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CONSIDERATII GENERALE

Tn cadrul acestui proiect se va prezenta sinteza si caracterizarea unor biomateriale
apatitice, simple, substituite si compozite cu scopul de a putea fi utilizate in domeniul
biomedical.

Intr-un prim capitol din prezenta tezi s-a obtinut materialul apatitic
(hidroxiapatitd) prin metoda precipitarii chimice, folosindu-se ca sursa de calciu, hidroxid de
calciu (Ca(OH),) si sursa de fosfat, acid fosforic (H;PO,). Apoi, s-a realizat modificarea
structurald a materialului apatitic, prin addugare, in diferite proportii, de sulfat de ceriu
(Ce(S04)24H,0) si azotat de bismut (Bi(NO3)s-5H,0) cu posibile aplicatii in domeniul
biomedical, dupd care s-a obtinut un biocompozit pe bazd de acetat de celuloza,
hidroxiapatitd si / sau nistatina, in scopul utilizarii acestui material la procesul de eliberare
controlatd de medicament.

Studiile si cercetdrile in domeniul stiintei si ingineriei materialelor s-au extins
foarte mult in ultimele decenii, In special in ceea ce priveste materialele fosfatice (fosfati de
calciu, apatite), cu aplicabilitate in domeniul medicinei si al protectiei mediului (Ciobanu si
Carja, 2010). Din multitudinea materialelor fosfatice existente in prezent, proiectul
abordeaza cercetarea fosfatilor de calciu, in particular a apatitelor.

Datorita faptului ca apatita reprezintd aproximativ 70% din masa uscata a tesutului
osos, biomaterialele apatitice sunt utilizate cu preponderentd in vindecarea gi ameliorarea
bolilor osoase. Cea mai comuna afectiune a oaselor este osteoporoza, caracterizatd prin
densitate osoasa scazuta.

Una dintre solutiile care s-au dezvoltat cu succes pana in prezent este substituirea
0soasd cu ,,0 clasa de materiale speciale care sunt folosite in contact cu tesuturile
biologice: sdnge, celule, proteine §i alte substante vii §i care sunt capabile sa functioneze la
contactul intim cu organismul viu, cu reactii adverse minime din partea acestuia” (Ciobanu
si Carja, 2010).

Aceastd ,,clasa de materiale speciale” face referire la biomateriale. Prima
generatie de biomateriale utilizate in scopul inlocuirii unor tesuturi umane s-a dezvoltat Tn
anii 1960 -1970 si a inclus in principal metale, aliaje si materiale pe baza de poliester
(Keblinski si colab., 1997, 1998). La inceputul anilor 70, biomaterialele erau folosite doar
pentru a inlocui tesutul osos distrus, fiind inerte din punct de vedere biologic (Keblinski si
colab., 1998). Descoperirea faptului ca celulele si tesuturile din organismul viu indeplinesc
roluri esentiale in metabolism, pe langd numeroase alte functii, a evidentiat faptul ca
folosirea biomaterialelor bioinerte ca materiale inlocuitoare de tesut prezinta anumite
limitari, ce restrictioneza utilizarea acestora la scara larga (Bhushan, 2004).

Anual au loc proceduri de transplantare osoasa in ortopedie, neurochirurgie si
stomatologie, ce ating la nivel mondial o cifra de afaceri de miliarde de dolari (in ultimele
doud decenii in Statele Unite ale Americii s-au cheltuit peste 4 miliarde de dolari, din care o
mare parte s-au axat pe biomateriale) (Hollister, 2009). Industria biomaterialelor valoreaza
in prezent circa 28 miliarde de dolari, cu o rata de crestere anuald de 15%, preconizandu-se
o crestere a pietei in urmatorii ani pana la valoarea de 58,1 miliarde de dolari (sursda web 1;
Holzapfel si colab., 2013).

Tn acest sens, prima parte a strategiei experimentale a prezentei teze de doctorat s-
a concentrat in jurul obtinerii unui material cu proprietati superioare, care poate fi folosit cu
succes n dezvoltarea de oase artificiale. Astfel, s-a obtinut hidroxiapatita substituita cu ceriu
si hidroxiapatita substituitd cu bismut, substitutii realizate cu succes si demonstrate de
metodele de analiza precum difractia de raze X (DRX), microscopie electronica cu baleiaj
cuplatd cu spectroscopia de raze X prin dispersie de energie (SEM-EDX), spectroscopia Tn
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infrarosu (FTIR), spectroscopie de fotoelectroni cu raze X (XPS), metoda Brunauer -
Emmett - Teller (BET), spectroscopie UV-Vis, spectroscopie de fluorescenta. De semenea,
s-a dovedit caracterul antimicrobian al pulberilor, putdnd fi folosite Tn tratamentul unor
infectii microbiene.

