej, co jest zgodne z rezultatami uzyskanymi w eksperymencie
B. Ten spadek ilosci uzyskiwanej biomasy jest zauwazalny do momentu, gdy poczatkowe
stezenie ceru w pozywce hodowlanej wynosi 52,5 mg Ce/L. Przekroczenie tej wartosci
powoduje gwaltowny wzrost ilosci pozyskiwanej biomasy (Ce:Si 17,5:1), po ktérym
nastepuje ponowny spadek. Analiza wynikow dotyczacych zawartosci inkorporowanego
ceru w zaleznosci od jego stezenia w pozywce hodowlanej wykazuje, ze wraz ze
wzrostem ilosci ceru w pozywce wzrasta 1lo$¢ ceru absorbowanego przez komorki, co
zachodzi do momentu, gdy stezenie ceru w pozywce osigga warto$¢ 21 mg Ce/L. W tym
punkcie zawarto$¢ ceru w komorkach okrzemek osigga maksimum (9,25 %wag.). Wzrost
stezenia ceru w pozywce do 52,5 mg Ce/L powoduje spadek ilosci ceru inkorporowanego
do okrzemek, widoczny do momentu wzrostu poczatkowego stezenia Ce do poziomu 70
mg Ce/L. W tym punkcie ponownie obserwuje si¢ nieznaczny wzrost zawartosci ceru
w komorkach okrzemek.

W wyniku powyzszych eksperymentow dotyczacych optymalizacji pH oraz
stosunku stezenia ceru do krzemu, wybrano reprezentatywny materiat, ktory stanowi
kompromis pomigdzy ilosciag uzyskiwanej biomasy a zawartoscig ceru w komoérkach
okrzemek. Ten wybrany materiat to biomasa domieszkowana jonami ceru
o poczatkowym stezeniu 21 mg Ce/L (przy poczatkowym stezeniu krzemu 3,5 mg Si/L),

poddana dalszym analizom, ktorych wyniki opisano w niniejszym artykule.
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Na Rys.2 przedstawiono zmiany w stezeniu fosforanow, azotandow, krzemionki
oraz ceru w trakcie 12-dniowej hodowli okrzemek domieszkowanych jonami ceru
o poczatkowym stezeniu 21 mg Ce/L. Zawarto$¢ wymienionych sktadnikow w medium
hodowlanym zostata zbadana za pomocg testow fotometrycznych oraz techniki ICP-MS.
Analiza uzyskanych danych dotyczacych tempa pobierania sktadnikow odzywczych
z medium hodowlanego wykazala, ze intensywna absorpcja fosforu, azotu, krzemu oraz
ceru nastgpuje w pierwszych kilku dniach hodowli. Te obserwacje koreluja z danymi
literaturowymi, ktore podkreslaja, ze faze gwaltownego wzrostu mikroalg czesto
obserwuje si¢ na wczesnym etapie ich rozwoju [70,71]. W tym okresie dostgpno$é
sktadnikow odzywczych nie stanowi ograniczenia dla intensyfikacji procesow
biologicznych mikroalg. Z biegiem czasu, gdy tempo podziatow komorkowych mikroalg
maleje, nastgpuje kumulacja ich biomasy, ktora trwa do momentu, kiedy sktadniki
odzywcze w medium zaczynaja ogranicza¢ wzrost komorek okrzemek, prowadzac do
osiggniecia fazy stacjonarnej.

Rys.2.A ilustruje stopniowe obnizanie si¢ st¢zenia fosforandow, ktére osigga
warto$¢ ponizej granicy wykrywalnosci na koncu okresu hodowlanego (spadek stezenia
z poziomu okoto 4 mg/L do bliskiego zeru w 12 dniu). Rys.2.B ukazuje zmiany
w stezeniu azotandw, ktore utrzymujg si¢ na staltym poziomie ok. 70 mg/L przez
wiekszos¢ analizowanego okresu. Stabilno$¢ stezenia azotandw moze by¢ skutkiem
specyfiki wykorzystanego kompleksu ceru. Rys.2.C przedstawia zmiang¢ stezenia
krzemionki - kluczowego sktadnika niezbednego do syntezy S$cian komorkowych
okrzemek. Systematyczne obnizanie si¢ st¢zenia SiO2 moze wskazywac na aktywny
wzrost oraz intensywng budowe nowych komorek. Rys.2.D demonstruje absorpcje ceru
przez okrzemki, gdzie wyrazny spadek stezenia tego pierwiastka zaobserwowano po
sz6stym dniu eksperymentu. Zbiezno$¢ dynamiki absorpcji ceru z krzemem sugeruje

analogiczne mechanizmy pobierania tych pierwiastkow przez komorki okrzemek.
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Rys.2. Kinetyka pobierania sktadnikow odzywczych: (A) fosforu, (B) azotu, (C) krzemu
1 (D) ceru przez komorki okrzemek z medium hodowlanego

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze faza intensywnego wzrostu komorek okrzemek
charakteryzuje si¢ wysokim zapotrzebowaniem na sktadniki odzywcze, ktére sa
efektywnie wykorzystywane do rozbudowy struktur komérkowych. Ponadto, wyniki te
podkreslaja znaczenie odpowiedniej dostepnosci pierwiastkow w medium hodowlanym

dla optymalizacji wzrostu komoérek okrzemek.
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4.2.2. Badania SEM i SEM-EDX zsyntetyzowanych materiatéw kompozytowych

Na Rys.3 przedstawiono przeglad mikrofotografii SEM oraz wynikow analizy EDX
czystej biokrzemionki pochodzacej z okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii

oraz biokrzemionki domieszkowanej jonami ceru.
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Rys.3. Zdjecia skaningowej mikroskopii  elektronowej  niedomieszkowanej
biokrzemionki okrzemkowej (A-B) i biokrzemionki domieszkowanej jonami ceru (C-D)
wraz z wynikami analizy skladu pierwiastkowego i ich rozmieszczenia (E-F)
w analizowanych materialach

Poréwnujac morfologi¢ frustul modyfikowanych jonami ceru (Rys.3.C-D)
z frustulami niedomieszkowanymi (Rys.3.A-B) mozna zauwazy¢, ze pomimo procesow
modyfikacji, misternie zdobiona, trojwymiarowa struktura okrzemkowych pancerzykow

zostala zachowana wraz z jej symetrig i regularnoscig elementow strukturalnych [65,72].
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Wskazuje to, ze pod wptywem jondéw ceru specyficzna struktura oraz owalny ksztalt
frustuli pozostaly nienaruszone, co sugeruje wysoka stabilno§¢ strukturalng frustuli
w obecnosci ceru. Analiza SEM-EDX potwierdzita, ze czyste frustule okrzemek sktadaja
si¢ z tlenu i krzemu, natomiast frustule domieszkowane jonami ceru — z tlenu, krzemu
i ceru.

Obecno$¢ w modyfikowanych pancerzykach Si, O i Ce sugeruje, iz powstate
struktury cerowe s bezposrednio zwigzane z powierzchnig okrzemkowej frustuli, mimo
wytrawiania roztworem H,O> i HCI. Wiazanie to prawdopodobnie wynika z potaczenia
grup silanolowych z tlenkami ceru. Zawartos¢ ceru w probee Ce-DBioSiO2 wynosita 10%
wagowych, co determinuje nazewnictwo probki domieszkowanej, wykorzystywane
w dalszej czgsci pracy (10%Ce-DBioSiOz). Niewielka ilos¢ wegla w obu materiatach
moze by¢ zwigzana z pozostatoSciami czgsci organicznej w strukturze biokrzemionki, jak
roOwniez z wysokim poziomem szumu tta od weglowego podtoza stosowanego w analizie
EDX. Rys.3.E-F przedstawia mapy dystrybucji pierwiastkow wchodzacych w sktad
analizowanych materiatlow. Rys.3.E przedstawia rozmieszczenie krzemu i tlenu w czystej
biokrzemionce okrzemkowej, natomiast Rys.3.F obrazuje rozmieszczenie krzemu, tlenu
1 ceru w probce biokrzemionki domieszkowanej jonami ceru. Nalezy zauwazy¢, iz w obu
zaprezentowanych przypadkach rozmieszczenie w/w pierwiastkow jest rOwnomierne

i powtarzalne.
4.2.3. Analiza materiatow za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej

Na Rys.4 zaprezentowano szczegOtowy przeglad morfologii 1 struktury
biokrzemionki okrzemkowej domieszkowanej jonami ceru (10%Ce-DBioSiO,). Rys.4.A
przedstawia skomplikowang strukture frustuli okrzemek. Widoczna jest architektura
calego okrzemkowego pancerzyka, a takze szczegéOly struktury sieci porow [72,73].
Nalezy zauwazy¢, ze dodatek ceru do DBi0SiO2 nie wykazuje toksycznego wplywu na
ksztalt oraz struktur¢ okrzemkowych frustul. Podobnie jak w pracy Bour i in. nie
zaobserwowano efektow deformacji czy wypaczenia powierzchni pancerzyka, ktore

mogtyby prowadzi¢ do nieregularnosci w jego strukturze [74].
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Rys.4. Obrazy TEM kompozytu 10%Ce-DBioSiO2: (A) - pojedyncza frustula pokryta
klastrami nanoczastek ceru, (B i C) - powigkszenia wybranych fragmentéw frustuli
okrzemki, (D) - powigkszenie aglomeratu/klastra utworzonych nanoczastek, (E) - obraz
STEM rozmieszczenia NPs na frustule, (F) - mapowanie TEM-EDX rozmieszczenia ceru,
(G) - widok HR-TEM pojedynczej nanoczastki ceru, (H) - obraz HRTEM nanoczgstek
ceru, oraz (I-L) - SAED pojedynczych nanoczastek

Rys.4.B, 4.C, 4.E i 4.F obrazujg rozmieszczenie otrzymanych nanoczastek CeOz,
wykazujacych sie nieregularnym, quasi-sze$ciennym ksztaltem. Widocznym jest, iz
powstate cerowe NPs sg réwnomiernie rozmieszczone na catej biokrzemionkowej
matrycy. Obecno$¢ nanoczastek zostata potwierdzona w obrebie calej okrywy, zarowno
na jej brzegach, w cze$ci centralnej oraz w porach. Rys.4.D przedstawia przykladowy
agregat nanoczastek wystepujacych w materiale, w ktorym mozna dostrzec pojedyncze
formy krystaliczne. Rozmiar wystepujacych na powierzchni frustuli agregatow z NPs

oscyluje w okolicach 100 nm. Podobne rezultaty w swojej pracy opisali Quian i in., ktorzy
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otrzymali agregaty o rozmiarach ok. 100 nm, sktadajace si¢ z wielu wzajemnie
potaczonych nanoczastek cerowych [75]. Tendencja do samoorganizacji w wigksze
struktury jest typowym zjawiskiem wsrdd nanoczastek, ktore jest czgsto przypisywane
silnym oddziatywaniom van der Waalsa [76]. Rys.4.G ukazuje pojedyncza, dobrze
zdefiniowana, quasi-Sze$cienng nanoczastke cerii o rozmiarach 20 nm. W naszej
poprzedniej pracy, za pomoca chemicznej redukeji prekursora jondw ceru, uzyskaliSmy
nanoczastki CeOz 0 rozmiarach od 3 —5 nm [77]. Wskazuje to jednoznacznie, ze metoda
syntezy nanoczastek bezposrednio wpltywa na ich rozmiar.

Na Rys.4.H zaprezentowano zdjecie HR-TEM oktaedrycznych nanokrysztalow
cerii [78], na ktérym widoczne sg prazki sieciowe CeOz. Struktura krystaliczna
nanoczgstek CeO», wraz z wyznaczonymi odlegtosciami miedzy ptaszczyznami zostata
przedstawiona na Rys.4.1-L. Rozstaw prazkow sieciowych o dlugosci 0,3 nm odpowiada
odstepowi d ptaszczyzny {111} [79], natomiast rozstaw prazkow sieciowych o dlugosci
0,19 nm charakteryzuje ptaszczyzne krystaliczng {220} [80]. Wartosci te sa
charakterystyczne dla struktury fcc CeO, [81].

4.2.4. Analiza dyfrakcji rentgenowskiej badanych materiatow

Rys. 5 przedstawia wyniki rentgenowskiej analizy strukturalnej dwoch probek:
probki A (biokrzemionki domieszkowanej CeO2NPs - 10%Ce-DBioSiO) i probki B
(niedomieszkowanej biokrzemionki z okrzemek gatunku Pseudostaurosira trainorii -
DBioSiO2). W obu probkach zaobserwowano szeroki pik od 15° do 30° kata 20,
odpowiadajagcy amorficznej formie krzemionki, reprezentowanej przez opal-A
(RRUFF ID: R060653). Wyniki te sg zgodne z wnioskami opisanymi przez Sprynskiego
i in. w odniesieniu do biokrzemionki otrzymanej z okrzemek gatunku Pseudostaurosira
trainorii [65]. Wyniki XRD dla probki A wskazujg, ze mozliwe jest okreslenie pikow dla
wartosci kata 20 27,36°; 33,57°; 46,40° 1 56,52°. Niezidentyfikowane piki dyfrakcyjne
nie pasuja do typowych pikow dla krzemianoéw, weglanow lub wodorotlenkow 1 nie

znajduja odpowiednikdéw w istniejagcych bazach danych.
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Rys.5. Wyniki analizy XRD kompozytu 10%Ce-DBioSiO: (A) i czystej biokrzemionki
okrzemkowej DBioSiO; (B)

Porownanie widma XRD biokrzemionki domieszkowanej nanoczastkami CeO>
z widmem referencyjnym ujawnia niewielkie przesuni¢cia wartosci kata 26
charakterystycznych pikéw formy krystalicznej w stosunku do odpowiadajacej im
substancji w analizowanym materiale. Przesuniecia te prawdopodobnie wynikajg ze
ztozonosci powstalego materiatu. Zrozumienie, w jaki sposdb rozmiar nanoczastek
1 zlozono$¢ struktury materialu wplywaja na dyfraktogramy XRD w kontekscie
charakterystyki materiatow w skali nano- za pomocga dyfrakcji rentgenowskiej proszkow,
ma zasadnicze znaczenie. Zmniejszenie rozmiaru krysztatlow prowadzi do poszerzenia
pikow dyfrakcyjnych, dobrze opisanego rownaniem Scherrera, co wptywa na precyzje
okreslania warto$ci 20, co ma kluczowe znaczenie w analizie nanoczastek. Preferencyjna
orientacja czastek, wynikajaca z ich nieregularnych ksztattow, jest kolejnym czynnikiem,
ktory moze wplywa¢ na intensywno$¢ i potozenie pikéw na dyfraktogramie XRD.
Ztozonos¢ strukturalna badanego materiatu jest dodatkowym czynnikiem komplikujacym
interpretacj¢ wynikéw XRD. Poréwnanie wynikéw XRD z symulowanymi lub
standardowymi wzorcami dyfrakcyjnymi moze pomdéc w identyfikacji faz
krystalicznych. Nalezy jednak pamigta¢ o potencjalnych réznicach wynikajacych

z czynnikow takich jak wielkos$¢ czastek lub orientacja [81].
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Uzyskany dyfraktogram rentgenowski dla kompozytu Ce-DBioSiO, wykazuje
nieznaczne przesuni¢cie pikow dyfrakcyjnych dla kata 20 w pordéwnaniu do tych
przedstawionych dla wzorca. Moze to by¢ spowodowane kurczeniem si¢ sieci CeOz, CO
jest zwigzane ze zmianami dtugosci wigzan CeO 1 generowanymi znieksztalceniami.
Zatozenie to jest zgodne z doniesieniami literaturowymi opisujacymi, na przyktad,
domieszkowanie CeO2NPs innymi pierwiastkami, takimi jak kobalt, co doprowadzito do
deformacji sieci krystalicznej nanoczastek, w konsekwencji wptywajac na parametry
komorki elementarnej 1 powodujac przesunigcie pikow w kierunku wyzszych wartosci 20
[82,83]. Prawdopodobng przyczyng deformacji sieci krystalicznej w otrzymanych
nanoczgstkach CeO; moze by¢ ich synteza na ztozonej matrycy ( uwodnionej amorficznej
biokrzemionce), proces czyszczenia (przy uzyciu H202 i HCI) oraz zastosowanie
temperatury (podczas suszenia materiatu). Badania adsorpcji i rozktadu H202 na r6znych
modelach powierzchni CeO; (111) wykazaty, ze nadtlenek wodoru zaadsorbowany na
powierzchni ceru moze heterolitycznie dysocjowac, tworzac dwie grupy hydroksylowe
w dwoch sgsiednich miejscach Ce [84]. Adsorpcja nadtlenku wodoru wplywa rowniez na
stezenie Ce®* na powierzchni CeO; [85]. Generowanie dodatkowych wigzan
wodorowych wraz z tworzeniem grup hydroksylowych i wakancji tlenowych na
powierzchni CeO; pod wptywem H20, (stosowanego do oczyszczania biokrzemionki)
znajduje w pewnym stopniu odzwierciedlenie w parametrach strukturalnych
utworzonych nanoczgstek tlenku ceru. Znaczacy wzrost uwodnienia biokrzemionki
z domieszka ceru w porownaniu do czystej biokrzemionki, wykryty na podstawie danych

analizy termograwimetrycznej, moze wynika¢ z tych samych powodow.
4.2.5. Analiza termograwimetryczna

Na Rys.6 zaprezentowano wyniki analizy termograwimetrycznej (TG) dla probki
biokrzemionki okrzemkowej (DBioSiO) i probki materiatu domieszkowanego cerem
(10%Ce-DBi0SiO2). Analiz¢ TG przeprowadzono w atmosferze azotu, analizujac
stabilno$¢ termiczng oraz mechanizmy degradacji w/w materiatow w zakresie temperatur
od 29°C do 1050°C. Dla obu analizowanych probek mozna zauwazy¢ trzy etapy ubytku
masy, wystepujace przy nastepujacych przedziatach temperatur: I etap - od 29°C do
160°C, 1l etap — od 160°C do 500°C oraz I11 etap — od 500°C do 900°C. Pierwszy etap
ubytku masy w probkach wiaze si¢ z ich dehydratacja, czyli usuwaniem fizycznie

zwigzanych molekul wody z powierzchni probek.
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Rys.6. Krzywe tremograwimetryczne probek DBioSiO, (linia granatowa) oraz
10%Ce-DBi0SiO: (linia czerwona)

Pozostate dwa etapy ubytku masy wynikaja z procesu dehydroksylacji, w ktorej
uwalniane sg grupy -OH. Prowadzi to do powstania wigzan wodorowych migdzy
atomami tlenu, czego wynikiem jest formowanie si¢ czasteczek wody, ktora nastepnie
odparowuje. W przypadku materialéw krzemionkowych, proces ten dotyczy zwykle
rozbicia wigzan Si-OH, prowadzgc do kondensacji i tworzenia nowych wigzan Si-O-Si
[86,87]. Calkowita utrata masy probki DBioSiO2 wynosi 11,81% natomiast catkowity
ubytek masy materialu z dodatkiem ceru wynosi 16,70% (do temperatury 900°C)
Wskazuje to na wysokg stabilno$¢ termiczng obu materiatéw w wysokich temperaturach.
Widocznym jest, iz 10%Ce-DBioSiO, wykazuje wigkszy ubytek masy na etapie
dehydratacji  (8,64%) anizeli niedomieszkowana  biokrzemionka  (4,48%).
Prawdopodobnie wynika to ze ztozonej struktury materialu domieszkowanego, w ktore;j
to interakcje pomigdzy nanoczastkami CeO2 a matrycag biokrzemionkowa moga
umozliwia¢ tworzenie dodatkowych miejsc do adsorpcji wody, powodujac tym samym
wiekszy ubytek masy podczas wstepnego etapu ogrzewania [88,89]. Przeprowadzenie
procesu kalcynacji w przedziale temperatur wynoszacym 400-800°C moze prowadzi¢ do
uzyskania dobrze skrystalizowanych nanoczastek CeQO2, cechujacych sie

hydrofobowoscia [90,91]. Podczas analizy TG, hydrofobowo$¢ CeO2NPs moze
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przyczynia¢ si¢ do zmiany wiasciwosci adsorpcyjnych i desorpcyjnych materiatéw,
w ktoérych sktad wchodza, wpltywajac bezposrednio na zmiany ubytku masy w trakcie
ogrzewania probki. W materiatach posiadajacych skrystalizowane, hydrofobowe
nanoczastki CeO2NPs, ubytek masy zwigzany z odwodnieniem moze pojawi¢ si¢ przy
nizszych temperaturach lub by¢ bardziej intensywny, niz w materiatach nie posiadajacych
domieszek cerowych [92-95], co zaobserwowano na Rys.6. W wyzszych temperaturach
ubytek masy jest podobny dla obu probek i wynosi 2,84% dla DBioSiO» oraz 2,62% dla
10%Ce-DBio0SiO:x.

