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INTRODUCERE

Prezenta teza de doctorat are drept preocupare exploatarea ariei de folosire a materialelor apatitice in sfera aplicatiilor
biomedicale cat si in domeniul protectiei mediului.

Referitor la aplicatiile biomedicale, la momentul actual, in terapia aplicatd in chirurgia plastica si reconstructiva a
tesutului osos sunt utilizate o diversitate de biomateriale. Aceste biomateriale trebuiesc sa indeplineasca o serie de caracteristici
legate de structura lor fizico-chimica, de interactiunea cu mediului fiziologic in care vor fi utilizate si de proprietatile acestora
de a permite atasarea si proliferarea celulard. Datoritda proprietatilor importante necesare, precum biocompatibilitatea,
biodegradabilitatea, proprietdti mecanice si osteoconductivitatea, numarul de materiale ce se preteaza pentru astfel de aplicatii
este restrans. Asadar solutia ideald ar fi obtinerea de biomateriale compozite care sa imbine sinergetic proprietatile
constituientilor din care sunt formati ludnd nastere astfel noi biomateriale cu proprietati superioare.

Un alt aspect ce trebuie luat in considerare in proiectarea unui substituent osos il reprezinta faptul caci biocompozitul
trebuie sd imite cat mai fidel posibil proprietatile fizico-chimice ale tesutului osos.

Tindnd cont de aceste considerente, in prezentul studiu, drept component de bazd a compozitelor s-a ales
hidroxiapatita sintetica, deoarece prezinta o structurd similara cu cea a mineralului primar din componenta tesutului osos cat
si pentru proprietatile sale remarcante cum ar fi, biocompatibilitatea, bioactivitatea, ne-toxicitatea, osteoinductia,
osteoconductia, osteointegrarea, demonstrate in diferite studii irn vitro si in vivo.

Hidroxiapatita de puritate avansatd a fost utilizatid, pina in prezent, in diferite forme pentru diferite utilizari
biomedicale: ca ceramica densa, sinterizata (implant pentru urechea medie, uz alveolar), sub forma poroasa sau granule pentru
umplerea defectelor (cavitati) osoase, ca materiale pentru depunere pe suprafata implantelor precum si drept materiale de tip
vector in eliberarea de principii biologic active.

In ceea ce priveste domeniul protectiei mediului, dezvoltarea industriald reprezinti una din sursele de poluare a
mediului cu consecinte directe asupra dezechilibrului ecosistemelor, datorita acumularii poluantilor. Industria de obtinere a
colorantilor si industria finisajului textil sunt numai doud ramuri industriale in care apele uzate contin diferite tipuri de
poluanti cum sunt colorantii si metalele grele. Colorantii pe langa aspectul inestetic care 1l dau apelor sunt considerati sursa de
poluare eutrofica si poluanti periculosi care dau efecte mutagene si cancerigene in timp.

Asadar, la nivel mondial se impune nevoia de procese cu impact negativ limitat asupra mediului si identificarea de
tehnologii de epurare aplicabile la nivel industrial, pentru indepartarea poluantilor pana la limita acceptatd prin standarde
pentru deversarea in emisar. Noile cerinte economice duc la dezvoltarea de cercetari cu raspuns aplicativ si la aplicarea de
tehnologii cu grad scdzut de poluare, gasirea de noi materiale ,,economice” care sa poata fi folosite in practica depoluarii
apelor. Analizand metodele de obtinere a hidroxiapatitei se poate spune céci aceasta este un ,,material economic” din punct de
vedere al costului de productie dar si un ,,material prietenos (eco-friendly)” deoarece in obtinerea sa nu sunt necesare materii
prime si/sau metode/ tehnologii care pot avea un impact negativ asupra mediului inconjurator.

In afard de proprietatile specifice aferente biomaterialelor, hidroxiapatita poseda si o buna capacitate de adsorbtie a
unor diferite specii chimice cu masa moleculara mica/mare. Ea poate schimba cu usurinta ionii de calciu, fosfat si hidroxil cu
alti ioni (anioni sau cationi), aceasta fiind un material adsorbant ideal ce poate fi utilizat cu succes in procesele de depoluare
chimica a apelor uzate.

Lundnd in considerare acest context, lucrarea de fata isi propune obtinerea §i caracterizarea unor biomateriale
compozite pe baza de hidroxiapatita si principii biologic active care sa aiba structura chimica si morfologica similara cu cele
ale tesutului osos precum §i obtinerea de hidroxiapatita nanocristalind cu aplicatii in protectia mediului.

Studiile vizate in aceasta lucrare au avut drept OBIECTIVE, urmatoarele:

1) Obtinerea de biocompozite hidroxiapatiti — poliuretan — principii biologic active prin procedee biomimetice.

2) Obtinerea unor biocompozite apatitd — sulfat de gentamicind — L-lisind clorhidrat prin procedee de co-
precipitare chimicd cu aplicatii medicale, ca sisteme topice cu eliberare controlata de antibiotic.

3) Obtinerea de hidroxiapatiti nanocristalind sub formda de pulbere si utilizarea sa ca material adsorbant in
procesul adsorbtie din solutie apoasd a unui colorant textil (Reactive Blue 204).

Teza de doctorat este structuratd in doud parti: partea I-a studiu de literatura (2 capitole) si partea a Il-a, strategia
experimentala (5 capitole).

Partea I-a — Studiu de literatura - cuprinde doua capitole, avand o extindere de 58 de pagini si trateaza unele aspecte
privind aplicabilitatea materialelor apatitice in medicina regenerativa osoasa si protectia mediului.

Capitolul 1 ,,Biomateriale apatitice cu aplicatii in ingineria tisulara a osului” prezinta principalele caracteristici ale
tesutului osos precum structura, compozitia si functia acestuia, impreund cu stadiul actual de cunoastere in domeniul
biomaterialelor apatitice utilizate 1n ingineria regenerativa a tesutului osos. Materialele utilizate pentru substitutia osoasa sunt
prezentate impreund cu proprietatile, avantajele si dezavantajele acestora, evidentiindu-se caracteristicie ideale ale unui
material cu rol de substituent 0sos.



in capitolul al 1l-lea ,,Materiale apatitice cu aplicatii in protectia mediului” este prezentat stadiul actual al cunoasterii
in domeniul poludrii apelor de suprafatd cu coloranti textili industriali, sursele de poluare, toxicitatea acestora, folosirea
procesului de adsorbtie in depoluarea apelor, proprictatile esentiale ale materialelor adsorbtive corelate cu proprietatile
poluantilor, caracteristicile si teoriile care descriu procesul de adsorbtie precum si modelele specifice ale adsorbtiei. In urma
acestui studiu s-au evidentiat principalele obiective de cercetare ale lucrarii si elementele de noutate realizate.

Partea a doua a lucrarii — Strategia experimentala — cuprinde 5 capitole avand o extindere de 126 pagini si include
materialele si metodele de lucru, rezultatele originale obtinute si concluziile generale.

in capitolul al Ill-lea ,, Metode si tehnici de caracterizare a biomaterialelor” sunt prezentate tehnicile de analiza si
respectiv materialele si reactivii utilizati in obtinerea materialelor propuse.

Tehnicile de analiza folosite in scopul caracterizarii materialelor obtinute sunt: spectroscopia de absorbtie in infrarosu
(FTIR), spectroscopia UV-Vis, spectroscopia de fotoelectroni cu raze X (XPS), microscopia electronicd de baleiaj cuplata cu
spectroscopia de raze X prin dispersie de energie (SEM - EDX), difractia de raze X (DRX), determinarea suprafetei specifice
BET si a distributiei porilor.

Capitolul al IV-lea ,,Obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei nanometrice” prezinta sinteza de hidroxiapatita,
utilizand metoda de coprecipitare chimicd pe cale umeda si caracterizarea pulberii de hidroxiapatitd nanocristalina astfel
obtinutd. Se urmareste optimizarea procedeului de sinteza prin studierea factorilor care influenteaza obtinerea de hidroxiapatita
stoechiometricd, nanocristalina, de puritate ridicata, sub forma de pulbere (cum ar fi: modalitatea de preparare a gelului de
sintezd, timpul de maturare al acestuia, influenta pH-ului, temperatura de maturare, temperatura de calcinare) cat si
investigarea efectelor produse de chimismul amestecului lichid de sinteza.

Totodatd, s-a determinat punctul de sarcina electrica zero (pHpzc) si suprafata specifica prin ,,metoda BET” pentru
probele de hidroxiapatita obtinute, In scopul utilizarii acestor materiale in procesul de adsorbtie a unui colorant anionic,
Reactive Blue 204, din solutii apoase.

Capitolul al V-lea intitulat ,,.Biocompozite pe baza de hidroxiapatita” este dedicat prezentarii rezultatelor
experimentale privind obfinerea si caracterizarea a doua tipuri de biocompozite pe baza de hidroxiapatitd: poroase si
pulverulente. Biocompozite poroase pe bazd de hidroxiapatita -polimeri sintetici (poliuretan) si principii biologic active
(vitamina A si vitamina D,, vitamina By, nanoparticule de argint) au fost obtinute utilizand procedee biomimetice de procesare
(in conditii de temperaturd si pH fiziologice: 37 °C si pH 7,42) iar biocompozitele pulverulente pe baza de hidroxiapatitad si
principii active (sulfat de gentamicina si L- lisind clorhidrat) s-au sintetizat apeland la metoda de coprecipitare chimica pe cale
umeda.

Analiza proprietatilor fizico-chimice, morfologice, evaluarea efectului antibacterian (teste antimicrobiene in vitro, pe
culturi bacteriene - Staphylococcus aureus, Escherichia coli) si evaluarea proprietatii de biocompatibilitate (teste de viabilitate
/ citotoxicitate celulard in vitro) au fost efectuate cu scopul de a obtine cat mai multe informatii despre structura si
caracteristicile biocompozitelor.

Ca o particularitate pentru biocompozitele pulverulente, s-a realizat un studiu de eliberare controlatd a sulfatului de
gentamicina din structura acestora pentru a fi posibild descrierea profilului cinetic de eliberare a antibioticului in cazul
implantarii materialului in calitate de substituient 0sos.

Capitolul al VI-lea intitulat ,,Materiale apatitice cu aplicatii in protectia mediului” dovedeste aplicabilitatea
hidroxiapatitei drept material adsorbant in procesul de epurare prin metode de adsorbtie/schimb ionic a apelor poluate cu
coloranti textili. S-a studiat posibilitatea recuperarii din apa a colorantului textil Reactive Blue 204, urmarindu-se optimizarea
conditiilor experimentale privind procesul de adsorbtie, respectiv studiul cineticii procesului de adsorbtie.

in capitolul al VII-lea al tezei de doctorat sunt prezentate concluziile generale privind cercetirile efectuate.

Teza de doctorat are o intindere de 214 si mai cuprinde activitatea stiintifica si referintele bibliografice care au stat la
baza cercetarilor stiintifice.

Acest manuscris, aduce contributii esentiale in domeniul biomaterialelor compozite cu aplicabilitate terapeutica in
medicina regenerativa osoasa si respectiv in domeniul controlului poluarii apelor industriale cu coloranti textili.

Contributiile originale ale activitatii de cercetare din cadrul doctoraturii au fost valorificate prin diseminarea
rezultatelor in 10 lucrari stiintice (dintre care 6 lucrari publicate in reviste cotate ISI, 2 in reviste BDI si 2 lucrari publicate in
volumele simpozioanelor) si respectiv prin participarea la 10 manifestari stiintifice (nationale si internationale).



Capitolul IV. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA HIDROXIAPATITEI NANOMETRICE

IV.1. Sinteza hidroxiapatitei

In cadrul acestui capitol se prezintd rezultatele privind obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei nanometrice sub
forma de pulbere cristalind si de puritate ridicata, aplicind metoda precipitérii chimice din solutie (flisei si colab., 20127
Ciobanu, Ilisei si colab., 2013%).
Principalele obiective urmarite in acest studiu au fost:
»  sinteza hidroxiapatitei nanometrice si optimizarea procedeului de sinteza prin studierea factorilor care influenteaza
obtinerea de hidroxiapatitd stoechiometrica, sub forma de pulbere nanocristalina si de puritate ridicata;
»  caracterizarea structural - morfologica a materialelor obtinute apeland la metode si tehnici de analizd avansate si
performante. Probele obtinute au fost caracterizate fizico-chimic aplicdind metode moderne precum:
- difractie de raze X (DRX) in vederea stabilirii gradului de cristalinitate, a dimensiunii cristalitelor si identificarea
fazelor cristaline din materialul pulverulent;
- spectroscopie in IR cu transformatd Fourier (FTIR) pentru evidentierea principalelor grupari functionale din
structura apatitica;
- microscopie electronica cu baleiaj cuplatd cu spectroscopia de raze X prin dispersie de energie (SEM-EDX) pentru
stabilirea morfologiei cristalelor de hidroxiapatita;
- metoda Brunauer - Emmett - Teller (BET) pentru determinarea ariei suprafetei specifice, in timp ce volumul si
distributia dimensiunii porilor au fost determinate cu ajutorul metodei Barrett - Joyner - Halenda (BJH).

IV.1.1. Protocolul de obtinere a hidroxiapatitei

Pulberea de hidroxiapatitd a fost sintetizata prin metoda precipitarii chimice in solutie (isei si colab., 2012% Ciobanu,
Hlisei si colab., 2013%), pe baza metodologiei prezentate in literatura de specialitate (Nathanael si colab., 2010; Pop si colab.,
2003). S-au folosit urmatoarele materii prime:

- surse (precursori) de calciu si fosfor: azotat de calciu tetrahidratat Ca(NOs),-4H,0 si fosfat acid de amoniu (NH4),HPOy,,
- hidroxid de amoniu NH,OH cu rol de reglare a pH-ului.

Metoda prezintd o serie de avantaje si anume: se utilizeaza reactivi usor de procurat, protocolul de sinteza este relativ
simplu, nu necesitd aparaturd complexa, nu se utilizeaza solventi organici, iar produsul obtinut este de puritate ridicata. De
asemenea, prin aceastd metoda se pot produce cantitati relativ mari de hidroxiapatita si la un cost rezonabil.

Protocolul procesului de obtinere a hidroxiapatitei, cu parametrii de proces optimi, presupune parcurgerea
urmatoarelor etape:

1. Prepararea solutiilor initiale de precursori pe baza de calciu si fosfor:

- solutia A = solutie apoasd de Ca(NO;), 4H,O cu concentratia 0,01 — 1,0 M;

- solutia B = solutie apoasa de (NH,4), HPO, cu concentratia 0,006 — 0,5 M;
2. Amestecarea solutiilor de Ca(NOs),"4H,0 si (NH,),HPO, :

- cantitatile de solutii A si B luate 1n lucru se aleg in asa fel incat raportul molar Ca/P sa fie egal cu 1,67 corespunzator

cu cel al hidroxiapatitei;

- viteza de agitare a suspensiei este de 1.200 — 1.500 rot/min;

- pH-ul mediului de reactie se mentine la valori > 10 prin adaugare de NH,OH;

- incalzirea suspensiei la 70 — 90 °C cu scopul accelerdrii vitezei de reactie;

3. Maturarea suspensiei timp de 24 de ore, la 20 — 60 °C, sub agitare;

4. Separarea din suspensie a precipitatului obtinut prin filtrare la vid, spalarea, uscarea si calcinarea lui. Spalarea se face
in mod repetat cu apa ultra purd pentru a indeparta NH4OH rezidual (pana cand conductivitatea supernatantului are valori
apropiate cu cea corespunzatoare apei ultra pure) si cu etanol 96 % pentru a indeparta H,O. Uscarea precipitatului obtinut se
realizeaza in etuva la temperatura de 110 °C, sub vid, timp de 24 h. Calcinarea pulberii albe uscate se realizeaza intr-un cuptor
de calcinare la 850 °C, timp de 1 h.

In etapele de amestecare a solutiilor precursoare (A si B) si de maturare a sistemului coloidal de sinteza au loc o serie
de procese fizico - chimice. Dintre acestea cel mai important este procesul chimic de precipitare a hidroxiapatitei,
Cay(PO4)s(OH),, din precursorii pe baza de calciu si fosfor, la pH > 10. Procesul este descris de urmétoarea ecuatie chimica:

10Ca(NO,), + 6(NH,),HPO, + 2NH,OH —>

(IV.1)
— Ca,,(PO,),(OH), ¥ +14NH,NO, + 6HNO,

sau in forma simplicata:

10Ca** +6PO; +20H™ — Ca, (PO,),(OH), { (IV.2)

In studiile efectuate pe parcursul tezei s-au folosit doud variante de hidroxiapatiti: necalcinatd (notati HA-N) si
calcinata (notata HA-C).

In figura IV.1 este prezenti schema protocolului de obtinere a hidroxiapatitei nanometrice, cu etapele si conditiile
corespunzatoare.
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Figura IV.1. Schema protocolului de obtinere a pulberii de hidroxiapatita

IV.1.2. Studiul factorilor ce influenteaza obtinerea hidroxiapatitei

Rezultatele finale ale sintezei hidroxiapatitei depind in primul rand de compozitia amestecului de reactie si apoi
de timpul si temperatura la care se realizeaza cristalizarea. De asemeneca, acelasi amestec de reactie se poate realiza
folosind o mare diversitate de reactanti/precursori (solubili n mediul de reactie), astfel ca, uneori evolutia unui amestec
spre o faza cristalind depinde mai mult de factorii cinetici decat de cei termodinamici. Extinzand legea transformarilor
consecutive a lui Ostwald la sinteza hidroxiapatitei, In general, in prima etapa se formeaza o fazd mai putin stabila care
evolueaza in timp prin una sau mai multe faze intermediare, spre faza cea mai stabila. Detaliind si mai mult fenomenul,
cristalizarea depinde esential de concentratia fazei solide, care la randul ei influenteaza viteza de formare a germenilor
de cristalizare. Desigur, germinatia este influentatd si de alti factori de naturd netermodinamicd printre care se
mentioneaza: calitatea si structura materiilor prime (precursorii), modul de amestecare (succesiunea), interactiunile cu
cationi sau cu adaosuri cu efect mineralizant etc.

Dupa formarea amestecului de reactie, in prima etapa, in faza nucleatie, au loc diverse etape de transfer de masa
intre faze, solubilizari si transfer de structuri care apar si dispar, ca etapd premergdtoare organizarii germenilor de
cristalizare.

In principiu, pentru sinteza hidroxiapatitei, in conditii optime, trebuiesc alese cu griji materiile prime si
succesiunea lor de amestecare. Are importantd uneori si pregatirea materiilor prime inainte de sinteza, maturarea lor sau
dilutia.

a) Prepararea gelului de sintezd

Modul de preparare a gelului de sinteza prezintd o mare importanta deoarece el poate influenta in special perioadele de
nucleatie si de inductie, ceea ce inseamna o anumita viteza de cristalizare si o anumita puritate fazica a produsului final.

Este necesar sd se urmeze o anumita ordine de addugare a reactivilor, viteza de adaugare a acestora, temperatura de
lucru, precum si un anumit regim de amestecare al dispersiei. Amestecarea este necesara in toate prepararile intrucat exista
posibilitatea unor gelifieri secventiale si, deci, formarea unor faze mixte nedorite.

b) Maturarea gelului de sintezd

De asemenea, in multe cazuri, dupa prepararea gelului de sinteza, este necesard o perioada de maturare a acestuia
care se realizeaza prin pastrarea in repaus, un timp determinat, la temperatura ambianti a amestecului. In acest interval de timp
are loc o reorganizare chimico-structurald a fazelor lichid / solid din sistemul geliform.

Desi au fost facute multe studii asupra gelului de sinteza, totusi nu se cunoaste cu mare precizie mecanismul perioadei
de maturare, premergatoare sintezei propriu-zise. Rolul maturarii solului amorf se pare ca este de a da posibilitatea formarii
unor nuclee, mai putin active la temperatura la care se afla; acestea, in timpul sintezei, la temperaturi ridicate, devin active si
favorireaza cristalizarea. Nucleele formate sunt germenii de cristalizare pe care se dezvolta materialul cristalin.
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¢) Influenta pH-ului

S-a studiat precipitarea hidroxiapatitei la pH diferit, respectiv la: pH = 4, 6, 9 si 10, pastrdnd constanti ceilalti
parametri de proces: timpul de maturare (t, = 24 h) si temperatura de maturare (T, = 60 °C). In tabelul IV.1 sunt expuse
observatiile privind efectul pH-ului asupra caracteristicilor pulberii de hidroxiapatita.

Tabelul IV.1. Influenta pH-ului asupra sintezei hidroxiapatitei

Proba pH Tm (°C) tnm (h) Observatii

- cristale vizibile, mari
- existenta si a unor faze amorfe

- cristale fine, aspect mat

HA-6 4

HA-7 6 . )
60 24 - existenta si a unor faze amorfe
HA-1 9 - crl.stale ﬁnfe
- existenta si a unor faze amorfe
HA-2 10 - cristale fine, bine definite

Experimente efectuate la diferite valori ale pH-lui au dovedit faptul ca gradul de cristalinitate al probelor atinge
valoarea maxima la pH = 10 cénd si produsul obtinut este hidroxiapatita pura. La alte valori de pH produsul de sinteza nu este
cel dorit, asa cum au confirmat datele de difractie de raze X (DRX) si microscopie electronica cu baleiaj (SEM). in figura IV.2
se prezintd imagini SEM ale probelor HA-2 (obtinuta la pH = 10) si HA-7 (obtinuta la pH = 6). Se observa diferente foarte
mari In ceea ce priveste forma si marimea cristalelor din probele necalcinate obtinute la pH-uri diferite. Proba HA-2 s-a
dovedit a fi hidroxiapatita, conform analizelor prezentate in paragraful IV.2.