Pentru utilizarea Tn domeniul medical, s-a obtinut in a doua parte a strategiei
experimentale, un material compozit pe baza de acetat de celuloza si hidroxiapatitd, cu
scopul de a putea fi folosit in transportul de medicamente Tn organism. Antibioticul ales
pentru a fi utilizat in aceasta aplicatie este nistatina. Nistatina este un antibiotic cu actiune
fungistatica si fungicida in vitro impotriva unei varietati de drojdii si ciuperci precum
Candida albicans. Nistatina este utilizata pentru profilaxia si tratamentul candidozei ce se
poate localiza pe piele si mucoase. Eliberarea controlata a nistatinei cu ajutorul materialului
compozit obtinut a fost realizata cu succes, demonstrandu-se capacitatea materialului de a
elibera o cantitate semnificativi de medicament in organism ajutind astfel la tratarca
organului sau tesutului bolnav.

Existad o destul de mare varietate de compusi din familia fosfatilor de calciu, multi
dintre ei fiind utilizati in aplicatii biomedicale si protectia mediului. Dintre acestia se disting
materialele apatitice, dintre care cea mai importantd este hidroxiapatita (HA)
[Caio(PO,)s(OH),]. Cea mai importanta proprietate a hidroxiapatitei ca biomaterial este
excelenta sa biocompatibilitate, care se manifesta in realizarea de legaturi directe cu tesutul
0s0s viu. Hidroxiapatita nu este doar bioactiva, ci si osteoconductiva si netoxica.

Ideea principald a tezei de doctorat consta in obtinerea prin metoda precipitdrii a
hidroxiapatitei sintetice stoechiometrice, precum si a hidroxiapatitei substituite cu ceriu si
bismut, si obtinerea unor materiale apatitice compozite pe bazd de hidroxiapatita.
Materialele obtinute pot fi utilizate in diferite aplicatii din domeniul medical (implanturi
osoase, eliberarea controlatd a medicamentelor, etc.).

Scopul principal al lucrarii de fata este obtinerea de biomateriale pe bazi de
hidroxiapatita in calitate de material osteoinductiv cu utilizari in aplicatii biomedicale.

Pentru realizarea scopului au fost trasate urmatoarele obiective:
obtinerea de hidroxiapatitid stoechiometricd, cristalina, de puritate ridicatd, sub forma de
pulbere prin metoda precipitarii din solutie, ce poate fi utilizata in aplicatii din domeniul
biomedical;
obtinerea de hidroxiapatiti substituitid cu ceriu - ionul de ceriu (IV) este Tncorporat cu
succes 1in structura hidoxiapatitei, imbunatatind astfel efectul antimicrobian al
hidroxiapatitei;
obtinerea de hidroxiapatiti substituitid cu bismut - aceste apatite substituite s-au obtinut
prin metoda precipitdrii; ele au aplicabilitate medicala deoarece bismutul se comportd ca
agent antimicrobian §i agent anticancerigen.
obtinerea unui biomaterial compozit pe bazd de acetat de celulozd, hidroxiapatitd si / sau
nistatind - compozitul obtinut a fost utilizat ca si sistem de eliberare controlatd a
medicamentului (nistatina) in organism. Studiul eliberdrii in vitro al nistatinei a fost
investigat, iar acest compozit poate fi utilizat pentru transportul de medicament direct Tn aria
de risc a infectiei din organism.
caracterizarea structural - morfologici a materialelor obtinute apeland la metode si tehnici
de analizd avansate si performante, precum analiza de difractie X (XRD), microscopia
electronica cu baleiaj (SEM) cuplata cu analiza EDX, spectroscopia fotoelectronica de raze
X (XPS), spectroscopia cu infrarosu transformata Fourier (FTIR), Brunauer-Emmett-Teller
(BET) analiza suprafetei specifice, spectroscopie UV-Vis, spectroscopie de fluorescenta.
testarea microbiologica - probele de hidroxiapatitd simpla si substituita cu ioni de ceriu si
bismut, au fost testate pe doua tulpini patogene: gram pozitiva - Staphylococcus aureus si
respectiv gram negativa - Escherichia coli. De asemenea, compozitele pe baza de acetat de
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celuloza, hidroxiapatitd si / sau nistatina au fost testate pe Candida albicans, tulpina
patogena ce face parte din categoria fungilor.