4.2.6. Pomiary potencjatlu zeta

Stabilnos¢ elektrokinetyczna materiatu zostata oceniona poprzez pomiar potencjatu
zeta (C-potential) w zakresie pH od 1 do 12. Rys.7 przedstawia zalezno$¢ wartosci
potencjatu zeta od pH dla czystej biokrzemionki oraz biokrzemionki okrzemkowe;j
funkcjonalizowanej CeO>NPs. Obserwuje si¢, ze w badanym zakresie pH wartos¢
potencjatu zeta maleje wraz ze wzrostem pH dla obu probek (od wartosci +6,89 mV przy
pH=1 do —58,11 mV przy pH=12). Ten spadek moze by¢ wynikiem post¢pujacej
deprotonacji grup silanolowych (Si-OH <> SiO~ + H"), co prowadzi do zwiekszenia
ujemnego tadunku powierzchniowego czastek [96].
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Rys.7. Wykres zalezno$ci potencjatu zeta od pH dla probek: DBioSiO- (linia granatowa)
oraz 10%Ce-DBioSiO- (linia czerwona)

Dodatek ceru do biokrzemionki prowadzi do obnizenia jej potencjatu zeta,
szczegllnie widocznego dla pH > 6. Ponadto, warto zauwazy¢, ze punkt izoelektryczny
(IEP) dla czystej biokrzemionki znajduje si¢ przy pH = 2. Jest to bezposredni efekt

polarnego $rodowiska pomiarowego [97], co prowadzi do kwasnego charakteru
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powierzchniowych grup silanolowych. Dodatek jonéw ceru przesuwa wartos¢ IEP do
pH =4, co jest wynikiem zmiany tadunku powierzchniowego biokrzemionki po adsorpcji
nanoczastek tlenku ceru(IV) [98]. Dodatkowo, IEP materialu domieszkowanego
zlokalizowany przy pH ~ 4 jest charakterystyczny dla nanoczastek CeO; otrzymanych za
pomoca chemicznych metod syntezy [98]. Powyzej pH = 10 zaobserwowano znaczacy
spadek warto$ci potencjatu zeta dla wszystkich badanych materialdow, co jest
prawdopodobnie spowodowane deprotonacja wszystkich grup hydroksylowych na
powierzchni pancerzykéw okrzemek [99]. Wzrost ujemnej wartos$ci potencjatu zeta
biokrzemionki domieszkowanej nanoczgstkami CeO, w poroéwnaniu do czystej
biokrzemionki moze by¢ wynikiem wigkszej powierzchni wlasciwej biokrzemionki ze

wzgledu na obecnos¢ nanoczastek.
4.2.7. Widma FTIR

Rys.8 przedstawia widma FTIR biokrzemionki domieszkowanej jonami ceru
(10%Ce-DBi0SiOy) oraz biokrzemionki niedomieszkowanej (DBioSiO2). Widocznym
jest, iz oba widma zawierajg charakterystyczne pasma absorpcji przy 448, 800
i 1061 cm' zwigzane z drganiami walencyjnymi i deformacyjnymi wigzan

siloksanowych Si-O-Si obecnych w amorficznej krzemionce [100,101].
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Rys.8. Widma FTIR dla probek niedomieszkowanej biokrzemionki (linia granatowa)
oraz biokrzemionki domieszkowanej jonami ceru (linia czerwona)

W przypadku materiatu domieszkowanego, maksimum piku absorpcji przy 448

cm ! moze dodatkowo wynika¢ z wigzan Ce-O w fazie CeO> [102]. Ponadto, w obu
widmach mozna zidentyfikowaé pasma absorpcji przy 1627 i 3000-3500 cm™' co jest

efektem drgan walencyjnych i deformacyjnych O-H wystgpujacych zaréwno w wodzie
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molekularnej, jak i w hydratowanych formach biokrzemionki. Dodatkowo, w obu
widmach zaobserwowano pasmo absorpcji przy 945 cm ! wskazujace na obecno$é

wigzania silanolowego Si-OH, typowego dla okrzemek morskich [103].
4.2.8. Wlasciwosci fotoluminescencyjne

Rys.9 prezentuje widma absorpcji UV-Vis dla probki niedomieszkowanej
biokrzemionki okrzemkowej (linia granatowa) oraz dla biokrzemionki okrzemkowej
domieszkowanej CeO2NPs (linia czerwona). W wyniku analizy spektrofotometrycznej
UV-Vis w zakresie od 250 nm do 900 nm zaobserwowano plaski profil absorpcji
w przypadku prébki DBioSiO,. Takie zjawisko wskazuje na ograniczong aktywnos¢
elektronowa biokrzemionki okrzemkowej w badanym zakresie.
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Rys.9. Widma absorpcji UV-Vis DBioSiO; i 10%Ce-DBioSiO;

W przeciwienstwie do probki DBioSiO2, probka 10%Ce-DBioSiO2 wykazuje
wyrazny pik absorpcji przy nizszych dhugoéciach fali. Swiadczy to o istnieniu
charakterystycznych przej$¢ elektronowych zwigzanych z obecnoscig nanoczastek CeOq,
ktore wprowadzaja nowe poziomy energetyczne w przerwie energii wzbronionych.
Absorpcja $wiatta przez biokrzemionke domieszkowanej cerem zaczyna si¢ ponizej 400
nm, co jest charakterystyczne dla przejs¢ elektronowych Ce w tych obszarach.
Wystepujace szerokie pasmo w zakresie od ~260 nm do ~375 nm (z maximum piku przy
315 nm) moze odpowiada¢ transferowi tadunku (CT) z orbitali 2p tlenu (O*") do orbitali
4f Ce** [104-107]. Orbital Ce 4f znajduje sic pomiedzy pasmem walencyjnym O 2p

i pasmem przewodzenia Ce 5d. Ponadto, pasmo z maksimum przy 315 nm potwierdza,
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ze material zawierajacy CeO2 NPs jest aktywny optycznie i fotokatalitycznie [106,108].
Widocznym jest, iz wraz ze wzrostem dlugos$ci fali maleje warto$¢ absorbancji materiatu
domieszkowanego cerem. Takie zachowanie w zakresie UV-Vis jest charakterystyczne
dla niektorych tlenkéw metali ziem rzadkich [109]. Dodatkowo, podobng zalezno$é
mozna zaobserwowaé¢ rowniez w trakcie analizy widm emisyjnych, ktére zostaty

zaprezentowane na rysunku 10.
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Rys.10. Widma fotoluminescencji probek: DBioSiO2 i 10%Ce-DBioSiO. prezentowane
w trzech analizowanych zakresach przy dtugosci fali wzbudzenia: 270 nm, 420 nm oraz

800 nm

Na Rys.10 zaprezentowane zostaly widma emisyjne probek: DBioSiOz (linia
granatowa) i 10%Ce-DBioSiO (linia czerwona), wykonane przy trzech wartosciach
dlugosci fali wzbudzenia: (A) 270 nm, (B) 420 nm oraz (C) 800 nm. Rys.10.A
przedstawia widmo fotoluminescencji (PL) w zakresie dtugosci fal od 290 do 520 nm,
przy dlugosci fali wzbudzenia wynoszacej 270 nm. Rys.10.B prezentuje natomiast
widomo PL w zakresie dlugosci fal od okoto 520 do 750 nm, gdzie dlugos$¢ fali
wzbudzenia wynosi 420 nm. Widoczna na tych widmach emisja promieniowania
w regionie niebieskim i zielonym $wiatta widzialnego moze pochodzi¢ od defektow
zwigzanych z matrycg krzemionkowa: niemostkujacych centréw dziur tlenowych czy tez
od wystepujacych wakancji tlenowych [110-112]. Dodatkowo, emisja ta moze byc¢
wynikiem obecno$ci wakancji tlenowych wystepujacych w strukturze CeO», gdyz

w szeSciennej strukturze cerii jony tlenu nie sg $cisle upakowane, co prowadzi do

41



powstania licznych wakancji tlenowych. Zgodnie z notacja Krogera-Vinka,

zaprezentowang w rownaniu 8 wynika, ze [108]:

1
4‘C€Ce + 00 e Zce\ce + VO** + (5) 02(9) (8) [108]

gdzie: Cece 0znacza miejsce na jon Ce** w sieci krystalicznej przeznaczonej dla Ce, Ce’ce
reprezentuje jon Ce®* na miejscu siatki Ce, Oo odpowiada O* na siatce krystalicznej
przeznaczonej dla O, a Vo= 0znacza neutralne miejsce wakancji tlenowe;j.

Usunigcie atomu tlenu z dwutlenku ceru (CeO2) prowadzi do pojawienia si¢ par
elektrondow uwigzionych w wakancji tlenowej, tworzac tzw. centra F. Stany defektowe
tlenu w strukturze CeO:> znajdujg si¢ tuz ponizej poziomu energetycznego Ce 4f. Notacja
Krogera-Vinka wskazuje na obecnoé¢ jonéw Ce®" na granicach ziaren, dziatajacych jako
putapki na dziury, podczas gdy wakancje tlenowe sg pulapkami elektronowymi,
generujgcymi piki emisyjne w regionie niebieskim i zielonym [108]. Rys.10.C
przedstawia widmo w zakresie dlugosci fal od 420 do 620 nm, z dlugoscig fali
wzbudzenia réwng 800 nm. Wskazuje ono na proces up-konwersji, w ktorym absorpcja
dwoch lub wigcej fotondw o nizszej energii skutkuje emisja pojedynczego fotonu
0 wyzszej energii. Zauwazalny spadek intensywnosci emisji przy wyzszych wartosciach
dhugosci fali jest charakterystyczny dla tego zjawiska [109]. Najbardziej intensywny pik
emisji w zakresie zielonym implikuje konwersj¢ fotonu o dtuzszej fali (czerwonej) na
foton o krétszej fali 1 wyzszej energii.

Tab.3. Zestawienie danych niezbednych do okre$lenia wydajnosci kwantowej
fluorescencji przy uzyciu metody wzglednej dla probki 10%Ce-DBioSiO>

. 2 2
Probka nflsample nflrefereme IFsample IFreference nsample nreference

10%Ce-DBi0SiO. | 0,01154 0,59 |5266,824|276481,801| 1,859 | 1,812

W metodzie wzglednej wydajnos¢ kwantowa fluorescencji probki jest zwykle
wyznaczana przez porOwnanie jej intensywnosci fluorescencji z intensywnos$cig
fluorescencji standardu o znanej wydajnosci kwantowej. Procedura ta wymaga
odpowiedniego dopasowania widm absorpcji probki i wzorca, a takze podobnych
warunkéw pomiarowych (np. rodzaju rozpuszczalnika, wartosci pH czy temperatury).
W celu uzyskaniach jak najdoktadniejszych wartosci wydajnosci kwantowej probek, jako
standardy stosuje si¢ substancje o stabilnej i dobrze charakteryzowanej fluorescencji.

Tab.3. prezentuje zestawienie danych niezbednych do wyliczenia wydajnosci kwantowe;j
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fluorescencji przy uzyciu metody wzglednej dla 10%Ce-DBioSiO.. Wyliczona warto$¢
wydajno$ci kwantowej fluorescencji wyniosta 1,15%. Wydajno$¢ luminescencyjna
jonow ziem rzadkich jest znaczaco obnizona, gdy w sieci krystalicznej wystepuja defekty.
Trwala luminescencja, bedaca jednym z nowoczesnych zastosowan ziem rzadkich,
wykorzystuje defekty sieci krystalicznej do przechowywania i stopniowego uwalniania

energii emitowanej w postaci Swiatta [112].
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4.3. Biokrzemionka okrzemkowa modyfikowana nanoczgstkami
mieszanego tlenku Ce,Tb i quasi-krystalicznymi nanoczgstkami

tlenkow Tb [P2] — dane nieopublikowane

W ostatnich latach biokrzemionka okrzemkowa, pozyskiwana z hodowanych
w warunkach laboratoryjnych okrzemek, budzi duze zainteresowanie wsrdd biologow,
fizykéw 1 chemikow. Charakteryzujaca si¢ doskonale uporzadkowang trojwymiarowa
strukturg, odpornoscig termiczng i1 mechaniczng, a takze unikalnymi witasciwosciami
optycznymi i biokompatybilnoscig biokrzemionka okrzemkowa staje si¢ cenng matryca
w syntezie nowoczesnych materiatow. Modyfikacja powierzchni biokrzemionki
umozliwia  uzyskanie  nowych, funkcjonalnych  materialow  hybrydowych
o specyficznych wiasciwosciach. W niniejszej rozdziale po raz pierwszy zostanie
zaprezentowane polaczenie naturalnej matrycy biokrzemionkowej, pozyskiwanej
z okrzemek, z dwiema formami nanoczastek: mieszanego tlenku ceru i terbu oraz tlenkoéw
terbu. Morfologia, struktura, formy krystaliczne, grupy funkcyjne i wigzania strukturalne,
sktad pierwiastkowy, stabilno$¢ termiczna oraz wiasciwosci fotoluminescencyjne
syntetyzowanych materiatbw zostaly zbadane przy wuzyciu réznych technik
instrumentalnych: skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM), transmisyjnej
mikroskopii elektronowej (TEM), analizy termograwimetrycznej (TGA), spektroskopii
rentgenowskiej z dyspersjg energii (EDS), rentgenowskiej dyfraktometrii proszkowej
(XRD), spektroskopii fourierowskiej w podczerwieni (FTIR) oraz spektroskopii w celu

zbadania fotoluminescencji (PL).
4.3.1. Badania SEM i SEM-EDX uzyskanych kompozytow

Na Rys.11 zostaly zaprezentowane zdjgcia SEM kompozytow TbxOy/DBioSiO>
o roznej zawartosci terbu. Obrazy SEM ukazuja kolejno pojedyncza krzemionkowa
frustule okrzemki z uporzadkowanym systemem owalnych poréw o rozmiarach 150-200
nm (Rys.11.A, D, G), powierzchnie frustuli pokryta cienkg warstwa przypominajgca puch
w postaci ptatka o nieregularnej formie (Rys.11.B, E, H), oraz morfologi¢ powstatych
ptatkow (Rys.11.C, F, I). Zgodnie z hipotetycznym modelem syntezy analizowanych
kompozytéw, utworzone cienkowarstwowe platki sa to klasterowe polaczenia
nanoczastek tlenkéw terbu. Na zdjeciach C, F i I zaobserwowano jedynie klasterowa
cienkowarstwowa forme nanoczastek tlenkéw terbu o rozmiarach nie przekraczajacych

10 nm. Bardziej dokladna obserwacja nanoczastek tlenkow terbu byla mozliwa
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z wykorzystaniem techniki TEM (opisana w dalszej czgéci pracy). Na zdjeciach SEM
mozna zaobserwowaé, ze zastosowana metoda chemicznej syntezy kompozytoéw nie
miala wptywu na ksztalt i rozmiary krzemionkowych frustul. Uporzadkowany system

porow zostal zachowany, nie odnotowano deformacji ani taczenia si¢ porow.

200 nm

S(J'nin

Rys.11. Obrazy SEM kompozytow TbxOy/DBi0oSiO2 syntezowanych z roztworow
zawierajacych trzy rozne stezenia jonéw Tb®*: 10 mg/L (A — C), 50 mg/L (D — F) oraz
100 mg/L (G —I) w powigkszeniach kolejno 35 000 x, 200 000x oraz 500 000 x

W pracy Cui i wsp. [113] zaprezentowano metode ,,dekoracji” krzemionki
nanoczastkami Tb,Os3, ktéora nie wymagata dodatkowego katalizatora. W przypadku
przytoczonej pracy, obserwowana byla jednorodna struktura materiatlu po procesie
kalcynacji. Uzyskane nanoczastki Tb2O3 charakteryzowaty si¢ $rednica o warto$ci okoto
5-7 nm i rOwnomiernym rozproszeniem w matrycy krzemionkowej. Wedlug autorow
niewielki rozmiar nanoczastek wynika z faktu, ze w trakcie procesu termicznej konwersji,
majacej miejsce podczas kalcynacji, jony Tb®* otoczone byly przez sieci Si-O-Si, co

skutecznie hamowato dalszy wzrost rozmiarow Tb203 NPs po ich krystalizacji [62].
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Analogicznie do wynikow uzyskanych we wspomnianej pracy, rOwniez w naszym
przypadku analizy SEM zaprezentowanej na Rys.11 mozna zaobserwowac wystgpowanie
nanoczastek o niewielkich rozmiarach, co moze by¢ spowodowane efektem zastosowanej
matrycy w postaci biokrzemionki okrzemkowej. Dai i wsp. [114] wykazali, ze
temperatura kalcynacji ma wplyw nie tylko na wystgpujaca forme tlenku terbu, ale takze
na rozmiar wystepujacych nanoczastek. Zaobserwowany wzrost wielkosSci
analizowanych nanoczastek ze wzrostem temperatury byl wyjasniony procesem
dojrzewania Ostwalda. Efekt ten byt obserwowany nie tylko w przypadku tlenkow terbu,

ale rowniez innych jego zwigzkow [115].

. 500 nm »

&
®Da o

Teowe

500 nm 200 nm_

i

75()0 nm 4 200 nm

Rys.12. Obrazy SEM kompozytow (Ce, Tb)O2/DBi0SiO> syntezowanych z roztworéw
zawierajacych trzy rézne stezenia jonow Ce** oraz Tb*: 10 mg/L (A — C), 50 mg/L (D —
F) oraz 100 mg/L (G —I) w powigkszeniach 35 000 x/ 500 000 x, 200 000x oraz 500 000
X

Na Rys.12 przedstawiono obrazy SEM dla kompozytow (Ce,Th)O2/DBioSiO>

0 poczatkowych stezeniach terbu oraz ceru 1%, 5% oraz 10%. Na powierzchni frustuli

mozna zaobserwowac charakterystyczne platki, analogiczne do tych wystepujacych
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w przypadku opisywanych wczesniej kompozytow z terbem. Istnieje jednak istotna
roznica w skltadzie tych platkow, poniewaz w danym wypadku skladaja si¢ one
z nanoczastek mieszanego tlenku ceru i terbu, wedlug wynikow badan XRD
zamieszczonych ponizej. Mozna zauwazy¢, ze klastry nanoczastek w postaci ptatkow
charakteryzuja si¢ nieregularng forma i rozmiarami. Agregacja nanoczastek mieszanego
tlenku ceru i terbu na powierzchni krzemionkowych frustuli okrzemek w postaci
cienkowarstwowych ptatkow moze by¢ zwigzana ze specyfika chemii powierzchni
biokrzemionki. Zaktada si¢, ze uwodniona powierzchnia biokrzemionki odgrywa
kluczowa role w tworzeniu si¢ cienkowarstwowych klastrowych ptatkéw, poniewaz
bedzie sprzyja¢ tendencji formujacych si¢ nanoczastek do aglomeracji, zeby
minimalizowa¢ swoja duza energi¢ powierzchniowa [116]. Mozliwe, Ze strukturyzowane
czasteczki wody lub grupy silanolowe (Si-OH) na biokrzemionce sprzyjaja agregacji
nanoczastek, podczas gdy grupy siloksanowe (Si-O-Si) hamuja wzrost pojedynczych
nanoczastek [62]. Zmniejszenie rozmiaru nanoczgstek tlenkow metali ziem rzadkich
(REO) powoduje znaczny wzrost stosunku powierzchni do masy, co z kolei moze
powodowac¢ nowe pozadane efekty we wiasciwosciach optycznych, elektrycznych lub
magnetycznych [117-119]. W naszym przypadku rozmiary pojedynczych nanoczastek
terbu 1 ceru nie przekraczaja 10 nm (Rys.11.1, 12.1). Das i in. [116] wykazali, ze
komercyjne nanoczgstki tlenkéw ziem rzadkich tworzace si¢ w sSrodowisku wodnym majg
pierwotne rozmiary krysztaléw od 30 do 70 nm, ktére to majg tendencje¢ do taczenia si¢
w agregaty o $rednicach hydrodynamicznych 200-800 nm. Agregaty nanoczastek terbu
w zakresie 40-60 nm [120] nanoczgstek ceru w zakresie 50-130 nm [121].