Bl W

Figura IV.2. Imagini SEM ale
probelor HA-2 (obtinuta la pH
= 10) si HA-7 (obtinuta la pH
=6) (llisei si colab., 2012%)

d) Influenta temperaturii de maturare

S-a studiat influenta temperaturii de maturare asupra procesului de obtinere a pulberii de hidroxiapatitd variind
temperatura in domeniul 30 — 90 °C, pastrand constanti ceilalti parametri de proces: pH-ul (pH = 10) si respectiv timpul de
maturare (t, = 24 h). In tabelul IV.2. sunt expuse observatiile privind efectul temperaturii de maturare asupra caracteristicilor
pulberii de hidroxiapatita.

Tabelul IV.2. Influenta temperaturii de maturare asupra sintezei hidroxiapatitei

Proba pH Tm (°C) tm (h) Observatii

- cristale fine
- existenta si a unor faze amorfe

HA-2 10 60 24 - cristale fine, bine definite

- cristale mari
- existenta si a unor faze amorfe

HA-9 40

HA-8 80

Experimente efectuate, la diferite temperaturi de maturare, au dovedit faptul ca gradul de cristalinitate maxim al probelor
este atins la temperatura de 60 °C cand si produsul obtinut este hidroxiapatitd pura. La temperaturi sub si peste 60 °C cristalizarea
este mult mai lenta, iar produsul de sinteza nu este cel dorit, asa cum au confirmat datele de difractie de raze X (DRX) si
microscopie electronica cu baleiaj (SEM).
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e) Influenta timpului de maturare

S-a studiat influenta timpului de maturare la perioade diferite de timp: t,,= 0,5 h (30 min), 1 h, 6 h, 12 h, 24 h 5i 46 h,
pastrand constanti ceilalti parametri de proces: pH-ul (pH = 10) si temperatura de maturare (T,,, = 60 °C). In tabelul IV.3 sunt
expuse observatiile concluzionate in urma studiului experimental.

Tabelul IV.3. Influenta timpului de maturare asupra sintezei hidroxiapatitei

Proba pH Tn (°C) tm (h) Observatii

- cristale foarte fine

HA-3 0,5 - miros puternic de amoniac

- existenta si a unor faze amorfe
- cristale foarte fine

HA-4 1 - miros puternic de amoniac
10 60 . .
- existenta si a unor faze amorfe
HA-2 24 - cristale fine, bine definite
HA-S 48 - cristale de marime medie

- existenta si a unor faze amorfe

Experimente efectuate la diferiti timpi de maturare au dovedit faptul ca gradul de cristalinitate maxim al probelor se
atinge la circa 24 h de maturare cand si produsul obtinut este hidroxiapatita pura. La alti timpi de maturare produsul de sinteza
nu este cel dorit, asa cum au confirmat datele de difractie de raze X (DRX) si microscopie electronica cu baleiaj (SEM).

) Influenta temperaturii de calcinare

Un ultim studiu a constat 1n stabilirea temperaturii optime de calcinare a pulberii de hidroxiapatita in scopul observarii
stabilitatii termice si modificarilor structurale a compusului obtinut. S-a variat temperatura de calcinare (T, = 300 °C, 400 °C,
500 °C, 850 °C, 1000 °C, 1250 °C ), pastrand constanti ceilalti parametri de proces: pH-ul amestecului (pH = 10), timpul de
maturare (t,, = 24 h) si temperatura de maturare (T, = 60 °C).

In urma caracterizarii structurale si morfologice a probelor studiate s-a constatat ci la o temperatura de calcinare T, =
850 °C produsul obtinut este hidroxiapatita pura.

IV.2. Caracterizarea structural - morfologica a materialelor apatitice

IV.2.1. Difractia de raze X (DRX)

Analiza probelor obtinute prin difractie de raze X s-a efectuat cu ajutorul unui difractometru X’PERT PRO MRD,
folosindu-se radiatia caracteristica Ko a cuprului (CuKa radiation, A = 0,15418 nm), la o tensiune de 40 kV si intensitate de 30 mA, in
domeniul unghiular 26 = 20 - 80°.

Difractogramele caracteristice pentru pulberile de hidroxiapatita necalcinata (proba notata HA-N) si calcinata (proba
notatd HA-C) obtinute in cadrul cercetarile noastre se prezintd in figura IV.3 (Ilisei si colab., 20127, Ciobanu, Ilisei si colab.,
2013"). Ambele difractograme DRX indicd faptul cd atit proba necalcinata (figura IV.3.a) cit si cea calcinatd (figura IV.3.b)
prezinta picuri (linii de difractie) caracteristice hidroxiapatitei in domeniul unghiular 26 cuprins intre 20° si 70°. Cele mai
importante picuri sunt in zona 26° — 34° care corespund planelor cristaline (002), (211), (112) si (300), ele indicand gradul de
cristalinitate a structurii apatitice. Valorile obtinute sunt in buna concordanta cu difractograma standard pentru hidroxiapatita
pura conform cartotecii difractometrice JCPDS 09-0432, din baza de date cristalografice elaborata de catre Comitetul Reunit
privind Standardele de Difractie al Pulberilor (Joint Committee on Powder Diffraction Standards - JCPDS).

Detaliind, se poate observa cd difractograma DRX a probei necalcinate HA-N (figura I1V.3.a) contine picurile de
difractie caracteristice hidroxiapatitei, dar intensitatea si latimea lor indica faptul ca materialul prezintd o cristalinitate mai
scazuta, in material existand atét faza cristalind cat si faza amorfa. Se observa o foarte slaba deplasare a intregului spectru catre
unghiuri de difractie putin mai mari (A0 = 0,1 + 0,5 °). Proba are o structura cu cristalinitate mai scizutd fapt ce poate fi explicat
prin efectul temperaturii: aceastd probad nu a fost supusa calcinarii ci doar uscarii la temperaturd redusa (90 °C).

Dupa calcinare, se obtine proba HA-C care prezinta un spectru DRX asemanator (figura IV.3.b), ce contine picurile de
difractie intense si ascutite, caracteristice hidroxiapatitei, ceea ce indica faptul ca materialul prezintd o inaltd cristalinitate si o
puritate ridicatid. Se observa o crestere a intensitdtii si o ingustare a principalelor linii de difractie precum si o foarte slaba
deplasare a intregului spectru catre unghiuri de difractie putin mai mari (A6 = 0,1 = 0,5 °).

Deplasarea picurilor de difractie (pentru ambele probe) spre unghiuri 26 mai mari fatd de cele ale hidroxiapatitei standard
indica o mica scadere a parametrilor de retea cauzata de o abatere de la stoechiometrie ceea ce conduce la o micgorare a lungimii
legaturilor chimice din reteaua cristaling, deci la o scadere a distantei interatomice. Aceasta se poate observa si in tabelul V.4
unde se compara parametrii de retea pentru probele obtinute in acest studiu si hidroxiapatita standard. Prin scéderea distantei
interatomice se poate spune ca structura devine mai compacta, in special in cazul apatitei calcinate, in corelatie cu imaginile
microscopice SEM (figura IV.4) prezentate anterior (a se vedea paragraful IV.2.2).
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Asa cum se observa in tabelul IV.4, parametrii celulei elementare pentru sistemul hexagonal in cazul materialelor
apatitice proprii, sunt comparabili cu cei pentru hidroxiapatita standard (JCPDS 09-0432).

Tabelul IV.4. Parametrii celulei elementare pentru structura hidroxiapatitei obtinute

Parametrul HA HA-N HA-C
A) standard (uscati la 90 °C) (calcinata la 850 °C)

a=b 9,418 9,372 9,357

¢ 6,883 6,848 6,833

Calculul marimii medii a cristalitelor apatitice s-a realizat prin utilizarea largimii B,/ corespunzitoare planului de
difractie (002) ce determina picul de la unghiul 26 cu valoarea 26,02° (pentru proba HA-N) si 26,08° (pentru proba HA-C). S-a
ales acest pic datorita faptului ca el este bine conturat si nu interferd cu alte picuri. Din datele prezentate in tabelul IV.5 se
observa ca cele doud probe apatitice sunt formate din cristale nanometrice, cu dimensiuni sub 60 nm.

Din datele prezentate in tabelul IV.5 se observa ca gradul de cristalinitate variaza, fiind foarte ridicat in cazul probei
calcinate HA-C. Se poate concluziona ca difractogramele de raze X ale probelor analizate indica faptul ca inaintea
tratamentului termic, proba necalcinata HA-N are o structura cristalin-amorfa si o structura inalt cristalina in cazul probei HA-
C tratata termic la 850 °C.

Tabelul IV.5. Marimea cristalelor (D) si gradul de cristalinitate (X¢) obtinute
din spectrele XRD pentru probele de hidroxiapatita analizate

B1/2 D XC
Proba (radiani) (nm) (%)
HA-N 0,004186 34,022 73,53
HA-C 0,002442 58,327 97,78

Tratamentul termic la 850 °C determind dezvoltarea unei faze cristaline corespunzatoare hidroxiapatitei cristalizate in
sistem hexagonal si de dimensiuni nanometrice, cu nanocristale de pana la 60 nm.

IV.2.2. Microscopia electronica cu baleiaj cuplata cu spectroscopia de raze X prin dispersie
de energie (SEM-EDX)

In scopul examinarii si stabilirii corecte a morfologiei si dimensiunii cristalelor de hidroxiapatita obtinute au fost
studiate esantioane din fiecare proba folosind un microscop electronic cu baleiaj de tip VEGA//TESCAN (SEM).

Conform literaturii de specialitate, morfologia si dimensiunea cristalelor de hidroxiapatita studiata cu ajutorul
microscopului electronic cu baleiaj (SEM) este destul de variata, forma si dimensiunea cristalelor de hidroxiapatitd depinzand
de compozitia gelului utilizat in sinteza si de conditiile de sinteza. Astfel, s-au obtinut diverse forme ale cristalelor apatitice:
placute hexagonale, prisme hexagonale sau agregate sub forma de manunchiuri sau sferulite (Nathanael si colab., 2010).

In figura IV.4 sunt prezentate imaginile SEM ale probelor de hidroxiapatita sintetizate in lucrarea de fata, respectiv
probele HA-N si HA-C. Cristalele de hidroxiapatitd, au dimensiuni nanometrice (sub 70 nm), valori care concorda cu cele
obtinute in urma analizei DRX. Asa cum se observa in figura IV.4a, pulberea de hidroxiapatitd necalcinata are un aspect
pulverulent, pufos si contine cristalite cu formi aciculari, cu dimensiuni diferite. In schimb, pulberea de hidroxiapatiti
calcinata este constituita din aglomerari de particule cristaline de forma sferica cu un diametru mediu variind intre 60 si 90 nm
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(figura IV.4.b). Totodata, se observa efectul temperaturii de calcinare asupra morfologiei particulelor. Temperatura ridicata
induce tendinta cristalitelor de a-si schimba forma aciculard si pufoasa intr-una sfericd compactizatd, fapt ce determina
atingerea unui grad mai mare de impachetare a particulelor pulverulente.

Compozitia chimicd elementala a probelor sintetizate a fost determinatd prin metoda SEM-EDX cu ajutorul unui
microscop electronic QUANTA 200 3D Dual Beam with energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM + EDX). In figura IV.5
se prezintd spectrele SEM-EDX ale probelor analizate (HA-N si HA-C). Conform spectrelor EDX apar si urme de C datorate
putinelor grupdri carbonat ce au substituit o mica parte din gruparile fosfat sau hidroxil din structura cristalina a hidroxiapatitei.
Aceasta presupune faptul ca probele sunt hidroxiapatita carbonatata (cu un grad de carbonatare extrem de scazut), rezultatele
conjugandu-se cu datele de spectroscopie FTIR prezentate in paragraful 1V.2.4.

et

Figura IV 4. Imagini SEM ale
probelor de hidroxiapatita:

a) HA-N si

b) HA-C

(Ciobanu, Ilisei si colab., 2013%)

Rapoartele molare Ca/P au valorile 1,682 pentru hidroxiapatita necalcinata (proba HA-N) si 1,665 pentru

hidroxiapatita calcinata (proba HA-C), valori apropiate de valoarea raportului molar Ca/P = 1,667 caracteristic hidroxiapatitei,
conform literaturii de specialitate (Raynaud si colab., 2001).
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Figura IV.5. Spectrele de raze X de dispersie SEM-EDX ale probelor de hidroxiapatita:
a) HA-N si b) HA-C.

Analiza SEM-EDX confirmd prezenta in principal a elementelor Ca, P, si O in cristalele apatitice. Compozitia
elementald a probelor de hidroxiapatita obtinute se prezinta in tabelul I'V.6.

Tabelul IV.6. Compozitia elementald (% masice) a probelor de hidroxiapatitd obtinute

Proba Ca P () C Ca/P
(%) (%) (%) (%)

HA-N 40,32 18,58 39,08 2,02 1,682

HA-C 39,12 18,21 41,32 1,35 1,665

IV.2.3. Determinarea suprafetei specifice BET

Stabilirea parametrilor texturali (suprafata specificd, volumul porilor sau porozitatea, forma si marimea porilor)
reprezintd un aspect important in caracterizarea biomaterialelor. Metoda folosita in scopul determinarii acestor marimi se
bazeaza pe fizisorbtia N, gazos la 77 K (- 196 °C), cu obtinerea unei izoterme de adsorbtie - desorbtie. Ea redda dependenta
dintre cantitatea de gaz (exprimata in volum adsorbit) functie de presiunea partiala a azotului, la temperatura constanta. Aria
suprafetei specifice a fost obtinutd prin metoda Brunauer - Emmett - Teller (BET), in timp ce volumul si distributia
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dimensiunii porilor au fost determinate cu metoda Barrett - Joyner - Halenda (BJH). Inainte de fiecare determinare, probele sub
forma de pulbere au fost supuse unui tratament termic la 120 °C pentru citeva ore pentru a elimina urmele de lichide si
impuritati. [zotermele de adsorbtie/desorbtie a azotului la 77 K (— 196 °C) si distributia porilor corespunzatoare pulberilor de
hidroxiapatita sub forma necalcinata si calcinata obtinute in acest studiu sunt prezentate in figura IV.6.
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Figura IV.6. [zotermele de adsorbtie/desorbtie ale azotului la 77 K si distributia porilor pentru probele de hidroxiapatita:
a) HA-N si b) HA-C

Forma izotermelor ne oferda o prima informatie privind tipul de porozitate a materialului. Astfel, izotermele de
adsorbtie pentru probele HA-N si HA-C se prezintd sub forma unei curbe histerezis de tipul IV (in clasificarea IUPAC)
prezenta la presiune p/p, inaltd, caracteristici materialelor mezostructurate. Izotermele indica faptul cd ambele probe sunt
materiale poroase, ce contin atat micropori (volumul adsorbit la presiuni relativ mici) cat si mezopori (bucla histerezis de la
presiuni partiale medii si ridicate). De asemenea, distributia Barrett-Joyner-Halenda (BJH) a porilor indicd o texturd micro-
(diametrul porilor < 2 nm) si mezoporoasa (2 - 10 nm) pentru ambele probe.

Tabelul 1V.7 rezuma rezultatele adsorbtiei N, si distributia porilor caracteristice pentru probele HA-N si HA-C.
Diametrul mediu al porilor obtinut pentru probele HA-N si HA-C este de 1,159 si respectiv 1,060 nm. Volumul adsorbtiei este
relativ apropiat pentru presiuni scazute (p/p, < 0,1), in timp ce o crestere mai pronuntatd a fost observata pentru HA-N la
presiuni relativ mai mari in comparatie cu proba HA-C. Acest lucru indica o suprafatd specificdi mai mare pentru HA-N
comparativ cu HA-C, cu valori de 325 m?/g, si respectiv 69 m?/g.

Tabelul IV.7. Date obtinute din masuratori de adsorbtie - desorbtie a N, pentru probele de hidroxiapatita

Suprafata specifica Volumul total al Diametrul porilor
Proba 2 . 3
(m’/g) porilor (cm’/g) (nm)
HA-N 325 0,357 1,159
HA-C 69 0,065 1,060

Temperatura de calcinare influenteazd puternic suprafata specificd, in sensul cd aceasta scade odata cu cresterca
temperaturii. Se observd o scadere semnificativd a suprafetei specifice datoritd coalescentei/fuziondrii si densificarii
particulelor apatitice In urma procesului de calcinare, ducénd si la o scadere a porozitatii. Pulberea de hidroxiapatita a fost
calcinata pentru a indeparta o serie de impuritati volatile (cum ar fi amoniacul) si a fazei amorfe, marindu-se astfel gradul de
cristalinitate a materialului obtinut.

IV.2.4. Spectroscopia IR

Caracterizarea fizico-chimicad a pulberilor de hidroxiapatita s-a realizat si prin spectroscopie IR folosind un
spectrofotometru SPECTRUM BX II / PerkinElmer cu Transformata Fourier (FTIR). Parametrii de lucru au fost: rezolutia de
scanare de 0,8 cm’', viteza de scanare de 0,1 - 1,5 cm/s si regiunea de frecvente cuprinsa intre 400 — 4.000 em™. Spectroscopia
FTIR s-a utilizat pentru a determina picurile caracteristice hidroxiapatitei §i interactiunile ce au loc in structura acesteia.
Studiul spectrelor FTIR ale probelor analizate ofera informatii privind grupérile existente in structura hidroxiapatitei, respectiv

grupdrile fosfat (POi_ ), hidroxil (OH) si eventual carbonat COi_ .

In figura IV.7 sunt prezentate spectrele FTIR ale probelor de hidroxiapatiti inainte si dupa tratamentul termic la 850
°C, respectiv pentru probele HA-N si HA-C. Benzile caracteristice gruparilor fosfat (POi_) pot fi identificate in spectrele
ambelor probe HA-N si HA-C, ele fiind pozitionate la 492, 566, 604, 982, 1040 si 1105 cm™ in concordantd cu datele din
literaturd (Fowler, 1974). Se observd faptul ca in cazul probei HA-C supusi tratamentului termic (calcinare la 850 °C),
intensitatea acestor picuri este mai mare, fapt ce denota o crestere a gradului de cristalinitate a pulberii apatitice. Modificarea
profilului acestor linii indicd o schimbare a raportului dintre fazele cristaline si amorfe si o micd abatere locald de la

stoechiometrie prin substituirea unor grupari fosfat cu grupari carbonat, rezultate sutinute si de studiile de difractie DRX si
SEM-EDX. La 878 - 891 cm™ si 1400 - 1500 cm™ se observa benzi de intensitate scizutd, specifice vibratiilor legaturii C—O
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din gruparile carbonat (CO? ), grupari care apar datorita faptului cd fosfatii in general retin CO, din aerul atmosferic
(Komath & Varma, 2003). Existenta benzilor specifice gruparilor carbonat (CO?) sugereaza ca probele obtinute sunt
hidroxiapatita carbonatatd, in care o foarte mica parte din gruparile fosfat (POi_) sau hidroxil (OH"), din structura apatitei au

fost substituite cu grupari carbonat (COg_ ), cu observatia ca gradul de carbonatare este extrem de scazut. Acest fapt este

caracteristic atat apatitei de sintezd cat si apatitei biologice din oase, dupa cum prezintad literatura de specialitate (Elliott si
colab., 1985). Gruparile hidroxil (OH") din structura hidroxiapatitei au fost identificate in cazul ambelor probe prin picurile
situate la 3575 cm™ si 638 cm™, intensitatea lor crescand la proba HA-C in urma calcinarii si concomitent cu cresterea gradului
de cristalinitate.

Gruparile OH libere de pe suprafata particulelor pentru ambele probe de hidroxiapatita studiate apar in zona 3400 -
3500 cm™ , iar benzile specifice puntilor de hidrogen din gruparea OH...O sunt vizibile la 3486 cm™ pentru proba HA-N si
3495 cm™ pentru proba HA-C. Banda de adsorbtie cu maximul de intensitate la 3450 cm™ este atribuitd prezentei apei de
cristalizare din structura hidroxiapatitei. Vibratiile asociate legaturii de hidrogen din apa adsorbita fizic la suprafatd sunt
evidentiate la 1656 cm™. Se observa faptul ci aceste benzi se diminueazi drastic la proba HA-C in urma calcinirii. Banda de

intensitate scazuti situati la 1386 cm™ in cazul probei de HA-N netratati termic se atribuie gruparilor azotat (NO;) reziduale

provenite din precursorii de sinteza. Prezenta acestor impuritati este mai accentuatd in proba HA-N comparativ cu proba de
HA-C tratata la 850 °C. Astfel, rezulta ca aplicarea tratamentului termic duce la diminuarea impuritatilor din proba si cresterea
cristalinitatii.

@

Figura IV.7. Spectrele FTIR pentru probele de hidroxiapatita:
a) HA-N si b) HA-C
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Concluzionand, se poate afirma cd cele doua probe studiate sunt hidroxiapatitd, cu un foarte scazut grad de
carbonatare, asemanatoare cu apatita din tesutul dur uman. Aplicarea tratamentului termic duce la indepartarea impuritatilor si
a urmelor de solventi din material si cresterea cristalinitatii.

IV.2.5. Determinarea punctul de sarcina electrica zero

Hidroxiapatita, pe langa proprietatile specifice caracteristice biomaterialelor, prezintd si proprietdti adsorbante.
Acestea sunt influentate printre altele si de pH-ul mediului in care este imersata. In vederea stabilirii influentei pH-ului asupra
comportamentului materialului apatitic adsorbant in medii electrolitice este necesard determinarea punctului de sarcind
electrica zero (nuld) al acestuia. Punctul sarcina electricd zero reprezinta valoarea pH-ului la care suprafata unui material
adsorbant scufundat intr-un lichid se afla in echilibru si prezintd o sarcina electricd netd nuld. El este notat cu pHy,.. Punctul
izoelectric (isoelectric point - IP), ca si punctul de sarcina electricd zero, reprezintd pH-ul la care suprafatd are o incércare
electricd nuld, in schimb ionii care determini potentialul interfetelor sunt altii decat ionii H" si OH".