Proiectul de cercetare cu titlul , Cercetari privind obtinerea, caracterizarea §i
aplicatiile unor biomateriale apatitice substituite”, este structurat in doud parti si anume:
Partea A. Studiul de literatura (4 capitole) si Partea B. Strategia experimentala (5 capitole).
Lucrarea mai contine capitolele: Introducere, Concluzii generale, Activitatea stiintifica
(palmares) a doctorandului si Bibliografie.

n cadrul primei parti, capitolul | intitulat ,, Biomateriale”, prezinta stadiul actual
de cunoastere in domeniul biomaterialelor in care se imbina elemente de medicina, biologie,
chimie, inginerie tisulard si stiinta materialelor. Astfel, sunt prezentate biomaterialele
utilizate in cadrul prezentului proiect de cercetare (fosfati de calciu, acetat de celulozd),
impreuna cu clasificarea, proprietatile si aplicatiile acestora in domeniul biomedical.

Capitolul 11, cu titlul ,, Hidroxiapatita” prezinta principalele caracteristici ale
hidroxiapatitei biologice si ale hidroxiapatitei sintetice. Cea mai interesantd proprietate a
hidroxiapatitei este capacitatea de a interactiona cu tesutul osos viu, formand legaturi
puternice cu osul. Pentru a intelege mai bine acest fenomen s-a studiat structura
hidroxiapatitei, precum si metodele de sinteza care se aplicd la momentul actual pentru
obtinerea de hidroxiapatitd sub forma de pulbere. De asemenea se prezinta si aplicatiile
existente in domeniul biomedical, ce utilizeaza hidroxiapatita fie ca material de acoperire
pentru implanturile metalice, fie ca material de umplere osoasa.

Tn capitolul 111 ,Hidroxiapatita substituita” sunt prezentate elementele de
substitutie in structura hidroxiapatitei. Structura hidroxiapatitei are o buna flexibilitate,
permitand in reteaua sa diferite substitutii cu anioni/cationi. Reactia de substituire a gruparii
anionice PO, cu HPO,* si CO3%, precum si substitutia gruparii OH™ cu ionul F", modifica
proprictatile suprafetei si stabilitatea termicd a materialului (Shimoda si colab., 1990).
Substitutia ionilor de calciu Ca®* cu ioni metalici divalenti precum: Sr*, Mg?*, Cd?*, Zn?",
Pb?* si Ba®* (O’Donnell si colab., 2008, Qi si Zhang, 2008), cationi trivalenti (Cr*, Al¥*si
Fe®*) si mai recent substitutia cu lantanide (La®*, Pre*, Ce®, Nd** si Sm®") (Z. Feng et al.,
2005) si cationi tetravalenti (Ti4+), afecteaza caracteristici importante ale HA, printre care
cristalinitatea, solubilitatea, stabilitatea termica si procesul de metaboliza (Resende si colab.,
2006). De asemenea sunt prezentate caracteristici ale ionului de ceriu si ionului de bismut,
care sa ateste relevanta utilizarii acestora, ca si ioni substituienti in structura hidroxiapatitei.

Ultimul capitol din cadrul studiului de literatura, si anume capitolul 1V, intitulat
,,Compozite pe baza de hidroxiapatita” prezintd caracteristici ale materialelor apatitice
compozite, in principal ale compozitelor pe baza de hidroxiapatita. De-a lungul anilor au
fost propuse foarte multe combinatii de fosfati de calciu si polimeri, iar biocompatibilitatea
lor a fost testatd in diferite stadii. Proprietatile acestor compozite sunt foarte variabile, in
functie de combinatia, forma §i microstrucura (de exemplu, poros sau compact) implantului.
in acest capitol se gisesc, de asemenea, date legate de sistemele cu eliberare controlati de
medicament si metodele de inglobare a medicamentului in matricea polimerica.

in ceea ce priveste cea de-a doua parte a proiectului de cercetare, Partea B.
Strategia experimentala, aceasta cuprinde este prezentat conceptul experimental al lucrarii
avand drept scop obtinerea de noi materiale pe baza de hidroxiapatitd si polimeri sintetici,
precum si aplicabilitatea lor in domeniul medical.