Na Rys.13 przedstawione zostaly wyniki SEM-EDX dla kompozytow
zawierajacych terb. Wyniki SEM-EDX analizy wykazaty obecno$¢ w kompozytach
tlenu, krzemu, wegla oraz terbu. Gtownymi komponentami sa krzem 1 tlen o sumarycznej
zawarto$ci 94,5 — 85,5 %wag. Krzem wraz z wigksza czgécig tlenu reprezentujg
krzemionkowe frustule okrzemek (biokrzemionki). Obecnos¢ wegla natomiast moze by¢
zwigzana z resztkami materiatdw organicznych, takich jak biatka uczestniczace
w wytracaniu biokrzemionki (silafiny) w frustulach okrzemek, nawet po obrdbce

biomasy za pomoca nadtlenku wodoru i kwasu solnego [65,122].
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Rys.13. Widma EDX kompozytow TbxOy/DBioSiO, z udzialem procentowym
odpowiednich pierwiastkow (A-C) oraz mapy dystrybucji pierwiastkow w kompozytach
(D-F)

Warto rowniez podkresli¢, ze wyniki SEM-EDX dotyczace zawartosci wegla
w biokrzemionce moga by¢ nieprecyzyjne z powodu wysokiego poziomu szumu tla
w SEM-EDX. Skutkuje to pojawieniem si¢ piku wegla na poziomie przekraczajacym 2%,
nawet gdy w probce wegiel nie wystepuje [123,124]. Wykryta zawarto$¢ terbu w trzech
syntezowanych odrgbnie kompozytach wyniosta 1,28%, 6,06% oraz 8,87%.
Przedstawione mapy dystrybucji pierwiastkow ujawnity jednorodne roztozenie krzemu
i terbu w analizowanym materiale. Procentowe wagowe zawartosci terbu w kompozytach
zostaly uwzglednione w dalszej czgsci artykutu przy nazewnictwie syntezowanych
kompozytow. W zwigzku z tym, uzyskane kompozyty z terbem okreslono jako
1,28%ThxOy/DBi0SiO2, 6,06%ThxO,/DBioSiO., oraz 8,87ThxO,/DBi0SiO.. Terb zostat
zidentyfikowany przy wartosci energii okoto 1,5 keV oraz w okolicach 6 keV co zgodne
jest z dostepnymi danymi literaturowymi [125,126]. Nalezy jednak pamigtaé, ze

w praktyce, wskazywane wartosci energii dla konkretnego, analizowanego pierwiastka
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mogg si¢ nieznacznie r6zni¢ co do wartosci w zalezno$ci od konkretnego spektrometru
EDX i konfiguracji urzadzenia.
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Rys.14. Widma EDX kompozytow (Ce,Tb)O2/DBioSiO> z procentem wagowym
odpowiednich pierwiastkow (A-C) oraz mapy dystrybucji pierwiastkow w kompozytach
(D-F)

Rys.14 przedstawia wyniki SEM-EDX dla kompozytow z dodatkiem jonéw terbu
i ceru. W danym przypadku materiaty oprocz tlenu, krzemu i wegla zawieraja rozne
zawartos$ci terbu i ceru. Cer zostal zidentyfikowany przy wartosci energii okolo 5 keV,
co rowniez zgodne jest z dostepnymi danymi literaturowymi [127-129]. W kompozycie
pierwszym stezenia terbu i ceru wyniosty odpowiednio 1,18% i 0,45%, natomiast dla
drugiego kompozytu wartosci tych pierwiastkow wyniosty 3,80% i 3,12%, oraz dla
trzeciego kompozytu odpowiednio 7,95% i 7,47%. Dodatkowo, zaprezentowane mapy
dystrybucji pierwiastkdw wykazaty rownomierne rozmieszczenie terbu i ceru w matrycy.
Warto$ci procentowej zawartosci terbu oraz ceru w kompozytach w dalszej czeSci
publikacji uwzglednione zostang przy nazewnictwie zsyntezowanych kompozytow,

a mianowicie: 0,45%_1,18%(Ce, Tb)O2/DBioSiO>, 3,12%_3,80%(Ce, Th)O2/DBioSiO,
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7,47%_7,95%(Ce,Th)O2/DBi0SiO2. Dla w/w kompozytoéw zostal wyliczony utamek
molowy. W kompozycie 0,45% 1,18%(Ce, Th)O2/DBi0SiO2 uzyskano wartosci 0,302
dlacerui0,698 dlaterbu, dla 3,12%_3,80%(Ce, Th)O./DBi0SiO> uzyskano 0,483 dla ceru
i 0,517 dla terbu, natomiast w kompozycie 7,47%_7,95%(Ce,Th)O2/DBi0SiO; wartosci
wyniosty odpowiednio 0,516 dla ceru i 0,484 dla terbu. Wykryte zawartosci
domieszkowanych pierwiastkow w uzyskanych kompozytach oraz jednorodna
dystrybucja tych pierwiastkow w matrycy podkreslaja udany przebieg przeprowadzonej
syntezy.

Bardziej szczegdtowe badania zsyntezowanych kompozytoéw, zwtaszcza badania
morfologii 1 struktury nanoczastek terbu i1 ceru, byly mozliwe z wykorzystaniem
transmisyjnej mikroskopii elektronowej TEM. Badania TEM byly przeprowadzone tylko
dla dwoéch kompozytow o najwigkszej zawartosci domieszkowanych pierwiastkow:

7,47%_7,95%(Ce,Th)O2/DBi0SiO2 oraz 8,87%ThxO,/DBi0SiOx.
4.3.2. Analiza kompozytu za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowej

Na Rys.15 oraz Rys.16 przedstawione zostaly uzyskane wyniki transmisyjnej
mikroskopii elektronowej. Rys.15 prezentuje kompilacj¢ mikrofotografii TEM dla
kompozytu 8,87%ThbxO,/DBioSiO,. Na Rys.15.A widoczna jest frustula okrzemki
z gatunku Pseudostaurosira trainorii. Charakteryzuje si¢ ona azurowa strukturg tworzong
poprzez okresowe uktady poréw. Powierzchnia frustuli jest pokryta nieregularnymi
formami przypominajgcymi platki (mgliste platki lub piankowe ptatki). Rys.15.B
przedstawia cz¢$¢ krzemionkowego pancerzyka okrzemek: dwa rzedy pordéw oraz
zeberko. Jasniejsze, przypominajace ,,mgle”, obszary na powierzchni frustuli sg
klasterowymi skupiskami nanoczgstek terbu. Potwierdza to wynik mapowania
elementarnego TEM-EDX obszaru frustuli w obrgbie pora (Rys.15.C). Rys.15.D
przedstawia zdjecie STEM dystrybucji nanoczastek terbu z obszarze pojedynczego pora.
Mozna zauwazy¢, ze na krawedzi pora gromadzg si¢ wigksze i bardziej zbite skupiska
nanoczastek terbu. Rozmiary pojedynczych nanoczastek wynosza 5-10 nm,
a ich ksztatty w formie grudek czgsto przypominaja puszyste kepki. Obraz HR-TEM
pojedynczych nanoczastek wykazuje ich zarodkowy krystaliczny stan. Strukture tych
nanoczastek raczej mozna okresli¢ jako struktur¢ quasi-krystaliczng czy quasi-
amorficzng (Rys.15.E). Jak mozna zaobserwowaé, struktura nanoczastek nie jest
klarowna i ciagla, sg obszary struktury naonoczastek o r6znym stopniu uporzadkowania,

obszary dyslokacji/defektow oraz fragmenty o amorficznej postaci struktury (quasi-
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amorficznej). To znaczy, ze taka nanoczastka moze sktada¢ si¢ nawet z kilku réznych
zarodkowych quasi-krystalicznych faz tlenkéw terbu jak rowniez z fazy quasi-
amorficznej. Taka hipoteza potwierdza si¢ poprzez uzyskane wzory dyfrakcyjne SAED
dla pojedynczych nanoczastek terbu (Rys.15.F-1) jak rowniez wynikami analiz XRD,
ktére zostaly zamieszczone ponizej. Niestety, nie znalezliSmy opisu takiej hybrydowej
postaci nanoczastek tlenkow terbu we wczesniejszych doniesieniach literaturowych zeby

mozna byto odnies¢ sie¢ do szerszej dyskusji zaobserwowanego zjawiska.

Rys.5. Zdjecia TEM  nanoczastetk Tb ~w  materiale  kompozytowym
8,87%ThxOy/DBioSiO, prezentujace: (A) — pojedyncza frustulg okrzemki, (B) —
powiekszona czes¢ krzemionkowego pancerzyka, (C) — TEM-EDX mape dystrybucji
analizowanego pierwiastka, (D) — zdjecie STEM nanoczastek terbu w obrebie
pojedynczego pora frustuli, (E) — zdjecie HR-TEM otrzymanych NPs, (F) — SAED
pojedynczych nanoczastek terbu

Wedhug opublikowanych doniesien krystaliczne formy nanoczastek tlenkow terbu
typu ThsO7 o szeSciennej strukturze Kkrystalicznej, moga powstawaé juz przy
temperaturze syntezy powyzej 400-450°C [60,130-132]. Natomiast uzyskano mieszaning
uporzadkowanych faz, takich jak Tb11020 i Th7012, w temperaturze ponizej 400°C [62].
Posrednie, nanokrystaliczne uporzadkowane fazy TbOx o nizszej symetrii otrzymano po
kalcynacji soli terbu w temperaturze 500°C [133]. W naszym wypadku temperatura

syntezy nanoczastek terbu wynosita 500°C, a powstate nanoczastki terbu na powierzchni

biokrzemionki miaty posta¢ quasi-krystaliczna.
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Rys.16. Zdjecia TEM kompozytu 7,47% _7,95%(Ce, Th)O2/DBi0SiOz: (A) — pojedynczej
frustuli okrzemki, (B) — zdjecie STEM dystrybucji hybrydowych nanoczgstek ceru i terbu
z obszaru fragmentu frustuli (C, E, F) — TEM-EDX mape dystrybucji analizowanych
pierwiastkow z obszaru frustuli w obrebie pora, (D) — zoom skupisk uzyskanych
nanoczastek w postaci ptatka, (G, H) — zdjecia HR-TEM agregatéw otrzymanych NPs,
(I-L) — SAED odrebnych nanoczastek

Rys.16 przedstawia zestawienie wynikow analizy TEM dla kompozytu
7,47%_7,95%(Ce, Tb)O2/DBioSiO.. Na Rys.16.A widoczna jest pojedyncza
okrzemkowa frustula (pancerzyk) pokryta piankowymi ptatkami hybrydowych
nanoczastek tlenkowych. Wida¢ tez, ze struktura i ksztalt pancerzykéw krzemionkowych
pozostaly niezmienione, co sugeruje, iz osadzanie nanoczastek na powierzchni
pancerzykow nie powoduje ich deformacji. Rys.16.B prezentuje charakter dystrybucji
skupisk hybrydowych (mieszanych tlenkéw) nanoczastek ceru i terbu na powierzchni

biokrzemionki. Nanoczastki taczg si¢ w klastry/agregaty nieregularnej formy, sktadajace
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si¢ z kilku do kilkudziesieciu pojedynczych nanoczastek. Wielkos¢ najwigkszych z takich
Klastrow nie przekracza 60 nm. Rys.16.C, F, E przedstawiajg wyniki mapy dystrybucji
pierwiastkbw na powierzchni frustuli. Dystrybucja ceru i terbu odpowiada
rozmieszczeniu wykrytych skupisk nanoczastek. Jak mozna zauwazy¢ na mapach
dystrybucji pierwiastkow, lokalizacja sygnatow pochodzacych od ceru odpowiada
lokalizacji sygnaléw pochodzacych od terbu. Powyzsze pozwala nam stwierdzi¢, ze
skupiska nanoczgstek stanowig grupy odrebnych nanoczastek mieszanego tlenku
Ce-Th. Przy wigkszym powigkszeniu (Rys.16.D) mozna zaobserwowac, ze nanoczgstki
0 nieregularnej czy tez quasi-okraglej formie i rozmiarach w granicach
5-10 nm, tacza si¢ ze sobg w roznej konfiguracji.

Zdjecia HR-TEM (Rys.16.G, H) wykrywaja strukturalne zrosty sgsiadujgcych
nanoczastek kiedy jedna nanoczastka przyrasta do drugiej nanoczastki. Widoczna jest
granica blizniacza. Wzory dyfrakcyjne SAED odrgbnych nanoczastek mieszanego tlenku
Ce-Tb (Rys.16.1-L) wskazuja na odstep migdzy ptaszczyznami siatki krystalicznej
wynoszacy 0,31 nm, co odpowiada plaszczyznie (111) w strukturze szes$ciennej sieci
fluorytu CeO,. Wyniki te znajdujg potwierdzenie w danych uzyskanych za pomocag
dyfrakcji rentgenowskiej (XRD). W danym wypadku mozna postulowaé, ze
obserwowane  klastry  nanoczgstek/nanokrystalitbw s ~ wynikiem  efektow
blizniaczych/koalescencji. W krystalografii blizniaczo$¢ to zjawisko regularnego wzrostu
dwoch lub wiecej ziaren krysztatu tego samego rodzaju, ktore sa potaczone ze sobg
w okreslonej wzajemnej orientacji [134].

Efekty blizniacze byty czesto obserwowane w przypadku nanokrysztatow metali
(Al, Ni, Fe, Ge, Au, Pd, P1) o r6znych rozmiarach ziaren [135]. Powstawanie koalescencji
nanokrysztatéw FePt o strukturze blizniaczej na amorficznej powierzchni wegla zostato
zaobserwowane przez Dai i wsp. [136]. Ukierunkowane przytaczanie (blizniakowanie lub
koalescencja) nanoczastek ditlenku tytanu (anatazu) zaobserwowano w badaniach
przeprowadzonych przez Muralikrishna Raju i wspotautorow [137]. Wykazano, ze
agregacja jest osiggana przez tworzenie dynamicznej sieci wigzan wodorowych miedzy
powierzchniowymi  grupami  hydroksylowymi i powierzchniowymi tlenkami
agregujacych nanokrysztalow. Koalescencja nanoczastek ztota na powierzchni krzemu
zostata zbadana przez Jiadao Wanga i in. [138]. Stwierdzono, ze dwie lub wiecej
sasiednich nanoczastek zlota tacza si¢, poniewaz drgajace atomy powierzchniowe
nanoczastek "ptyna" w kierunku sasiedniej nanoczastki z powodu sil oddziatlywania

atomowego miedzy nanoczastkami. Koalescencje nanoczastek Au na grafenowej
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warstwie nosnej obserwowano w czasie rzeczywistym za pomocag TEM 0 wysokiej
rozdzielczo$ci (HR-TEM) [139]. Zaobserwowano, ze potaczone nanoczastki zmieniajg
ksztalt ze stabilnymi ptaszczyznami fasetowymi poprzez dyfuzj¢ powierzchniowg wraz
z rekrystalizacja. Sitg napedowa koalescencji jest zmniejszenie energii powierzchniowe;.
Tsai i Jeng [140] wykazali mozliwo$¢ koalescencji i epitaksjalnego samoorganizowania
si¢ nanoczgstek Cu na powierzchni grafenu za pomoca symulacji dynamiki molekularne;.
"Tango" monometalicznych klastrow Pd zostalo réwniez wyraznie zilustrowane za
pomoca symulacji dynamiki molekularnej [141]. Wedlug [142] dziewig¢ podstawowych
procesOw jest odpowiedzialnych za koalescencje nanoczagstek: koagulacja; reorientacja
ciata statego; tworzenie defektow; uwalnianie ciepta w wyniku anihilacji swobodne;j
powierzchni; tymczasowe stopienie powierzchni mig¢dzyfazowej; wzrost siatki;
odksztalcenie plastyczne; konsolidacja; powolne starzenie. Podkresla si¢ rowniez, ze
koalescencja nanoczastek moze znaczaco wplywaé na praktycznie wszystkie ich
wlasciwosci fizyczne i chemiczne [142].

Wczesniej badano seri¢ mieszanych tlenkow Tb-CeO: jako sorbentow tlenu [143].
Inne kationy ziem rzadkich zostaly wiaczone do sieci krystalicznej CeO2 w celu
zwigkszenia ich wilasciwosci redoks [144,145]. Wykazano wzrost st¢zenia wakancji
tlenowych wraz ze wzrostem % Th w mieszanych tlenkach Th-CeO; [146]. Obecnos¢ Tb
powoduje naprezenia w sieci krystalicznej ze wzgledu na réznice promieni jonowych
z Ce 1 tworzenie wakancji O, co wplywa na reaktywno$¢ chemiczng mieszanych
nanoczastek tlenkéw wobec tlenkow wodoru, azotu i siarki [147]. Mieszany tlenek na
bazie CeO. sa uwazane za atrakcyjne materialy do zastosowan w termokatalizie,

elektrokatalizie i fotokatalizie [148].
4.3.3. Widma rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej

Wyniki analizy rentgenowskiej (XRD) dla kompozytéw 8,87%ThbxOy/DBi0oSiO:
(linia  fioletowa) oraz 7,47%_7,95%(Ce, Thb)O./DBioSiO2 (linia  granatowa)
przedstawiono na Rys.17. Zakres badanych warto$ci kata 26 wynosit od 10° do 100°.
Widma obu analizowanych kompozytow zawieraja obszar o szerokim piku w zakresie
kata 20 od 15° do 30°, ktéry mozna przypisa¢ krzemionce w formie amorficznej, takiej
jak opal-A (RRUFF ID: R060653). Potwierdzenie wystepowania piku w omawianym
zakresie odnaleziono rowniez w pracy Sprynskiego i wsp. dla biokrzemionki pochodzacej

z okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii [65].
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Rys.17. Wyniki analizy XRD zidentyfikowanych zwigzkow w uzyskanych
kompozytach: A —7,47%_7,95%(Ce,Tb)O./DBi0SiO> oraz B — 8,87%TbxO,/DBi0SiO;

Zarejestrowane widmo XRD dla kompozytu biokrzemionki z terbem
(8,87%TbxOy/DBIi0Si0O) wskazuje na ztozono$¢ strukturalng nanoczastek tlenkow terbu.
Zgadza si¢ to z wynikami badan uzyskanych z wykorzystaniem techniki TEM,
wykazujacych obecnos¢ w kompozycie nanoczgstek terbu wystepujacych zaréwno
w formie quasi-krystalicznej jak i quasi-amorficznej. Obserwowane piki dyfrakcyjne
charakteryzuja si¢ niska intensywno$cia 1 nieostro$cig (rozszczepieniem).
Charakterystyczne wartos$ci kata 20 wykrytych na widmie pikow wskazuja na obecno$¢
roznych form tlenku terbu: Tb2O3 — 29,19°; 33,69°; 48,52°; 57,62° co odpowiada
plaszczyznom (222), (400), (440), oraz (622) zgodnie z danymi zarejestrowanymi w bazie
JCPDS No. 00-043-1032 [149]; Th4O7 (ref. code 00-013-0387) — 29,36°; 33,93°; 48,65°
oraz 57,56° co odpowiada ptaszczyznom (111), (200), (220) i (311), oraz TbOu1.g: (ref.
code 00-016-0130) charakteryzuje si¢ warto$ciami kata 26 wynoszacymi: 30,00°; 30,20°;
30,42°; 35,04°; 50,11°; 50,38°; 50,74°; 59,81° i 59,98°. Uzyskane wyniki sugeruja
obecno$¢ roéznorodnych faz tlenkéw terbu w strukturze sformowanych w danych

warunkach nanoczastkach terbu. Mozna spodziewa¢ ze wykryte polifazowe nanoczastki
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terbu beda wykazywacé integralne, specyficzne wtasciwosci fizykochemiczne (optyczne,
elektryczne, czy katalityczne) polaczonych w jednej nanoczastce roznorodnych faz
tlenkow terbu. Wiadomo, ze tlenek terbu(Ill), Tb.O3, wykazuje wyjatkowe wlasciwosci
magneto-optyczne, co czyni go atrakcyjnym dla zastosowan w nowoczesnych
technologiach [150]. Z Kkolei Tbs4O7, charakteryzujacy si¢ unikalng struktura
i wlasciwosciami, moze mie¢ istotny wplyw na elektryczne oraz magnetyczne
wlasciwosci kompozytu [151].

Widmo dyfrakcyjne nanoczastek mieszanego tlenku Ce-Tb pokazuje, ze wszystkie
refleksy mozna przypisa¢ symetrii sze$ciennej (grupa przestrzenna Fm3m) struktury
fluorytu CeO, (JCPDS nr 00-034-0394). Wartosci kata 20 wynosity kolejno: 28,55°;
33,09°; 47,49°; 56,35°;, 59,10°; 69,42°; 76,71°, 79,08° (JCPDS No. 00-34-0394),
odpowiadajac plaszczyznom (111), (200), (220), (311), (222), (400), (331) oraz (420).
Dodatkowe odbicia nie byty widoczne. Podobne, charakterystyczne wartosci dla TbxOy

i CeO- uzyskali w swoich pracach Arul i wsp. [152]
4.3.4. Analiza termograwimetryczna

Na Rys.18 i Rys.19 zaprezentowano krzywe termograwimetryczne badanych
kompozytdow w porownaniu z danymi uzyskanymi dla biokrzemionki okrzemkowe;.
Procedura analizy termograwimetrycznej (TGA) =zostala  przeprowadzona
w kontrolowanym $rodowisku azotu, aby zbada¢ zachowanie termiczne badanych
materiatlow w zakresie temperatur od 30°C do 1050°C. Ten etap stanowi kluczowy
element w ocenie stabilnosci termicznej oraz charakterystyki procesow degradacji
badanych probek.