Cand un solid adsorbant este imersat intr-o solutie electrolitica, suprafata sa se Incarca electric in urma unor procese
de disociere a gruparilor hidroxil superficiale si complexare a unor ioni din mediul electrolitic, respectiv procese de protonare —
deprotonare.

Datele din literaturd indica faptul ca pe suprafata cristalelor de hidroxiapatitd pot exista grupari incarcate pozitiv

(=CaOH}) in conditii de pH acid sau grupari incdrcate negativ (= OPO,H ") in conditii de pH bazic (Bengtsson &
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Sjoberg, 2009). Aceasta presupune faptul ca suprafata solida a hidroxiapatitei, care se caracterizeaza printr-un anumit pf,..,
manifesta proprietati amfotere in functie de pH-ul mediului in care se afla:
- cand pH < pH,,.. procesul de suprafatd predominant este protonarea:

HA =CaOH +H" — HA = CaOH; (IV.7)
- cand pH>pH,,.. procesul de suprafatd predominant este deprotonarea:
HA =0OPO,H, - HA=0OPO,H + H* (Iv.8)

=

unde ,.=" simbolizeaza suprafata hidroxiapatitei.

Prin urmare, 1n medii acide suprafata solida a hidroxiapatitei se incarca pozitiv, iar in medii bazice se incarca negativ.
Acest comportament al hidroxiapatitei o face un bun candidat ca adsorbant in procesele de separare prin adsorbtie a unor specii
incércate electric.

Punctul de sarcina electrica zero al unui material adsorbant poate fi evaluat apeland la o serie de metode specifice cum
sunt: metoda titrarii potentiometrice, metoda aducerii la echilibru (pH drift method or drift equilibrium) (Alkan si colab., 1997,
Alkan & Dogan, 1998; Jia si colab., 2002). In studiul de fata s-a utilizat metoda aducerii la echilibru care se bazeazi pe ideea
ci protonii H' si ionii hidroxil OH  sunt ionii care determina potentialul suprafetei adsorbantului. Metoda permite determinarea
punctului de sarcina electricd zero al probelor de hidroxiapatita obtinute in acest studiu prin parcurgerea urmatoarelor etape:

1) prepararea unei solutii initiale de electrolit tare NaCl 0,01 M;

2) ajustarea pH-ului solutiei de electrolit cu HC1 0,5 M sau NaOH 0,5 M in intervalul de valori pH = 2 — 10; se
noteazd acest pH initial cu pH; ;

3) materialul solid adsorbant se amesteca cu solutia electrolitului tare (NaCl) cu pH-ul si concentratia cunoscuta
(pentru asigurarea unei tarii ionice constante), intr-un raport solid/lichid bine determinat si constant. In studiul de fata s-au luat
0,5 g de proba de proba apatitica (HA-N si HA-C) care se pune in contact cu 50 ml solutie de electrolit;

4) suspensia se agitd cateva minute dupa care se ldsa in repaus pana la atingerea echilibrului (24 de ore) moment in
care se masoara pH-ul final care se noteaza pHg;

5) Se reprezinta grafic pH; = f(pHy) sau pH; = f(ApH) unde ApH = pH;— pH; . Din interceptul dreptei cu abscisa se
determind punctul de sarcina electrica zero al probelor de hidroxiapatita, asa cum se prezinta in figura IV.9.

Punctul de sarcina electrica zero (pHpzc) determinat pentru probele HA-N si HA-C are valoarea 7,5 si respectiv 7,9.
Datele obtinute indica faptul ca suprafetele materialelor apatitice obtinute (probele HA-N si HA-C) se incarca pozitiv la pH <
pHpzc=7,5 sau 7,9 si negativ pH > pHpzc=7,5 sau 7,9. Acest lucru ar putea fi o proprietate favorabild pentru adsorbtia
colorantului Reactive blue 204 la pH < 6, dupa cum se prezinta in capitolul VI.

B HAC P':H“Z.C= 7,9
4+ HAN pHch= 7.5

Figura IV.9. Determinarea punctului de sarcina
electrica zero (pH,,c) pentru probele de hidroxiapatita:
a) HA-N si b) HA-C

ApH

Capitolul V. BIOCOMPOZITE PE BAZA DE HIDROXIAPATITA

Tinand cont de stadiul actual al cercetarilor stiintifice realizate in sfera biomaterialelor pentru substitutia osoasa si de
cerintele din acest domeniu, prezentul studiu a abordat o strategie de cercetare care a avut drept scop obtinerea de noi
biocompozite pe baza de hidroxiapatita cu potentiale aplicatii in medicina regenerativa osoasa drept substituenti ososi.

Studiile efectuate au vizat o serie de obiective precum:

» obtinerea prin metode biomimetice a unor noi biocompozite poroase in care drept component anorganic este
hidroxiapatita depusi ca strat osteoconductiv pe suporturi poroase poliuretanice de tip scaffold. inglobarea unor principii active
precum vitamina A, vitamina D,, vitamina By si nanoparticule de argint in stratul apatitic in scopul imbunatatirii sau inducerii
unor proprietati specifice biomaterialelor compozite.

» realizarea unor biocompozite pulverulente pe bazd de hidroxiapatitd si principii active, precum sulfatul de
gentamicind, cu rol de medicament si L-lisina, cu rol important in integrarea implantului in organismul gazda.

» evaluarea proprietatilor fizico-chimice ale biomaterialelor obtinute prin efectuarea de analize specifice: microscopie
electronica cu baleaj cuplata cu spectroscopie de reflexie prin dispersie de energie (SEM-EDX), spectroscopie IR etc.

» evaluarea proprietatilor specifice ale biomaterialelor obtinute: teste de biocompatibilitate, biodegradare,
antimicrobiene, citotoxicitate etc.
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V.1. Biocompozite poroase pe baza de hidroxiapatita si poliuretan

In cadrul prezentului studiu s-a urmarit obfinerea de biomateriale compozite poroase pe bazi de hidroxiapatiti si
poliuretan, respectiv realizarea de depuneri/straturi subtiri biocompatibile de hidroxiapatita cristalina pe suporturi poroase
(de tip ,,scaffold”) de natura poliuretanica si includerea in aceste depuneri a unor principii active (vitamina A, vitamina D,
vitamina Bg, nanoparticule de argint) cu potentiale aplicatii in medicina regenerativa osoasa ca substituenti ososi (Ciobanu,
Ilisei si colab., 2012%; Ciobanu, llisei si colab., 2012 Ilisei si colab., 2012°; Iisei si colab., 2012°).

S-au avut in vedere urmatoarele aspecte:

v utilizarea metodei biomimetice de depunere a hidroxiapatitei folosind solutii similare cu compozitia plasmei sanguine;

v investigarea studiului influentei vitaminelor A si D,, respectiv a vitaminei Bg asupra procesului de depunere a
hidroxiapatitei pe suportul polimeric;

v inglobarea de nanoparticule de argint in stratul apatitic depus pe suportul poliuretanic;

v imbunatatirea urmatoarelor aspecte: asigurarea uniformitatii stratului de hidroxiapatitd depus pe matricea poroasa
polimerica si micsorarea timpului de depunere;

4 caracterizarea structural - morfologica a materialelor obtinute apeland la metode si tehnici de analiza avansate si
performante;

4 evaluarea proprietdtilor specifice ale biomaterialelor obtinute: teste de biocompatibilitate, biodegradare,

antimicrobiene, citotoxicitate etc.; observarea gradului de atasare si proliferare celulara la suprafata biocompozitelor studiate.

V.1.1. Depuneri de hidroxiapatita pe suporturi poroase poliuretanice prin procedee
biomimetice

in studiul de fata s-a folosit metoda biomimeticd in scopul depunerii de straturi subtiri de hidroxiapatita cristalind pe
suporturi poroase poliuretanice (Ciobanu, Ilisei si colab., 2012% Ciobanu, Hisei si colab., 2012°). Metoda se bazeaza pe un
proces de precipitare - cristalizare a hidroxiapatitei pe suportul solid poliuretanic in mediu biomimetic. Aceasta
implicd imersarea matricilor poroase de poliuretan intr-o solutie biomimetica ce imita fluidul uman corporal, la temperatura si
pH fiziologice.

V.1.1.1. Protocol de obtinere

In scopul depunerii de straturi subtiri de hidroxiapatita cristalind pe suporturi poroase poliuretanice s-au folosit doua
tipuri de solutii biomimetice apoase ce contin concentratii mari de ioni de calciu si fosfat si anume: fluidul biologic simulat
(Simulated Body Fluid - SBF) si solutia calcica suprasaturata (Supersaturated Calcification Solution - SCS).

a) Solutia biomimetica SBF

Solutia SBF a fost pregatita prin dizolvarea succesiva a urmatoarelor materii prime: NaCl, NaHCO;, KCl, Na,HPO,,
MgCl, - 6H,0, CaCl,- 2H,0O si Na,SO; in apd demineralizatd. Solutia SBF a fost mentinutda la pH =74 folosind
trihidroximetilaminometan [(CH,OH);CNH;] si solutie 0,1 M HCI. Concentratiile ionice din solutia SBF, comparativ cu
plasma sanguind umana sunt prezentate in tabelul V.1.

Tabelul V.1. Concentratiile ionice [Mmol/L] din solutia SBF si plasma sanguina

Ton Na" | Ca® | Mg” | K' Ccr (HPO,™ | (SO (HCOs)
SBF 142,0 | 2,5 1,5 | 50 | 147,8 1,0 0,5 4,2
plasma sanguina 142,0 | 25 1,5 | 50 | 103,0 1,0 0,5 27,0

b) Solutia calcica suprasaturata SCS
Solutia SCS a fost pregatitd prin dizolvarea succesivd a urmatoarelor materii prime: CaCl, -2 H,O, Na,HPO,
si NaHCO; 1n apd deionizatd. Concentratiile ionice din solutia SCS, comparativ cu plasma sanguind umana sunt prezentate
in tabelul V.2.
Tabelul V.2. Concentratiile ionice [Mmol/L] din solutia SCS si plasma sanguina

Ton Na* Cca” | Mg© | K CI' | (HPO)” | (SOy)* | (HCOs)
SCS 4,0 5,0 - - 10,0 2,5 - 1,5
plasma sanguina 142,0 2,5 1,5 50 | 103,0 1,0 0,5 27,0

¢) Suportul de depunere - matricea poliuretanica

Matricile poroase din poliuretan utilizate n acest studiu s-au realizat prin metoda inversiei de faza initiata de
precipitare in non-solvent. Ca faza polimerica s-a utilizat poliuretanul, ca solventi acetona si N,N-dimetilformamida (DMF), iar
ca non-solvent apa deionizatd. Matricile poroase poliuretanice au fost obtinute prin turnarea in cutii Petri a unei solutii de
poliuretan (PU) de concentratie bine stabilita, dupa care solventii au fost lasati sa se evapore incet la temperatura camerei timp
de 1 de ora. Apoi, intregul sistem s-a imersat in apd deionizata, la 45 °C, pana cand filmul polimeric se separi total de vasul
Petri. Filmele obtinute au fost preluate din placile de turnare si uscate la 80 °C, timp de 24 de ore pentru a indeparta solventii
reziduali. Grosimea filmelor poroase a fost de aproximativ 100 — 300 pum.
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d) Depunerea de hidroxiapatita pe suporturi poliuretanice in SBF si SCS

Depunerile de hidroxiapatita pe suprafata matricei poroase de poliuretan s-au realizat prin folosirea, in paralel pentru
comparatie, a doua solutii biomimetice ce imita lichidul fiziologic din organismul uman: solutia SBF si solutia SCS. Pentru a
simula procesul in vivo, probele poroase din poliuretan au fost scufundate in solutiile SBF sau SCS 1a 37 °C sipH=7,4. Dupa 1 - 6
zile de imersie, probele au fost scoase din aceste solutii, clatite cu apa deionizata, urmata de uscare la 40 °C timp de 1 h.

in tabelul V.3. sunt prezentate notatiile probelor care au fost supuse tratamentului biomimetic in solutiile SBF si
respectiv SCS. In scopul selectirii probelor pentru analizele structurale si morfologice ulterioare s-a recurs la o investigatie
preliminara de vizualizare a acestora la un microscop optic (USB Microscope Traveler with 1.3 Megapixel Camera) in scopul
observarii gradul de acoperire cu cristale apatitice a suprafetei suporturilor poroase poliuretanice.

Tabelul V.3. Depuneri biomimetice de hidroxiapatita pe suporturi poroase

Timp

Proba
depunere

pH Observatii

Depunerea de hidroxiapatita in solutie SCS

SCS-1 1zi 7,42 | cristale apatitice aciculare dispuse In numar redus la suprafata scaffold-ului;
acoperire neuniforma de cristale apatitice cu forme lamelare la suprafata
suportului poros

SCS-3 3 zile 7,60 | acoperire neuniforma de cristale apatice atat la suprafata cét si in interiorul
porilor suportului
SCS-6 6 zile 7,86 | acoperire uniforma de cristale apatice atat la suprafatd cat si in interiorul

porilor suportului
Depunerea de hidroxiapatita in solutie SBF

SBF-1 1 zi 7,40 | cristale de forma plata rare

SBF-3 3 zile 7,48 | zone neuniform acoperite cu cristale apatitice de forma lamelara

SBF-6 6 zile 7,60 | cristale apatitice cu forme variate (lamelare, aciculare, plate) dispuse
neuniform pe suprafata suportului

SBF-12 12 zile 7,60 | acoperire uniforma de cristale apatice atat la suprafatd cat si in interiorul

porilor suportului

Formarea si depunerea stratului de hidroxiapatitd pe suprafata matricilor poroase poliuretanice imersate in solutiile
biomimetice SBF sau SCS presupune producerea unor reactii chimice in mediul biomimetic, cea mai importanta fiind:

HPO: — PO +H* (V.1)

Atunci cand in solutia biomimetica se ating concentratii mari de ioni fosfat, are loc un proces rapid de recombinare a
ionilor fosfat cu ionii de hidrogen (inversa reactiei V.1). Pentru a impiedica aceasta reactie trebuie ca in solutie, concentratia
ionilor de calciu si fie mai mare in comparatie cu concentratia ionilor de hidrogen. In felul acesta se permite precipitarea
hidroxiapatitei in solutie, conform reactiei de mai jos:

0

10Ca™ +6PO, +20H —“*"“—Ca,,(PO,),(OH), (V.2)

V.1.1.2. Caracterizarea morfologica a biocompozitelor

Pentru a observa morfologia a probelor obtinute s-a utilizat microscopia electronica cu baleiaj (SEM). Figura V.1
prezinta imagini SEM ale matricei poliuretanice Inainte de tratamentul biomimetic.

Figura V.1. Imagini SEM ale matricei
poliuretanice inainte de aplicarea
tratamentului biomimetic:
a) suprafata superioara,
b) in sectiune transversala inainte de
aplicarea tratamentului biomimetic

(Ciobanu, flisei si colab., 20127

Ciobanu, llisei si colab., 2012")

Matricile poliuretanice utilizate in acest studiu prezintd o structurd asimetricd si poroasd, cu o porozitate de
aproximativ 60 %. Suportul poliuretanic prezintd macropori cu valori cuprinse intre 20 - 85 pm cat si o multitudine de
micropori a caror dimensiuni sunt cuprinse intre 1 - 5 um. Majoritatea microporilor si macroporilor par a fi interconectati.
Datoritd porozitatii i interconectivitatii ridicate, matricele poliuretanice obtinute pot fi considerate ca fiind candidati ideali
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pentru realizarea de compozite pentru ingineria tesutului osos cu rol de ,,schelete” 3D (scaffold) pentru atasarea si proliferarea
celulara.

a) Tratamentul biomimetic in solutia de tip SBF
Prin imersarea probelor poroase poliuretanice in solutia biomimeticd SBF are loc formarea §i depunerea stratului de
hidroxiapatita pe suprafata solida polimerica.

Figura V.3. Imagini SEM a probei: SBF-6 dupa 6 zile de imersie 1n solutia SCS suprafata exterioara (a); sectiune transversala
(b) si a probei SCS-12 dupa aplicarea tratamentului biomimetic in solutie SCS timp de 12 zile (c) suprafata matricei
poliuretanice (Ciobanu, Hisei si colab., 2012")

Asa cum s-a prezentat in tabelul V.3, evolutia procesului de depunere are loc 1n timp, acoperiri uniforme obtinandu-se
abia dupd 12 zile de imersie. Astfel, dupa imersarea in SBF timp de 6 zile la 37 °C si pH = 7,4 proba SBF-6 prezinta cristale
lamelare de hidroxiapatita depuse, dar si multe zone neacoperite. Cristalele apatitice se observa in figura V.3.a sub forma unor
spoturi albe.

Depuneri complete si uniforme de apatitd au loc dupa mai multe zile, respectiv dupa 12 zile, cum este cazul probei
SBF-12 (Figura V.3.c). Dupa cum se observa in figura V.3 c, stratul de hidroxiapatita depus pe suportul poliuretanic acopera
complet suprafata solida si este compus din cristale apatitice in forma lamelara si de dimensiuni micronice (< 10 pm).

b) Tratamentul biomimetic in solutia de tip SCS

Prin imersarea probelor poroase poliuretanice in solutia biomimetica SCS la 37 °C si pH = 7,4 are loc formarea si
depunerea stratului de hidroxiapatitd pe suprafata solida polimerica. Procesul de nucleatie si de crestere a cristalelor de
hidroxiapatita a fost urmarit, dupa perioade diferite de imersie, cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM). Asa cum
s-a prezentat in tabelul V.3, evolutia procesului de depunere are loc in timp. In primele 24 ore dupi imersie in solutia SCS apar
pe suprafata poliuretanica putine nuclee de hidroxiapatitd. Dar, odatd formate aceste nuclee, cresterea stratului apatitic este
destul de rapida. Dupa 3 zile de imersie, proba SCS-3 prezinta cristale lamelare de hidroxiapatita si de dimensiuni micronice (<
10 pm), dar si multe zone neacoperite (Figura V.5). S-a constatat cd, dupa 6 zile de incubare in solutie SCS, suprafata
polimericad a fost acoperita complet cu un strat cristalin, cum este cazul probei SCS-6 (Figura V.6). Acest strat de grosime
micronicd, este format din cristale de hidroxiapatitd de dimensiuni de ordinul 1 — 5 pum si cu o morfologie specifica tip “petale
de trandafir”.

Comparand procedeele biomimetice de depunere a hidroxiapatitei pe suprafata poliuretanica ce folosesc cele doua
tipuri de solutii biomimetice SBF si SCS se poate concluziona ca in ambele cazuri se obtine un strat apatitic, doar ca in cazul
tratamentului in solutie SCS durata procesului de depunere scade la jumadtate, iar stratul apatitic este mai omogen. Prin urmare
tratamentul biomimetic 1n solutie SCS este mai eficient.

Figura V.5. Imagini SEM a probei: SCS-3 dupa 3 zile de imersie 1n solutia SCS suprafata exterioara (a); sectiune transversala
(b) si a probei SCS-6 dupa aplicarea tratamentului biomimetic in solutie SCS timp de 6 zile (c) suprafata matricei
poliuretanice (Ciobanu, Misei si colab., 2012%)
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V.1.2. Depuneri de hidroxiapatita si vitamine pe suporturi poroase poliuretanice prin
procedee biomimetice

Includerea principiilor active, respectiv vitaminele A, D, si Bg, 1n stratul apatitic depus pe suportul poros poliuretanic
are ca scop imbunititirea proprietitilor osteoconductive si osteoinductive ale biocompozitelor finale. In momentul implantirii,
aceste biocompozite pot elibera molecule de vitamind care, impreuna cu principiile active existente in fluidul corporal si in
tesutul viu adiacent, contribuie la integrarea implantului n organism si la dezvoltarea de tesut osos nou.

in scopul obtinerii de biocompozite poroase de tip hidroxiapatita - poliuretan si vitamine cu potentiale aplicatii in
medicina regenerativi osoasd ca substituenti ososi (Ciobanu, Ilisei si colab., 2012% Ciobanu, Hisei si colab., 2012° Ilisei si
colab., 2012°), s-a recurs la o strategie experimentald aseménatoare cu cea descrisd in subcapitolul V.1.1. Diferenta a constat in
faptul ca s-au utilizat solutii biomimetice modificate: solufia SBF modificata (M-SBF), solutia SCS modificata (M-SCS) si
solutia modificata Bs-SCS.

V.1.2.1. Protocol de obtinere

a) Solutiile biomimetice modificate M-SBF, M-SCS si B¢ - SCS

Aceste solutii biomimetice modificate provin din solutiile SBF sau SCS (prezentate in subcapitolul V.1.1.1) la care s-
au adaugat anumite cantitati de principiu activ, respectiv vitamina A (C,Hz00, retinol - notat cu A), vitamina D, (CygHyyO,
ergocalciferol - notat cu D) si vitamina Bs(CgH;1NOs, piridoxind - notata cu B):

- solutia SBF modificatd, M-SBF, s-a obtinut prin adaugarea la solutia initiala SBF a anumitor cantitti de vitamina A
si vitamina D, astfel incat raportul masic A/D sa fie cuprins in intervalul 4 — 5 (Ciobanu, Ilisei si colab., 2012°).