Astfel, capitolul V, prezinta metodele de analiza, care au stat la baza interpretarii
rezultatelor obtinute. Materialele obtinute in cercetarile efectuate au fost caracterizate din
punct de vedere structural, morfologic si compozitional prin urmatoarele tehnici de analiza:
microscopie electronica cu baleiaj (SEM) cuplata cu spectroscopie de raze X prin dispersie
de energie (EDX), analiza prin difractie de raze X (DRX), spectroscopie in infrarosu (FTIR),
spectrofotometrie de absorbtie moleculard in ultraviolet-vizibil (UV-Vis), spectroscopie de
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fotoelectroni cu raze X (XPS), metoda Brunauer - Emmett - Teller (BET) — fiziosorbtia
azotului.

Capitolul VI, ,, Obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei nanometrice”, prezinta
protocolul de obtinere a hidroxiapatitei nanometrice si caracterizarea acesteia. in urma
analizelor s-a ajuns la concluzia ca pulberea obtinuta este hidroxiapatitd nanometrica.

n capitolul VII ,, Obtfinerea si caracterizarea hidroxiapatitei substituite cu ceriu”
se explicd mecanismul de substitutie a ionului de calciu Ca* din structura hidroxiapatitei cu
ionul de ceriu (Ce*). Hidroxiapatita substituiti cu ceriu a fost obtinuti prin metoda
precipitarii, utilizindu-se ca materii prime Ca(OH), (sursa de Ca?"), HsPO, (sursa de PO,*)
si Ce(SOy4)2"4H,0 (sursa de ceriu). Compusul obtinut este caracterizat structural, morfologic
si bacteriologic. S-a testat activitatea bacteriologica a probelor de hidroxiapatitd substituita
cu ceriu pe bacteriile gram-pozitiv Staphylococcus aureus si gram-negativ Escherichia coli.

Tn capitolul VIII , Obfinerea si caracterizarea hidroxiapatitei substituite cu
bismut” se explici mecanismul de substitutie a ionului de calciu Ca®* din structura
hidroxiapatitei cu ionul de bismut (Bi**). Hidroxiapatita substituitd cu bismut a fost obtinuti
prin metoda precipitarii, utilizindu-se ca materii prime Ca(OH), (sursa de Ca"), HsPO,
(sursa de PO,%) si Bi(NO3)35H,0 (sursa de bismut). Compusul obtinut este caracterizat
structural, morfologic si bacteriologic. S-a testat activitatea bacteriologica a probelor de
hidroxiapatitd substituitd cu ceriu pe bacteriile gram-pozitiv Staphylococcus aureus si gram-
negativ Escherichia coli.

Ultimul capitol al acestui proiect, capitolul 1X , Matrici poroase pe bazd de
hidroxiapatita §i acetat de celuloza” prezinta procedeul de obtinere a biocompozitelor pe
bazd de acetat de celulozd / hidroxiapatita / nistatind. Membranele obtinute sunt
caracterizate structural si morfologic, apoi utilizate in studii de interactiune cu fluide
biologice, precum si in studii de eliberare controlati de medicament (nistatina). Tn acest
capitol a fost studiata activitatea antifungica pe care o manifestd biocompozitele pe baza de
acetat de celuloza / hidroxiapatita / nistatina fata de tulpina levuriana Candida albicans.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui proiect au fost diseminate in 7 lucrari
stiintifice publicate sau in curs de publicare: 5 lucrari in reviste cotate ISI si 2 1n reviste BDI,
3 lucrari publicate in volumele simpozioanelor si 9 lucrdri prezentate in cadrul
manifestérilor stiintifice nationale si internationale.
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Partea B. Contributii originale

Capitolul IV
OBTINEREA SI CARACTERIZAREA HIDROXIAPATITEI
NANOMETRICE

VI1.1. Sinteza hidroxiapatitei nanometrice

In cadrul acestui capitol se prezintdi rezultatele privind obtinerea si
caracterizarea hidroxiapatitei nanometrice sub forma de pulbere cristalina si de puritate
ridicata, aplicand metoda precipitdrii chimice din solutie (Bargan si colab., 2013).