W przypadku biokrzemionki okrzemkowej istnieje mozliwo$¢ identyfikacji trzech
zakresow ubytku masy. Pierwszy z nich obejmuje temperatury w zakresie od 29 do
160°C, drugi za$ rozciaga si¢ od 160 do 500°C, natomiast trzeci obejmuje zakres od 500
do 900°C. Warto$ci ubytku masy dla odpowiednich zakreséw wynosza kolejno 4,48%,
4,49% i 2,84%.
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do wynikéw analizy termicznej uzyskanej dla biokrzemionki okrzemkowe;j
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Utrata masy w pierwszej fazie odpowiada odwadnianiu biokrzemionki. Faza druga
jest zwigzana z dehydroksylacja i rozkltadem pozostatych skladnikow organicznych.
Trzecia faza, wiaze si¢ z kolejnym etapem dehydroksylacji, ktéry obejmuje utrate
wewngtrznych grup hydroksylowych. Catkowita utrata masy probki DBioSiO2 do
temperatury 900°C wynosi 11,81%.

W przypadku kompozytow zawierajacych minimalne zawarto$ci poszczego6lnych
nanoczastek, mozna wyr6zni¢ dwa zakresy ubytku masy. Pierwszy z nich obejmuje
temperatury od 29 do 160°C, natomiast drugi rozcigga si¢ od 160 do 900°C. Procentowa
warto$¢ ubytku masy dla kompozytu 1,28%TbxOy/DBioSiO> wynosi odpowiednio 1,46%
i 095% dla  wspomnianych  zakresow, natomiast dla  kompozytu
0,45%_1,18%(Ce,Th)O2/DBi0SiO, wartosci te wynoszg 1,43% i 1,10%. Dla
kompozytéw zawierajacych maksymalne uzyskane w danym eksperymencie zawarto$ci
poszczegbdlnych nanoczastek mozna zidentyfikowaé jeden zakres ubytku masy, ktory
obejmuje temperatury od 29 do 900°C. Kompozyt 8,87%ThxOy/DBioSiO- charakteryzuje
si¢ spadkiem masy rownym 1,39%, zas kompozyt 7,47% _7,95%(Ce, Th)O2/DBi0SiO>
wykazuje spadek masy na poziomie 1,20%. Krzywe sugeruja, ze dodatek tlenkoéw terbu
oraz mieszanego tlenku Ce-Tb do biokrzemionki okrzemkowej (DBioSiO2) powoduje
drastyczne obnizenie hydrofilowosci biokrzemionki. Dla uzyskanych kompozytow
o najwigkszej zawarto$ci nanoczastek tlenkow terbu czy zawarto$ci mieszanego tlenku
ceru i terbu, mozna zaobserwowac prawie catkowity zanik hydratacji biokrzemionki oraz
bardzo istotng redukcje hydroksylacji biokrzemionki. Nalezy tez zaznaczy¢, ze obnizenie
hydrofilowos$ci biokrzemionki jest proporcjonalnie wigksze niz obnizenie stosunkowe;j
zawartosci biokrzemionki w domieszkowanych probkach. Ten fenomen mozna wyjasnic¢
wptywem domieszkowanych tlenkéw pierwiastkow z grupy ziem rzadkich, ktore sg
hydrofobowe ze wzgledu na unikalng struktur¢ elektronowg lantanowcoéw [94,153].
Naturalng hydrofobowo$¢ lantanowcow przypisuje si¢ ich unikalnej strukturze
elektronowej (niewypehione orbitale 4f w zewnetrznej powtoce 552p®), ktora zapobiega
wigzaniu wodoru z czgsteczkami wody [153]. Wczesniejsze wyniki badan wykazaty, ze
ceramika domieszkowana tlenkami lantanowcéw wykazuje wysoka hydrofobowos¢
[92,153] Najnowsze doniesienia  dotyczag  zsyntetyzowanych  kompozytow
CeO.-diatomit (ziemia okrzemkowa), dla ktorych hydrofilowos¢ diatomitu zostata
znacznie zmniejszona bazujac na wynikach analizy termograwimetrycznej. Calkowity

ubytek masy wyniést 13,2% 1 5,31% odpowiednio dla diatomitu i kompozytu
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CeO»-diatomit przygotowanego w stosunku masowym diatomitu do CeO2 wynoszacym
1:1 [154].

4.3.5. Widma FTIR

Na Rys.20 przedstawiono widma FTIR dla réznych kompozytow, w tym
1,28%TbxOy,/DBi0SiO,, 8,87%ThxO,/DBioSiO,, 0,45% 1,18%(Ce, Th)O2/DBioSiO>
oraz 7,47% _7,95%(Ce, Th)O./DBi0SiO., w kontekscie biokrzemionki okrzemkowe;.

Analiza spektroskopowa FTIR pozwolita stwierdzi¢, ze cztery charakterystyczne
pasma widoczne przy 450, 804, 945 i 1061 cm™ s3 zwigzane ze strukturg opalu-A.
Szerokie pasmo w zakresie ~3000-3500 cm ™, ktérego maksimum obserwuje sie przy
3383 cm™, odpowiada drganiom rozciggajacym O-H wody molekularnej zwigzanymi
z wigzaniami wodorowymi. Ponadto, nalezy zauwazy¢, ze pasma w tym samym zakresie
moga maskowac wigzania N-H amin alifatycznych. Wymienione grupy funkcyjne moga
by¢ zwigzane z obecnoscig poliamin i sylafin, ktore uczestnicza w procesie formowania
biokrzemionki okrzemkowej. Pasmo przy 1635 cm ™! odpowiada drganiom zginajacym
czasteczek wody (H-O-H) w amorficznej strukturze biokrzemionki [65,66]. Liczba pasm
badanych w analizowanych kompozytach jest ograniczona, skupiajgc si¢ przede
wszystkim na wynikach dla probki matrycy. Jest to spowodowane poprzez wystepowanie
efektu matrycowego, w ktorym to charakterystyczne piki zwigzane z osadzonymi
nanoczgstkami sg przykryte przez piki samej matrycy.

Potwierdzaja to wyniki pracy Unal [149], ktora analizowala wlasciwosci
fotoluminescencyjne (PL) czastek Tb2O3, otrzymanych metoda osadzania z roztworu.
Podczas analizy wynikéw metody FTIR odnotowata, iz charakterystyczny pik
wystepujacy przy ~450 cm ! wigze sie z wiazaniami Tb-O nalezacymi do fazy Tb.O3
[155]. Badanie wlasciwosci dielektrycznych nanoczastek tlenku ceru(IV) przez Zamiri
i wspolpracownikow [156] wykazato obecnos¢ charakterystycznych pasm w widmie
FTIR. Pasmo zlokalizowane przy 450 cm™* odpowiadato drganiom rozciggajacym CeO,
[157-159]. Rahimi-Nasrabadi i wspolpracownicy [160] skoncentrowali si¢ na
opracowaniu procesu syntezy nanoczastek weglanu terbu do nanoczastek tlenku terbu.
Analiza metodg FTIR wykazata znaczagce zmniejszenie pasm odpowiadajacych grupom
hydroksylowym i weglanowym po kalcynacji prekursora, co potwierdzalo skuteczng
transformacje do charakteryzujacego si¢ wysoka czystoscia Tb20s.  Cui
1 wspotpracownicy [113] opisywali charakterystyke tlenku terbu(Ill), zwracajac uwage

na silne pasma absorpcji zwigzane z drganiami rozciggajacymi metal-tlen (Th-O)
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w obszarze $redniej podczerwieni. Warto zauwazy¢, ze pasma te moga réznié si¢
w zalezno$ci od czynnikéw takich jak struktura krystaliczna Tb2Os czy obecnosc

zanieczyszczen.
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Rys.20. Widma FTIR kompozytow 1,28%ThbxO,/DBioSiO2i 8,87%ThxOy/DBioSiO2 (A)
oraz 0,45%_1,18%(Ce, Th)O2/DBioSiO2 i 7,47%_7,95%(Ce, Thb)O./DBioSiO, (B)
w odniesieniu do biokrzemionki okrzemkowej

We wszystkich tych pracach mozliwe do uzyskania pasma dla zidentyfikowanych
tlenkow pokrywaly si¢ z pasmami charakterystycznymi otrzymanymi dla matrycy —

biokrzemionki [161]. Jednakze nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze temperatura kalcynacji
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roéwniez wptywa na otrzymywane pasma w przypadku analizy tlenkow terbu. Przyktadem
jest pojawienie sic nowego piku oznaczonego przy 562 cml, kiedy temperatura

kalcynacji osiggata 900°C, co mozna przypisaé rozcigganiu wigzan Tb-O [114].

4.3.6. Wlasciwosci fotoluminescencyjne

Na Rys.21 przedstawiono widma absorpcyjne UV-Vis dla kompozytow
8,87%ThxOy/DBIi0SiO> oraz 7,47%_7,95%(Ce, Th)O2/DBi0SiO,  zarejestrowane
w zakresie dilugosci fal od 250 nm do 900 nm. Analiza widma dla kompozytu
zawierajacego nanoczgstki mieszanego tlenku ceru i terbu (kolor niebieski) ujawnia
znaczaco wyzszg absorpcje w zakresie krotkich dtugosci fal, w przyblizeniu od 250 do
400 nm. Dla tego kompozytu, obserwuje si¢ maksimum absorpcji (Abs=0,850) przy
dhugosci fali wynoszacej 299 nm, za$ wyrazny spadek absorpcji zaznacza si¢ w okolicy
350 nm, po ktorym nastepuje stabilizacja absorpcji na poziomie Abs~0,13, poczawszy od
dhugosci fali 650 nm. Natomiast krzywa absorpcyjna dla kompozytu zawierajagcego
mieszany tlenkéw terbu w formie nanoczastek (zaznaczona na czerwono) wykazuje
nizszg absorbancj¢ w poréwnaniu z kompozytem 7,47% _7,95%(Ce, Th)O2/DBi0SiOs,
prezentujac stopniowy i jednolity profil zmniejszajgcej si¢ absorpcji od okoto 250 nm do
400 nm, gdzie osigga niemal staly poziom o wartosci Abs ~0,11. Wysoki poziom
absorpcji w zakresie krotkich dlugosci fal moze sugerowaé efektywne pochtanianie
promieniowania UV, co ma znaczenie w aplikacjach takich jak lampy fluorescencyjne
lub wyswietlacze, gdzie zachodzi konwersja energii UV na S$wiatlo widzialne.
Mechanizm fotoluminescencji tych materiatow jest przypisywany przejsciom
elektronowym w jonach Ce** oraz Th*". Jony Ce** nie posiadaja elektrondw na orbitalach
f, co skutkuje rzadka luminescencja, gtownie przez przejScia migdzy pasmami w obrebie
jonu. Maksymalne intensywnos$ci absorpcji przed 350 nm s3 zatem przypisywane
obecnosci nanoczgstek CeOz (CeO2NPs), zgodnie z danymi dostepnymi w literaturze
[162]. Jony Th*" sg znane z intensywnych przejs¢ f-f (do 300 nm), ktore odpowiadaja za
charakterystyczne linie emisyjne, zazwyczaj w zielonej czgsci spektrum. Przejécia te sa
silnie dozwolone przez unikalng wewnetrzng strukture elektronowg jonow Tb%*
[163,164].
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Rys.21. Widma absorpcji UV-Vis dla kompozytow 8,87%TbxO,/DBioSiO. oraz
7,47%_7,95%(Ce, Th)O2/DBioSiO2

Na Rys.22 przedstawiono widma fotoluminescencji dla kompozytow
8,87%Th,O,/DBioSiO; (linia czerwona) oraz 7,47% _7,95%(Ce, Th)O2/DBioSiO; (linia
niebieska). Spektra zostaly zarejestrowane w trzech zakresach: pierwszy zakres
obejmujacy przedziat od 290 do 520 nm, przy dlugosci fali wzbudzenia rownej 270 nm,
drugi zakres od 520 do 790 nm, przy dtugosci fali wzbudzenia 450 nm oraz trzeci zakres

od 420 do 720 nm, przy dtugosci fali wzbudzenia 800 nm.

Dla wzbudzenia przy 270 nm, ktore jest typowe dla emis;ji terbu(Ill) w zakresie UV,
widoczne jest sze$¢ pasm emisyjnych z czego jedno dla przejscia z poziomu °Da4 do "Fe
(emisja przy dtugosci fali rownej 494 nm) oraz pie¢ nastepujacych z poziomu °Dz—'F;
(diagram na Rys.22.D). Kolejno wyrézni¢ tutaj mozna przejscia przy dhugosci fali emisji
rownej 379 nm (J=6), 412 nm (J=5), 436 nm (J=4), 450 nm (J=3), 468 nm (J=2) jonow
Th** [165,166].

Wzbudzenie przy 450 nm charakteryzuje sie wystepowaniem przejécia °Da do 'F»
w przypadku obu analizowanych kompozytéw. Luminescencja w analizowanych
materiatach jest emitowana podczas migracji energii w nanoczastkach tlenku terbu przed
przejsciem do osrodkéw wygaszania. Energia wzbudzenia odpowiadajgca przejsciu
*Ds—'F2 moze przez dtugi czas migrowaé miedzy jonami Tb®*, a tym samym przejscie

to wykazuje wysokie prawdopodobienstwo emisji Swiatta [167,168].
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Rys.22. Widma fotoluminescencji dla kompozytu 8,87%TbxOy/DBioSiO; oraz
7,47%_7,95%(Ce,Th)O2/DBi0SiO2 w trzech analizowanych zakresach przy dtugosci fali
wzbudzenia: 270 nm, 450 nm oraz 800 nm

Warto$¢ intensywnosci emisji przy 800 nm, jest znacznie nizsza anizeli wartosci
emisji przy nizszych dlugosciach fali. Zjawisko to jest typowe dla jonow ceru(IV), ktoére

zwykle absorbuja $wiatlo w zakresie UV.

Ansari i wspotpracownicy [169] przeprowadzili badania nad wiasciwos$ciami
optycznymi 1 strukturalnymi filmow z tlenku ceru(IV) domieszkowanych terbem(III).
W pracy skupiono si¢ na analizie wplywu réznych czynnikéw, takich jak dtugosé fali
wzbudzenia, temperatura oraz stezenie domieszki Tb3*, na intensywno$¢ widm
emisyjnych. Wyniki uzyskane w badaniach pokrywaty si¢ z wynikami przedstawionymi
w niniejszej pracy. W warunkach, gdzie dlugo$¢ fali wzbudzenia osiggata najnizsza
warto$¢, zaobserwowano szeroki zakres/pasmo emisji, gdzie intensywnos$¢ emisji dla
kompozytu  8,87%TbxOy/DBi0oSiO>  byla wyzsza niz dla  kompozytu
7,47%_7,95%(Ce, Th)O2/DBi0SiO». Zjawisko to moze by¢ wynikiem transferu tadunku
miedzy pasmem walencyjnym O? a pasmem przewodnictwa Ce**, a nastepnie transferu
energii do Th®" [170-172].
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Na przedstawionym wykresie (Rys.22.C), wzbudzenie nastepuje przy dtugosci fali
800 nm, a emisja widoczna jest w zakresie 420-720 nm, co oznacza, ze emitowane fotony
majg nizsza wartos¢ dhugosci fali 1 wyzsza energi¢ niz foton wzbudzajacy. Jest to
zwigzane ze zjawiskiem up-konwersji, w ktorym pochtanianie dwoch lub wiecej fotonow
0 nizszej energii (wyzszej wartosci dlugosci fali) prowadzi do emisji jednego fotonu
o wyzszej energii (nizszej wartosci dlugosci fali). Intensywno$¢ emisji w obu
analizowanych kompozytach obniza si¢ w miar¢ zwigkszania dtugosci fali emitowanego
Swiatla, co jest typowe przy up-konwersji. Gtowny pik emisji widoczny jest w obszarze
niebieskiego $wiatta, co sugeruje, ze foton wzbudzajacy o wyzszej dlugosci fali
(czerwone $wiatto) zostal przeksztalcony w foton przy nizszej dtugosci fali i wyzszej
energii. Wykazywane przez materiaty zjawisko up-konwersji moze by¢ wykorzystywane
np. w fotowoltaice, bioobrazowaniu czy tez przy produkcji wyswietlaczy
charakteryzujacych si¢ wysoka rozdzielczoscig. Zidentyfikowany pik emisji przy 550 nm
odpowiada ThxOy NPs, ktory zwiazany jest z przejsciem °Ds—'Fs [173].

W oparciu o przytaczang wiedzg literaturowg oraz obserwowane trendy badawcze
w dziedzinie materiatlow luminescencyjnych, tlenki terbu i tlenek ceru oraz ich potaczenia
s3 uznawane za materialy czy tez skladowe charakteryzujace si¢ znaczacymi
wlasciwosciami  fotoluminescencyjnymi  [174]. Materialy te sg przedmiotem
intensywnych badan ze wzgledu na ich potencjal w réznorodnych zastosowaniach
optycznych, w tym w laserach, co jest mozliwe dzigki ich zdolnosci do intensywne;j
luminescencji przy zastosowaniu odpowiedniej wartoSci dlugosci fali wzbudzenia
[175,176]. Charakteryzujace si¢ jaskrawo zielong luminescencjag spowodowang
przejéciami elektronowymi °Ds—'F; jonow Tb%*, tlenki terbu, znajduja zastosowanie
w zaawansowanych technologiach o$wietleniowych czy tez przy produkcji wyswietlaczy
LCD [177]. Z kolei tlenki ceru, domieszkowane terbem, prezentuja polepszone
wlasciwoéci luminescencyjne, dzigki roli ceru jako sensybilizatora jonéw Tb**, co

przektada si¢ na zwigkszenie ogodlnej efektywnosci tych materiatow [169].
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Tab.4. Zestawienie danych niezbednych do okre$lenia wydajnosci kwantowej
fluorescencji przy uzyciu metody wzgledne;.

Probki n n IF IF n2 e
flsample flreference sample reference|'*sample erence
8,87% 0,0,/
o 0,00737 5393,952
DBIioSiO;
0,59 443431,423 1,859 | 1,812
7.47%_7,95%(Ce, T)O3/
7 0,00739 5414,903
DBIio0SiO;

Wartosci wydajnosci kwantowej wyznaczonej z Réwnania 7 (okoto 0,74%) dla obu
kompozytow moga wynika¢ z kilku roznych przyczyn. Mozliwe, Ze tlenki ceru 1 terbu
wykazuja najwiekszg intensywnos$¢ emisji przy dtugosciach fali powyzej 1000 nm [178].
Dodatkowo, mozliwe straty energii moga mie¢ miejsce w postaci ciepta. Zjawisko trwatej
luminescencji, polegajace na bardzo wolnym wydzielaniu energii z defektéw sieci
krystalicznej dziatajacych jako putapki oraz rekombinacja pary elektron-dziura moze

generowac pole elektryczne w otoczeniu nanoczastek tlenkow lantanowcow.
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4.4. Biokrzemionka okrzemkowa domieszkowana heteroepitaksjalnie
wzrastajacymi zlozonymi nanoczastkami Ag/AgCl/CeO;: Synteza,

charakterystyka i zastosowanie antybakteryjne [P3]

W niniejszym rozdziale pracy oméwiono syntez¢ hybrydowych kompozytow
((Ag,AgCl,Ce02)DBI0SIO2) zawierajacych nanoczastki AgNPs, AgCINPs i CeO2NPs
osadzone metodg impregnacji na matrycy w postaci biokrzemionki pozyskiwanej
z okrzemek (DBIi0SiO»). Nadtlenek wodoru, jako odczynnik bezpieczny dla srodowiska,
zostat uzyty jako czynnik redukujacy w celu uzyskania nanoczgstek metalicznego srebra.
Wiasciwosci fizykochemiczne uzyskanych materialéw zostaty przeanalizowane za
pomoca szeregu metod instrumentalnych. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa
otrzymanych nanokompozytéw analizowano wobec bakterii Gram-dodatnich
Staphylococcus aureus oraz Gram-ujemnych Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli,

stosujac metode minimalnego stezenia hamujacego.
4.4.1. Analiza SEM-EDX uzyskanych kompozytow

Na Rys.23 przedstawiono wyniki analizy SEM-EDX biokrzemionki okrzemkowej
oraz zsyntezowanych kompozytow zawierajacych dodatek srebra i ceru. Dla kazdej
z analizowanych probek wykreslono widmo sktadu pierwiastkowego otrzymanych
kompozytow, a takze obraz skanowania obszaru probki (mapowanie), ktory pokazuje
dystrybucje¢ analizowanych pierwiastkow w probkach.