- solutia SCS modificata, M-SCS, s-a obtinut prin addugarea la solutia initiald de SCS a anumitor cantitati de vitamina
A si vitamina D, astfel incat raportul masic A/D sa fie cuprins in intervalul 4 — 5 (Ciobanu, Iisei si colab., 2012%). Intrucat
vitaminele A si D, sunt liposolubile acestea au fost dispersate si stabilizate in solutiile apoase biomimetice SBF si SCS cu
ajutorul unui agent organizator (surfactant/ emulsifiant) bromura de cetiltrimetilamoniu (CTAB). Initial vitaminele sunt
dispersate in etanol cu bromura de cetiltrimetilamoniu (CTAB, ca emulsifiant) pentru a forma o solutie coloidald. Din aceasta
solutie coloidala sunt extrase anumite cantitdti si introduse sub agitare puternica, in solutiile biomimetice SBF si SCS
obtinandu-se solutiile biomimetice modificate M-SBF si M-SCS.

- solutia SCS modificata, BsSCS, s-a obtinut prin adaugarea la solutia initiala de SCS a anumitor cantitati de vitamina
B, respectiv 10 — 50 mg vitamina B la 1 L solutie SCS (Xlisei si colab., 2012°).

b) Depunerea de hidroxiapatita in solutii SBF si SCS modificate

Prin adaugarea unor cantitati adecvate de vitamina A (A), vitamina D, (D), si respectiv vitamina B (B) la versiunea
originald a solutiilor SBF, respectiv SCS s-a intentionat modificarea structurii fizice a produsului final si imbunatatirea
proprietatilor osteoinductive si biochimice ale straturilor de acoperire. Pentru a simula procesul in vivo, probele poroase
poliuretanice au fost imersate in solutiile SBF sau SCS modificate, la 37 °C si pH=6,9 - 7,9. Dupa 1 - 6 zile de imersie, probele au
fost scoase din aceste solutii, clatite cu apa deionizatd, urmati de uscare la 37 - 40 °C, timp de 1 h. In tabelul V.4. sunt prezentate
notatiile materialelor care au fost supuse tratamentului biomimetic in solutiile modificate SBF si respectiv SCS. In scopul
selectarii probelor pentru analizele structurale si morfologice ulterioare s-a recurs la o investigatie preliminara prin vizualizarea
acestora la un microscop optic (USB Microscope Traveler with 1.3 Megapixel Camera) in scopul observarii gradul de acoperire
cu cristale apatitice a suprafetei suporturilor poroase. In urma vizualizarii macroscopice, s-au selectat pentru caracterizarile
ulterioare probele M-SBF-6, B¢ -SCS-5 si respectiv M-SCS-3.

Tabelul V.4. Biocompozite poroase de tip hidroxiapatita - poliuretan si principii biologic active (vitamine) obtinute prin
procedee biomimetice

Proba Timp pH Observatii
depunere
Depunerea de hidroxiapatita in M-SCS
M-SCS-1 1 zi 7,20 zone partial acoperite cu cristale apatitice de forma lamelara.
M-SCS-3 3 zile 7,40 atat la suprafatd cat si in sectiunea transversala sunt prezente manunchiuri
de cristale apatitice cu forma unor ,,petale de trandafir”
M-SCS-6 6 zile 7,60 suportul poros este acoperit 1n totalitate cu cristale apatitice
Depunerea de hidroxiapatita in B&-SCS
Bs-SCS-1 1 zi 6,90 depuneri neuniforme de cristale apatitice; zone partial acoperite
Bs-SCS-3 3 zile 6,94 depuneri neuniforme de cristale apatitice; zone partial acoperite
Bs-SCS-5 5 zile 7,48 strat subtire si uniform de cristale apatitice depuse pe suprafata suportului
sub forma unor ,,petale de trandafir”
Depunerea de hidroxiapatita in M-SBF
M-SBEF-1 1 zi 7,22 zone partial acoperite de cristale cu forma aciculara
M-SBF-3 3 zile 7,43 strat partial uniform de cristale apatitice
M-SBF-6 6 zile 7,88 strat uniform depus la suprafata suportului poros format din aglomeratii de
cristale apatitice
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V.1.2.2. Caracterizarea structural - morfologica a biocompozitelor

V.1.2.2.1. Microscopia electronicd cu baleiaj cuplatid cu spectroscopia de raze X prin
dispersie de energie (SEM-EDX)

Pentru a observa morfologia si compozitia chimica a probelor a fost utilizata microscopia electronica cu baleiaj
cuplata cu spectroscopia de raze X prin dispersie de energie (SEM-EDX).

a) Tratamentul biomimetic in solutia modificati de tip M-SBF

In cazul matricelor poroase poliuretanice imersate in solutia M-SBF s-a observat ca formarea cristalelor apatitice se
produce intr-un timp mai scurt, comparativ cu depunerea apatitica in solutie simpla SBF (vezi paragraful V.1.2.1). Astfel, in
cazul probei M-SBF-3 imersata timp de 3 zile in solutia M-SBF, pe suprafata solidd poliuretanica se constatd existenta
cristalelor apatitice sub forma de placute subtiri de dimensiuni variabile (Figura V.8.a). Depunerea nu este completa, existand
multe zone neacoperite. In cazul probei M-SBF-6, dupi 6 zile de imersie in solutia biomimetici M-SBF, pe suprafata
suportului polimeric se observd un strat uniform de hidroxiapatita format din cristale sub forma de placute subtiri de
dimensiuni micrometrice (< 5 um). Uniformitatea acestei acoperiri este evidentiata de figura V.8.b.

Comparand procedeele biomimetice de depunere a hidroxiapatitei pe suprafata poliuretanica, ce folosesc cele doua
tipuri de solutii biomimetice SBF si M-SBF se poate concluziona ca in ambele cazuri se obtine un strat apatitic, doar ca in
cazul tratamentului in solutie M-SBF durata procesului de depunere scade, iar stratul apatitic este mai omogen. Rezultatele
obtinute in solutia M-SBF comparativ cu cele din solutia biomimetica simplda SBF se datoreazi, probabil, prezentei vitaminelor
in solutie. Se poate spune ca introducerea vitaminelor A si D, in solutia biomimeticd SBF induce o scadere a timpului de
depunere si 0 micsorare in dimensiune a cristalelor de hidroxiapatitd, insa nu influenteaza negativ formarea si depunerea de
cristale apatitice in structura si la suprafata suportului poliuretanic. Vitaminele A si D, se regasesc in stratul apatitic, fapt
demonstrat prin analiza FTIR (paragraful V.1.2.2.2.).

Figura V.8. Imagini SEM ale suprafetei
matricei  poliuretanice  dupa  aplicarea
tratamentului biomimetic in solutie M-SBF
timp de:

a) 3 zile (proba M-SBF-3),

b) 6 zile (proba M-SBF-6)

(Ciobanu, llisei si colab., 2012)

b) Tratamentul biomimetic in solutia biomimetica modificata de tip M — SCS

In cazul matricelor poroase poliuretanice imersatein solutia M-SCSs-a observat de asemenea ca formarea
cristalelor apatitice se produce Intr-un timp mai scurt, comparativ cu depunerea apatitica in solutie simpld SCS (vezi paragraful
V.1.2.2.2)).

in figura V.9. sunt prezentate imagini SEM ale compozitului poliuretanic M-SCS-3, dupi imersia acestuia timp de 3
zile in solutia M-SCS. Compozitul poliuretanic M-SCS-3 prezinta atat la suprafatd cat si in sectiunea transversala acoperiri
uniforme de cristale lamelare de hidroxiapatita. Analizand forma cristalelor apatitice se poate spune ca acestea se aseamana cu
,petalele de trandafir” si au dimensiuni micronice (< 5 um). Rezultatele obtinute in solutia M-SCS, comparativ cu cele din
solutia biomimeticad SCS, se datoreaza probabil prezentei vitaminelor A si D, din solutie.

Figura V.9. Imagini SEM ale compozitului M-
SCS-3 dupa 3 zile de imersie in solutia M-SCS:
a) suprafata exterioara,

b) sectiune transversala

(Ciobanu, flisei si colab., 2012%)




Solutia M-SCS utilizata in acest studiu are un pH aproximativ de 7,4. La acest pH, vitaminele din solutia M-SCS au
tendinta de a forma agregate si de a precipita la suprafata suportului polimeric. Dupd cum se observa in figura V.10. a
vitaminele A si D, sunt adsorbite pe suprafata substratului poliuretanic, generand astfel functionalizarea suprafetei polimerice.
De asemenea, are loc nucleatia si cresterea cristalelor de hidroxiapatita la suprafata scaffold-ului polimeric. Este posibil ca
vitaminele sub forma microcoloidald si actioneze asemenea unor promotori de nucleatie ai cristalelor de hidroxiapatita. in
general, agentii de nucleatie sporesc formarea de cristalite primare, insd in acelasi timp pot genera cristale imperfecte cu
modificari ale structurii cristaline.

Figura V.11 prezinta spectrul EDX al probei M-SCS-3 analizatd anterior. Pe baza rezultatelor EDX s-a putut stabili ca
raportul molar Ca/P este de 1,67 ceea ce certifica existenta cristalelor de hidroxiapatita pe suportul poliuretanic.
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Comparand procedeele biomimetice de depunere a hidroxiapatitei pe suprafata poliuretanica ce folosesc cele doua
tipuri de solutii biomimetice SCS si M-SCS se poate concluziona ca in ambele cazuri se obtine un strat apatitic, doar ca in
cazul tratamentului in solutie M-SCS durata procesului de depunere scade, iar stratul apatitic este mai omogen. Rezultatele
obtinute in solutia M-SCS comparativ cu cele din solutia biomimetica simpla SCS se datoreaza probabil prezentei vitaminelor
in solutie. Se poate afirma ci introducerea vitaminelor A si D, in solutia biomimeticd SCS induce o scadere a timpului de
depunere si 0 micsorare in dimensiune a cristalelor de hidroxiapatitd, insa nu influenteaza negativ formarea si depunerea de
cristale apatitice in structura si la suprafata suportului poliuretanic. Vitaminele A si D, se regdsesc in stratul apatitic, fapt
demonstrat prin analiza FTIR (paragraful V.1.2.2.2.). De asemenea, comparand tratamentele biomimetice in M-SBF si M-SCS
se poate aprecia ca solutia M-SCS induce o depunere mai rapida a stratului apatitic, comparativ cu solutia M-SBF, aseméanator
cu rezultatele obtinute la depunerile in solutiile biomimetice simple (fara vitamine ) SBF si SCS.

¢) Tratamentul biomimetic in solutia biomimetica modificata de tip Bs- SCS

Prin imersarea probelor poroase poliuretanice in solutia biomimetica B-SCS la 37 °C si pH = 7,48 are loc formarea si
depunerea stratului de hidroxiapatitd pe suprafata solida polimerica. Procesul de nucleatie si de crestere a cristalelor de
hidroxiapatita a fost urmarit dupa perioade diferite de imersie cu ajutorul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM). Asa cum
s-a prezentat in tabelul V.3, evolutia procesului de depunere are loc in timp. In primele 24 ore dupi imersie in solutia B¢-SCS
apar pe suprafata poliuretanica putine nuclee de hidroxiapatitd. Dar, odata formate aceste nuclee, cresterea stratului apatitic
este destul de rapida. Dupa 3 zile de imersie, proba SCS-3 prezinta cristale lamelare de hidroxiapatita grupate in agregate de tip
,floare” si de dimensiuni micronice (< 50 pm), dar si multe zone neacoperite (Figura V.12a).

Figura V.12 Imagini SEM de magnitudini
diferite ale suprafetei exterioare:

a) a probei B¢-SCS-5 dupa 3 zile de imersie in
solutia B¢-SCS si

b) a probei B¢-SCS-5 dupa 5 zile de imersie in
solutia Bg-SCS

(Ilisei si colab., 2012°)

S-a constatat ca, dupa 5 zile de incubare in solutie B¢-SCS, suprafata polimerica a fost acoperita complet cu un strat
cristalin, cum este cazul probei B¢-SCS-5 (Figura V.12.b). Acest strat de grosime micronica, este format din cristale plate si
subtiri de hidroxiapatitd de dimensiuni de ordinul 10 — 50 um, aglomerate sub forma de agregate cu o morfologie specifica de
tip “floare”.Se poate afirma cd introducerea vitaminei By in solutia biomimeticd SCS induce cresterea in dimensiune a
nanoparticulelor de hidroxiapatita, insd nu influenteaza negativ formarea si depunerea de cristale apatitice in structura si la
suprafata suportului poliuretanic. Vitamina By se regdseste in stratul apatitic, fapt demonstrat prin analiza FTIR.
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V.1.2.2.2. Spectroscopie IR a biocompozitelor

Caracterizarea biocompozitelor poroase pe baza de hidroxiapatitd si poliuretan s-a realizat si prin spectroscopie IR
folosind un spectrofotometru SPECTRUM BX II / PerkinElmer cu transformata Fourier (FTIR). Parametrii de lucru au fost:
rezolutia de scanare de 4 cm™, viteza de scanare de 0,1 - 1,5 cm/s si regiunea de frecvente cuprinsi intre 400 — 4.000 cm™.
Spectroscopia FTIR s-a utilizat pentru a determina atat picurile caracteristice hidroxiapatitei depusa pe suportul poliuretanic,
cat si pentru identificarea picurilor specifice vitaminelor care au fost utilizate in prezentul studiu.

Studiul spectrelor FTIR ale probelor analizate ofera informatii privind grupdrile existente in structura hidroxiapatite,

respectiv grupdrile fosfat (POi_ ), hidroxil (OH’) si eventual carbonat COg_ . In figura V.14. sunt prezentate spectrele FTIR

ale suportului poliuretanic si ale biocompozitelor SCS-3 si M-SCS-3 dupa 3 zile de imersie in solutiile biomimetice SCS si
respectiv. M-SCS. Analizand spectrele ATR-IR se pot observa picuri caracteristice suportului poliuretanic detectate la
lungimile de undi 3316, 1526, 2917 si 1736 cm™', picuri atribuite gruparilor N—-H, C-N, C-H si C=0, rezultate comparabile cu
datele din literatura (Garcia-Pacios si colab., 2011). Benzile caracteristice gruparilor fosfat (POi_) aferente structurii

hidroxiapatitei pot fi identificate in spectrele ambelor biocompozite SCS-3 si M-SCS-3, ele fiind pozitionate la 835, 958, 1037
si 1118 cm™'. Suplimentar in cazul biocompozitului M-SCS-3 apar picuri la lungimile de unda 2050 — 2930 cm ', picuri
atribuite vitaminelor A si D,, ceea ce denota cd acestea au fost adsorbite pe suprafata suportului polimeric.

_ Figura V.14. Spectrele ATR-IR

g - (b) a) a suportului poliuretanic

= “"'\/\/ b) ale biocompozitelor SCS-3 dupd
I imersia in solutia biomimetica SCS

§ ¢) M-SCS-3 dupa imersia in solutia
o | biomimeticd M-SCS

B l (Ciobanu, Ilisei si colab., 2012%)

Numar de unda (cm‘1)

V.1.2.3. Caracterizarea biologica a biocompozitelor

Testele in vitro asigura informatii preliminare asupra unui biomaterial In ceea ce priveste proprietatile biologice a
acestuia cum ar fi biocompatibilitatea, bioactivitatea, gradul de toxicitate ce 1l poate avea asupra organismului gazda, in scopul
evitarii testelor inutile realizate pe animale.

V.1.2.3.1. Metodologia izolarii si cultivarii celulare

a) Izolarea celulara

Celulele utilizate 1n prezentul studiu de biocompatibiliate au fost celule mezenchimale umane (hMSC). hMSC au fost
izolate din maduva spinarii, fard a se inregistra date legate de pacientul de la care provine tesutul, in conformitate cu
reglementarile etice. Celule mezenchimale umane (hMSC) au fost puse la dispozitie de laboratorul departamentului de
Inginerie Tisulara a Facultatii de Stiinta si Tehnologie - MIRA - Institutul de Tehnologie biomedicald si Medicina tehnica,
Universitatea Tweente din Olanda.

Pentru proliferarea in vitro a hMSC s-a utilizat mediul: a-MEM suplimetat cu 10 % ser bovin (FBS), 0,2 mM L-
glutamind, P/S (100 unititi/100mg penicilind si 100 mg/mL streptomicind), in conditii standard de cultivare (37 °C, 5 % CO; si
95 % umiditate). Mediul de cultura a fost reimprospatat la fiecare 2 — 3 zile. Pentru experimentele derulate, pentru hMSC s-a
folosit pasajul 4. Matricile poliuretanice au fost sterilizate prin imersarea acestora in solutie de etilen oxid 70 %, timp de 24 de
ore, dupa care acestea au fost spalate de trei ori cu solutie tampon fosfat (PBS) si uscate in hota cu flux laminar.

b) Cultivarea celulara

Pentru culturile celulare probele au fost imersate in medii de culturd specifice tipului de celula. S-a folosit un mediu
de proliferare constituit din: o-MEM , 1 % L-glutamina, 0,2 mM acid ascorbic, P/S (100 U/ml pencilina, 10 pg / ml
streptomicind), 10 % FBS, 1 ng/ml bFGF (factor de crestere fibroblastic - factor de proliferare). Cultivarea s-a realizat prin
picurarea solutiei ce cuprinde o suspensie de celule (80 000 celule/godeu) in placi de cultura de 12 godeuri. Mediul de cultura a
fost schimbat la fiecare 2 — 3 zile pe toatd perioada desfasurarii testelor. Fiecare tip de celula a fost cultivat pe biomaterialele
obtinute pentru un interval de 7 zile. Biocompozitele au fost incubate in conditii standard de cultivare, iar ca referinta s-a
utilizat un control pentru fiecare interval de timp.
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V.1.2.3.2. Vizualizarea celulara prin colorare cu Albastru de metilen

Pentru a fi posibild examinarea macro- si microscopica a celulelor, probele au fost colorate folosind tehnica de
colorare cu Albastru de metilen. Acesta este un colorant capabil de a penetra cu usurintd membrana celulara astfel ca, in final,
celulele vor fi colorate in albastru. Dupa parcurgerea protocolului de fixare si colorare a probelor, au fost preluate imagini
folosind un microscop tip Bright - field.

Figura V.17 reda imagini ale biocompozitelor poroase pe baza de hidroxiapatitd, poliuretan si principii biologic active
pe a carui substrat au fost cultivate celulele hMSC. in imaginile prezentate in aceasta figura se poate observa ci celulele hMSC
prolifereaza pe substratul tuturor biocompozitelor pe care au fost cultivate. Dupa cum se observa in imaginile prezentate in
figura V.17, spoturile de coloratie albastru inchis reprezintd zonele acoperite cu celule umane hMSC. Cu referire la gradul de
acoperire celulard se poate observa o diferentd si anume: biocompozitele imersate in solutii biomimetice cu un adaos de
principii biologic active (vitaminele A+D,, Bg), prezintd un grad ridicat de acoperire celulara comparativ cu biomateriale
imersate in solutiile biomimetice de baza (SCS si SBF), ceea ce denota faptul ca adaosul de vitamine A, D, si B¢ favorizeaza
pozitiv dezvoltarea celulara si respectiv creste gradul de bioactivitate a biocompozitului.

Figura V.17. Vizualizarea macroscopica
a biocompozitelor studiate:

a) biocompozitul SBF - 6;

b) biocompozitul SCS - 3;

¢) biocompozitul M-SCS - 3;

d) biocompozitul M-SBF - 6;

V.1.2.4. Studiul procesului de degradare in vitro al biocompozitelor

Pe langa caracteristicile mecanice, fizice si chimice pe care trebuie sd le intruneascd un biomaterial pentru o anumita
aplicatie medicald, In conceperea unui biomaterial trebuie avut in vedere si comportamentul pe care poate sa-1 aiba in
momentul in care intrd in contract cu mediile biologice existente in organismul uman. Biomaterialul odata introdus in
organismul uman este supus unor procese specifice precum difuzia de ioni si fluide, drenajul limfatic, circulatia sangelui, iar
aceste reactii specifice pot influenta daca materialul este sau nu este tolerat de organismul gazda. in esenti, este necesar sa se
testeze stabilitatea chimica a unui biomaterial in relatie cu mediul biologic care il inconjoard si cu care poate reactiona,
deoarece acesta poate elibera produse de degradare ce pot avea actiune toxica asupra organismului. Toxicitatea puternica se
poate manifesta atat la nivelul tesutului lezat cat la nivelul tesuturilor invecinate biomaterialului, prin decolorare, necroza,
cresterea temperaturii i reactii alergice.

Prin urmare este necesar sa se stabileascd modul cum biomaterialul se comportd in contact cu fluidele organice.
Testele care urmaresc acest aspect studiaza procesele de degradare ale biomaterialului in conditii fiziologice “in vitro”.
Cinetica de degradare a biomaterialelor compozite obtinute in acest studiu a fost determinatd prin studierea variatiei in
greutate a probei de biocompozit (/) din momentul contactului cu solutia biomimeticd SBF. Studiul cinetic al procesului de
degradare presupune determinarea gradului de degradare a materialului la diversi timpi si reprezentarea grafica W = f (t).