Principalele obiective urmdrite in acest studiu au fost:

1) sinteza hidroxiapatitei nanometrice si optimizarea procedeului de sinteza
prin studierea factorilor care influenteazd obtinerea de hidroxiapatitd stoechiometrica, sub
forma de pulbere nanocristaling;

2) caracterizarea structural - morfologici a materialelor obtinute apeland la
metode §i tehnici de analiza avansate si performante. Probele obtinute au fost caracterizate
fizico-chimic aplicand 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 transformatda Fourier (FTIR) pentru evidentierea
principalelor grupari functionale din structura apatitica,

- microscopie electronicd cu baleiaj cuplata 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).

VI.1.1. Protocolul de obtinere a hidroxiapatitei

Obtinerea hidroxiapatitei s-a realizat prin metoda bazata pe reactii de precipitare
(Bargan si colab., 2012). Aceasta consta in amestecarea unor solutii apoase care contin ioni
de Ca* §i PO,>, la un pH > 10. Ca sursi de ioni de calciu s-a folosit hidroxid de calciu, iar
ca sursi de ioni fosfat s-a folosit acid fosforic. Tn timpul sintezei pH-ul este mentinut > 10 cu
hidroxid de sodiu.

Tabelul VI.1. Materiile prime utilizate pentru sinteza hidroxiapatitei

Formula Concentratie . .
Substanta chimica (mol) Puritate Firma
h'dcraol’é:‘tjj de Ca(OH), 0,167 98% Sigma Aldrich
acid fosforic H;PO, 0,1 89% Loba Chemical
hidroxid de sodiu NaOH 10 98% Sigma Aldrich
alcool etilic C,HsOH - 96% Chimopar S.A

Schematic, procesul de preparare pentru hidroxiapatita poate fi reprezentat ca in
figura VI.1
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Solutie apoasi de POy
| POy

]
NaOH -

Solutie apoasi de Ca2* |
s

Ca(OH):
1. Omogenizare 2. Maturare / Precipitare 3. Spalare si filtrare
10=pH=11 24h. 20 °C (apa deionizta si alcool)
HIDROXIAPATITA
CALCINATA
4. Uscare, 90°C 5. Calcinare
Mojarare 800 =C

Stmcmr:{]Eﬂlugic

Morfologic

Figura VI.1. Schema de obtinere a hidroxiapatitei
Ecuatia chimica care descrie reactia este urmatoarea:
10Ca(OH), + 6H3PO,4 — Cayo(PO,)s(OH), + 18H,0 VI.1.

Un prim pas in cadrul procedeului de obtinere a hidroxiapatitei constd in
prepararea solutiilor A si B.

Solutia A reprezinta solutia de Ca(OH),, de concentratie 0,167 M - se cantareste
12,358 g Ca(OH),, se transferd intr-un flacon cotat de 100 ml si se aduce la cotd cu apa
bidistilata. pH-ul solutiei este 11,5.

Solutia B reprezinta solutia de H3PO,, de concentratie 0,1 M - se mésoara cu o
pipetd un volum de 6,29 ml H3PO,4 concentrat, se transfera intr-un flacon cotat de 100 ml si
se aduce la cotd cu apd bidistilatd. pH-ul solutiei este 1,7. Raportul molar Ca/P este 1,67,
specific pentru obtinerea de hidroxiapatita pura si stoechiometrica.

Astfel, solutia B se adauga prin picurare peste solutia A, sub agitare continud. Se
regleazd pH-ul amestecului prin adaugare treptata de solutie 1 M NaOH. Temperatura de
sintezd a fost de 60 °C, iar timpul de agitare a fost 3h. Compusul astfel obtinut se lasa la
maturat la temperatura camerei timp de 24 h.

Solutia cu hidroxiapatita precipitata se filtreaza la vid, se spala precipitatul cu apa
deionizatd pentru a indeparta NaOH si cu etanol 96 % pentru a indeparta H,0O, dupa care se
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usuca in etuva la 90 °C timp de 24 h. Proba astfel obtinuta se mojareaza, rezultand o pulbere
find de culoare alba. Aceasta pulbere de hidroxiapatitd este calcinata la 800 °C timp de 1 h.
Cuptorul se incilzeste de la temperatura camerei la 800 °C cu o rati de 5 °C / min. in urma
calcinarii se obtine o pulbere de culoare albastru deschis. .