Rys.23.A przedstawia wyniki dla biokrzemionki (DBioSiO;) pozyskanej
z okrzemek z gatunku Pseudostaurosira trainorii. Nalezy zauwazy¢, ze w opisywanej
probce mozna wyrdzni¢ takie pierwiastki jak tlen, krzem, wegiel 1 chlor. Nalezy
wspomnie¢, ze przedstawione mapa dystrybucji pierwiastkow dla probki wskazuje, ze
pierwiastki sa rownomiernie rozmieszczone. Obecno$¢ chloru w probcee byta zabiegiem
celowym, gdyz w syntezowanych kompozytach miaty wystgpowaé jednoczesnie dwa
rodzaje nanoczgstek srebra. Rys.23.B przedstawia kompozyt biokrzemionki
okrzemkowej, w ktérym wyr6zniono takie pierwiastki jak tlen, krzem, cer, srebro, wegiel
i chlor. Kompozyt zawiera odpowiednio 2,26% i 2,52% srebra i ceru. Zawarto$¢ srebra
w ilo$ci 4,70% oraz ceru rowng 6,31% wykryto w kolejnym przygotowanym kompozycie
(Rys.23.C). Nalezy rowniez zwrdci¢ uwage na jednorodny rozktad obu pierwiastkow,

zaréwno srebra jak 1 ceru w matrycy biokrzemionkowe;.
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Okaiyeto i wsp. [27] w swojej pracy analizowali tagczone nanoczgstki srebra oraz

chlorku srebra, ktore zostaty pozyskane z ekstraktu roslinnego. Ponadto, nalezy

zauwazy¢, ze uzyskali oni wyrazne piki na spektrum w okolicy 2,7 keV, ktory jest

charakterystyczny dla chloru oraz okoto 3,0 [keV], ktore przypisaé srebru. Odpowiednie

sygnaly od chloru i srebra uzyskano réwniez w tym przypadku. W pracy Wang i wsp.

[179] opisano synteze hybrydowych nanoczastek srebra i ceru z wykorzystaniem reakcji

redoks. Gtowny pik ceru znajdujacy si¢ w obszarze okoto 5 [keV], zostat zaprezentowany

na widmie EDX [179,180].
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Z racji tego, iz opisane kompozyty 2,26%Ag/2,52%Ce/DBioSiO, oraz
4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO>, sa kompozytami hybrydowymi, dodatkowo zostaly dla
nich okres$lone korelacje molowe i masowe Ag i Cl. Z przeprowadzonych przeliczen
wynika, ze analizowane kompozyty hybrydowe zawierajg mieszaning AQCINPs i AgNPs.
Wyniki obliczen zostaty zaprezentowane w Tab.5.

Tab.5. Korelacje molowe i masowe Ag i Cl w kompozytach hybrydowych

Ag Cl AgCINPs AgNPs

Probki % n, % n, n, % n, %

wag. | mol | wag. | mol mol | wag. | mol | wag.

2,26%Ag/2,52%Ce/
o 2,26 | 0,021 | 0,51 | 0,014 | 0,014 | 66,67 | 0,007 | 33,33
DBIioSiO2
4,70%Ag/6,31%Ce/
o 4,70 | 0,044 | 0,84 | 0,024 | 0,024 | 54,55 | 0,02 | 45,45
DBIioSiO;

Uzyskane obliczenia wskazuja, ze dla kompozytu 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi10Si102
stosunek nanoczastek AgCINPs do nanoczastek AgNPs wynosi 67:33 (%), natomiast dla
kompozytu 4,70%Ag/6,31%Ce/DBioSiO> stosunek AgCINPs: AgNPs wynosi 55:45 (%).
W obu analizowanych materiatach hybrydowych odnotowano zatem przewage
nanoczgstek chlorku srebra nad nanoczastkami srebra metalicznego. Jest to zwigzane
z faktem, iz AgCl ma bardzo niska warto$¢ iloczynu rozpuszczalnosci, nizszg niz srebro
metaliczne. Dlatego w procesie wytrgcania AgCl wytraci si¢ jako pierwszy, przed Ag.
Metaliczne srebro zacznie si¢ wytragca¢ dopiero po zwigzaniu wszystkich jonow
chlorkowych. Podobne wyniki analiz hybrydowych nanoczastek srebra uzyskano w pracy
Kubasheva i wsp. [25]. We wspomnianej pracy analizowano kompozyty zawierajace
nanoczastki srebra i chlorku srebra w potaczeniu z diatomitem. Zaobserwowano, ze wraz
ze wzrostem zawartos$ci jonow srebra w kompozytach wzrasta réwniez stosunek

nanoczastek AgNPs do AgCINPs.
4.4.2. Widma rentgenowskiej dyfrakcji proszkowej

Na Rys.24 zaprezentowane zostaly rentgenowskie dyfraktogramy proszkowe dla
biokrzemionki okrzemkowej (DBioSiO;) oraz zsyntetyzowanych kompozytow
(2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO2, 4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO2). Wsréd nich wyrdznic
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mozna kolejno: metaliczne srebro (RRUFF ID: R070416), chlorek srebra (RRUFF ID:
R050360), tlenek ceru (IV) (RRUFF ID: R052379) oraz opal-A (RRUFF ID: R060653).
W czesci Rys.24.A zostat zaprezentowany dyfraktogram dla DBioSiO2. Nalezy

zauwazyC, ze wystepuje tutaj szeroki pik w zakresie ~15 - 30° dla kata 20, ktory mozna

przypisa¢ amorficznej krzemionce, takiej jak opal-A (RRUFF

ID: R060653).

Wystepowanie takiego zakresu dla biokrzemionki pozyskiwanej z okrzemek z gatunku

Pseudostaurosira trainorii, zostalo potwierdzone réwniez w pracy Sprynskiego i wsp.

[65]. Brak innych pikow do charakteryzowania $§wiadczy o wysokiej czystosci

analizowanego materiatu.
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Rys.24. Wykresy dyfrakcji rentgenowskiej badanych probek: (A) biokrzemionki
okrzemkowej - DBi0SiO-, (B) kompozytu 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO3, (C) kompozytu

4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO>
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Na Rys.24.B przedstawiono dyfraktogram dla probki
2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO2, ktéry zaznaczono kolorem  niebieskim. Dla
analizowanego kompozytu mozna przypisa¢ piki pochodzace od AgCl (RRUFF ID:
R050360), ktéore mozna zauwazy¢ przy wartosciach kata 20 wynoszacych odpowiednio
28,00°, 32,40°, 46,40°, 54,90°, 57,70° oraz 75,65°. Wartosci kata 20 dla metalicznego
srebra (Ag - RRUFF ID: R070416) wyznaczono przy warto$ciach: 38,17°, 44,35°, 64,48°
oraz 81,75°. Ponadto nalezy zauwazy¢, ze mozliwe jest rowniez przypisanie pikéw dla
tlenku ceru(IV) (RRUFF ID: R052379) o wartosciach kata 20 wynoszacych 28,55°;
47,49°; 56,35° oraz 76,71°. Dodatkowo w analizowanym kompozycie
2,26%A0/2,52%Ce/DBi0SiO2 mozna wyrdézni¢ pik nalezacy do opalu-A w zakresie
wyznaczonym dla prébki DBi0SiO».

W analogiczny sposob zostaly wyznaczone i przypisane warto$ci kata 20 dla
kompozytu 4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO», ktory zostal zaprezentowany na Rys.24.C.
Nalezy zauwazy¢, ze niniejszy dyfraktogram posiada piki, ktére mozna przypisa¢ do:
chlorku srebra (RRUFF ID: R050360 — wartosci 28,00°; 32,40°; 46,40°; 54,90°; 57,70°),
metalicznego srebra (RRUFF ID: R070416 — 38,17°; 44,35°; 64,48°; 81,75°), (tlenku
ceru(lV) (RRUFF ID: R052379 — 28,55° 47,49°; 56,35°; 76,71°) oraz do opalu-A.
Wyznaczone piki dla gtownych sktadowych kompozytow pokrywaja si¢ z danymi
literaturowymi.

W pracy Arellano i wsp. [181] analizowano kompozyt zawierajagcy nanoczastki
metalicznego srebra 1 nanoczastki tlenku ceru(IV) w polaczeniu z amorficzng krzemionka
SBA-15, zsyntetyzowang w warunkach laboratoryjnych. Nalezy zauwazy¢, ze
intensywno$¢ pikow w analizowanych materialach nieznacznie wzrosta wraz ze
wzrostem zawarto$ci jonow, co moze wskazywa¢ na niewielki wzrost wielko$ci
krystalitow. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze charakterystyczne piki pochodzace od tlenku
srebra Ag20 nie zostaty wykryte na dyfraktogramach.

Widoczne jest, iz piki XRD zarejestrowane dla nanoczastek tlenku ceru(IV)
1 nanoczastek metalicznego srebra s3 mniej wyrazne 1 szersze niz piki zarejestrowane dla
nanoczastek chlorku srebra. Moze to by¢ spowodowane bardzo malymi rozmiarami
nanoczastek tlenku ceru(IV) i metalicznego srebra oraz odpowiadajacymi im defektami
w strukturze krystalicznej, co wptywa na odbicie sygnaléw, a w konsekwencji na ksztalt

uzyskanych pikéw. Z drugiej strony, dobrze zdefiniowana struktura krystaliczna
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nanoczastek chlorku srebra prowadzi do spiczastych 1 wyraznych pikow

potwierdzajacych ich obecnos¢.
4.4.3. Analiza kompozytu za pomocg transmisyjnej mikroskopii elektronowe;j

Wyniki  transmisyjnej ~ mikroskopii  elektronowej dla  kompozytu
4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO». przedstawiono na Rys.25. Mikroskopia TEM zostata
wykorzystana do zbadania morfologii, rozktadu i rozmiaréw utworzonych nanoczastek
w analizowanym kompozycie. Mikrofotografie TEM okrzemki domieszkowane;j
nanoczastkami srebra i ceru przedstawiono w czesSci Rys.25.A. Widoczne jest, ze
domieszkowane nanoczastki wystepuja jako skupiska na powierzchni okrzemki w postaci
cienkich jednowarstwowych ptatkow o nieregularnych ksztattach. Skupiska te (ptatki) sa
rozmieszczone na catej powierzchni frustuli. W czgéci Rys.25.B przedstawiony jest
powigkszony przekrd) frustuli okrzemki, ktory ilustruje bardziej szczegdétowo
zsyntetyzowane NPs. Roznice w widocznych odcieniach (szary, czarny) otrzymanych
nanoczastek zwigzane sg z ich niejednorodng (kompozytowa) struktura. Rys.25.1B
przedstawia fragment cienkiego jednowarstwowego platka z domieszkowanymi
nanoczastkami. Nalezy zauwazy¢, ze widoczne nanoczgstki posiadajg quasi-sferyczny
ksztalt, a ich rozmiary sg mniejsze lub réwne 10 nm w zaleznosci od typu. Rys.25.2B
ilustruje zdjecie STEM analizowanego fragmentu. Czerwona linia oznacza sekcj¢
skanowania STEM-EDX. W skanowaniu liniowym wyodrebniono profile stezen trzech
najwazniejszych pierwiastkow (Ag, Cli Ce) tworzagcych nanoczastki (Rys.25.3B). Profile
wymienionych pierwiastkow potwierdzily heteroapitaksjalny charakter tworzenia
nanoczgstek kompozytowych chlorku srebra, srebra metalicznego i tlenku ceru(IV).

Analizujgc caty profil skanowania (Rys.25.3B) mozna zalozy¢, ze mniejsze
nanoczastki naleza do CeO3, natomiast wigksze 1 bardziej wyrazne nanoczastki naleza do
Ag. Co wigcej, mniejsze nanoczastki tlenku ceru sg bardziej zdolne do aglomerac;ji.
W pracy Patil i wsp. [98] wykazano, ze otrzymane CeO2NPs o matym rozmiarze (3-5
nm) miaty wieksza tendencje do aglomeracji, co potwierdza stawiane zalozenie.
W analizowanym kompozycie 4,70%Ag/6,31%Ce/DBioSiO> wida¢ wyraznie, ze
nanoczastki, ktorych gtownym pierwiastkiem jest cer, sa znacznie mniejsze niz obecne

AgNPs, a ponadto skupiaja si¢ w niewielkich odleglosciach wzgledem siebie.
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Rys.25. Obrazy TEM kompozytu 4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO2: (A) frustuta okrzemki
z oznaczonymi skupiskami nanoczastek, (B) wystepujace ptatkowe skupiska nanoczastek
przy powigkszeniu 26500x, (1) przy powigkszeniu 180000x, (2) przy powigkszeniu
1250000x, (3) profil skanu liniowego STEM-EDX z modelem powstawania nanoczastek,
(4) obszar skanu STEM-EDX, (5) widmo STEM-EDX skupisk nanoczastek w postaci
cienkich jednowarstwowych ptatkoéw

Wyniki analizy TEM pozwalaja postawi¢ hipotezg, Zze nanoczastki powstaja
w kolejnosci AgCINPs, AgNPs i CeO2NPs (co przedstawiono jako model w sekcji 3B).
Zjawisko epitaksji, a doktadniej heteroepitaksji, jest tutaj wyraznie widoczne. W tej
sytuacji najbardziej odpowiednim z mozliwych modeli jest model Volmera-Webera,
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ktory jest inaczej nazywany modelem tréjwymiarowym lub "wyspowym" [42]. Zgodnie
z tym modelem, na poczatku nast¢gpuje jednoczesny wzrost zarodkow krystalizacji na
powierzchni matrycy (tutaj biokrzemionka okrzemkowa), ktéry dziata jako zalazek
wzrostu wigkszej struktury krystalicznej w postaci trojwymiarowych wysp
(nanoczastek). Oddziatywanie miedzy atomami lub czasteczkami zaangazowanymi
w tworzenie niewielkiego zarodka jest znacznie silniejsze niz z powierzchnig podtoza.
W omawianym przypadku najpierw na powierzchni biokrzemionki powstaja nanoczastki
chlorku srebra, a nastepnie na powierzchni nanoczastek chlorku srebra epitaksjalnie rosng
nanoczastki metalicznego srebra, na ktorych nastepuje epitaksjalny wzrost nanoczgstek
tlenku ceru (Rys.25.1-3B). Wyniki analizy STEM-EDX potwierdzity obecnos¢
pierwiastkow ceru, srebra 1 chloru w klastrach nanoczastek przypominajacych ptatki
(Rys.25.4-5B).

Nalezy  zaznaczy¢, ze  syntezowane  nanokompozyty  zawierajace
heteroepitaksjalnie wzrastajgce nanoczastki ztozone z Ag/AgCl/CeO- zostaty otrzymane
po raz pierwszy. W literaturze naukowej mozna znalez¢ jedynie pojedyncze doniesienia
na temat syntezy nanokompozytow zawierajacych pojedyncze kombinacje AgNPs
z CeO2NPs [181-183]. Nanoczastki CeO2 i AgNPs zostaly zsyntetyzowane przy uzyciu
jednoetapowej metody chemicznej [182,183]. Metoda chemicznego osadzania
z roztworu (CSD) zostala wykorzystana do wytworzenia epitaksjalnych warstw CeO2 na

Ni [184]. Opisano rowniez epitaksje cienkich warstw CeO2 na Al,Os [185].

4.4.4, Pomiary potencjatlu zeta otrzymanych kompozytow

Wplyw pH na warto$¢ potencjatu zeta analizowanych materiatow: DBioSiOg,
2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO; oraz 4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiOg, zostat
zaprezentowany na Rys.26. Wartos$¢ zeta potencjatu w zakresie pH od 2,03 do 12,00 dla
biokrzemionki pozyskiwanej z okrzemek oraz kompozytéw z dodatkiem jonow srebra
i ceru na matrycy biokrzemionkowej, jest ujemna dla wszystkich analizowanych

materiatow 1 waha si¢ od —6,31 mV do —77,40 mV.
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Rys.26. Wplyw pH na warto$¢ potencjatu zeta probek: (A) biokrzemionki okrzemkowej
(DBioSiO2), (B) kompozytu 2,26%Ag/2,52%Ce/DBioSiO;, (C) kompozytu
4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO>

Dodatek jondéw srebra i ceru obnizyt warto$ci potencjalu zeta do —15,07 mV dla
2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO2 i do —15,43 mV dla 4,70%Ag/6,31%Ce/DBioSiOx,
w stosunku do DBioSiO2 (—6,31 mV) przy pH=2. Przy pH 3,01 warto$¢ potencjatu zeta
dla kompozytu 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiO: jest nieco wyzsza niz dla biokrzemionki
okrzemkowej 1 wynosi —39,23 mV. W zakresie od 5,04 do 10,02 najnizsze potencjaty
zeta obserwuje si¢ dla kompozytu 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0S102. Odpowiednie wartosci
wynosza odpowiednio —51,43 mV; —47,33 mV 1—52,07 mV. Wyzsze wartos$ci potencjatu
zeta dla  kompozytu  4,70%Ag/6,31%Ce/DBioSiO, w  stosunku  do
2,26%A0/2,52%Ce/DBi0SiO2 moga by¢ zwigzane z faktem, ze nanoczgstki srebra maja

mniejszy rozmiar wraz ze wzrostem wartosci pH [186]. Nalezy zatem zauwazy¢, iz
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powierzchnia nanoczastek byta natadowana ujemnie, co sprzyjalo ich wzajemnemu
odpychaniu, a tym samym zmniejszato mozliwos¢ tworzenia si¢ agregatow [187]. Efekt
ten moze by¢ kompensowany przez dodatnio natadowang powierzchni¢ nanoczastek
tlenku ceru(lV) obecnych w kompozycie [188]. Nalezy zauwazy¢, ze dla obu
analizowanych kompozytow nie zaobserwowano punktu izoelektrycznego. Wynika to
z bogatej matrycy analizowanych materiatow. Prawdopodobnie znajduje si¢ on ponizej
pH 2. W literaturze, w zaleznosci od metody zastosowanej do syntezy nanocerii
mikroemulsyjnych, IEP wynosi okoto 4,5 1 okoto 9,5 dla nanocerii hydrotermalnych.
Roznica w IEP wynika z réznych potencjatléw zeta zsyntezowanych nanoczastek [98].
Natomiast w przypadku AgNPs wystepowanie punktu izoelektrycznego mozna

zaobserwowac przy pH rownym 3 [189].
4.4.5. Wiasciwosci fotoluminescencyjne

Na Rys.27 przedstawiono widma fotoluminescencyjne biokrzemionki
pozyskiwanej z okrzemek (DBioSiO2) oraz heteroepitaksjalnie wzrastajagcych
nanoczastek ~ kompozytowych — Ag/AgCl/CeO2  (2,26%Ag/2,52%Ce/DBioSiOy,
4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO,). Przedstawione widma obejmujg zakresy: od 285 do 425
nm przy dlugosci fali wzbudzenia 270 nm (Rys.27.B) oraz od 435 do 685 nm przy
dhugosci fali wzbudzenia 420 nm (Rys.27.A). Nalezy zauwazy¢, ze dla wszystkich
analizowanych materiatbw mozna wyrézni¢ cztery gléwne typy aktywnosci
fotoluminescencyjnej. Pierwszy z nich zlokalizowany jest w obszarze ultrafioletu (do 425
nm) przy dhugosci fali wzbudzenia 270 nm. Drugi rodzaj aktywnosci PL znajduje si¢
w niebieskim obszarze widma od 440 nm do 490 nm. Mozliwe jest wyszczegdlnienie
sygnatow emisji dla dtugosci fal rownych: 451 nm; 463 nm; 469 nm; 482 nm; 493 nm
przy dlugosci fali wzbudzajacej 420 nm. Trzeci zakres o niskiej aktywnosci
fotoluminescencji znajduje si¢ w zakresie emisji od 500 nm do 535 nm. W analizowanym
obszarze najbardziej widoczny jest pik emisji przy dtugosci fali 518 nm. Czwarty i ostatni
rodzaj aktywnosci fotoluminescencyjnej mozna scharakteryzowa¢ dla obszaru $wiatla
czerwonego w zakresie od 625 nm do 645 nm z intensywnym pikiem przy 635 nm.

Nalezy zauwazy¢, ze nanoczastki AgCINPs w czystej postaci powinny wykazywaé
pasmo emisji przy dlugosci fali A rownej 240 nm, jednak identyfikacja tego sygnatu nie
byta mozliwa - analiza byla ograniczona mozliwo$ciami sprzgtowymi dostgpnej
aparatury. Dodatkowo nalezy pamigtac, ze powyzsze zmiany mogg zaleze¢ rowniez od

morfologii i wielko$ci nanoczastek. W przypadku AgNPs mozliwe jest zlokalizowanie

75



sygnalu w niebieskim obszarze widzianego widma, o dlugosci fali emisji odpowiadajacej

483 nm [26,186,190].
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Rys.27. Widma fotoluminescencji  biokrzemionki okrzemkowej (DBioSiO3)
1 zsyntetyzowanych kompozytéw 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0Si0:
i 4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO; analizowane w zakresie: (A) od 435 do 685 nm przy
dhugosci fali wzbudzenia 420 nm 1 (B) od 285 do 425 nm przy dtugosci fali wzbudzenia
270 nm

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku zsyntetyzowanych kompozytdw wystepuje
pewne przesuni¢cie sygnalu w zakresie od 325 do 425 nm. Wynika to z rosnacej
zawarto$ci jondw srebra w kompozytach, a doktadniej odnosi si¢ do defektow w postaci
wakancji tlenowych spowodowanych wigksza ilosciag jonéw srebra wokot czastek tlenku
ceru(IV). Inne przesunigcia obecnych sygnaldéw moga by¢ zwigzane z defektami
powierzchniowymi (jak w przypadku piku przy 420 nm) lub defektami punktowymi.
Ponadto, w zalezno$ci od stopnia koncentracji defektow i dyslokacji, proces rekombinacji
elektronéw 1 dziur jest op6zniony, co moze wplywaé na roznice w intensywnosci

sygnatow obecnych dla analizowanych kompozytow [182].
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Pasmo emisji obserwowane w czgsci A przy 635 nm dla kompozytu
4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO2 moze by¢ spowodowane transferem tadunku pomiedzy
O? i Ce**. Obserwowany pik moze wynikaé z bezposredniej rekombinacji elektronow
mi¢dzy pasmem przewodnictwa Ce 4f a wystepujacymi dziurami w pasmie walencyjnym
O 2p. Wigkszo$¢ lantanowcdéw moze wykorzystywac tylko trzy elektrony jako elektrony
walencyjne, poniewaz pozostate elektrony 4f sa zbyt silnie zwigzane. Cer jest wyjatkiem

ze wzgledu na stabilno$é powtoki f w Ce** [191-194].