Protocolul experimental:

Prin metoda gravimetricd a fost investigata degradarea hidroliticd in vitro a compozitelor in SBF, parcurgand
urmatoarele etape: se cantaresc esantioane din biomaterialele obtinute; masa initiala a esantionului uscat se noteaza m,; intr-un
flacon Erlenmeyer de 100 ml se introduc 30 ml de solutie SBF 1in care se imerseaza probele de biomaterial; paharul cu probele
se pune intr-o baie cu termostatare la temperatura de 37 °C; dupa anumite perioade de timp se scoate o probd din pahar, se
indeparteazd apa superficiald prin tamponare cu hartie de filtru si se catireste rapid; masa probei ude se noteazd m;; se
calculeaza gradul de umflare al probelor W (%), conform ecuatiei:
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(V.3)

Wo(%) = 2 100
unde: m; = masa probei uscate inainte de imersia in SBF [g];
m, = masa probei ude dupa imersia in SBF [g];
W = variatia masei probei [%]); se reprezinta grafic W = £ (t).
450
300 /
= Figura V.18. Variatia greutatii biocompozitelor
= inainte si dupa imersia in solutiile SBF si M-SBF la
2 150 - —+—SBF pH = 7,451 37 °C timp de 8 zile
el (Ciobanu, Ilisei si colab., 2012)
0 ; .
& 8 7 g
180 - Timp de incubare (zile)

Dupa cum se observa in figura V.18 suportul poliuretanic imersat in solutia biomimetici SBF (fara vitamine) creste
treptat in greutate in primele trei zile, dupa care pana in a 5 zi pierde in greutate. Acest lucru se explica prin faptul ca, in
aceasta perioada de timp, se produce un proces de adsorbtic a moleculelor de apa. Aceste molecule de apa adsorbite 1n
interiorul matricei polimerice pote produce descompunerea hidrolitica a lanturilor polimerice. Apoi se observa ca din a cincea
zi existd o crestere in greutate a probei, care se explica prin formarea de cristale de apatitd pe suprafata poliuretanica, fapt
confirmat si de imaginile microscopice SEM (figurile V.3 si V.4). In cazul cand suportul poliuretanic este imersat in solutia
biomimetica M-SBF (cu vitaminele A si D,) chiar din prima zi de imersare se observa o scadere in greutate relativ mica a
acestuia. Aceastd scadere a ponderii de greutate a matricei poliuretanice poate fi explicata printr-o degradare a lanturilor din
structura poliuretanului ca urmare a retinerii moleculelor de apa. Dupa prima zide imersare, greutatea matricei
creste treptat pana la 3 zile. Prin urmare, pierderea de greutate rezulta din degradarea matricei polimerice care este compensata
prin formarea stratului de hidroxiapatita pe suprafata polimerica, dupa cum reiese din imaginile SEM realizate dupa sase zile
de imersie in M-SBF (Figura V.8).

in concluzie, prin depunerea unui strat de hidroxiapatita cristalina pe suprafata suportului poros poliuretanic nu numai
ca se Imbunatateste bioactivitatea matricei polimerice, dar se reduce rata lui de degradare, implicit stabilitatea chimicid a
biomaterialului in relatie cu mediul biologic care 1l inconjoara si cu care poate reactiona.

V.1.3. Depuneri de hidroxiapatita si nanoparticule de Ag pe suporturi poroase poliuretanice
prin procedee biomimetice

Este binecunoscut faptul ca, in chirurgia reparatorie, un risc ridicat il reprezinta infectarea plagilor post-operatorii si a
implanturilor. Pentru a preveni acest risc, se poate apela la depunerea pe suprafata biomaterialelor a unor substante biocide
cum sunt antibioticele sau ionii de argint, fiind astfel posibila inhibarea proliferarii microbiene de pe suprafata implanturilor.
Intrucat utilizarea in exces a antibioticelor a dus la aparitia efectului de rezistentd a tulpinilor microbiene, o alternativd in
prevenirea infectiilor ar putea fi utilizarea argintului.

In cadrul acestui capitol s-a avut ca obiectiv principal obtinerea de biomateriale compozite pe bazi de poliuretan —
hidroxiapatiti — argint.

Pentru indeplinirea obiectivului s-au avut in vedere urmatoarele aspecte:

v’ utilizarea metodei biomimetice de depunere a hidroxiapatitei pe suprafata matricei poroase poliuretanice folosind solutia
biomimetica SCS; s-a folosit aceasta solutie intrucat in subcapitolul anterior s-a observat ca solutia SCS comparativ cu solutia
SBF are o eficientd mai ridicata in ceea ce priveste timpul de depunere a cristalelor apatitice pe suportul poliuretanic;

v’ caracterizarea structurald si morfologicd a materialele obtinute apeland la metode si tehnici de analizd avansate si
performante;

v’ evaluarea starii de oxidare a specilor de argint incorporate pe suprafata poliuretanica;

v’ testarea proprieté‘;ilor antibacteriene a compozitelor studiate'
atagare si proliferare celulara la suprafata biocompozitelor studiate.

Materialele polimerice sunt cunoscute a fi adesea folosite pentru obtinerea nanoparticulelor de argint datorita faptului
ca grupele polare ale polimerului interactioneaza direct cu particulele metalice influentand puternic forma particulelor (Vimala
si colab., 2010). Datele din literaturd indica, de asemenea, faptul ca aparitia cristalelor de Ag poate fi produsa de reducerea
ionilor de Ag din solutii apoase prin transferul de electroni (Ag "+ l¢"— Ag") de pe suprafata apatitici (Arumugam si colab.,
2010).
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V.1.3.1. Protocol de obtinere

in scopul obtinerii biocompozitelor pe bazi de hidroxiapatiti — poliuretan — argint s-a procedat conform

urmadtoarelor etape:

1. imersarea matricelor polimerice in solutia biomimetica SCS, in conditii fiziologice pe o perioada cuprinsa intre 1 - 7
zile, In scopul depunerii stratului de hidroxiapatita. Solutia de SCS fiind reimprospatata odata la fiecare doua zile;

2. spalarea cu apa deionizata si uscarea biocompozitelor hidroxiapatitd - poliuretan obtinute;

3. imersarea biocompozitelor uscate in solutii de AgNO; cu concentratii cuprinse intre 0,1- 0,5 M (pH = 6,5; 37 °C), pe o
durata de 2 zile, in scopul depunerii ionilor de argint;

4. uscarea biocompozitelor pe bazi de hidroxiapatitia — poliuretan — argint la temperatura de 60 °C timp de o zi;

5. caracterizarea structutal- morfologica, microbiologica si biologicd a materialelor.

in tabelul V.5 sunt exemplificate tipurile de probe obtinute cu caracteristicile aferente fiecireia. In urma analizei
macroscopice, pentru investigatiile ulterioare s-a selectat proba HA-PU-Ag5 deoarece aceasta prezintd cea mai uniforma

acoperire cu cristale apatitice si Ag.

Tabelul V.5. Biocompozite pe baza de hidroxiapatita — poliuretan — argint

Proba Concentratie Observatii
AgNO;
HA-PU - compozit utilizat drept reper etalon, fara depunere de nanoparticule de Ag; strat
uniform de cristale lamelare ce formeaza agregate sferice sub forma de ,,floare”.
HA-PU-Agl 0,1M strat uniform, incolor de cristale apatitice; nu sunt evidentiate modificari ale
aspectului stratului depus, comparativ cu proba etalon, HA-PU.
HA-PU-Ag2 0,2M aparitia culoratiei de slab galbui a depunerii
HA-PU-Ag3 0,3M intensificarea coloratiei de galben
HA-PU-Ag4 0,4M culoare galben spre maroniu
HA-PU-AgS 0,5M culoare maro — rogcat

In momentul in care compozitul poliuretan - hidroxiapatita este imersat intr-o solutie apoasi concentrati de azotat de
argint, are loc procesul de reducere a ionilor de Ag ' si respectiv formarea de nanoparticule de argint pe suprafata matricei
poliuretanice (Figura V.20).

{ Py TRA

'y ‘:I\J 1. Depunere biomimetica 2. Reducerea si

a hidroxiapatitei pe cristalizarea in situ
suportul poliuretanic a ionilor de Argint

SCS o

Figura V.20. Formarea in-situ de nanoparticule Ag pe suportul poliuretan — hidroxiapatitd (Ciobanu, Hisei si colab., 2013°)

Formarea in-situ de nanoparticule Ag ar putea fi explicatd printr-un mecanism care implica urmatoarele etape:
reducerea ionilor de Ag in atomi de Ag; stabilirea de legaturi chimice intre atomii de Ag si gruparile polare ale matricei
poliuretan - hidroxiapatita; nucleatia si cresterea nanoparticulor de Ag.

Compozitul a carei structura este constituitd din polimerul poliuretanic si cristalele apatitice actioneaza simultan
precum un agent de reducere a ionilor de Ag, jucand rolul de stabilizator pentru nanoparticule de Ag si respectiv de matrice 1n
care are loc distribuirea omogena si imobilizarea speciilor de Ag.

Moleculele poliuretanice de polimer contin grupari functionale polare, cum ar fi gruparea uretan (-NH-CO-O-) si
gruparea amidicd (-CO-NH-), in timp ce cristalele de hidroxiapatitd contin au drept grupare polara gruparea hidroxil (-OH).
Dupé cum este cunoscut, atomii de azot si oxigen din aceste grupari polare au o afinitate puternicd pentru ionii de argint in
special pentru argintul metalic fiind posibila astfel formarea unui complex cu ionii metalici (Widoniak si colab., 2005). Azotul
si oxigenul din gruparile polare (de exemplu, uretan, amida si hidroxil) ale compozitului poliuretan - hidroxiapatitd pot forma
legituri coordinative puternice. In consecinti, in momentul contactului compozitului poliuretan - hidroxiapatita cu solutia de
azotat de argint are loc formarea unui complex coordinativ intre grupéarile polare ale compozitului si ionii de Ag din solutia de
AgNO;. Astfel, compozitul poliuretan - hidroxiapatita doneaza o pereche de electroni de la azot si oxigen (din gruparile uretan,
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amida si hidroxil) la orbitalii sp ai ionilor de Ag, aparand atomii de Ag. Dupa un scurt timp de incubare, suprafata
compozitului este suprasaturata in atomi de Ag, are loc procesul de nucleatie a atomilor de Ag ceea ce are ca rezultat agregarea
atomilor de Ag in nanoparticule mici de Ag. Aceste nanoparticule pot fuziona cu altele rezultdnd agregate de dimensiuni mai
mari. Acest fenomen ar putea explica existenta nanoparticulelor sferice de Ag de diferite dimensiuni de pe suprafata
compozitului poliuretan - hidroxiapatitd evidentiate in imaginile SEM (vezi figura V.16). Posibilitatea ca in matricea
poliuretanicd sda mai existe urme reziduale de N,N-dimetilformamidda (DMF) (utilizat ca solvent in prepararea matricei), ar
putea determina reducerea rapida a ionilor de argint si formarea de nanoparticule de argint sferoidale, asa cum se mentioneaza
in literatura de specialitate (Pastoriza-Santos si colab., 2000). Matricea poliuretanica datoritd porozitatii sale joaca rolul de
matrice pentru nucleatia si cresterea nanoparticulelor de Ag. De asemenea, morfologia de tip ,,petale de trandafir” a cristalelor
din stratului de hidroxiapatitd depus pe suprafata poliuretanicd imbunatateste difuzia solutiei de azotat de argint ceea ce
conduce la initierea si cresterea particulelor de Ag in structura compozitului (vezi figura V.16).

V.1.3.2. Caracterizarea structural - morfologica a biocompozitelor

V.1.3.2.1. Microscopia electronicd cu baleiaj cuplatd cu spectroscopia de raze X prin
dispersie de energie (SEM-EDX)

Dupa 5 zile de imersie a matricei poliuretanice in solutia SCS suprafata acesteia este acoperitd de cristale lamelare de
hidroxiapatita ce au forma unor petale de trandafir ,,petale de trandafir”. Dupa formarea stratului de hidroxiapatita la suprafata
materialelor studiate, acestea au fost imersate in solutia de AgNO; pe o durati de 2 zile. In timpul acestei etape, ioni de argint
sunt transferati din solutie la nivelul suprafatei solide a compozitului unde are loc reducerea acestora. Procesul de depunere a
ionilor de argint utilizand solutia de AgNO; a fost efectuat in conditiile de lumina naturald. Dupa 2 zile de imersie in solutia de
AgNO:; la suprafata compozitelor sunt formate agregate ce contin nanoparticule de Ag sferoidale pozitionate printre cristalele
aciculare de hidroxiapatitd, asa cum se poate observa in imaginile SEM prezentate in figura V.22.

Figura V.22. Imagini SEM de diferite rezolutii ale biocompozitului HA-PU-Ag5 (Ciobanu, llisei si colab., 2013")

Agregatele de Ag sunt distribuite uniform pe suprafata matricei poliuretanice, formand un strat intergranular cu
micropori. Toate probele obtinute prezintd aceeasi morfologie poroasd. Din imaginea SEM prezentatd in figura V.22.b,
efectuata la o rezolutie maritd, marimea agregatelor de Ag poate fi estimatd la aproximativ 70 - 150 nm. Particulele mai mari
de Ag s-au format prin coacervarea celor mai mici in timpul procesului de reducere. Dupa cum se poate observa in figura
V.22.c pe suprafata cristalelor de hidroxiapatitd existd un numar mare de nanoparticule Ag. Dimensiunea acestor nanoparticule
Ag este estimata a fi mai micd de 50 nm, aspect cofirmat si de rezultatele analizei DRX.

in figura V.23 este prezentat spectrul EDX cu imaginea SEM aferent a stratului de nanoparticule de hidroxiapatita cu
argint depuse pe suportul poros poliuretanic, care confirma faptul cd acoperirea de nanoparticule contine atomi de Ag (existenti
atat sub forma de nanoparticule si cét si sub forma de aglomeratiuni sferice), si respectiv atomi de Ca, P si O (constituienti ai
cristalelor apatitice).

Figura V.23. Spectrul EDX si imaginea SEM
a stratului de hidroxiapatita - argint depus pe
suprafata matricei poliuretanice dupd 48 h
imerisie in solutia de AgNO;
(Ciobanu, Ilisei si colab., 2013)

Intensitate (Kcnt)

Energia (KeV)
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Analizand figura V.23 se pot observa picurile de la 2,9, 3,1 si 3,3 keV ce corespund energiilor speciilor atomice de
argint, respectiv Ag La, Ag Lp si Ag Lp,, aspect confirmat si in literatura de specialitate (Majeed Khana si colab., 2011).
Aceste picuri de absorbtie opticd sunt tipice pentru absorbtia nanocristalelor de argint metalic datorita rezonantei
plasmonilor de suprafata. Pe baza rezultatelor prezentate mai sus este confirmatd prezenta argintului elementar sub forma
nanocristalind pe suportul membranar. Analiza EDX a indicat faptul ca continutul de Ag in stratul hidroxiapatita - argint depus
pe membrana poroasi de poliuretan este de aproximativ 8 wt%. In spectrul EDX apar si alte picuri ce corespund atomilor de
Ca, P si O care intrd in componenta cristalelor de hidroxiapatita gasite in imediata apropiere a particulelor de argint. Conform
rezultatelor SEM - EDX, cristalele de apatitd depuse pe suprafata poliuretanicd sunt compuse in principal din hidroxiapatita,
care prezinta un raport molar Ca / P de ~ 1,67, raport molar ce se afla intr-o buna concordanta cu datele existente in literatura
(Fayaz si colab., 2009). De asemenea, prezenta in spectrul EDX a picului aferent carbonului poate fi atribuitd prezentei
poliuretanului din structura compozitului.

V.1.3.2.2. Difractia de raze X

Analizele DRX efectuate permit verificarea modului in care continutul de argint influenteaza structura compozitelor
studiate. In figura V.24 sunt ilustrate difractogramele compozitului HA-PU si respectiv a compozitului HA-PU-Ag5. Pentru
identificarea fazelor anorganice din compozitele obtinute s-au utilizat standardele elaborate de Comitetul Reunit privind
Standardele de Difractie al Pulberilor (Joint Committee on Powder Diffraction Standards - JCPDS). Difractograma DRX a
compozitului HA-PU este ilustratd in figura V.24.a, unde se pot observa picurile cu valorile cele mai intense de la unghiurile
20 de 25,9° 31,67°, 32,8° 34,1°, 39,7° si 46,6° reprezentand planele de reflexie (002), (211), (300), (202 ), (310) si (222)
caracteristice hidroxiapatitei. Valorile obtinute sunt in bund concordanta cu difractograma standard pentru hidroxiapatita pura
conform cartotecii difractometrice JCPDS 09-0432.
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In cazul compozitului HA-PU-Ag5, dupa depunerea ionilor de argint pe suprafata solidd a compozitului, in
difractograma DRX apar noi picuri asa cum se poate observa in figura V.24.b. Sunt evidentiate picuri de difractie in jurul
valorilor 38,4°, 44,5°, 64,6° si 77,5° reprezentand planele de reflexie Bragg (111), (200), (220) si (311) ale structurii cristaline
de tip cub centrat pe fete (ccf) corespunzatoare nanoparticulelor de argint (conform standardului JCPDS nr. 04.0784). Aceste
date sunt in concordanta cu cele prezentate in literatura de specialitate. Picurile de difractie ale atomilor de Ag sunt evidentiate
distinct, aspect ce indica faptul ca Ag a fost bine cristalizat fara existenta unor faze amorfe. Dimensiunea nanoparticulelor de
Ag a fost determinatd utilizdnd formula de calcul Scherrer. Astfel, nanoparticulele de Ag prezintd dimensiunea medie a
cristalelor in jurul valorii de 34,71 nm, in concordanti cu dimensiunile obtinute din analiza SEM. In cazul ambelor compozite
testate este indentificatd existenta unui pic de difractie in jurul valorii de 21° ceea ce corespunde polimerului poliuretanic.
Datorita structurii amorfe a poliuretanului, in difractogramele DRX, picul caracteristic polimerului apare sub forma unei benzi
largi. Analiza DRX a confirmat faptul ca stratul de nanoparticule depus la suprafata matricei poroase poliuretanice este
constituit din nanoparticule cristaline de hidroxiapatita si argint.

V.1.3.2.3. Spectroscopie UV-Vis

Pentru a obtine mai multe informatii referitoare la structura probelor investigate s-a apelat si la metoda de analiza prin
spectroscopie UV-Vis. Spectroscopia de rezonanta a plasmonilor de suprafatd joaca un rol important in determinarea spectrelor
de absorbtie optica a nanoparticulelor de Ag. Banda plasmonica de rezonanta a nanoparticulelor este cunoscuta a fi sensibila la
dimensiunea, forma si distributia spatiald a particulelor, care trece la o lungime de undd mai mare odatd cu cresterea
dimensiunii particulelor (Manna si colab., 2006). in figura V.25 sunt ilustrate spectrele UV-Vis ale probelor in intervalul de
unda cuprins intre 300 - 800 nm. Se poate observa ca matricea poliuretanic si compozitul HA-PU nu prezintd maximele de
absorbtie in regiunea 400 - 500 nm. In schimb, in cazul compozitului HA-PU-Ag5 apare un pic larg de absorbtie cu un maxim
la lungimea de unda de 415 nm. Forma simetrica a benzii plasmonice de rezonanta sugereaza faptul ca particulele de argint
reduse sunt uniform dispersate si au o forma sferici. In datele de specialitate este confirmat faptul ci picul cu un maxim de
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absorbtie in domeniul de lungime de unda cuprins intre 410 - 520 nm este strict legat de forma nanoparticulelor de argint
metalic, iar indltimea acestuia da informatii referitoare la concentratia nanoparticulelor de argint (Manna si colab., 2006).
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S-a observat ca formarea nanoparticulelor de Ag pe suprafata compozitului hidroxiapatitd - poliuretan este insotitd de
modificarea in timp culorii. In momentul imersarii probei incolore de hidroxiapatiti - poliuretan (proba HA-PU) in solutia de
AgNO;, s-a produs o schimbare graduala de culoare de la incolor la galben (proba HA-PU-Ag3), iar ulterior la maron - roscat
(proba HA-PU-Ag5) (Figura V.26).

Figura V.26. Imagini optice ale stratului depus pe matricea poliuretanica:
a) proba HA-PU, b) proba HA-PU-Ag3 si c¢) proba HA-PU-Ag5

Modificarea culorii stratului depus a avut loc odata cu cresterea timpului de imersie in solutia de AgNO; (de la 24 h 1a 48 h),
cit si odatd cu cresterea concentratiei solutiei de AgNO; (de la 0,1 M 1a 0,5). Acest lucru confirma reducerea ionilor Ag' si
formarea nanoparticulor de Ag pe suprafata matricei.

V.1.3.2.4. Spectroscopie de fotoelectroni cu raze X

Pentru a identifica starea de oxidare a nanoparticulelor de argint depuse pe suprafata compozitului HA-PU-Ag 5 s-a
apelat la metoda de analiza prin spectroscopie de fotoelectroni cu raze X (XPS). Figura V.27 prezinta spectrul XPS a
compozitului HA-PU-Ag5 dupa 2 zile de imersie in solutia AgNO; indicand prezenta elementelor Ag, Ca, P, O si C, ceea ce
corespunde cu analizele SEM-EDX efectuate anterior.
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Spectru XPS indica picuri caracteristice pentru elementele Ag, Ca, P, O si C, respectiv Ag 3ds,, (368 eV), Ag 3d;
(374 eV), Ca 2P (345 eV), P 2P (133 eV), O 1s (532 eV) si C 1s (286 eV). Medalionul din figura V.27 pune in evidentd
energiile caracteristice pentru Ag corespunzatoare configuratiei electronice 3ds, ; si 3d;, la energiile 368 eV si respectiv 374
eV, cu o diferenta A de 6,0 eV. Aceste rezultate sunt comparabile cu datele existente in literaturd cu referire la energiile de
legatura standard ale Ag de pe orbitalul 3d (3ds, = 368,3 eV, 3d;, = 374,3 eV, cu diferenta A = 6,0 eV) corespunzitoare
argintului metalic respectiv, oxidului de argint (Wagner si colab., 1979).

Deplasarea picurilor caracteristice argintului metalic fatd de valorile standard, cu o valoare de 0,3 eV pentru ambele
nivele electronice 3ds), si 3ds, poate fi atribuitd mediului chimic si a dimensiunilor reduse ale particulelor de argint. Prin
urmare, se poate afirma ci aceasti schimbare indici faptul ci ionii de Ag’ au fost transformati in nanoparticule de Ag,
confirmand reducerea ionilor de Ag' in ioni de argint metalic, Ag®.