Tn studiile efectuate pe parcursul tezei s-a folosit pulberea de hidroxiapatita
calcinata.

V1.2. Caracterizarea materialelor apatitice obtinute

Pe baza protocolului experimental (Bargan si colab., 2013) s-au obtinut pulberi
cristaline de hidroxiapatita folosind ca sursa de calciu hidroxidul de calciu Ca(OH),, iar ca
sursa de fosfor acidul fosforic H;PO,.

Aceste pulberi au fost caracterizate structural si morfologic cu ajutorul unor
metode specifice precum: microscopia opticd, microscopia electronica cu baleiaj (SEM)
cuplatd cu spectroscopia EDX i difractia de raze X (DRX) (Ilisei si Bargan, 2012),
spectroscopie in infrarosu (FT-IR), metoda Brunauer - Emmett - Teller (BET) - fiziosorbtia
azotului.

V.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°.

Difractograma caracteristicd pentru pulberea de hidroxiapatitd calcinatd este
prezentata in figura V1.2.
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n
>
=3
S
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<
I
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26 (degrees)
Figura V1.2. Difractograma (DRX) specifica hidroxiapatitei obtinute

Difractograma DRX indicd picurile caracteristice hidroxiapatitei Th domeniul
unghiular 20 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 bund concordantd cu
difractograma standard pentru hidroxiapatita purd conform cartotecii difractometrice JCPDS
09-0432, din baza de date cristalografice elaboratda de catre Comitetul Reunit privind
Standardele de Difractie al Pulberilor (Joint Committee on Powder Diffraction Standards -
JCPDS).
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Calculul parametrilor celulei elementare:

Hidroxiapatita cristalizeaza in sistemul hexagonal pentru care parametrii celulei
elementare se pot determina folosind relatia:

2 2
(h +hk +k ) 2 4520

4 l

2 P2
sau

1 4 (h¥ehk+k?) 2

d—2:§~ 2 +C— VI3

unde: (hk¢) = indici Miller,

6= unghiul de difractie (°),

d = distanta dintre planele cristaline caracterizate prin aceiasi indici Miller (hkf),

A =lungimea de unda a razelor X utilizate = 0,15418 nm,

a, ¢ = constante = parametrii celulei elementare (A).

Parametrii a si ¢ pentru strucura hexagonald au fost calculati pentru picurile
corespunzatoare planelor de difractie (002) si (211). Asa cum se observa in tabelul VI.2,
parametrii celulei elementare pentru sistemul hexagonal Tn cazul materialelor apatitice
proprii, sunt comparabili cu cei pentru hidroxiapatita standard (JCPDS 09-0432).

Tabelul VI.2. Parametrii celulei elementare pentru structura hidroxiapatitei obtinute

Parametrul HA HA
A standard (calcinata la 800 °C)
a=b 9,418 9,5271
c 6,883 6,8333

Determinarea dimensiunii cristalitelor si a gradului de cristalinitate:

Marimea cristalelor de hidroxiapatitd (D) a fost calculatd din analiza DRX cu
ajutorul ecuatiei Debye - Scherrer care leagd semildtimea maximelor de difractie si
dimensiunea cristalitelor:

k-1

Bl/2 -Cos @

unde: D = dimensiunea medie a cristalitelor (hm),

A= lungimea de unda a radiatiei X folosite = 0,15418 nm,

By, = este semilatimea (datorata exclusiv dimensiunii cristalitelor) maximului de
difractie la jumatatea inal{imii sale (radiani),

0 = unghiul Bragg corespunzitor maximului de difractie ales (°),

k = constantd care tine cont de forma cristalitelor (sistemul de cristalizare); in
cazul cristalelor de apatita are valoarea 0,9.

Calculul marimii medii a cristalelor apatitice s-a realizat prin utilizarea largimii
By, corespunzitoare planului de difractie (002) ce determind picul de la unghiul 20 cu

D= Vi4
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valoarea 26,08°. S-a ales acest pic datoritd faptului ci el este bine conturat si nu interferd cu
alte picuri. Din datele prezentate in tabelul VI.3 se observa ca proba apatitica este formata
din cristale nanometrice, cu dimensiuni sub 60 nm.