4.4.6. Wlasciwosci antybakteryjne otrzymanych kompozytow

Zidentyfikowane wartosci MIC dla badanych produktow zostaly podsumowane
i zilustrowane na Rys.28. Zgodnie z uzyskanymi wynikami, wybrane szczepy bakterii
wykazuja  wrazliwo§¢ na  kompozyty = DBioSiO2>  zawierajace srebro
(2,26%Ag/2,52%Ce/DBioSiO2 i 4,70%Ag/6,31%Ce/DBioSiO2). Oba materiaty
wskazujg te samg wartos¢ MIC (1,25 mg/mL). Co wigcej, DBi0Si02 bez zawartosci
srebra wykazuje selektywne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe; tylko szczepy
Staphylococcus aureus (ATCC, DFII) i Escherichia coli (ATCC) wykazujg wrazliwo$¢
na preparat DBioSiO;. Warto zauwazyc, ze nanokompozyty
4,70%Ag/6,31%Ce/DBIi0SiO, zawierajagce wigkszg ilo$¢ srebra (0,0586 mg Ag/mL)
wykazujg takg samg wartos¢ MIC jak nanokompozyty 2,26%Ag/2,52%Ce/DBi0SiOz,
ktore zawieraly mniejszg ilo$¢ srebra (0,0283 mg Ag/mL).

Wyniki te sugerujg istotny wptyw wielkosci, morfologii i ksztaltu NPs na dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe. Co wigcej, dane literaturowe szeroko przedstawiajg wplyw
wiasciwosci fizykochemicznych na efektywnos$¢ dziatania NPs, jednakze okreslony
mechanizm dziatania jest nadal przedmiotem rozwazan i ciaglej dyskusji. Oprocz
znanych mechanizmow (np. adhezji na powierzchni $ciany komodrkowej 1 btony
komorkowej bakterii, mechanizmu "konia trojanskiego", indukeji stresu oksydacyjnego
1 zaklocenia wewnatrzkomorkowych biomolekut itp.), efekty fotowzbudzenia wywotane

przez gatunki ROS s3 obecnie czgsto brane pod uwage i szeroko dyskutowane [195].

Z drugiej strony, matryca zastosowana do przygotowania nanokompozytow moze
réwniez wpltywaé¢ na aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa, poniewaz uzyskane
w niniejszych badaniach materialty wykazuja nizsza wartos¢ MIC (1,25 mg/mL)
w poréwnaniu do nanokompozytu AgNPs/kaolinit [187], podczas gdy nanokompozyt
AgNPs/TiO2/DBP [196], w ktorym warto§¢ MIC miescita si¢ w zakresie od 2,5 do 10
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mg/mL przeciwko tym samym szczepom bakterii. Ponadto na uwagg zastuguje fakt, ze
DBioSiO2 zastosowana w niniejszym badaniu jako nos$nik wykazuje aktywnos¢
antybakteryjng w porownaniu do no$nika TiO2/DBP i kaolinitu, ktére nie wykazaty
zadnej aktywnosci wobec tych samych szczepow bakterii. Co  wigcej,
w przypadku wszystkich no$nikow aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa wzrosta po

dodaniu zawartosci srebra.

DBioSiO,

DBi0SiO,

2,26%Ag/2,52%Ce/DBioSiO,

4,70%Ag/6,31%Ce/DBi0SiO,

Minimalne Stezenie Hamujace (mg/mL)/(Ag, mg/mL)
. 2,26%Ag2,52%Ce/ | 4,70%Ag631%Ce/ |

| DBioSIO, DBioSiO, DBioSiO,
Stphylococons AICC| 5 1,25 (0,0283) 1,25 (0,0586)
aureus DFII 5 1,25 (0,0283) 1,25 (0,0586)
Klebsiella ATCC 0 1,25 (0,0283) 1,25 (0,0586)
pneumoniae W] 0 125 (0,0283) 125 (0,0586)
Esdigrighia  ATCC 10 1,25 (0,0283) 1,25 (0,0586)
coli WI | 0 1,25 (0,0283) 1,25 (0,0586)

Rys.28. Aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa badanych nanokompozytéw wobec
wybranych szczepdéw bakteryjnych

Z drugiej strony, istotne jest zwrocenie uwagi na fakt, ze obserwowana aktywnos¢
fotoluminescencyjna w zakresie ultrafioletu, niebieskiego 1 czerwonego stanowila
bodziec do sformutowania hipotezy sugerujacej, ze przeprowadzone badania moga
przyczyni¢ si¢ do dalszego rozwoju syntezy nanokompozytéw. Dzialanie
przeciwdrobnoustrojowe moze by¢ wywotane zarowno przez niemodyfikowang matryce
(no$nik), jak i matryce modyfikowang srebrem (Ag/Ce/DBioSiO2), co znajduje
potwierdzenie w mechanizmie przeciwdrobnoustrojowym opisanym w literaturze
naukowej [197,198].
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Ponadto, kolejnym kluczowym aspektem, ktory wymaga podkreslenia, jest
ograniczona wiedza na temat przeciwdrobnoustrojowego potencjatu kombinacji takiej
jak  Ag/Ce/DBioSiO2. O ile liczne badania potwierdzily — wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe potaczenia Ag/Ce [199,200], o tyle dyskusja na temat
minimalnego st¢zenia hamujacego (MIC) pozostaje niepetna. Mimo to, prezentowane sg
badania dotyczace aktywnosci przeciwnowotworowej czystego ceru i CeO2 z domieszka
Ag na komorkach EPG 85-257, ktore wykazaly nizszg cytotoksyczno$¢ nawet przy
stezeniu 31,25 mM [199]. W poréwnaniu z tymi danymi, warto§¢ MIC badanych

zwigzkOw w omawianym eksperymencie okazata si¢ by¢ znaczaco nizsza.
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Abstract

Modern technology's development is also towards using microorganisms as micro-factories of biomaterials with unique
properties and combining the original properties of biosilica extracted from diatoms (microalgae) together with immobilised
silver and cerium in nanoparticle forms allowed to obtain a modern composite material with antibacterial activity. The syn-
thesised composites containing heteroepitaxially growing Ag/AgCl/CeO, complex nanoparticles were studied using different
types of instrumental analysis. SEM-EDX and XRD analysis allowed the qualitative and quantitative determination of the
clements present and their forms in the composites. TEM permitted analysis of information about the created nanoparticles
shape, size and structure specificity. The possible mechanism of nanoparticle formation was suggested. Antibacterial prop-
erties of synthesised composites were characterised using a minimum inhibitory concentration test on six selected bacterial
strains. Diatomaceous biosilica containing heteroepitaxially growing silver chloride, metallic silver, and cerium (I'V) oxide
nanoparticles have been prepared for the first time. The proposed method for synthesising composites did not use toxic
reagents, making it environmentally friendly.
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Introduction

Nanotechnology is an ever-evolving interdisciplinary science
that combines knowledge from biology, chemistry, physics,
engineering and materials science, among others. It thus
enables practical applications in many areas of industry and
science, from traditional chemical techniques to medical,
environmental an military technologies [1-3]. The central
concept of nanotechnology is the use of particles smaller
than 100 nm in size. This site gives materials new properties
and functions [4, 5]. The basic nanomaterials include, for
example, nanometals, nanoceramics, nanopolymers, nano-
composites or carbon nanostructures [6-10]. New methods
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of synthesising nanomaterials are currently being searched
for which will be environmentally friendly and thus contrib-
ute to developing and popularising green chemistry [11].
However, such methods are gaining increasing relevance, as
the aim is to reduce the use of expensive and toxic reagents
to synthesise nanomaterials.

Silver nanoparticles (AgNPs) arc among the most popular
and demanded nanomaterials. These nanoparticles have a
maximum contribution to various applications in nanomedi-
cine, biology, cosmetology, food, textiles etc. [12—17]. Fur-
thermore, they are an essential element in the photocatalytic
decomposition of organic dyes [18, 19]. Despite conflicting
information on the toxicity of AgNPs [20-22], their role as
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a disinfectant and antimicrobial agent has been significantly
appreciated. Smaller silver nanoparticles exhibit more sig-
nificant antibacterial activity. The selection of appropriate
synthesis conditions strongly influences the shape and size
of the obtained AgNPs [23, 24]. Nowadays, hybrid com-
bined composites comprising silver nanoparticles and sil-
ver chloride nanoparticles can also be specified [25]. These
combinations have been analysed for antibacterial activity
[26, 27], and their synthesis followed the tenets of green
chemistry because they were obtained from a plant extract
[28]. This fundamental approach should be widely promoted
as one should strive for eco-friendly activities.

Cerium oxide nanoparticles are becoming increasingly
important due to their properties and application possi-
bilities. Their unique surface, chemistry, biocompatibility
and high stability are significant for the long-term effects
of nanoparticles [29, 30]. Cerium oxide nanoparticles have
a unique ecological potential [31] due to their antioxidant
properties, making it possible to replace chemically prepared
antioxidants [32, 33]. Cerium oxide nanoparticles (nanoce-
ria) are used, for example, as a catalyst in diesel engines
[34], as a raw material in the production of solar cells [35],
or as a protective agent against corrosion [36]. Preliminary
biological studies have shown that CeO, nanoparticles
exhibit a cell-protective effect, improving stem cell adhesion
and suggesting a potential application in tissue engineering
[37]. Currently, nanoparticles of this type can be synthe-
sised using mainly chemical or physical methods. However,
there is a risk that the resulting NPs will be unstable and
toxic which may significantly reduce their performance and
applicability [38]. Therefore, methods are being developed
to obtain CeO,NPs from various biological resources, rich
sources of phytochemicals responsible for lowering and sta-
bilising the selected salts into target nanoparticles [39].

Microorganisms also have an essential role in the devel-
opment of nanotechnology. In this group, microalgae, espe-
cially single-celled diatoms, deserve special attention whose
undoubted advantage is their natural abundance and unique
ability to biosynthesise silica shells. Biomass synthesis of
a selected diatom species can be carried out under labora-
tory conditions, respecting the principles promoted by green
chemistry [40]. Siliceous frustules (biosilica) of diatoms
have a three-dimensional (3D) structure ornamented with
periodic arrangements of pores from the nano- to microscale
which can be successfully exploited in the development of
modern technologies [41, 42]. The unique structural and
physicochemical properties and biocompatibility undoubt-
edly point to the prospect of using this material for, among
other things, the synthesis of antibacterial agents. Addition-
ally, due to its adsorption properties, diatomaceous biosilica
can be an excellent support for the synthesis of nanoparti-
cles, reducing their toxic effects on living cells [43].

Many research studies demonstrated the antimicrobial
activity, synergistic effect of silver formulations against
clinical isolates and its application in pharmacology and
cosmetology [44—46]. In another trend of thoughts, our
previous studies [43, 47] show dissimilarity in the antimi-
crobial activity of AgNPs/kaolinite and AgNPs/TiO,/DBP
nanocomposites that used additional support for the synthe-
sis. Additionally, the support influences the antimicrobial
effect, the metal (element) used, and the synthesis method;
the TiO,/DBP nanocomposites display higher antimicrobial
potential against the same bacterial strains than AgNPs/
kaolinite.

Therefore, in the present study, we propose the synthesis
of hybrid composites ((Ag, AgCl, CeO,)DBi0SiO,) contain-
ing AgNPs, AgCINPs and CeO,NPs nanoparticles deposited
on a matrix in the form of biosilica extracted from diatoms
(DBi0SiO,) using an impregnation method. Environmen-
tally safe (ecology-friendly) hydrogen peroxide was used as
areducing agent to obtain metallic silver nanoparticles. The
physicochemical properties of the composites were charac-
terised by X-ray diffractometry, spectrofluorimetry, scanning
electron microscopy, transmission electron microscopy and
zeta potential measurements. In the present research, the
antimicrobial activity of the obtained nanocomposites was
analysed against the same Gram-positive bacteria, Staphylo-
coccus aureus and Gram-negative bacteria Klebsiella pneu-
moniae and Escherichia coli, using the minimum inhibitory
concentration method.

Materials and Methods

Biomass Cultivation of Diatom Species
Pseudostaurosira Trainorii

The pure diatom strain of Pseudostaurosira trainorii was
obtained from the Baltic Algae Culture Collection of the
Institute of Oceanography, University of Gdansk. The dia-
tom species were provided as Opephora sp. by the Cul-
ture Collection of Baltic, but our previous study results of
the frustule morphology features using scanning electron
microscopy allowed defining this diatom species as Pseudos-
taurosira trainorii [40]. As mentioned, the diatom species
were cultivated in 5 L Erlenmayer flasks at approximately
25°C. The culture used Guillard medium F/2 and sodium
metasilicate (Na,SiO;x5H,0 - 295.0%, Sigma Aldrich,
Poznan, Poland), a source of soluble silicon (in an amount
of 7 mg/L of culture). In addition, the pH of the culture
medium was kept constant (8.4), aeration and controlled
illumination on a 12:12 day/night cycle (using two 1500 lux
lamps). The entire diatom biomass cultivation experiment
was conducted for 12 days.
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Procedure for Cleaning Diatom Frustules

After the diatom culture process, the filtered biomass was
purified to obtain diatom biosilica. This process was carried
out in 600 mL flat-bottomed beakers using hydrogen perox-
ide solution (30% H,0, — S.A.F.C., Sigma Aldrich, Poznan,
Poland), with continuous heating (to 80°C) and stirring on
a magnetic stirrer. The process of purifying the diatom cells
from organic matter took 4 hours. After this, a few drops of
37% HCI (Supelco, Sigma Aldrich, Poznan, Poland) were
added to remove the calcium carbonates and excess H,0,.
The obtained biosilica colloidal solution was left for 24 h to
sediment the precipitate formed. Subsequently, the supernatant
liquid was decanted, and the obtained material was washed
with distilled water centrifuging on an Eppendorf Centrifuge
5810 R at 10000 rpm for 10 minutes. This was repeated five
times. The obtained diatomaceous biosilica (DBi0SiO,) was
dried at 120°C and transferred to sterile Eppendorf tubes.

Synthesis of (Ag, AgCl, Ce0,) Diatomaceous Biosilica
Composites

Synthesis of (Ag, AgCl, CeO,)DBioSiO, composites was
carried out by adding an aqueous solution of silver nitrate
(299.0%, Sigma Aldrich, Poznan, Poland) and ammonium
cerium (IV) nitrate (>99.0%, Supelco, Sigma Aldrich, Poznan,
Poland) to diatomaceous biosilica suspension. The synthesis
of the composites was carried out using the above solutions
of silver nitrate and ammonium cerium (IV) nitrate in two
different concentrations of the primary ions Ag and Ce: 50
mg/L, 100 mg/L, or 5 and 10% about the mass of diatoma-
ceous biosilica used solutions at such concentrations aimed to
obtain composites by adding 5 and 10 % ions. To a solution
(50 mL) of the specified concentration of silver and cerium
ions, 100 mg of biosilica was added. The resulting suspension
was stirred for 30 minutes, and then 0.1 M NaOH (S.A.F.C.,
Sigma Aldrich, Poznan, Poland) was alkalised to pH=9 (equa-
tions 1 and 2).

2AgNO5 ) + 2NaOH, < 2NaNO5,, + A8, 0, + H,0

(aq)

M

(NH,),Ce(NO3)g(ag) + 6NaOH 1y <> 6NaNOs )

+2NHsy, + CeOsyyy + 4H,0, @

aq)

Further reduction of the resulting silver oxide was carried
out with hydrogen peroxide. The reducing agent was added at
amolar ratio of AgNO,/H,0, of 1:3. The slurry was stirred for
another 15 minutes at 300 rpm to lessen the silver (equation 3).

Ag, 0, + Hzoz(uq) © 248, + HZO(uq) + Oy 3)

The whole was then stirred for 24 h at 80°C. The samples
were washed five times with distilled water and centrifuged
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(centrifuge 9000, MPW-251 rpm). The precipitates obtained
were dried at 110°C for 12 hours. After this time, the com-
posites were calcined at 500°C for five hours.

Characterisation Methods of Obtained Composites

The morphological features and elemental composition of
the analysed materials as well as the sizes, crystalline forms
and distribution of created nanoparticles, were investigated
by scanning electron microscopy (SEM, LEO 1430 VP,
Electron Microscopy Ltd, Cambridge, UK) coupled to an
Energy Dispersive X-Ray detector (XFlash 4010, Bruker
AXS, Bremen, Germany), and a transmission electron
microscopy (TEM, FEITecnai F20 X-Twintool) coupled to
a with EDX while placing the sample on a carbon-coated
copper grid (Lacey Carbon Support Film 400 mesh).

The mineral composition of the diatomaceous biosilica
and the synthesised nanocomposites was characterised using
X-ray powder diffraction (XRD) with a Philips X 'Pert Pro
diffractometer (XRD, Malvern Panalytical Ltd, Malvern,
UK) with Cu- Ka (y = 0.1541 nm, 40 kV, 30 mA). XRD
analysis data were collected over an angular range of 5-90°
20 with a step size 0.01.

The surface potential (zeta potential values) of diatoma-
ceous biosilica and composites containing silver and cerium
ions (Ag, AgCl, Ce0,)DBi0SiO, were measured using a
Zetasizer Nano Series instrument (Malvern Instruments,
Malvern, UK). Before measurement, analysed samples of
a given concentration (0.05 mg/mL) were suspended in the
water of a given pH (2.03, 3.01, 5.04, 8.02, 10.02, 12.00).
In addition, samples were sonified in a Polsonic ultrasonic
bath for 360 min at 25°C. DTS1070 measuring cell was used
for zeta potential measurements. The measurements for each
analysed example included three repetitions at the pH men-
tioned above.

Photoluminescence (PL) properties of diatomaceous bio-
silica and (Ag, AgCl, CeO,)DBioSiO, composites were ana-
lysed using a Hitachi F-2500 fluorescence spectrophotom-
eter equipped with a xenon lamp. PL spectra were recorded
at excitation wavelengths of 270 and 420 nm. Measurements
were carried out at about 20°C. Solid composites were ana-
lysed and placed in a particular cell. According to the instru-
ment's capabilities, the measurement range was from 285
to 800 nm.

Antimicrobial Assays

The antimicrobial properties of the obtained composites
were tested using the minimum inhibitory concentration
(MIC) test. The method was carried out using Miller Hilton
(MH) medium, according to Clinical and Laboratory Stand-
ards Institute (CLSI) procedures, and by microdilution in
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96-well plates with resazurin. Six bacterial strains were used
to analyse the composites' antibacterial propertics. Three
photogenic isolates were purchased from the Centre for
Modern Interdisciplinary Technologies collection (CMITC),
while three others are from the American Type Culture Col-
lection (ATCC). CMITC strains analysed are Staphylococ-
cus aureus ATCC 33591 THL (DFI), Klebsiella pneumoniae
9295-1 CHB (WI), Escherichia coli MB 11464-1 CHB (WI).
The abbreviation DFI stands for a strain isolated from a dia-
betic foot infection, while W1 refers to a strain isolated from
a wound infection. Strains from the ATCC collection used
in the analysis of antibacterial properties of composites are
Staphylococcus aureus ATCC 700699, Klebsiella pneumonia
ATCC 10031, and Escherichia coli ATCC 10031. First, the
bacterial cells were introduced into the M.H. medium for 24
h at 37°C. Then on 96-well plates (Sigma Aldrich, Poznan,
Poland), the cultured bacterial strain (1x10°® CFU/mL) and
different concentrations of analysed materials were mixed.
Subsequently, 12 pL of the resazurin-based in vivo toxicol-
ogy kit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) was added to
each well on the plate. After sample preparation, the leaves
were stored at 37°C with continuous stirring for 24 h. The
MIC value was determined by changing the indicator's col-
our from blue to pink.

Results and discussion
SEM-EDX Studies of Synthesised Composites

The results of SEM-EDX analysis of diatomaceous biosilica
and synthesised composites containing the addition of silver
and cerium are presented in Fig. 1. For each of the analysed
samples, the elemental content spectrum of the obtained
composites is plotted, as well as a sample area scan image
(mapping), which shows the distribution of analysed ele-
ments in the samples.