Tot cu ajutorul analizei XPS s-a indentificat faptul ca speciile de Ag din stratul de hidroxiapatitd - argint depus pe
matricea poroasa poliuretanica sunt in cantitate de aproximativ 7,1 wt% restul fiind hidroxiapatita, ceea ce este in concordanta
cu rezultatele evidentiate in analiza SEM - EDX.

In figura V.27, picul C Is la nivelul valorii energetice de 286 eV poate fi atribuit prezentei poliuretanului in structura
compozitului. De asemenea, prezenta picurilor la valorile de 345 eV si respectiv la 133 eV sunt caracteristice elementelor Ca si
P ceea ce explica existenta hidroxiapatitei depusa pe suprafata poliuretanica.

V.1.3.3. Caracterizarea biologica a biocompozitelor

Pentru testarea biologica a compozitelor poliuretan - hidroxiapatitd - argint au fost utilizare celule mezenchimale
umane (hMSC) recoltate din maduva spinarii pastrand aceleasi conditii de izolare si cultivare ca la subcapitolul prezentat
anterior (paragraful V.1.2.3). In scopul vizualizirii macro- si microscopici a celulelor proliferate la nivelul suprafatei
compozitelor s-a apelat la tehnica prin colorare cu Albastru de metil. Acest colorant penetreza cu usurintd membrana celulara
astfel ca, in final, celulele vor fi colorate in albastru, fiind posibild vizualizarea la scard microscopica. In figura V.28 sunt
ilustrate imaginile biocompozitului hidroxiapatitd - poliuretan (Figura V.28.a), respectiv a biocompozitului hidroxiapatitad -
poliuretan - argint (Figura V.28.b) la suprafata carora au fost cultivate celulele mezenchimale umane.

Figura V.28. Vizualizarea
macroscopica a biocompozitelor
a) HA-PU si

b) HA-PU-Ag 5 dupa 7 zile de
proliferare celulara

In imaginile prezentate anterior se poate observa ci celulele hMSC prolifereazd la suprafata substratului
biocompozitelor pe care au fost cultivate. Putem afirma ca, concentratia in nanoparticule de argint nu afecteazd dezvoltarea
celulara, neexistand liza celulard. Putem concluziona ca introducerea argintului la scard nano (< 50 nm) in structura
compozitului poliuretan - hidroxiapatitd conferd acestuia proprietati de adeziune si proliferare net superioare fata de
compozitului puliuretan - hidroxiapatiti fira adaos de nanoparticule antimicrobiene. In cazul biocompozitului hidroxiapatita -
poliuretan - argint (proba HA-PU-Ag5), se poate observa o adeziune si proliferare celulard dispusa in strat uniform de celule
hMSC.

V.1.3.4. Caracterizarea bacteriologica a biocompozitelor

Pentru a evalua activitatea antimicrobiana in vitro a biocompozitelor obtinute anterior, s-a testat sensibilitatea a doua
tulpini patogene: una gram pozitiva - Streptococus aureus $i respectiv una gram negativa - Escherichia coli. Ambele specii
bacteriene au fost puse la dispozitie de laboratorul de microbiologie al departamentului de Ingineria si Managementul
Mediului, din Facultatea de Inginerie Chimica si Protectia Mediului, Universitatea Tehnicd ,,Gheorghe Asachi” din lasi. Ca
metoda de testare s-a utilizat metoda de determinare a biomasei prin mésurarea densititii optice.

Izolarea si conservarea tulpinilor bateriene

Streptococus aureus a fost izolata de pe tesut tegumentar utilizdnd ca mediu de cultura ,,m- Staphilococcus Broth” cu
urmadtoarea compozitie: NaCl — 75 g, manitol — 10 g, caseind pangreatica — 10 g, K;HPO, - 5 g, extract de drojdie - 2,5 g,
lactoza - 2 g, agar - 18 g, substante dizolvate in 1000 ml apa distilatd cu un pH al mediului de cultura de 7 £+ 0,2 la temperatura
de 25 °C. Mediul de cultura a fost sterilizat la 121 °C timp de 15 min.

Escherichia coli a fost izolata din probe de apa uzatd utilizand ca mediu de culturd, TBX Agar (Triptone bile x -
glucuronide agar) cu urmétoarea compozitie: peptond — 20 g, agar - 15 g, saruri biliare - 1,5 g, x-B-D-glucuronode - 0,075 g,
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substante dizolvate in 1000 ml apa distilata cu un pH al mediului de culturd de 7 £ 0,2 la temperatura de 25 "C. Mediul de
culturd a fost sterilizat la 121 °C timp de 15 min. Ambelele tulpini bacteriene au fost pastrate in conditii de refrigerare (4 "C) si
pasate periodic pe mediu de intretinere Sabouraud cu urmatoarea formula: glucoza — 20 g, peptona — 10 g, agar — 15 g,
substante dizolvate in 1000 ml apa distilata cu un pH al mediului de culturd de 7 £ 0,2 la temperatura de 25 “C. Mediul de
intretinere a fost sterilizat la 121 °C timp de 15 minute. Microorganismele test (Streptococus aureus si Escherichia coli) au fost
insdmantate (10* CFU/mL) pe mediul lichid Sabouraud la temperatura de 37 °C .
Biocompozitele pe baza de hidroxiapatita — poliuretan — argint au fost portionate sub forma de esantioane de circa
0,5 g si au fost puse in contact cu 10 ml mediu bacteriologic. In paralel, s-a pregitit cate un martor pentru fiecare tulpina test
fara substanta activa. Probele astfel montate au fost incubate la 37 °C in conditii de aerare si agitare la 20 rpm, timp de 24 h.
Concentratia bacteriana din mediul de bacteriologic a fost cititd spectofotometric (utilizand un spectrofotometru tip
Shimadzu UV-2450 UV-Vis) prin masurarea adsorbantei la lungimea de unda de 600 nm. Eficienta inhibitiei microbiene s-a
determinat utilizdnd formula de calcul:
A4, 100
A =4, (V.4)
unde: A, = adsorbanta mediului microbian inainte de incubare, la lungimea de unda de £ = 600 nm;
Acon = adsorbanta mediului microbian dupa 24 h de incubare, la lungimea de unda de £ = 600 nm;
A, = adsorbanta mediului microbian (cu nanoparticole de Ag eliberate in mediu) dupa 24 h de incubare, £ = 600 nm;
Rezultatele obtinute au indicat ca dupa 24 h de incubare a probelor pe baza de hidroxiapatita — poliuretan — argint,
circa 92,5 % Staphylococcus aureus si respectiv 94,3 % Escherichia coli din microorganismele aflate in suspensie au fost
inhibate. Dupa cum este precizat si in literatura de specialitate, se poate observa ca activitatea inhibitorie a Ag de pe suprafata
probelor pe bazi de hidroxiapatita — poliuretan este mai mare in cazul bacteriilor gram negative, comparativ cu cele gram
pozitive (Feng si colab., 2000).

IR% =100 -

V.2. Biocompozite pulverulente pe baza de hidroxiapatita si principii biologic active

Scopul acestui studiu experimental il constituie realizarea de biocompozite pe baza de hidroxiapatitia ce includ
substante biologic active (L-lisina clorhidrat si/sau sulfat de gentamicini), cu posibile aplicatii in ingineria tisulara a osului
(ca substituenti ososi sau implanturi osoase) si in terapia ,,medicamentoasd tintitd” (ca sisteme cu eliberare controlatd de
medicament).

L - lisina clorhidrat este inclusad in compozit in scopul inducerii unor proprietati specifice acestuia, ea avand un rol
important in integrarea implantului in organismul gazda. Se stie faptul cd L-lisina este unul dintre aminoacizii esentiali care
compun proteinele organismului uman. La copii, L-lisina este esentiald pentru dezvoltarea armonioasa a corpului amplificand
in mod natural eliberarea hormonului de crestere in organism, fiind astfel stimulatd cresterea masei musculare; la adulti, L-
lisina se implica in vindecarea si regenerarea ranilor si a cicatricilor postoperatorii. In lipsa ei, calciul alimentar nu se poate
asimila in oase si in dinti. De asemenea, L-lisina are un rol important in producerea colagenului care reprezinta faza organica a
oaselor si a pielii; in plus, ea intareste sistemul imunitar si este antivirala.

Sulfatul de gentamicina din compozit are rolul de medicament, respectiv este indicat in tratamentul local al
infectiilor bacteriene care pot aparea la interfata implant - tesut viu. Biocompozitele obtinute se preconizeazd a avea
capacitatea de eliberare controlatad a medicamentului inglobat (sulfatul de gentamicina) si se pot administra ca sisteme topice
cu eliberare controlatd de medicament la nivelul tesutului osos, pentru imbunatatirea tratamentelor unor afectiuni specifice in
medicina ortopedica si ortodontica.

V.2.1. Protocol de obtinere

Biocompozitele pe baza de hidroxiapatita cu substante biologic active (L - lisind clorhidrat, sulfat de
gentamicina) s-au obtinut prin metoda co-precipitarii chimice folosindu-se urmatoarele materii prime: surse de calciu si
fosfor: azotatul de calciu tetrahidratat Ca(NQs), 4H,0 si fosfatul acid de amoniu (NH4),HPOy,, hidroxid de amoniu NaOH cu
rol de reglare a pH-ului, substante biologic active: L-lisina clorhidrat, sulfat de gentamicina.

Biocompozitele s-au obtinut respectand protocolul de sintezd a hidroxiapatitei (vezi paragraful 1V.1.1) doar ca in
timpul sintezei acesteia se adauga cantitati bine definite de substante biologic active. Protocolul procesului de obtinere a
biocompozitelor apatitice, cu parametrii de proces optimi, presupune parcurgerea urmatoarelor etape:

1) Amestecarea solutiilor apoase de Ca(NO;),-4H,0 (0,167M/0) si (NH4),HPO,4 (0,100M/ £)

- solutia de Ca(NOs),"4H,0 se adauga lent peste solutia acida de (NH,), HPO, cu un debit de 0,5 ml/min; viteza de agitare a
suspensiei este de 1200 rot/min; pH-ul mediului de reactie se mentine in jurul valorii 10 prin adaugare de solutie de NaOH;
incalzirea suspensiei la temperatura de 90 °C cu scopul de a accelera viteza de reactie;

2) Maturarea suspensiei timp de 24 de ore, la temperaturd ambientala (20 + 1 °C), fara agitare;

3) Adaugarea substantelor biologic active, sub agitare, la 37 °C:

- a) pentru obtinerea biocompozitelor apatitice cu sulfat de gentamicina (probele notate HA-GS si HA-GS conc) se adauga
in suspensia initiala o solutie de sulfat de gentamicina de concentratie 0,4 mg/ml (pentru proba HA-GS), respectiv 0,2 mg/ml
(pentru proba HA-GS conc);

- b) pentru obtinereca biocompozitului apatitic cu L-lisina clorhidrat (proba notata HA-L-lyHCI) se adaugd in suspensia
initiald o solutie de L-lisind clorhidrat de concentratie 2,5 mg/ml;
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- ¢) pentru obtinerca biocompozitelor apatitice cu sulfat de gentamicina si L-lisind clorhidrat se adaugd in suspensia
initiald: solutia de sulfat de gentamicina de concentratie 0,2 mg/ml si solutia L-lisind clorhidrat de concentratie 2,5 mg/ml
(pentru proba notatd HA-L-lyHCI-GS); solutia de sulfat de gentamicina de concentratie 0,4 mg/ml si solutia L-lisina clorhidrat
de concentratie 2,5 mg/ml (pentru proba notata HA-L-lyHCI-GS conc);
4) Maturarea suspensiei obtinute timp de 24 de ore, la 37 °C, sub agitare;
5) Separarea din suspensie a precipitatului obtinut prin filtrare la vid, spéalarea acestuia in mod repetat pentru eliminarea
compusilor nereactionati si uscarea lui. Spalarea se face cu apa ultra pura pentru a indeparta NH4,OH rezidual (pana cand
conductivitatea supernatantului are valori apropiate cu cea corespunzitoare apei ultra pure) si cu etanol 96 % pentru a
indeparta H,O.Uscarea precipitatului obtinut se realizeaza la temperatura de 37 °C, sub vid, timp de 24 h.

In tabelul V.6 se regisesc exemplificate probele obtinute cu concentratiile aferente in principiile biologic active iar
figura V.28 este prezenta schema protocolului de obtinere a biocompozitelor.

Tabelul V.6. Biocompozite pe baza de hidroxiapatita si substante biologic active

Proba Concentratie L-lyHCl (mg/g) Concentratie GS (mg/ml)
HA - -
HA-L-lyHCI 0,83 -
HA-GS - 0,066
HA-GS conc - 0,132
HA-L-lyHCI-GS 0,83 0,066
HA-L-lyHCI-GS conc 0,83 0,132
Sulfat de gentamicina L-lisina clorhidrat
0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml 2,5 mg/mi
Ca(NO3)2 - 4H,0
(NH4),HPO, mat?"ire’ [ Biocompoxzit
NaOH —— precipitare precipitat
> Suspensie Coloidala . i
amestecare sub agitare, raciti la 37 °C 20 £1°C,24h !
1200 rot/min; filtrare
70-90°C.poH> 10 '
spalare cu
- N
BIOCOMPOZITE PULVERULENTE PE BAZA DE H,0, EtOH
HIDROXIAPATITA $I PRINCIPII BIOLOGIC ACTIVE uscare |
<
37°C
v

Caracterizare structural - morfologica
Caracterizare biologica
Caracterizare bacteriologica

Figura V.28. Schema de obtinere a
biocompozitelor pulverulente

V.2.2. Caracterizarea structural — morfologica a biocompozitelor

V.2.2.1. Microscopie electronica cu baleiaj, SEM

Imaginile SEM ale biocompozitelor obtinute (Figurile V.30 - 32) releva o structurd granulara a probelor. Granulele
sunt rezultatul aglomerarii de microparticule de dimensiuni nanometrice variabile. Aspectul suprafetei particulelor variaza de
la foarte neted la rugos. In figura V.30 sunt prezentate imaginile SEM ale pulberii de hidroxiapatitd simpla (proba HA) in
comparatie cu biocompozitul pe baza de hidroxiapatita si L-lisina clorhidrat.

Figura V.30 Imagini SEM ale
probelor:

a) HA — pulberea de
hidroxiapatitd simpla;

b) HA-L-lyHC] — compozitul
hidroxiapatita / L-lisind clorhidrat
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in figura V.31 sunt prezentate imaginile SEM ale biocompozitelor pe baza de hidroxiapatita si sulfat de gentamicin,
probele HA-GS si HA-GS conc.

Figura V.31 Imagini SEM ale
compozitelor hidroxiapatita si
sulfat de gentamicina:

a) proba HA-GS si

b) proba HA-GS conc
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Ambele compozite expuse in figura V.31 se prezintd sub forma unor agregate globulare neregulate cu aspect poros ce
sunt formate din cristale cu dimensiuni nanometrice.

in figura V.32 sunt prezentate imaginile SEM ale compozitelor pe baza de hidroxiapatita cu L-lisina clorhidrat si
sulfat de gentamicind,probele HA-L-lyHCI-GS si HA-L-1yHCI-GS conc.

Figura V.32. Imagini SEM ale
compozitelor pe baza de
hidroxiapatita cu L-lisind clorhidrat
si sulfat de gentamicina:

a) proba HA-L-1yHCI-GS si

b) HA-L-1yHCI-GS conc
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In cazul tuturor probelor se poate distinge existenta unui sistem de pori inter- si intragranulari, respectiv
microporozitati (< 10 um) care permit difuzia ionilor si a fluidelor corporale si macroporozitati (> 10 um) ce pot favoriza
colonizarea celulara si care dau proprietdti osteoconductive biocompozitelor obtinute.

V.2.3. Caracterizarea biologica a biocompozitelor

Experimentele cu culturile celulare C2C12 s-au realizat cu scopul de a se studia procesul de proliferare si atasare
celulara pe suprafata biocompozitelor studiate. Pentru testarea biocompatibilitatii s-a utilizat o linie celulara de celule provenite
de la soarece - C2C12 (ATCC, CRL1772). Aceste celule, in functie de mediul de cultivare, pot fi diferentiate in osteoblaste sau
in mioblaste. Pentru experimentele derulate s-a folosit pasajul 7 a celulelor C2C12. Culturile celulare de C2C12 au fost
imersate in mediul DMEM (4500 mg/l glucoza), suplimentat cu 10 % FBS, 0,2 mM acid ascorbic, 1% P/S (100 U/ml
pencilind, 10 pg / ml streptomicind) in conditii standard de cultivare (37 °C, 5 % CO, si 95 % umiditate). Biocompozitele sub
forma de discuri au fost sterilizate prin imersarea acestora in solutie de etanol 70 %, timp de 24 de ore, dupa care acestea au
fost spalate de trei ori cu solutie tampon fosfat (PBS) si uscate in hota cu flux laminar. Pentru testele efectuate s-au folosit placi
de cultura de 24 godeuri, iar densitatea celulara pe godeu a fost de 18000 celule. Mediul de cultura a fost schimbat la fiecare 2
— 3 zile pe toata perioada desfasurarii testelor. Fiecare tip de celula a fost cultivat pe biocompozitele obtinute pentru un interval
de 14 zile. Biocompozitele au fost incubate in conditii standard de cultivare, iar ca referinta s-a utilizat un control pentru
fiecare interval de timp. Pentru control, celulele au fost cultivate in prezenta fosfatilor de calciu in conditii identice ca si
probele studiate.

V.2.3.2. Vizualizarea celulelor prin microscopie electronica cu baleiaj

in scopul vizualizarii morfologice si structurale a celulelor cultivate pe biocompozite a fost utilizata analiza prin
microscopie electronica cu baleiaj. Pregitirea probelor inainte de vizualizarea microscopica necesitd parcurgerea urmatoarelor
etape: splalarea probelor cu o solutie de 0,1 M PBS; fixarea chimica a celulelor pe materiale utilizdnd o solutie de 10 % p-
formaldehida; deshidratarea probelor prin imersarea succesiva a acestora in solutii de etanol de concentratii cuprinse intre 70 —
100 %, timp de 30 de minute. Etanolul va inlocui apa din celule si membrana extracelulard; uscarea materialelor utilizand
metoda critical point drying. Prin aceastd metoda, etanolul din celule este inlocuit cu CO; lichid. Aceasta procedura elimina
lichidul din probe in totalitate, fard a le expune nici unei forte de tensiune de suprafatd. Pentru deshidratarea probelor prin
aceastd metoda s-a utilizat aparatul PELCO CPD2 Critical Point Dryer (Ted Pella Inc.); metalizarea probelor cu aur — probele
se pulverizeaza cu un strat subtire de aur pentru a se putea studia la microscopul SEM. Altfel, apar efecte de polarizare si
distrugere locala a suprafetei analizate.
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in figura V sunt prezentate imaginile SEM ale compozitelor pe baza de hidroxiapatita si substante biologic active pe a
cdrui substrat au fost cultivate celulele C2C12.
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Imaginele SEM ale biocompozitelor pe a céaror suprafatd au fost cultivate celulele C2C12 releva o buna adeziune si
raspandire a celulelor, cu toate ca in general, acestea sunt predispuse sd adere si sa se ataseze mult mai bine pe suprafetele
rugoase comparativ cu cele netezi. Apar totusi mici diferente in ceea ce priveste gradul de atasare celulard in functie de tipul de
biocompozit studiat. Majoritatea celulelor cultivate la suprafata biomaterialelor prezintd o morfologie fenotipica acestora:
osteoblastele s-au aplatizat sub forma unor configuratii poligonale, pe partea dorsald prezentand volane. Celulele sunt bine
atasate de substrat prin extensii celulare (filipode).

Asa cum se observa in figura V.a celule cultivate la suprafata substratului biocompozitului HA-GS, sunt mult mai
bine repartizate pe suprafata acestuia comparativ cu cele cultivate pe materialul etalon (hidroxiapatita), osteoblastele fiind mai
aplatizate si prezentand mai multe extensii citoplasmatice (filipode).

in figura V.b sunt prezentate imaginile SEM ale biocompozitului pe bazi de hidroxiapatitd si L-lisind clorhidrat
(proba HA-L-1yHCI) pe a carui substrat sunt cultivate celulele C2C12 timp de 7 zile. Din imaginile SEM prezentate in figura
V.b, se pot observa modificari in morfologia celulelor si anume aparitia unor formatiuni globulare - nodulare care sunt dispuse
aleatoriu pe suprafata biocompozitului. Este posibil ca aceste formatiuni nodulare sa contind depuneri de minerale de calciu
(carbonat de calciu), ca rezultat al activitatii celulelor osteoblaste. Acest aspect a fost evidentiat si de Lu si colab. (2003) si
respectiv Li si colab. (2005). Acest proces poate fi accelerat si de introducerea in structura hidroxiapatitei a aminoacidului L-
lisina clorhidrat.

in figurile V.c si V.d sunt prezentate imaginile SEM ale biocompozitelor pe bazi de hidroxiapatita, sulfat de
gentamicind si L-lisind clorhidrat pe a carui substrat sunt cultivate celulele C2C12 timp de 7 zile (probele HA-L-lyHCI-GS si
HA-L-lyHCI-GSconc). Imaginile SEM a biocompozitului HA-L-1yHCI-GS indica cea buna atasare si proliferare celulara. De
asemenea, se poate observa cu usurintd aparitia unui strat uniform si dens de celule, ceea ce poate reprezenta aparitia matricei
extracelulare generatd de activitatea osteoblastelor. In cazul biocompozitului HA-L-lyHCI-GSconc s-a folosit o concentratie
mai ridicatd de antibiotic comparativ cu compozitul anterior, intentionandu-se a se observa dacd o concentratie mai mare de
antibiotic poate afecta atasarea, proliferarea si viabilitatea celulara. Comparativ cu proba HA - L-lyHCI- GS, proba HA - L-
IyHCI- GS.onc prezintd o atasare si proliferare celulara intr-un grad mai redus, fapt ce poate fi datorat fie concentratiei prea
ridicate de antibiotic, agsa cum au mai mentionat si alti cercetatori (Moskowitz si colab., 2010), fie in urma pregétirii (uscarii)
probei pentru investigatia SEM, datorita vacuum-ului creat de aparatul PELCO CPD2 Critical Point Dryer a avut loc o
dezatasare/desprindere a stratului celular de pe suprafata biocompozitului.