Tabelul V1.3. Marimea cristalelor (D), gradul de cristalinitate (X¢) si volumul celulei
elementare (V) obtinute din spectrele XRD pentru proba de hidroxiapatitd analizata

Proba D (nm) Xc (%) S
HA 58,32 99,78 1605,77

Gradul de cristalinitate (X¢), corespunzénd fractiei fazei cristaline din pulberile
de hidroxiapatitd a fost evaluat cu ajutorul ecuatiei:

_ 1300 "M112/300

1300

unde: Izg = intensitatea picului de difractie corespunzitoare planului (300),

V1127300 = intensitatea fondului difractogramei intre picurile de difractie
corespunzatoare planelor (112) si (300) ale hidroxiapatitei.

Se poate concluziona cd difractograma de raze X a probei analizate indicd o
structura inalt cristalind, tratamentul termic la 800 °C determinind dezvoltarea unei faze
cristaline corespunzatoare hidroxiapatitei cristalizate in sistem hexagonal si de dimensiuni
nanometrice, cu nanocristale de pana la 60 nm.

Xc -100 VI.5

VI1.2.2. Microscopia electronica cu baleiaj cuplata cu spectroscopia de
raze X prin dispersie de energie (SEM-EDX)

Analiza microscopica (de tip microscopie optica si microscopie electronica cu
baleiaj - SEM) a probelor obtinute indicd formarea de pulberi cristaline cu cristale de
dimensiuni nanometrice, asa cum se prezinta in figurile V1.3 si VL.4.

Figura V1.3. Imagine microscopica
(microscopie electronica cu baleiaj — SEM) a
pulberii de hidroxiapatitd obtinuta

100 nm

Cristalele de hidroxiapatitd, au dimensiuni nanometrice (sub 60 nm), valori care
concordd cu cele obtinute in urma analizei DRX. Dupa cum se observa din figura V1.4
pulberea de hidroxiapatitd calcinata este constituita din aglomerari de particule cristaline de
forma sfericd cu un diametru mediu variind intre 60 si 90 nm (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
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sfericd compactizatd, fapt ce determind atingerea unui grad mai mare de impachetare a
particulelor pulverulente.

Figura V1.4. Imagini microscopice (microscopie opticd) ale pulberii de hidroxiapatita
obtinuta (a, b si ¢, diverse magnitudini: x10, x60, x200)

Apeland la analiza elementala SEM-EDX (Figura VI.5) s-a putut stabili ca
raportul Ca/P pentru fiecare proba sintetizata este in domeniul 1,65 — 1,68, ceea ce concorda
cu datele din literaturd unde se mentioneaza ca acest raport trebuie sa fie in jurul valorii de
1,67.

Analiza SEM-EDX confirma prezenta in principal a elementelor Ca, P, si O in
cristalele apatitice. Compozitia elementald a probelor de hidroxiapatitd obtinute se prezinta
n tabelul V1.4.

Ca

; P

z

g_ Figura VI1.5. Spectrul EDX al hidroxiapatitei
£ obtinute

3.
N Ca

1o

ICa|

01 2 3 4 A 6 7 & 9 0

Energie (keV)

Tabelul VI1.4. Compozitia elementald (% masice) a probelor de hidroxiapatita obtinute

HA 39,12 18,21 42,67 1,673

Raportul molar Ca/P al hidroxiapatitei calcinate are valoarea 1,673 valoare
apropiatd de valoarea raportului molar Ca/P = 1,67 caracteristic hidroxiapatitei, conform
literaturii de specialitate (Raynaud si colab., 2001).
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V.2.3. Determinarea suprafetei specifice BET

Stabilirea parametrilor texturali (suprafata specifica, volumul porilor sau
porozitatea, forma si marimea porilor) reprezintd un aspect important in caracterizarea
biomaterialelor. Metoda folosita in scopul determindrii 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 (exprimatd in volum adsorbit) functie de
presiunea partiala a azotului, la temperaturd constanta. Aria suprafetei specifice a fost
obtinuta prin metoda Brunauer - Emmett - Teller (BET), in timp ce volumul si distributia
dimensiunii porilor au fost determinate cu metoda Barrett - Joyner - Halenda (BJH).