Fig. 1.A. presents the results for biosilica (DBi0SiO,)
extracted from diatoms of the species Pseudostaurosira
trainorii. It should be noted that elements such as oxy-
gen, silicon, carbon and chlorine can be distinguished in
the described sample. It is essential to mention that the
presented mapping indicates that the elements are evenly
distributed throughout the piece. The presence of chlorine
in the model was a deliberate procedure, as two types of
silver nanoparticles were to be present simultaneously in
the synthesised composites. The chlorine residuc observed
in the sample came from the purification process of the
diatom biomass (procedure described in section “Proce-
dure for cleaning diatom frustules” of the publication).
Fig. 1.B. represents a diatomaceous biosilica composite
with elements such as oxygen, silicon, cerium, silver, car-
bon and chlorine distinguished in the above composite.
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Fig.1 SEM-EDX spectra and mapping of the analysed materials: A
DBi0SiO, - diatomaceous biosilica, B 2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSiO,
composite, C 4.70%Ag/6.31%Cc/DBioSiO, composite

The composite contains 2.26%, and 2.52% of the silver and
cerium, respectively. The content of silver in the amount of
4.70% and cerium equal to 6.31% was detected in another
prepared composite (Fig. 1.C). The homogenous distribu-
tion of both elements as silver as good cerium in the sup-
ported diatomaceous biosilica matrix should also be noted.

Okaiyeto et al. [28], in their work, have analysed com-
bined silver and silver chloride nanoparticles that were
synthesised using plant extracts. The clear peak in the 2.7
[keV] region, characteristic of chlorine, and the height
around 3.0 [keV], which can be attributed to silver, were
detected on the EDX spectrum. Appropriate signals from
chlorine and silver were also obtained in our case. The
work of Wang et al. [48] was reported about synthesised
hybrid silver and cerium nanoparticles using a redox
reaction. The main peak assigned to cerium in the region
around 5 [keV] was detected on the EDX spectrum [48,
49].
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The SEM-EDX results showed that the synthesised
composites were 2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSiO, and
4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSi0,.

Ag and CI's molar and mass correlations were determined
for obtained hybrid composites: 2.26%Ag/2.52%Ce/DBio-
Si0, and 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO,. The calculations
showed that the hybrid composites contain a mixture of
AgCINPs and AgNPs. The results of the analyses are pre-
sented in Table 1.

The obtained calculations show that for the
2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0Si0, composite, the ratio of
AgCINPs nanoparticles to AgNPs nanoparticles is 67:33
(%), while for the 4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0Si0, composite
the ratio AgCINPs: AgNPs is 55:45 (%). Thus, the predomi-
nance of silver chloride nanoparticles over metallic silver
nanoparticles is noted in both hybrid analysed materials.
This is related to the fact that AgCl has a low solubility prod-
uct value, more down than metallic silver. Therefore in the
precipitation process, AgCl will precipitate first before Ag.
The metallic silver will only start to precipitate when all the
chloride ions have been bound. Similar results of analyses
of hybrid silver nanoparticle combinations were obtained
in the work of Kubasheva et al. [26]. The piece mentioned
above-analysed composites containing silver nanoparticles,
silver chloride nanoparticles, and diatomite. As the content
of the silver ions in the composites increased, the ratio of
AgNPs nanoparticles to AgCINPs also increased.

Powder X-ray Diffraction Analysis of Characterised
Materials

Figure 2 presents X-ray powder diffractograms for diato-
maceous biosilica (DBioSiO,) and synthesised composites
(2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0Si0,, 4.70%Ag/6.31%Ce/DBio-
Si0,). The diffractogram for DBioSiO, is presented in the
part of Fig. 2.A. Note that there is a broad peak in the range
~15-30° for angle 26, which can be attributed to amorphous
silica such as opal-A (RRUFF ID: R060653). The occur-
rence of such a range for biosilica extracted from the dia-
tom species Pseudostaurosira trainorii was also confirmed
in the work of Sprynskyy et al. [40]. The absence of other
peaks to characterise indicates the high purity of the ana-
lysed material.

Fig. 2.B. presents the diffractogram for the sample
2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0SiO,, marked in dark red. For the

A

*
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Fig.2 X-ray diffraction diagrams of the studied samples: (a) diatoma-
ceous biosilica DBioSiO,, (b) composite 2.26%Ag/2.52%Ce/DBio-
Si0,, (¢) composite 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO,

composite analysed, it is possible to assign peaks originating
from AgCl (RRUFF ID: R050360) which can be noted at
angle 26 values of 28.00°, 32.40°, 46.40°, 54.90°, 57.70° and
75.65°, respectively. The signals for metallic silver (RRUFF
ID: R070416) were determined at angle 26 values of: 38.17°,
44.35°, 64.48° and 81.75°. Furthermore, the peaks attributed
to cerium (IV) oxide (RRUFF ID: R052379) were detected
at angle 20 values of 28.55°, 47.49°, 56.35° and 76.71°.
Peaks with the same angle 20 values were determined for
the 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO, composite presented in
Fig. 2.C. Note that this diffractogram has peaks that can be
assigned to: silver chloride (RRUFF ID: R050360 — 28.00°,
32.40°, 46.40°, 54.90°, 57.70°, 75.65°), metallic silver
(RRUFF ID: R070416 - 38.17°, 44.35°, 64.48°, 81.75°),
cerium (IV) oxide (RRUFF ID: R052379 — 28.55°, 47.49°,
56.35°,76.71°) and opal-A.

The work of Arellano et al. [50] analysed a composite
that contained metallic silver nanoparticles and cerium (IV)
oxide nanoparticles in combination with amorphous silica

SBA-15 was synthesised under laboratory condi-
tions. The intensity of the peaks in the analysed materials

Table 1 Molar and mass
correlations of Ag and Cl in
hybrid composites

Cl AgCINPs AgNPs
Samples Mass% n,mol  Mass% n,mol n,mol % n,mol %
2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSi0, 2.26 0.021 0.51 0.014 0.014 66.67 0.007 33.33

4.70%Agl6.31%Cc/DBioSiO,

4.70 0.044  0.84 0.024  0.024 5455 0.02 45.45
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increased slightly with increased ion content, possibly
indicating a slight increase in the size of the crystallites.
It should also be noted that the characteristic peaks origi-
nating from the silver oxide Ag,0O were not detected in the
diffractograms.

It can be seen that the XRD peaks registered for cerium
(IV) oxide nanoparticles and metallic silver nanoparticles
are less pronounced and broader than the peaks recorded
for silver chloride nanoparticles. This may be due to the
minimal size of the cerium oxide and metallic silver nano-
particles and the corresponding fluctuations (defects) in
the outline of their crystal structure, which affects the
reflection of signals and, consequently, the appearance of
the obtained peaks. On the other hand, the well-defined
crystal structure of silver chloride nanoparticles leads to
pointed and clear peaks confirming their presence.

Transmission Electron Microscopy Analysis

The results of transmission electron microscopy for the
4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO, composite is presented in
Fig. 3. TEM was used to study the morphology, distribu-
tion and sizes of the created nanoparticles in the analysed
composite. A TEM microphotograph of the diatom frustule
doped with silver and cerium nanoparticles is shown in the
part of Fig. 3.A. It is visible that the doped nanoparticles
exist as clusters on the surface of the diatom frustule in the
form of thin single-layer flakes of irregular shapes. These
clusters (flakes) are distributed throughout the surface frus-
tules. In part of Fig. 3.B., a zoomed-in section of the diatom
frustule is presented, which illustrates in more detail the
synthesised NPs. The differences in the visible shades (grey,
black) of obtained nanoparticles are related to their heteroge-
neity (composite) structure. Figure 3.1B presents a sectional
view of a thin monolayer flake with doped nanoparticles.

Fig.3 TEM images of the
composite 4.70%Ag/6.31%Cc/
DBi0SiO,: (A) diatom frustule
with labelled nanoparticle
clusters. B the occurring flake-
like clusters of nanoparticles

at magnification 26500x, (1) at
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magnification 1250000 x, (3)
STEM-EDX line scan profile
with a model of nanoparticle
formation, (4) STEM-EDX scan
area, (5) STEM-EDX spectrum
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It should be noted that the visible nanoparticles have a
quasi-spherical form, and their sizes are smaller or equal
to 10 nm, depending on the type. Fig. 3.2B illustrates the
STEM capture of the analysed fragment. The red line marks
the scan section of the STEM-EDX. The line scan extracted
the concentration profiles of the three essential elements
(Ag, Cl, and Ce) forming the nanoparticles (Fig. 3.3B). The
shapes of the listed elements confirmed the heteroepitaxial
nature of the formation of silver chloride, metallic silver, and
cerium (IV) oxide composite nanoparticles.

Analysis of the complete scan profile (Fig. 3.3B) allows
us to assume that the smaller nanoparticles belong to
CeO,NPs, but larger and more distinct nanoparticles belong
to the AgNPs. Furthermore, the smaller cerium oxide nano-
particles are more able to agglomerate. In their work, Patil
et al. [S1] were shown that the obtained CeO,NPs with a
small size (3-5 nm) had a greater tendency to agglomerate.
In the 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO, composite analysed
it is evident that the nanoparticles, whose main clement
is cerium, are much smaller than the AgNPs present and,
in addition, they cluster at small distances relative to each
other.

The results of the TEM analysis allow us to hypothesise
that the nanoparticles are formed in the order of AgCINPs,
AgNPs and CeO,NPs (which is depicted as a model in
section “Results and discussion”B). The phenomenon of
epitaxy, or more precisely heteroepitaxy, is evident here.
The most appropriate possible model in this situation is the
Volmer-Weber model, otherwise considered a three-dimen-
sional or “island” model [52]. According to this model, at
the beginning takes place the simultaneous growth of the
crystallisation nuclei on a support surface (here diatoma-
ceous biosilica), which acts as a seed for the development
of a larger crystallite structure in the form of the three-
dimensional islands (nanoparticles). The interaction between
atoms or molecules forming a small nucleus is much stronger
than with the substrate surface. In our case, silver chloride
nanoparticles are first formed on the biosilica surface. Then
metallic silver nanoparticles grow epitaxially on the surface
of silver chloride nanoparticles, where the epitaxial growth
of cerium dioxide nanoparticles occurs (Fig. 3.1-3B). The
results of STEM-EDX analysis confirmed the presence of
cerium, silver, and chlorine elements in flake-like clusters of
nanoparticles (Fig. 3.4-5B). In addition, the detected silicon
content may indicate that the nanocomposites of silver and
cerium nanoparticles are contained in thin layers of biosilica
forming flake-like clusters.

It should be marked that the synthesised nanocomposites
containing heteroepitaxially growing Ag/AgCl/CeO, com-
plex nanoparticles have been prepared for the first time.
In the scientific literature, only single reports on synthe-
sising nanocomposites containing single combinations of
AgNPs with CeO,NPs can be found [50, 53, 54]. The AgNPs
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dispersed on the CeO, layer coated on the surface of SBA-15
were demonstrated in work [50]. The CeO, nanoparticles
decorated with AgNPs have been synthesised using a facile
one-step chemical method [53, 54]. The chemical solution
deposition (CSD) approach has been used to grow epitaxial
CeO, films on textured Ni in the work of [55]. Growth rate-
induced epitaxial of CeQ, thin films produced on Al,O; by
oxygen plasma-assisted molecular beam epitaxy was also
reported [56].

Zeta Potential Measurements of the Obtained
Composites

The effect of pH on the zeta potential value of the analysed
materials, DBi0SiO,, 2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSiO, and
4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0Si0,, is presented in Fig. 4. The
zeta potential value in the pH range from 2.03 to 12.00 for
biosilica obtained from diatoms biomass and diatom biosil-
ica doped with a nanocomposite of silver and cerium nano-
particles, is negative to all materials analysed and ranges
from — 6.31 to — 77.40 mV.

The addition of silver and cerium ions reduced the zeta
potential values to -15.07 mV for 2.26%Ag/2.52%Ce/DBio-
Si0, and to — 15.43 mV for 4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0SiO,,
relative to DBioSiO, (= 6.31 mV) at pH=2. At a pH of
3.01, the zeta potential value for the 2.26%Ag/2.52%Ce/
DBi0SiO, composite is slightly higher than for diatoma-
ceous biosilica, at — 39.23 mV. From 5.04 to 10.02, the low-
est zeta potentials are observed for the 2.26%Ag/2.52%Ce/
DBi0SiO, composite. The corresponding values are — 51.43

Zeta potential [mV]
A
(=]

-50
60
-70 -

— DBioSiO,
80 | — 2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSiO,
00 4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0SIO,

Fig.4 Effect of pH on zeta potential value of samples: A diatoma-
ceous biosilica (DBi0SiO,), B 2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0SiO, compos-
ite, C 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO, composite
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mV, —47.33 mV and — 52.07 mV, respectively. The higher
zeta potential values for the 4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0SiO,
composite, relative to 2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSiO,, may be
related to the fact that the silver nanoparticles are smaller in
size as the pH value increases [57]. It is, therefore, essen-
tial to note that the surface of the nanoparticles was nega-
tively charged, favouring their mutual repulsion and thus
reducing the possibility of aggregate formation [47]. This
effect could be compensated for by the positively charged
surface of the cerium (IV) oxide nanoparticles present in
the composite [58]. It should be noted that no isoelectric
point is observed for both composites analysed. This is due
to the rich matrix of the investigated materials. It is likely to
be located below pH 2. In the literature, depending on the
method used to synthesise the microemulsion nanoceria, the
IEP is approximately 4.5 and is about 9.5 for hydrothermal
nanoceria. The difference in the IEP is due to the different
zeta potentials of the synthesised nanoparticles [51]. In con-
trast, for AgNPs, the occurrence of an isoclectric point can
be observed around a pH equal to 3 [59].

Photoluminescence Properties of Combined Silver
and Cerium Composites

In Figure 5 are presented the photoluminescence spectra of
biosilica extracted from diatoms (DBioSiO,) and heteroep-
itaxially growing Ag/AgCl/CeO, composite nanoparticles
(2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0Si0,, 4.70%Ag/6.31%Ce/DBio-
Si0,). The presented spectra cover the ranges: from 285 to
425 nm with an excitation wavelength of 270 nm (part of

Fig.5 Photoluminescence 140 - B
spectra of diatomaceous A 100 B el %,=270 nm
biosilica (DBioSiO,) and 120 4
synthesised composites of 90 100 -
2.26%Ag/2.52%Cc/DBioSiO, § 30 -
and 4.70%Ag/6.31%Ce/DBio- 80 2
SiO; analysed in the range: A 8 60 -
from 435 to 685 nm with an 70 = 40 -
excitation wavelength of 420 20
nm and B from 285 to 425 nm 7 | | |
with an excitation wavelength ‘g‘ 60 0 ’\./\ f‘/\/\ T T § ,‘, t
of 270 nm 5 50 285 305 325 345 365 385 405 425
= Wavelenght [nm]
40 —DBioSiO;
30 —2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0SiO,
‘ 4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO,
20
hex=420 nm
104 | /\ /\
BULAR
0 LMW M,—/\ - P :
435 485 535 585 635 685
Wavelenght [nm]

Fig. 5.B.), as well as from 435 to 685 nm with an excitation
wavelength of 420 nm (part of Fig. 5.A.). It should be noted
that for all analysed materials, it is possible to distinguish
four main types of photoluminescence activity. The first is
located in the ultraviolet region (up to 425 nm) at an excita-
tion wavelength of 270 nm. The second type of PL activity
is located in the blue part of the spectrum seen from 440 to
490 nm. Detailing emission signals for wavelengths equal
to 451 nm, 463 nm, 469 nm, 482 nm, and 493 nm with an
excitation wavelength of 420 nm is possible. In the emission
range, the third range of weak photoluminescence activity
is from 500 to 535 nm. The emission peak at 518 nm is the
most prominent in the analysed region. The fourth and last
type of photoluminescence activity can be characterised by
the red light region ranging from 625 to 645 nm with an
intense peak at 635 nm.

It should be noted that pure AgCINPs nanoparticles
should show an emission band at A equal to 240 nm. How-
cver, identification of this signal was not possible - the
hardware capabilities of the available equipment limited the
analysis. In addition, it should be kept in mind that the above
changes may also depend on the morphology and size of the
nanoparticles. For AgNPs, it is possible to localise the signal
in the blue region of the spectrum seen, with the emission
wavelength corresponding to 483 nm [27, 57, 60].

It is important to note that for the synthesised composites,
some signal shift occurs in the region from 325 to 425 nm.
This is due to the increasing content of silver ions in the
composites and, more specifically, relates to defects in the
form of oxygen vacancies caused by more silver ions around
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the cerium (IV) oxide particles. Other shifts in the signals
present can be related to surface defects (as for the peak at
420 nm) or point defects. In addition, depending on the con-
centration of defects and dislocations present, the electron
and hole recombination process is delayed which can affect
the differences in the intensity of the signal current for the
composites analysed [53].

The emission band observed in part A at 635 nm for the
4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0Si0O, composite may be due to
charge transfer between O and Ce**. The observed peak
may arise from direct electron recombination between the
conduction band of Ce 4f and the occurring holes in the
valence band of O 2p. Most lanthanides can only use three
electrons as valence electrons because the remaining 4f elec-
trons are too strongly bonded. Cerium is an exception due to
the stability of the f shell in Ce** [61-64].

Antibacterial Activity Assay

The identified MIC values of the investigated formula-
tions are summarised and illustrated in Figure 6. Accord-
ing to the obtained results, the selected bacterial strains
show sensitivity to the DBioSiO, formulations incorpo-
rating silver content (2.26%Ag/2.52%Ce/DBioSi0O, and
4.70%Ag/6.31%Ce/DBi0Si0,). Both formulations indi-
cate the same MIC value (1.25 mg/mL). Moreover, even
the DBio0SiO, formulation without silver content demon-
strates a selective antimicrobial effect; only Staphylococ-
cus aureus strains (ATCC, DF1I), whereas Escherichia
coli (ATCC) shows sensitivity to the DBioSiO, formu-
lation. Notable to specify that the 4.70%Ag/6.31%Ce/

Fig.6 Antimicrobial activity of
the investigated nanocompos-
ites against selected bacterial
strains. ATCC - American Type
Culture Collection strains, DFI
- diabetic foot infection isolate,

DBioSiO, nanocomposites containing higher silver
amount (0.0586 Ag mg/mL) show the same MIC value as
the 2.26%Ag/2.52%Ce/DBi0SiO, nanocomposites it that
had lower silver amount (0.0283 Ag mg/mL).

This finding suggests the impact of NPs size, morphology
and shape on antimicrobial effect since the microscopy study
confirmed the formation of larger AgNPs with increasing
concentration. Moreover, literature data present widely the
influence of physicochemical properties on the effectiveness.
However, the definite action mechanism is still under con-
sideration and continuously discussed. Besides based known
mechanisms (e.g. adhesion on the surface of the bacterial
cell wall and membrane, “Trojan-horse” mechanism, induc-
tion of oxidative stress and disruption of intracellular bio-
molecules etc.), the photoexcitation effects induced by the
ROS species nowadays are frequently taken into considera-
tion and widely discussed [65].

On the other hand, the support used for the nanocompos-
ites preparation can also influence the antimicrobial activ-
ity once the formulations obtained in the present research
display a lower MIC value (1.25 mg/mL) compared to the
based AgNPs/kaolinite [47], whereas AgNPs/TiO,/DBP
[43] nanocomposite where the MIC value was found to be
ranged between 2.5 and 10 mg/mL against the same bacte-
rial strains. Furthermore, noteworthy the fact that DBioSiO,
(unmodified matrix) used in the present study as support
exhibits antimicrobial activity compared to the TiO,/DBP
and kaolinite support that have not displayed any move
against the same bacterial strains. Moreover, in the case of
all supports, the antimicrobial activity increased after adding
silver content.

WI - Wound isolate, NI — no
inhibitory effect

4.70%Ag/6.31%Ce/DBioSiO,

DBi0SiO, o
g gl DBioSIO, 2
MIC g %

1.25 \0.0283 =

AgmgmL

S

<

8

g

o

Minimal Inhibitory Concentration (mg/mL)/(Ag, mg/mL)

5 2.26%Ag/2.52%Ce/ 4.70%Ag/6.31%Ce/

DERSIO, DBioSiO, DBioSiO,

Staphylococcus ATCC 5 1.25(0.0283) 1.25 (0.0586)
aureus DFII 5 1.25(0.0283) 1.25 (0.0586)
Kiebsiella ATCC 0 1.25(0.0283) 1.25(0.0586)
pneumoniae WI 0 1.25(0.0283) 1.25 (0.0586)
Escherichia ATCC 10 1.25(0.0283) 1.25 (0.0586)
coli WI 0 1.25(0.0283) 1.25(0.0586)
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On the other trend of thought, it is notable for under-
lining the fact that for all encourageable to hypothesise
that this research will indeed shed further investigated for-
mulations in the present study, even support, have been
registered photoluminescence activity in the ultraviolet,
blue and red range. This phenomenon suggests that the
antimicrobial could be induced from an unmodified matrix
(support) and modified with silver (Ag/Ce/DBioSiO,).
Such results prove the antimicrobial mechanism discussed
previously in the literature [44, 66].