V.2.5. Teste de eliberare in vitro a sulfatului de gentamicina din biocompozite

V.2.5.1. Protocol experimental

Procesul de eliberare in vitro a sulfatului de gentamicind din biocompozitele obtinute s-a studiat in mediu lichid,
respectiv in solutie tampon fosfat.

Solutia tampon fosfat (PBS) este o solutie tampon izotonica si netoxica pentru celulele vii, fiind utilizatd in cercetarea
biologica pentru mentinerea pH-ului constant al mediilor biologice. Ea este o solutie salind care contine clorura de sodiu, fosfat
de sodiu si, in unele formulari, clorura de potasiu si fosfat de potasiu. Pentru obtinerea solutiei tampon fosfat cu pH de 7,4 si cu
o concentratie de 0,01 M s-au folosit urmatorii reactivii: NaCl 8,01 g/L; KCl1 0,20 g/L; Na,HPO,4-2 H,0O 1,78 g/L; KH,PO, 0,27
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g/L. Sarurile au fost cantarite pe rand si amestecate cu apa bidistilata, sub agitare energica; pH-ul solutiei de PBS s-a corectat
pana la valoarea de 7,4 cu ajutorul unei solutii de HCl. Pentru a putea studia eliberarea controlatd a medicamentului din
biocompozitele analizate a fost realizata curba de etalonare pentru sulfatul de gentamicina. in vederea realizarii curbei de
etalonare s-au preparat urmatoarele solutii:

1) Solutia stoc de sulfat de gentamicina: s-a preparat o solutie de concentratie 4 mg/ml sulfat de gentamicina;

2) Solutii etalon de sulfat de gentamicina: s-au obtinut ludnd anumite volume din solutia stoc care s-au dispersat in cite 25 ml
solutie PBS:

Pentru fiecare solutie etalon s-a mdsurat absorbanta la lungimea de unda A = 257 nm, caracteristicd sulfatului de
gentamicini. In urma datelor obtinute s-a trasat curba de etalonare pentru sulfatul de gentamicina. Prin liniarizarea curbei de
etalonare s-a obtinut o ecuatie de ordinul I care permite calcularea unei concentratii necunoscute de antibiotic dintr-o solutie
oarecare: y = 0, 0142-x cu coeficientul de corelare R*= 0, 9489.

Eliberarea de medicament in vitro:

Experimentele au fost efectuate in solutie 0,01 M tampon fosfat PBS (pH = 7,4), utilizat ca mediu de eliberare. Astfel,
fiecare proba cu o greutate de aproximativ 2 g a fost introdusa intr-un flacon care contine 25 ml de tampon fosfat PBS.
Flaconul a fost mentinut la 37 °C intr-o baie de apd termostati. La intervale de timp predeterminate, 3 ml de mediu de eliberare
(solutie PBS) a fost evaluat pentru continutul sau de medicament cu ajutorul unui spectrofotometru de tip Thermo Scientific
Helios Epsilon UV-Vis spectrophotometer (Thermo Electron Co, SUA) la Ay.x = 257 nm. Fiecare proba a fost inlocuita cu
acelasi volum de tampon fosfat PBS la pH = 7,4 pentru a mentine volumul constant si starea initiald a solutiei. Concentratia
medicamentului in solutie a fost calculatda folosind curba etalon a sulfatului de gentamicina in apa distilata. Cantitatea
cumulativa de medicament sau cedarea cumulativa (R%), eliberatda la un moment dat din esantioanele compozite a fost
calculatd conform urmatoarei ecuatii:

R%=M~100 (V.11)
M

unde: M, = cantitatea cumulativd de medicament eliberat la momentul ¢ (mg/g);
M, = cantitatea initiald de medicament din esantionul de biocompozit (mg/g).

V.2.5.2. Profilul eliberarii sulfatului de gentamicina din biocompozite

Profilul eliberarii cumulative a sulfatului de gentamicina din biocompozitele studiate (probele HA-GS, HA-GS-conc,
HA-L-1lyHCI-GS si HA-L-lyHCI-GS-conc) se prezinta in figura V.48. Studiind alura graficelor se observa faptul ca probele de
HA-GS-conc si HA-L-1yHCI-GS-conc elibereaza medicamentul mai rapid decat probele HA-GS si HA-L-lyHCI-GS in primele
10 de ore de imersie in solutie PBS.

De asemenea, se constatd cd probele compozite in care s-a introdus L-lisina clorhidrat (probele HA-L-lyHCI-GS si
HA-L-1lyHCI-GS-conc) asigurd o cedare a sulfatului de gentamicind in procent mai mare comparativ cu probele in care
medicamentul este inglobat doar in hidroxiapatitd (probele HA-GS si HA-GS-conc). Astfel, dupa 120 ore de imersie in solutie
PBS se constatd o rata de eliberare a medicamentului de 71,49 % si 76,13 % pentru probele HA-L-lyHCI-GS si HA-L-lyHCI-
GS-conc, comparative cu 55,54 % si 68,18 % pentru probele probele HA-GS si HA-GS-conc. Aceste rezultate s-ar putea
datora urmatoarelor motive: marimea cristalelor de medicament descreste, matricea are efect de solubilizare, cristalele de
medicament nu sunt agregate, deci umectarea si dispersabilitatea medicamentului a fost imbunatatita.

Cel mai probabil, mecanismul pentru eliberarea sulfatului de gentamicind in studiul de fatd ar putea fi datorat unei
reduceri a marimii particulelor de medicament deoarece cristalele de hidroxiapatitd au o suprafatd mare (fapt demonstrat in
urma analizelor BET) si adsorb molecule de medicament, favorizand astfel dispersia medicamentului.
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R%

——HA-GS conc
HA-L-lyHCI-GS
—@— HA-L-lyHCI-GS conc

Figura V.48. Profilul eliberarii cumulative a
sulfatului de gentamicina din probele:
0 20 40 60 80 100 120 140 HA-GS, HA-GS-COI‘IC, HA-L-]yHCl-GS

t (h) si HA-L-1lyHCI-GS-conc

In probele in care s-a introdus si L-lisina clorhidrat dispersia cristalelor apatitice este mult mai mare, favorizand o si
mai bund dispersie a medicamentului in sistem. Prin urmare, cdnd compozitul este introdus in mediul de dizolvare (solutia
PBS), mult mai multe molecule de medicament sunt expuse mediului de dizolvare, provocand astfel o dizolvare rapida si o rata
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de eliberare mai mare. Se poate presupune ca influenta asupra profilului de dizolvare a sulfatului de gentamicina are la baza
hidratarea optima a hidroxiapatitei si L-lisinei in mediul de dizolvare PBS, proprietate care a facilitat difuzia si In consecinta
cedarea medicamentului din compozit.

Cinetica procesului de eliberare a medicamentului

Eliberarea sulfatului de gentamicina din compozitele apatitice studiate s-a studiat pe baza modelelor cinetice de ordin
zero, de ordin 1, Higuchi si Korsmeyer-Peppas. Pentru a stabili cinetica si mecanismul cedarii principiului activ este necesar sa
se calculeze coeficientii de corelare R pentru ecuatiile modelelor matematice amintite anterior. Modelul cu coeficientul de
corelare cel mai mare va fi considerat ca fiind cel mai potrivit pentru sistemul analizat.

in tabelul V.11 se prezinti valorile coeficientilor de corelare R’ obtinuti pentru modelele cinetice de ordin zero, de
ordin 1, Higuchi si Korsmeyer-Peppas, privind eliberarea sulfatului de gentamicind din compozitele studiate (probele HA-GS,
HA-GS-conc, HA-L-1lyHCI-GS si HA-L-1yHCI-GS-conc).

Conform datelor prezentate in tabelul V.11, comparand valorile coeficientului de corelatie se poate concluziona faptul
ca eliberarea sulfatului de gentamicina din compozitele analizate se pare ca urmeaza o cinetica de eliberare dupa modelul
cinetic de ordin 1, pentru toate cele patru compozite studiate. In plus, se observa ci s-au obtinut valori foarte mari ale
coeficientului de corelatie corespunzand modelului Higuchi, pentru toate cele patru compozite. Prin urmare, se poate afirma ca
in procesul de eliberare a medicamentului din compozite sunt implicate mecanisme complexe, influentate de diversi factori, ce
combind modelele de ordin 1 si Higuchi.

Tabelul V.11. Valorile parametrilor ecuatiilor matematice corespunzatoare modelelor cinetice aplicate eliberarii sulfatului de
gentamicina din compozitele apatitice studiate

Modelul Parametrii Proba
cinetic modelului HA-GS HA-GS-conc HA-L-lyHCI-GS | HA-L-lyHCI-GS-conc
ordin zero ko 0,578 0,748 0,806 0,867
R’ 0,9668 0,9731 0,9842 0,9649
ordin 1 k; 0,0062181 0,0094423 0,0101332 0,0119756
R’ 0,9831 0,9952 0,9990 0,9974
Higuchi ky 6,269 8,134 8,703 9,491
R’ 0,9790 0,9894 0,9871 0,9940
Korsmeyer- kkp 1,085 1,340 1,064 1,097
Peppas R’ 0,7201 0,8660 0,6756 0,7026

Rezultatele obtinute demonstreaza ca matricea de tip hidroxiapatita poate fi folosita ca un vehicul - transportor sau
sistem rezervor pentru eliberarea controlata a sulfatului de gentamicina in aplicatiile medicale topice (locale).

Experimentele au aratat ca nu s-au inregistrat modificari majore ale profilului de cedare a medicamentului din
compozitele analizate pe o perioadd de 1 saptaimand, ceea ce sugereaza faptul cd aceste compozite pot conferi efecte
terapeutice optime datoritd cedarii locale controlate. Aceasta conduce la o crestere a eficientei si compliantei, pe langa
stabilitatea crescutd a formularilor topice experimentate.

Capitolul VI. MATERIALE APATITICE CU APLICATII iN PROTECTIA MEDIULUI

Prezentul capitol are ca obiectiv principal studiul experimental al procesului de adsorbtie a colorantului reactiv
Reactive Blue 204 (RB 204) pe hidroxiapatita drept material adsorbant, cu scopul aplicarii in procesul de epurare a apelor
reziduale ce contin acest colorant.
Studiile au vizat:
> Optimizarea conditiilor experimentale privind procesul de adsorbtie. S-a urmarit influenta parametrilor de
adsorbtie (timpul de contact, pH, concentratia solutiilor de colorant, temperatura si cantitatea de adsorbant) asupra procesului
de adsorbtie. Curbele de variatie ale eficientei procesului de adsorbtie obtinute au stat la baza selectarii parametrilor optimi.
Eficienta adsorbtiei (R%) s-a calculat pe baza concentratiilor initiale (C;) si de la un anumit timp (C,) ale colorantului Reactive
Blue 204 din solutie, conform relatiei:
E%z%.mn (VL)
> Studiul cineticii proceselor de adsorbtie. Pentru studiul cinetic s-au utilizat parametrii procesului de
adsorbtie optimizati anterior; s-au efectuat experimente de adsorbtie pe solutii de concentratii de 20 mg/L pentru RB 204, in
intervalul de timp de adsorbtie de 0,5 - 24 ore. Modelele cinetice utilizate au fost: modelul cinetic de ordin pseudo I, modelul
cinetic de ordin pseudo II si modelul difuziei interparticule.
> Studii de desorbtie. Pentru clucidarea naturii procesului de adsorbtie si respectiv pentru evaluarea
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VI1.2. Studiul proprietatilor de adsorbtie ale hidroxiapatitei

Pentru studiile abordate in cadrul acestui capitol s-au ales probele: hidroxiapatita necalcinata (proba notata HA-N)
si hidroxiapatita calcinati (proba notata HA-C), probe obtinute in cadrul subcapitolului IV.1 (Sinteza hidroxiapatitei).

In urma analizelor structurale si morfologice a materialelor adsorbante (studii ce au fost realizate in capitolul IV), s-a
concluzionat ca materialele HA-N si HA-C poseda urmatoarele caracteristici: proba necalcinata HA-N are o structura cristalin —
amorfa, iar proba calcinatda HA-C prezinta o structurd inalt cristalind; diametrul mediu al porilor obtinut pentru probele HA-N si
HA-C este de 1,159 si respectiv 1,060 nm; proba necalcinatd HA-N poseda o suprafata specificd mai mare comparativ cu proba
calcinati HA-C, cu valori de 325 m?g, si respectiv 69 m?/g; ambele materiale adsorbante prezintd o texturd microporoasi
(diametrul porilor < 2 nm) si mezoporoasa (diametrul porilor de 2 - 10 nm); punctul de sarcind electricd zero (pH,,.) pentru
probele HA-N si HA-C s-a identificat a fi 7,5 si respectiv 7,9.

Studiile de adsorbtie s-au realizat in regim static, in vase deschise si sub agitare folosind un agitator orbital la turatia
200 rpm, la temperaturd ambientala (20 °C). Au fost utilizate ape uzate sintetice monocomponent cu un continut initial de
colorant RB 204 in domeniul de concentratie de 2,5 - 30 mg/L. Concentratia de colorant RB 204 din solutie s-a analizat prin
spectroscopie UV -Vis folosind un Spectrofotometru UV-Vis Jasco V-550 la lungimea de unda A= 636 nm, caracteristica
colorantului (Ciobanu & Ilisei, 2013; Ilisei si colab., 2012%). Analiza cantitativa se bazeaza pe folosirea curbei de etalonare a
colorantului, curba care se traseazi cu ajutorul standardelor preparate din solutia stoc de colorant. in vederea realizarii curbei
de etalonare s-au preparat urmatoarele solutii:

1) Solutia stoc de colorant RB 204: s-a preparat o solutie de concentratie 30 mg/L colorant;
2) Solutii etalon de colorant RB 204: s-au obtinut luand anumite volume din solutia stoc care s-au dispersat in cate 25 ml apa
demineralizata.

Pentru fiecare solutie etalon s-a masurat absorbanta la lungimea de unda A = 636 nm, caracteristicd colorantului RB
204. In urma datelor obtinute s-a trasat curba de etalonare pentru colorantul RB 204. Prin liniarizarea curbei de etalonare s-a
obtinut o ecuatie de ordinul I care permite calcularea unei concentratii necunoscute de colorant dintr-o solutie oarecare: y = 0,
0246-x cu coeficientul de corelare R*= 0, 9999.

VI.2.1. Influenta parametrilor de adsorbtie asupra procesului de adsorbtie
VI1.2.1.1. Studiul influentei pH-ului solutiei de colorant

Pentru a analiza efectul pH-lui asupra capacitatii de retinere a colorantului Reactive Blue 204 pe hidroxiapatita,
experimentele au fost realizate pentru diferite valori initiale de pH cuprinse intre 2 si 13. Ajustarea pH-ului s-a realizat cu
solutii de NaOH (0,1 M) si HCI (0,1 M). Solutia de colorant RB 204 cu o anumita concentratie (C;= 10 mg/L) si cu un anumit
volum (50 ml) s-a pus in contact cu o cantitate bine definitd de hidroxiapatita (0,5 g), timp de 24 h, la temperatura ambientala.
Rezultatele procesului de adsorbtie pe hidroxiapatita necalcinata (HA-N) si calcinata (HA-C) se prezintd in figura VI1.2.
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Din figura VI.2 se poate observa ca pH-ul influenteaza cantitatea de colorant retinuta pe adsorbant si totodata,
eficienta procesului de adsorbtie. Randamentul procesului de adsorbtie are valori ridicate in mediul acid, scazand apoi cu cu
cresterea bazicitatea solutiei.

Acest comportament se explica prin faptul cd in cazul de fatd colorantul RB 204 in apa ionizeaza grupdrile sulfonice
prezente in structura colorantului joaca rolul principal in cresterea eficientei procesului de adsorbtie. De asemenea, in conditii
de pH acid suprafata adsorbantului (hidroxiapatita) se incarci pozitiv datoritd cresterii concentratiei ionilor de H', fortele de
atractiei electrostatice devenind mai puternice (Jaikumar et al., 2009). Conform literaturii de specialitate, in mediu acid
suprafata hidroxiapatitei este incarcati cu un numir mare de ioni de H', astfel ci ea capiti caracter pozitiv (Bengtsson &
Sjoberg, 2009). Prin urmare, in medii acide, adsorbtia ajunge la randamente maxime deoarece sunt exercitate forte de atractie
electrostatice intre molecula de colorant si suprafata apatitica. Cu cat creste bazicitatea mediului cu atat suprafata apatitica este
incarcata cu un numar mare de ioni OH’, fortele de respingere intre colorantul anionic si hidroxiapatita devenind puternice si
astfel scade randamentul procesului de adsorbtie. Asa cum s-a demonstrat in paragraful IV.2.5 (Determinarea punctul de
sarcind electricd zero), punctul de sarcina electrica zero (pHp,) pentru probele HA-N si HA-C are valoarea 7,5 si respectiv
7,9. Datele obtinute indica faptul ca suprafetele materialelor apatitice obtinute (probele HA-N si HA-C) se incarcé pozitiv la
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pH < pH,,=7,5 sau 7,9 si negativ pH > pH,,=7,5 sau 7,9. Acest lucru ar putea fi o proprietate favorabild pentru adsorbtia
colorantului Reactive blue 204 la pH < 6. In urma studiului s-a observat ci: cantitatea minima de colorant adsorbit a fost
determinata la pH = 13, valoare ce a crescut la 347,3107 mg/g pentru HA-C si respectiv 454,0914 mg/g pentru HA-N, cu
scaderea pH-ului pana la valoarea de 3. Datele experimentale au indicat faptul ca pH-ul solutiei exercita o influenta puternica
asupra indepartarii colorantului din solutie datoritad influentei proprietatilor suprafetei hidroxiapatitei si totodatd datorita
ionizdrii i disocierii moleculei de colorant.

VI1.2.1.2. Studiul influentei cantititii de adsorbant

In scopul cercetarii influentei cantititii de adsorbant asupra eficientei procesului de adsorbtie a colorantului,
experimentele au fost realizate in urmatoarele conditii: solutia de colorant de concentratie initiala de 10 mg/L, la pH = 3, iar
cantitatea de adsorbant variind intre 2 si 20 g/L. Figura VI.3 prezintd rezultatele obtinute la echilibru pentru adsorbtia
colorantului RB 204 pe hidroxiapatita necalcinata (HA-N) si calcinata (HA-C), in prezenta de diferite cantitati de adsorbant.
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Pentru cantitati de adsorbant mai mari de 6 g/L se realizeaza un echilibru intre concentratia solutiei de colorant de la
suprafata adsorbantului si concentratia de colorant din solutie (Jaikumar si colab., 2009). Acest rezultat poate fi explicat prin
modificari ale gradientului de concentratie intre colorantul ce se gaseste in solutie si suprafata adsorbantului (Wawrzkiewicz
& Hubicki, 2010). Procentul de colorant indepartat variaza foarte putin incepand cu valoare de 10 g/L pentru HA-C si HA-N.
Cresterea randamentului procesului de adsorbtie odata cu cresterea cantitatii de adsorbant poate fi atribuita cresterii suprafetei
specifice si totodata a numarului de centri de adsorbtie disponibili (Malakootian si colab., 2011).

VI1.2.1.3. Studiul influentei concentratiei colorantului

Studiile privind adsorbtia colorantului RB 204 utilizind drept adsorbant hidroxiapatita necalcinata (HA-N) si
calcinata (HA-C) s-au realizat folosind solutii de colorant cu concentratii cuprinse intre 2,5 - 25 mg/L (la pH = 3). Cantitatea
de adsorbant (HA-C si HA-N) folosita a fost de 10 g/L, iar temperatura mentinutd la 20°C. Efectul concentratiei intiale a
solutiei de colorant este ilustrata in figura VI.4.
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Dupa cum se poate observa in figura V1.4, capacitatea de retinere a adsorbantului este dependentd de concentratia
colorantului. Concentratia de echilibru a colorantului RB 204, s-a identificat a fi de 20 mg/L, cu o capacitate de adsorbtiec a
HA-C de 906,3876 mg/g iar pentru HA-N de 1050,0589 mg/g .
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VI.2.1.4. Studiul influentei temperaturii

Stabilirea temperaturii optime pentru procesul de adsorbtie a colorantului RB 204 pe hidroxiapatita necalcinata (HA-
N) si calcinata (HA-C) s-a realizat pe palierul de temperatura cuprins intre 10 — 60 °C, in decursul a 24 de ore de adsorbtie.
Concentratia initiald de colorant RB 204 este de 20 mg/L la un pH = 3. Efectul temperaturii asupra procesului de adsorbtie este
ilustrat in figura VI.5. Din figura V1.5 se poate observa ca odata cu cresterea temperaturii scade capacitatea de adsorbtie a
materialelor. Temperatura optima de adsorbtie este cea de 20 °C.

-

B
1600

g

uta,

n
s
(3]
=
=

L

800 1 Figura VL.5. Influenta temperaturii asupra procesului de adsorbtie
(Ci =20 mg/L, Cadsorbant =10 g/La pH = 3)

_ (Ciobanu & Ilisei, 2013)
400 < HAN pLinids

=+-HAC

0 T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Temperatura, °C

Cantitatea de substanta reti

Putem spune ca procesul de adsorbtie a colorantului RB 204 pe adsorbantul HA (sub forma calcinata i necalcinata)
este un proces economic, deoarece nu necesita un consum mare de energie electrica / termicd, procesul desfiasurandu-se cu
randamente maxime in conditii ambientale, la o temperatura de 20 °C.

VI1.3. Studiul cinetic al procesului de adsorbtie

Prin studiul cinetic al proceselor de pe interfata solid / lichid s-a urmarit elucidarea mecanismului de reactie pentru
identificarea etapei determinante de vitezd. Adsorbtia colorantului a fost studiatd pentru ambii adsorbanti, hidroxiapatita
necalcinata (HA-N) si calcinata (HA-C), in functie de timpul de contact pentru a determina timpul necesar pentru a se atinge
echilibru de adsorbtie.

In figura V1.6 este reprezentata variatia cantititii de colorant adsorbita (¢) functie de timp (), pentru o concentratie
initiald a colorantului RB 204 de 20 mg/L pe hidroxiapatita necalcinatd (HA-N) si calcinata (HA-C). Din figura V1.6 se
observa ca, initial, procesul de adsorbtie este rapid, devenind progresiv mai lent odatd cu cresterea timpului de contact,
echilibrul de adsorbtie fiind atins, dupa 3 ore de contact.
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Procesele de adsorbtie la interfata lichid-solid sunt mai frecvent afectate de difuzia prin stratul limita, de transfer de
masa extern, si de difuzia interparticula. Pentru a stabili etapa care controleaza procesul de adsorbtie au fost folosite pentru
analiza datelor trei modele cinetice.

Modelele cinetice de ordin pseudo I (modelul Lagergren) si de ordin pseudo II (modelul Ho) au fost folosite pe
scara largd pentru a prezice cinetica procesului de adsorbtie. Ecuatia cinetica de ordin pseudo I se aplicd in general pentru faza
initiala a proceselor de adsorbtie, in timp ce ecuatia cinetica de ordin pseudo II prezice comportamentul pe intregul domeniu
de adsorbtie. Aceste doua modele au fost folosite in acest studiu pentru a se evalua datele experimentale (Hammed si colab.,
2008; Vijayaraghavan &Yun, 2008; Mathialagan & Viraraghavan, 2009; Navadala si colab., 2009). Valorile rezultatelor
obtinute pentru g. In cazul modelului cinetic de ordin pseudo II sunt mai apropiate de rezultatele experimentale decat valorile
lui g obtinute in urma aplicarii modelului Lagergeren (Tabelul VI.1). Valorile mai ridicate pentru R?, obtinute pentru modelul
cinetic de ordin pseudo II indica faptul ca datele de adsorbtie sunt bine reprezentate de acest model. Modelul cinetic de ordin
pseudo I (Lagergren) si modelul cinetic de ordin pseudo II (Ho) nu pot identifica mecanismul de difuzie. Prin urmare,
rezultatele cinetice au fost analizate si prin utilizarea modelului de difuzie interparticule.
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Tabelul VI.1. Valorile parametrilor cinetici obtinuti pentru modele cinetice studiate in cazul adsorbtiei colorantului RB 204
pe hidroxiapatita necalcinata (HA-N) si calcinata (HA-C)

Modelul cinetic de ordin Modelul cinetic de Modelul difuziei
pseudo IT ordin pseudo I interparticule
Colorant Adsorbant
R2 qe kz Rz Rz
(mg/g)
Reactive HAN 0,9991 1111,11 2,8027*107 0,9883 0,9008
Blue 204 HA C 0,9969 1000,00 | 1,773*10° 0,9813 0,9628

Datele cinetice obtinute se pliaza cel mai bine pe modelul cinetic de ordin pseudo II, model pentru care s-au obtinut
cei mai buni coeficienti de corelare. In urma analizei procesului de adsorbtie s-a constatat ci hidroxiapatita sub forma
necalcinatd da randamente superioare hidroxiapatitei calcinate. Acest aspect poate fi explicat prin faptul ca hidroxiapatita
necalcinata poseda o suprafata specificd mai mare comparativ cu cea calcinata, prin calcinare suprafata specifica a materialului
scazand. Datoritd acestor considerente s-a ales drept material optim pentru adsorbtia colorantului RB 204 din apele industriale
hidroxiapatita necalcinatd. Din acest motiv, studiul desorbtiei colorantului RB 204 s-a realizat utilizand hidroxiapatita
necalcinata.

Capitolul VII. CONCLUZII GENERALE

Cercetarile efectuate in cadrul acestei teze s-au axat pe 3 directii principale:
I. Obtinerea de biocompozite poroase pe baza de hidroxiapatitd / poliuretan / substante biologic active (vitamina A,
vitamina D , vitamina B , nanoparticule de argint);
2 6

I1. Obtinerea de biocompozite pulverulente pe baza de hidroxiapatita / substante biologic active (L-lisind clorhidrat,
sulfat de gentamicind);

II1. Utilizarea hidroxiapatitei drept material adsorbant, cu scopul aplicarii in procesul de epurare a apelor reziduale ce
contin coloranti textili.

Concluziile care se desprind in urma cercetarilor realizate sunt urmétoarele:

1. S-a obtinut hidroxiapatitd cu dimensiuni nanometrice, sub forma de pulbere cristalind si de puritate ridicatd, aplicand
metoda precipitarii chimice din solutie. Conditiile optime de sintezd s-au identificat a fi: pH > 10 pentru mediul de sinteza,
temperatura de maturare T, = 60 °C, timpul de maturare t,,= 24 h si temperatura de calcinare T, = 850 °C (in cazul obtinerii de
hidoxiapatita in forma calcinata).

2. S-a studiat influenta anumitor parametrii de sinteza (prepararea gelului de sinteza, maturarea gelului de sinteza,
influenta pH-ului, influenta temperaturii de maturare, influenta timpului de maturare, influenta temperaturii de calcinare)
asupra caracteristicilor nanoparticulelor, cu scopul de a optimiza procedeul de sintezd. Morfologia cristalelor apatitice,
apreciata prin intermediul microscopiei electronice cu baleiaj (SEM), depinde de compozitia gelului de sinteza si de parametrii
operationali.

3. Metoda de obtinere abordata are ca rezultat sinteza de hidroxiapatitd cu dimensiunea particulelor de ordin
nanometric, sub 70 nm. Forma predominantd a nanoparticulelor este cea de prismad hexagonald, cu tendinta de grupare in
manunchiuri sau sferulite.

4. Conform datelor rezultate din spectrele de raze X de dispersie SEM-EDX ale probelor de hidroxiapatita s-a putut
identifica valorile rapoartelor molare Ca/P pentru hidroxiapatita necalcinata (proba HA-N) ca fiind 1,682 si respectiv pentru
hidroxiapatita calcinatad (proba HA-C) ca fiind 1,665, rapoartele obtinute fiind conforme cu cele existente in literatura de
specialitate.

5. Suprafata specifica a probei necalcinate, HA-N si a celei calcinate, HA-C, identificata prin analiza BET, are valori
de 325 m?/g, si respectiv 69 m’/g, caracteristici care s-au dovedit a fi favorabile in scopul utilizarii materialelor apatitice
sintetizate in procesul de adsorbtie a colorantului Reactive Blue 204 din solutii apoase.

6. Datele obtinute in urma determinarii punctul de sarcina electrica zero (pHpzc) pentru probele HA-N si HA-C indica
faptul ca suprafetele materialelor apatitice obtinute se Incarca pozitiv la pH < pHpzc=7,5 sau 7,9 si negativ pH > pHpzc=7,5
sau 7,9. Acest lucru a constituit o proprietate favorabild in utilizarea materialelor apatitice sintetizate in scopul adsorbtiei de
coloranti anionici din solutii apoase.

7. Biocompozite poroase pe bazi de hidroxiapatita si poliuretan au fost obtinute prin tehnica biomimetica, tehnica
care implica utilizarea a 2 solutii biomimetice, SBF si SCS. S-a testat eficienta acestora in ceea ce priveste timpul de depunere
a cristalelor apatitice pe suportul poliuretanic cat si uniformitatea stratului depus. Solutia calcica suprasaturata (SCS) s-a
dovedit a fi mai eficientd, intrucat cristalele de hidroxiapatita s-au depus intr-un strat uniform pe suprafata cat si in porii
interconectati ai matricei poliuretanice pe o perioada de timp mult mai redusa.

8. Biocompozitele poroase pe baza de hidroxiapatita, poliuretan si vitamine. Prezenta vitaminelor A, D, si Bg in
compozitia solutiilor biomimetice duce la injumititirea timpului de depunere a stratului apatitic. Inglobarea principiilor active,
precum vitamina A, vitamina D,, vitamina Bg in stratul apatitic a avut ca scop Imbunatatirea bioactivitatii (aspect dovedit de
testele in vitro pe culturi celulare) cat si inducerea unor proprietati specifice biomaterialelor compozite.
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9. Biocompozitele poroase pe bazi de hidroxiapatita, poliuretan si nanoparticule de Ag s-au obtinut printr-o
metoda ce implicd depunerea biomimetica a hidroxiapatitei, metoda care ulterior este combinata cu un proces de reducere si
respectiv un proces de cristalizare a ionilor de argint in - situ pe suprafata polimerica. Aceastd metoda de obtinere propusa
poate reprezenta o potentiald metoda "verde" pentru producerea de nanoparticule Ag depuse pe matricile poroase poliuretanice
acoperite cu strat de hidroxiapatita, fara implicarea de substante chimice toxice si radiatii. Comparativ cu alte metode, aceasta
metoda propusa, in premiera, este mai simpla §i nu necesita conditii experimentale severe.

10. Studiile structurale au relevat formarea de aglomerari sferice cristaline cu diferite dimensiuni intre 70 nm si 150
nm, care contin nanoparticule de Ag cu dimensiunea medie de 34,71 nm.

11. S-a identificat ca efectul antibacterian al biocompozitelor pe baza de hidroxiapatita, poliuretan si nanoparticule de
argint asupra bacteriilor Escherichia coli si Staphylococcus aureus au atins valori ridicate de pana la 94,3 % si respectiv 92,5
%.

12. Biocompozite pulverulente pe baza de hidroxiapatita si principii active (sulfat de gentamicina, L-lisina clorhidrat),
obtinute prin procese de coprecipitare chimica pe cale umeda
contin un sistem de pori inter- si intragranulari, respectiv microporozitati (< 10 um) care permit difuzia ionilor si a fluidelor
corporale si macroporozitati (> 10 pm) care s-au dovedit in urma testarilor biologice in vitro a favoriza proliferarea celulara si
a induce proprietati osteoconductive biocompozitelor obtinute.

13. Testele de eliberare in vitro a sulfatului de gentamicind demonstreaza cd matricea de tip hidroxiapatitd poate fi
folosita ca un vehicul - transportor pentru eliberarea controlatd a sulfatului de gentamicind in aplicatiile medicale topice
(locale). Experimentele au aratat ca nu
s-au inregistrat modificari majore ale profilului de cedare a medicamentului din compozitele analizate pe o perioada de 1
sdptamand, ceea ce sugereaza faptul ca aceste compozite pot conferi efecte terapeutice optime datorita cedarii locale controlate.

14. Datele de biocompatibilitate ale biocompozitelor pulverulente pe baza de hidroxiapatita si principii active au pus
in evidentd faptul ca nanoparticulele sintetizate nu determina efecte citotoxice In mediu de culturd, si mai mult decét atat
determind cresterea si proliferarea celulara. Probele HA-L-lyHCI-GS prezentand o viabilitate mult mai ridicata (***p < 0,001
conform analizei statisticce ANOVA uni-factorial). Viabilitatea probelor este cu precadere ridicata pentru probele care contin
HA-L-lyHCI-GS datorita existentei aminoacidului si respectiv a cantitatii reduse (adecvate) de antibiotic sau datorita
proprietatilor fizico-chimice.

15. Testarea activitatii antimicrobiane a biocompozitelor in a caror structura este incorporat sulfatul de gentamicina,
pe microorganismele patogene, Escherichia coli si Staphylococcus aureus le-a identificat a fi catalogate drept “Sensibile” in
cazul tuturor biocompozitelor ce contin sulfat de gentamicind inglobat, ceeca ce denotd cd biocompozitele se pot utiliza in
scopul prefevenirii si tratarii infectiilor ce pot sa apara la nivelul tesutului osos.

16. S-a testat eficienta hidroxiapatitei sub forma de pulbere nanometrica, cristalind obtinuta prin coprecipitare chimica
pe cale umeda in procesul de adsorbtie a unui colorant textil, Reactive Blue 204 din solutie apoasa. S-a identificat conditiile
optime de lucru pentru ca procesul de adsorbtie a colorantului textil sa se desfasoare cu randamente maxime, ca fiind
urmadtoarele: Ccolorant =20 mg/L; Cadsorbant =10 g/L, pH=3, T=20 °C.

17. In urma studiilor de adsorbtie realizate in regim static s-a dovedit ¢a hidroxiapatita necalcinati are o capacitate de
adsorbtie superioara comparativ cu hidroxiapatita calcinata. Acest aspect poate fi explicat prin faptul ca hidroxiapatita
necalcinatd poseda o suprafata specifica mai mare comparativ cu cea calcinata, prin calcinare suprafata specifica a materialului
scazand.

18. Studiul cinetic al procesului de adsorbtie cat si studiul procesului de desorbtie sugereaza faptul ca colorantul RB
204 este adsorbit de materialul adsorbant, hidroxiapatitd, printr-un proces de atractie electrostatica.

Bazindu-ne pe experimentele proprii si pe rezultatele expuse in studiile experimentale se poate afirma ca
materiale pe baza de hidroxiapatita pot fi utilizate atit in medicina regenerativi osoasa in scopul tratarii afectiunilor
specifice tesutului osos cat si in protectia mediului in tratarea apelor reziduale, ce contin poluanti anorganici si
organici.

Contributiile originale ale activitatii de cercetare din cadrul doctoraturii au fost valorificate prin diseminarea

rezultatelor in 10 lucrari stiintice (dintre care 6 lucrari publicate in reviste cotate ISI, 2 in reviste BDI si 2 lucrari publicate in
volumele simpozioanelor) si respectiv prin participarea la 10 manifestari stiintifice (nationale si internationale).
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ACTIVITATE STIINTIFICA DIN CADRUL TEZEI DE DOCTORAT

Valorificarea rezultatelor cercetarilor s-a concretizat in urmatoarele publicatii:

* Lucrari stiintifice publicate sau in curs de publicare: 10 (dintre care 6 lucrdari publicate in reviste cotate ISI, 2 in
reviste BDI, 2 in volumele simpozioanelor).

+ Lucrari comunicate la simpozioane si manifestari stiinfifice: 10 (dintre care 5 la manifestari stiintifice nationale §i 5
la manifestari stiintifice internationale).

+ Stagiu de mobilitate in cadrul programului doctoral ,,Studii doctorale pentru performante europene in cercetare si
inovare” (CUANTUMDOC) - POSDRU/107/1.5/5/79407 la Universitatea din Twente, Facultatea de Stiinte i
Tehnologii, Departamentul de Inginerie Tisulara (MIRA), Olanda pe parcursul a 4 luni (martie - iulie 2012).

I. Lucrari stiintifice publicate /acceptate spre publicare in reviste cotate ISI:6

1. G. Ciobanu, S. Ilisei, C. Luca, G. Carja, O. Ciobanu, The effect of vitamins to  hydroxyapatite growth on porous
polyurethane substrate, Progress in Organic Coatings, 74 (4), 2012, 648-653 (IF: 1,848).

2. G. Ciobanu, C. Luca, S. Ilisei, A.C. Luca, New polyurethane — hydroxyapatite composites membranes, Environmental
Engineering and Management Journal, 11 (2), 2012, 291- 295, (IF: 1,117).

3. S. isei, G. Ciobanu, C. Luca, Pyridoxine incorporated in hydroxyapatite / polyurethane composites, Revista de Materiale
Plastice, 49 (4), 2012, 285-287, (IF: 0,379).

4. G. Ciobanu, S. Ilisei, M. Harja, C. Luca, Removal of Reactive Blue 204 dye from aqueous solutions by adsorption onto
nanohydroxyapatite; Science of Advanced Materials, 5(8), 2013, 1090-1096, (IF: 3,308).

5. G. Ciobanu, S. Ilisei, C. Luca, Ag-loaded hydroxyapatite coatings on polyurethane surfaces by biomimetic deposition,
Revue Roumaine de Chimie, in print, (IF: 0,331).

6. G. Ciobanu, S. Ilisei, C. Luca, Hydroxyapatite-silver nanoparticles coatings on porous polyurethane scaffold, Materials
Science and Engineering: C, Materials for Biological Applications, in print (IF: 2,404).

I1. Lucrari publicate in reviste de specialitate indexate in baze de date internationale (BDI): 2

1. S. Ilisei, G. Ciobanu, C. Luca, Comparative study about biomimetic methods used in hydroxyapatite crystals growth on the
polymeric surface, Buletinul Institutului Politehnic Iasi, Sectia Chimie si Inginerie Chimica, Tomul LVIII (LXII), Fasc. 1,
2012, 117-125.

2. S. Ilisei, A. M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Synthesis and characterization of nanohydroxyapatite powders, Buletinul
Institutului Politehnic Iasi, Sectia Chimie si Inginerie Chimica, Tomul LVIII (LXII), Fasc. 1, 2012, 229-234.

II1. Lucrari stiintifice publicate in volumele simpozioanelor: 2

1. S. Ilisei, A.M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Obtinerea de biocompozite pe baza de hidroxiapatita / L-lizind
monohidroclorid;, Conferinta nationald de bioinginerie pentru studenti si tineri cercetatori, Editia a XV-a, Facultatea de
Bioinginerie — UMF, 17 — 20 mai 2012, Iasi, Romania, 32-37.

2. S. Ilisei, A.M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Fosfati de calciu cu aplicatii in reconstructia osoasa, Conferinta nationald de
bioinginerie pentru studenti si tineri cercetatori, Editia a XV-a, Facultatea de Bioinginerie — UMF, 17 — 20 mai 2012, Iasi,
Romania; 23-27.

IV. Lucriri comunicate la simpozioane si manifestari stiintifice internationale: 5

1. G. Ciobanu, S. Ilisei, C. Luca, G. Carja, O. Ciobanu, The effect of vitamins to  hydroxyapatite growth on porous
polyurethane substrate, Tth Coating Science International Conference - COSI 2011, 27 iunie - 1 iulie, 2011, Noordwijk,
Olanda, (comunicare orald).

2. G. Ciobanu, C. Luca, S. Ilisei, A.C. Luca New polyurethane — hydroxyapatite composites membranes, 6th International
Conference on Environmental Engineering and Management “Green Future”- ICEEMO06, 1 — 4 septembrie, 2011,
Balatonalmadi, Ungaria, (comunicare orald).

3. G. Ciobanu, S. Ilisei, Luca C., Pyridoxine incorporation into hydroxyapatite / polyurethane composites, International
Conference of Applied Sciences, Chemistry and Chemical Engineering - CISA, Sixth Edition, 24-27 aprilie 2012, Bacau,
Romania, (poster).

4. S. Ilisei S., A.M. Bargan, G. Ciobanu G, C. Luca, Bicompozite pe baza de apatita - sulfat gentamicind — L - lizind
monohidroclorid cu aplicatii in ortopedie; Simpozionul international de produse cosmetice si aromatizante, Editia a-XI-a,
Cunoastere si creativitate in cosmetologie, 4 — 7 iunie 2013, Iasi, Romania, (poster).

5. A.M. Bargan, Ilisei S., G. Ciobanu, C. Luca, Bismutul — ingredient sintetic pentru produse cosmetice;, Simpozionul
international de produse cosmetice si aromatizante, Editia a-XI-a, Cunoastere si creativitate in cosmetologie, 4 — 7 iunie 2013,
lasi, Romania, (poster).

45



V. Lucrairi comunicate la simpozioane si manifestari stiintifice nationale: 5

1. S.lisei, A.M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Obfinerea de biocompozite pe baza de hidroxiapatita / L-lizina
monohidroclorid;, Conferinta nationald de bioinginerie pentru studenti si tineri cercetatori, Editia a XV-a, Facultatea de
Bioinginerie — UMF, 17 — 20 mai 2012, lasi, Romania (poster).

2. S.qlisei, A.M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Fosfati de calciu cu aplicatii in reconstructia osoasd; Conferinta nationala de
bioinginerie pentru studenti si tineri cercetatori, Editia a XV-a, Facultatea de Bioinginerie — UMF, 17 — 20 mai 2012, Iasi,
Romania (poster).

3. S.qlisei, G. Ciobanu, C. Luca, Studiul comparativ privind tehnicile biomimetice utilizate in depunerea de cristale apatitice,
Zilele Facultatii de Inginerie Chimicad si Protectia Mediului, editia a VIII- a, "Materiale si procese inovative", 17 - 18
noiembrie 2011, Iasi, Roméania (comunicare orald).

4. S.Ilisei, A.M. Bargan, G. Ciobanu, C. Luca, Silver doped hydroxyapatite-coated polyurethane surfaces;, Conference -
Centenary of Education in Chemical Engineering, 100th Anniversary of Faculty of Chemical Engineering and Environmental
Protection, 28-30 November 2012, Iasi, Romania (poster).

5. A.M. Bargan, S.Ilisei, G. Ciobanu, C. Luca, Synthesis and characterization of calcium phosphates biomaterials; Conference
- Centenary of Education in Chemical Engineering, 100th Anniversary of Faculty of Chemical Engineering and Environmental
Protection, 28-30 November 2012, Iasi, Romania (poster).

46