Moreover, another fundamental subject necessary to
specify is that more is needed about the antimicrobial
potential of such combinations as Ag/Ce/SiO,. Many
recent types of research show the antimicrobial potential
of Ag/Ce [67, 68]. However, the discussion regarding MIC
value could be more extensive. Nevertheless, the antican-
cer activity of pure ceria and Ag-doped CeO, on EPG
85-257 cells has been presented, showing lower cytotox-
icity even at 31.25 mM [67]. Compared to this, the MIC
value of the investigated formulations in the current study
was much less.

Conclusion

In this study, we proposed a method for synthesising innova-
tive composites on a diatomaceous biosilica matrix doped
with heteroepitaxially growing Ag/AgC1/CeO, composite
nanoparticles. Such a hybrid combination of nanoparticles
has been innovatively proposed and characterised. The
combined synthesis method promotes an environmentally
friendly approach by using a non-toxic reductant in hydro-
gen peroxide. Furthermore, the work uses a natural carrier
for the composites characterised by high biodegradability,
biocompatibility and lack of toxic environmental effects
in biosilica obtained from the diatom species Pseudos-
taurosira trainorii. The results of the SEM-EDX analysis
showed the homogenous distribution of both elements as
silver and cerium in a supported diatomaceous biosilica
matrix with a load of silver in the amounts of 2.3-4.7% and
cerium-2.5-6.3%. The results of XRD analysis confirmed
the presence in prepared composites such as mineral phase
opal-A and metallic silver, silver chloride, and cerium (I1V)
oxide. The results of the TEM analysis allow us hypoth-
esising that confirmed the heteroepitaxial nature of the for-
mation of silver chloride, metallic silver, and cerium (IV)
oxide composite nanoparticles on the diatomaceous biosilica
surface. Moreover, according to the obtained results, it is
encourageable to hypothesise that this research will shed
further light on the discovery of efficient and safe bioactive
nanocomposites for pharmaceutical applications (e.g. skin
infection). However, additional investigations are required.
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5. Podsumowanie i wnioskKi

W ramach przeprowadzonych badan skoncentrowano si¢ na innowacyjnych
procesach metabolicznego domieszkowania oraz chemicznej modyfikacji jonami Ce, Th
oraz Ag biokrzemionki okrzemkowej, pozyskanej z hodowli okrzemek gatunku
Pseudostaurosira trainorii w warunkach laboratoryjnych. Zaprojektowane metody
syntezy umozliwity otrzymanie zaawansowanych 3D mikro-nanostrukturyzowanych
kompozytéow,  ktore  zintegrowaly  unikatowe  wlasciwosci  biokrzemionki
z funkcjonalnymi wlasciwosciami domieszkowanych elementéw (nanoczastek tlenku
ceru(IV), tlenkoéw terbu, mieszanego tlenku ceru i terbu oraz hybrydowego potaczenia
nanoczastek metalicznego srebra, chlorkéw srebra 1 tlenku ceru.

[P1] Metaboliczne domieszkowanie jonami ceru hodowanych komorek okrzemek
z gatunku Pseudostaurosira trainorii zostato skutecznie zrealizowane. Po raz pierwszy
uzyskano  trojwymiarowg mikro-nanostrukturalng  amorficzng  biokrzemionke
funkcjonalizowang nanoczgstkami tlenku ceru, wykorzystujac metode biosyntezy
z udzialem jednokomodrkowych mikroalg (okrzemek) zdolnych do metabolicznego
wchtaniania 1 osadzania ceru z medium hodowlanego na ich krzemionkowym
egzoszkielecie (“biokrzemionce okrzemkowej"). Uzyskano kompozyt (Ce-DBioSiOy),
ktory taczy unikalne wiasciwosci strukturalne i1 fotoniczne biokrzemionki okrzemkowe;j
z funkcjonalnos$cig immobilizowanych nanoczgstek CeO». Biokrzemionka okrzemkowa
domieszkowana tlenkiem ceru(lV) charakteryzuje si¢ rOwnomiernym rozmieszczeniem
utworzonych nanoklastrow (okoto 100 nm) nanoczgstek CeO, (10-25 nm)
0 nieregularnym, quasi-sze$ciennym ksztalcie. Wyniki analizy XRD potwierdzity
obecnos¢ krystalicznych form CeO2NPs z niewielka deformacja sieci krystalicznej, ktéra
prawdopodobnie mogta by¢ spowodowana oczyszczaniem biokrzemionki z czgsdci
organicznej za pomoca nadtlenku wodoru. Obrébka biomasy okrzemek prowadzona
z wykorzystaniem H»02, mogla by¢ réwniez przyczyng dwukrotnego wzrostu
uwodnienia biokrzemionki z domieszkg CeO2 w porownaniu do niedomieszkowanej
biokrzemionki, co zostato ustalone za pomocg analizy termograwimetrycznej. Kompozyt
Ce-DBi0SiO; wykazuje intensywng fluorescencje w obszarze niebieskim pod wptywem
promieniowania UV oraz intensywng emisj¢ up-konwersyjng w obszarze niebieskim przy
wzbudzeniu 800 nm w bliskiej podczerwieni za pomoca lampy ksenonowe;j

w temperaturze pokojowej i atmosferze otoczenia. Zsyntetyzowany kompozyt
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10%Ce-DBi0SiO: jest obiecujgcym materiatem do ogniw stonecznych, fotokatalizy,
rekultywacji srodowiska i biomedycyny.

[P2] Kompozyty biokrzemionki okrzemkowej funkcjonalizowane nanoczastkami
tlenku terbu (ThxOy) i nanoczgstkami mieszanego tlenku ceru i terbu [(Ce,Tb)Oz] zostaty
zsyntetyzowane po raz pierwszy za pomocg metody impregnacji. Nanoczastki tlenku
terbu 1 nanoczastki mieszanego tlenku ceru i terbu, o wielkosci od 5 do 10 nm, tworza
cienkowarstwowe skupiska ("piankowa" sie¢) na powierzchni okrzemkowych
pancerzykow (biokrzemionki). Zaktada sig, ze grupy silanolowe (Si-OH) biokrzemionki
okrzemek promujg agregacje nanoczastek, podczas gdy grupy siloksanowe (Si-O-Si)
hamuja wzrost pojedynczych nanoczgstek. Efekty blizniacze zaobserwowano dla
klasterowych skupisk nanoczastek mieszanego tlenku Ce-Tb. Polifazowa struktura quasi-
krystaliczna zostata potwierdzona dla nanoczastek terbu. Wyniki XRD sugeruja obecnos¢
roéznych faz tlenkoéw terbu, zarowno krystalicznych (TbsO7; ThxOy; Th203), jak i quasi-
amorficznych, w strukturze poszczegolnych nanoczastek terbu. Natomiast nanoczastki
mieszanego tlenku Ce-Tb wystepuja w postaci krystalicznej przypisywanej symetrii
sze$ciennej struktury fluorytu (grupa przestrzenna Fm3m). Wyniki analizy
termograwimetrycznej wskazuja na wyjatkowo wysoka termostabilnos¢ (do 1000°C)
1 hydrofobowo$¢) zsyntetyzowanych kompozytow z udzialem tlenkéw lantanowcow.
Niezwykta hydrofobowo$¢ biokrzemionki okrzemkowej jest spowodowana obecnoscig
domieszkowanych nanoczgstek tlenkow lantanowcow, z ich naturalng ekstremalng
hydrofobowos$cig wynikajaca z ich unikalnej struktury elektronowej, ktora zapobiega
wigzaniu wodoru z czgsteczkami wody. Ujawnia to potencjat do produkc;ji stabilnych w
wysokich temperaturach i1 hydrofobowych materiatow ceramicznych na bazie
krzemionki. W widmach FTIR uzyskanych dla kompozytow catkowicie zanikajga pasma
w zakresie 3000-3500 cm ™ (O-H), 1635 cm™* (H-O-H) i 945 cm™ (Si-OH), co wskazuje
na transformacj¢ formy hydrofilowej biokrzemionki w hydrofobowa w wyniku
domieszkowania terbu i ceru. Wykryte pasmo FTIR przy 450 cm™?, nalezace do drgan
wigzan Ce - O - Ce i Tb - O - Tb, moze rowniez sugerowaé zwarte potgczenie tlenku
terbu i ceru z grupami siloksanowymi biokrzemionki Si-O-Si. Zsyntetyzowane
kompozyty wykazuja powinowactwo do intensywnej absorpcji promieniowania
ultrafioletowego w zakresie dtugosci fal 250-350 nm, przy czym kompozyty zawierajace
nanoczastki mieszanego tlenku ceru i terbu wykazuja znacznie wigkszg intensywno$é
absorpcji. Kompozyty charakteryzuja si¢ intensywna fluorescencja w szerokim spektrum

$wiatta widzialnego, w szczegolnosci w zakresie dtugosci fal 350-500 nm (fioletowo-
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niebieski), przy czym wyzsza intensywno$¢ emisji obserwuje si¢ w kompozytach
domieszkowanych terbem. Ponadto, kompozyty wykazuja intensywna fluorescencje
anty-Stokesa w waskim zakresie $wiatta widzialnego (indygo) przy wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali 800 nm. Wyniki charakterystyki zsyntetyzowanych
kompozytéw czynia je obiecujacymi materiatami do potencjalnych zastosowan takich
jak: ogniwa sloneczne, znakowanie fluorescencyjne, termokataliza, elektrokataliza,
fotokataliza, detekcja gazow, biomedycyna i optoelektronika.

[P3] Zaproponowana metoda syntezy innowacyjnych kompozytow na matrycy
z biokrzemionki okrzemkowej domieszkowanej heteroepitaksjalnie wzrastajagcymi
nanoczastkami  kompozytowymi  Ag/AgCl/CeO2 powiodlta si¢, co zostalo
zaprezentowane wynikami szeregu przeprowadzonych badan instrumentalnych. Wyniki
analizy SEM-EDX wykazaty homogeniczny rozktad pierwiastkow zaréwno srebra jak
i ceru w matrycy biokrzemionkowej z zawartoscig srebra w ilosci 2,3-4,7% i ceru — 2,5-
6,3%. Wyniki analizy XRD potwierdzily obecno$¢ w przygotowanych kompozytach fazy
mineralnej opalu-A oraz metalicznego srebra, chlorku srebra i tlenku ceru(IV). Wyniki
analizy TEM pozwalaja na wysuni¢cie hipotezy potwierdzajacej heteroapitaksjalny
charakter formowania si¢ hybrydowych nanoczgstek chlorku srebra, metalicznego srebra
i tlenku ceru(lV) na powierzchni biokrzemionki okrzemkowej. Ponadto, zgodnie z
uzyskanymi wynikami, mozna postawi¢ hipoteze, ze badania te rzucg dalsze §wiatto na
odkrywanie skutecznych i bezpiecznych bioaktywnych nanokompozytéw do zastosowan
farmaceutycznych (np. infekcji skory). Jednakze do tego wymagane sg zaawansowane

badania medyczne.
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[P2] dotyczacej otrzymywania nanokompozytéw  biokrzemionki okrzemkowej
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with  Heteroepitaxially ~Growing Ag/AgCl/CeO; Composite Nanoparticles:  Synthesis,
Characterisation and Antibacterial Application. Journal of Cluster Science. 35. 1-14.
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$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne o$wiadczam, ze w pracy:

[P1] Dotyczacej funkcjonalizacji biokrzemionki okrzemkowej nanoczastkami tlenku
ceru(IV) poprzez proces metabolicznej insercji, moj wktad polegat na: wykonaniu analizy TEM
oraz na tworzeniu koncepcji wizualizacji wynikow.

[P2] Dotyczacej otrzymywania nanokompozytow biokrzemionki okrzemkowej
modyfikowanej nanoczgstkami mieszanego tlenku Ce-Tb 1 quasi-krystalicznymi nanoczastkami
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wizualizacji wynikow.
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Zhanar & Trykowski, Grzegorz & Sprynskyy, Myroslav. (2023). Diatomaceous Biosilica Doped
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10.1007/s10876-023-02492-x.
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W zwiazku z ubieganiem si¢ Pani mgr Izabeli Wojtczak o stopien doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki chemiczne o§wiadczam, ze w pracy:

[P1] Dotyczacej funkcjonalizacji biokrzemionki okrzemkowej nanoczastkami tlenku
ceru(IV) poprzez proces metabolicznej insercji, [P2] dotyczace] otrzymywania nanokompozytéw
biokrzemionki okrzemkowej modyfikowanej nanoczgstkami mieszanego tlenku Ce-Tb i quasi-
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7. Streszczenie rozprawy

7.1. Streszczenie w jezyku polskim

Tematyka rozprawy doktorskiej koncentrowata si¢ na innowacyjnym podejs$ciu do
tworzenia nanokompozytow wykorzystujac biokrzemionke okrzemkowa
funkcjonalizowang nanoczastkami tlenkéw metali ziem rzadkich (Ce, Tb) oraz
nanoczastkami srebra. Praca taczy interdyscyplinarne podejscie z zakresu chemii,
biologii 1 nanotechnologii, dazac do stworzenia nowych materialéw z potencjalnym
zastosowaniem aplikacyjnym.

Po raz pierwszy uzyskano tréjwymiarowa mikro-nanostrukturalng amorficzng
biokrzemionke funkcjonalizowang nanoczastkami tlenku ceru, wykorzystujac metode
biosyntezy z udzialem jednokomodrkowych mikroalg (okrzemek) zdolnych do
metabolicznego wchtaniania i1 osadzania ceru z medium hodowlanego na ich
krzemionkowym pancerzyku (biokrzemionce okrzemkowej). Optymalizacja procesu
metabolicznego domieszkowania biokrzemionki cerem polegata na badaniu wptywu
réznych warunkow hodowli, w tym pH, sktadu pozywki oraz stosunku domieszkowanych
pierwiastkow. Uzyskany kompozyt (Ce-DBIi0SiO2) charakteryzuje si¢ rownomiernym
rozmieszczeniem utworzonych nanoklastrow (okoto 100 nm) nanoczastek CeO2
(10-25 nm) o nieregularnym, quasi-szesciennym ksztatcie. Wykryta (XRD) niewiclka
deformacja sieci krystalicznej tlenku ceru jak rowniez dwukrotny wzrost hydratacji
biokrzemionki (TGA) wynika z prawdopodobnego wptywu nadtlenku wodoru
stosowanego na etapie oczyszczania domieszkowanej biokrzemionki z czesci
organicznej. Kompozyt Ce-DBioSiO; wykazuje intensywng fluorescencje w obszarze
niebieskim pod wptywem promieniowania UV oraz intensywng emisj¢ up-konwersyjna
w obszarze niebieskim przy wzbudzeniu 800 nm za pomocg lampy ksenonowe;j
w temperaturze pokojowej i atmosferze otoczenia.

Kompozyty biokrzemionki okrzemkowej funkcjonalizowane nanoczastkami
tlenkow terbu (ThxOy) i nanoczastkami mieszanego tlenku ceru i terbu (Ce,Tb)O2 zostaty
zsyntetyzowane po raz pierwszy. Nanoczastki tlenkoéw terbu i nanoczastki mieszanego
tlenku ceru 1 terbu, o wielkosci od 5 do 10 nm, tworza cienkowarstwowe skupiska
("piankowa" sie¢) na powierzchni okrzemkowych pancerzykéw (biokrzemionki). Efekty
blizniacze zaobserwowano dla klasterowych skupisk nanoczastek mieszanego tlenku

Ce-Th. Polifazowa struktura quasi-krystaliczna zostata potwierdzona dla nanoczastek
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terbu. Kompozyty (TbxOy/DBi0SiO> oraz (Ce,Th)O./DBioSiO2) wykazuja wyjatkowo
wysokg termostabilno$¢ (do 1000°C) i hydrofobowos¢ oraz powinowactwo do
intensywnej absorpcji promieniowania ultrafioletowego w zakresie dtugosci fal 250-350
nm. Kompozyty charakteryzuja si¢ intensywna fluorescencja w zakresie dtugosci fal
350-500 nm (fioletowo-niebieski) oraz intensywng fluorescencje¢ anty-Stokesa w waskim
zakresie $wiatta widzialnego (indygo) przy wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali
800 nm.

Zaproponowana metoda syntezy innowacyjnych kompozytow na Dbazie
biokrzemionki okrzemkowej domieszkowanej heteroepitaksjalnie wzrastajagcymi
nanoczgstkami kompozytowymi Ag/AgCl/CeO,. Wyniki wykazaly homogeniczny
rozktad pierwiastkow zaro6wno srebra jak 1 ceru w matrycy biokrzemionkowej
z zawartoscig srebra w ilosci 2 - 5% i ceru - 2 — 6%. Synergiczne wlasciwosci tych
nanoczastek, szczegodlnie ich dzialanie antybakteryjne, zostaly przetestowane wobec
bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych namnazanych laboratoryjnie jak roéwniez
z izolatbw  klinicznych, co  podkresla ich  potencjalne  zastosowania
w terapiach stosowanych w medycynie.

Wyniki badan wtasciwosci zsyntetyzowanych kompozytow wskazuja na
perspektywe ich zastosowan jako materiatow funkcyjnych w nowoczesnych
technologiach takich jak: ogniwa stoneczne, znakowanie fluorescencyjne, termokataliza,

elektrokataliza, fotokataliza, detekcja gazéw, biomedycyna i optoelektronika.
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7.2. Streszczenie w jezyku angielskim

The doctoral dissertation embarked on a novel path, exploring the creation of
nanocomposites through the unique utilisation of diatomaceous biosilica. This innovative
approach involved functionalising the biosilica with rare earth metal oxides (Ce, Tb) and
silver nanoparticles. The work was a testament to the power of interdisciplinary
collaboration, drawing insights from chemistry, biology, and nanotechnology to forge
new materials with promising applications.

For the first time, a three-dimensional micro-nanostructured amorphous biosilica
functionalised with cerium oxide nanoparticles was obtained using a biosynthesis method
involving single-cell microalgae (diatoms) capable of metabolically absorbing and
depositing cerium from the culture medium onto their siliceous exoskeleton (diatom
biosilica). The optimisation of the metabolic process of doping biosilica with cerium
involved studying the impact of various culture conditions, including pH, nutrient
composition, and the ratio of doped elements. The resulting composite (Ce-DBioSiOz)
features evenly distributed nanoclusters (about 100 nm) of CeO: nanoparticles
(10-25 nm) with an irregular, quasi-cubic shape. The detected (XRD) minor deformation
of the cerium oxide's crystal lattice and the twofold increase in hydration of the biosilica
(TGA) likely resulted from using hydrogen peroxide in cleaning the doped biosilica from
organic parts. The Ce-DBioSiO, composite exhibits intense fluorescence in the blue
region under UV radiation and intense up-conversion emission in the blue region when
excited at 800 nm by a xenon lamp at room temperature and ambient atmosphere.

Diatomaceous biosilica composites functionalised with terbium oxide nanoparticles
(TbxQy) and mixed cerium and terbium oxide nanoparticles (Ce,Th)O, have been
synthesised for the first time. Terbium oxide nanoparticles and mixed cerium and terbium
oxide nanoparticles, ranging from 5 to 10 nm, form thin-layer clusters (“foamy" network)
on the surface of diatomaceous exoskeletons (biosilica). Twin effects were observed for
cluster aggregates of mixed oxide Ce-Th nanoparticles. A polyphasic quasi-crystalline
structure was confirmed for terbium nanoparticles. The composites (TbhxOy/DBioSiO>
and (Ce,Th)O2/DBi0SiOz) exhibit exceptionally high thermostability (up to 1000°C) and
hydrophobicity, as well as an affinity for intense ultraviolet radiation absorption in the
250-350 nm wavelength range. The composites are characterised by intense fluorescence

in the visible light spectrum, particularly in the 350-500 nm (violet-blue) range, and
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intense anti-Stokes fluorescence in a narrow range of visible light (indigo) when excited
by radiation at 800 nm wavelength.

A proposed synthesis method for innovative composites based on diatomaceous
biosilica heteroepitaxially grown with composite nanoparticles Ag/AgCI/CeOz. The
results showed a homogeneous distribution of silver and cerium elements in the biosilica
matrix with silver content ranging from 2% to 5% and cerium from 2% to 6%. The
synergistic properties of these nanoparticles, especially their antibacterial action, were
tested against laboratory-cultured Gram-positive and Gram-negative bacteria and clinical
isolates, highlighting their potential applications in medical therapies.

The research findings on the properties of the synthesised composites open up
aworld of possibilities. These materials hold immense potential as functional components
in cutting-edge technologies such as solar cells, fluorescent marking, thermocatalysis,
electrocatalysis, photocatalysis, gas detection, biomedicine, and optoelectronics. This

breadth of applications is a testament to the transformative power of nanocomposites.
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