Tnainte de fiecare determinare, proba sub forma de pulbere a fost supusi unui
tratament termic la 120 °C pentru cteva ore pentru a elimina urmele de lichide si impuritati.

Izotermele de adsorbtie/desorbtie a azotului la 77 K (— 196 °C) si distributia
porilor corespunzitoare pulberilor de hidroxiapatitd sub formd necalcinata si calcinata
obtinute in acest studiu sunt prezentate in figura V1.7.

Forma izotermelor ne ofera o prima informatie privind tipul de porozitate a
materialului. Astfel, izoterma de adsorbtie pentru proba HA se prezintd sub forma unei
curbe histerezis de tipul IV (in clasificarea IUPAC) prezentd la presiune p/p, inaltd,
caracteristicd materialelor mezostructurate. Izotermele indica faptul ca proba este un
material poros, ce contine 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 indica o textura
micro- (diametrul porilor <2 nm) si mezoporoasa (2 - 10 nm) pentru ambele probe.

i

E*| "o "\, " FiguraV1.7.

iﬁ AN Izoterma de

-E 1 3 H 7 L]

ém_ Dismetrulperie (um) adsorbtie/desorbtie a azotului
E]

Sn

la 77 K si distributia porilor

pentru proba de hidroxiapatita

Presiunea relativa (p/po)

Tabelul VL.5 rezuma rezultatele adsorbtiei N, si distributia porilor caracteristica
pentru proba HA. Diametrul mediu al porilor obtinut pentru proba HA este de 1,181 nm.

Tabelul VI.5. Date obtinute din masuratori de adsorbtie - desorbtie a N, pentru proba de

hidroxiapatitad
Suprafata Suprafata Volumul total al Dimensiunea
Proba specifica externd porilor porilor
(m?lg) (m?g) (em*/g) (nm)
HA 139,365 45,454 0,098 1,181
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V1.2.4. Spectroscopia IR

Caracterizarea fizico-chimica a pulberilor de hidroxiapatitd s-a realizat si prin
spectroscopie IR folosind un spectrofotometru SPECTRUM BX Il / PerkinElmer cu
Transformati Fourier (FT-IR). 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 cm™.,
Spectroscopia FT-IR s-a utilizat pentru a determina picurile caracteristice hidroxiapatitei si
interactiunile ce au loc in structura acesteia.

Studiul spectrelor FT-IR ale probelor analizate oferd informatii privind gruparile

existente in structura hidroxiapatitei, respectiv grupdrile fosfat (POAS_) si gruparile

hidroxil (OH). Tn figura VI.8 este prezentat spectrul FT-IR al probei de hidroxiapatiti
calcinati la 800 °C.
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Figura V1.8. Spectrul FT-IR pentru proba de hidroxiapatita

in figura V1.8 benzile carateristice grupdrii fosfat se observi la numerele de unda:
472, 564, 602, 962, 1044 si 1092 cm™. Aceste benzi indica aranjamentele poliedrelor (POSY)
in structura hidroxiapatitei. Intre 3200 si 3500 cm™ existi o bandi largi produsi de
moleculele de apa adsorbite pe suprafata hidroxiapatitei, iar vibratia de intindere a legaturii
O-H pe suprafata hidroxiapatitei este localizata la 3590-3560 cm™.

Grupdrile hidroxil (OH") din structura hidroxiapatitei au fost identificate prin
picurile situate la 3575 cm™ si 638 cm™, iar intensitatea lor demonstreaza un grad de
cristalinitate ridicat.

Grupdrile OH libere de pe suprafata particulelor apar in zona 3400 - 3500 cm™, iar
benzile specifice puntilor de hidrogen din gruparea OH...O sunt vizibile la 3495 cm™. Banda
de adsorbtie cu maximul de intensitate la 3450 cm™ este atribuiti prezentei apei de
cristalizare din structura hidroxiapatitei. Vibratiile asociate legaturii de hidrogen din apa
adsorbita fizic la suprafata sunt evidentiate la 1656 cm™.

V1.2.6. Concluzii

Tn cadrul acestui capitol s-a urmarit obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei sub
forma de pulbere cristalind si de puritate ridicata, aplicdnd metoda precipitarii chimice din
solutie. Tinand cont de rezultatele obtinute se pot trage urmatoarele concluzii:
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- 1) Metoda bazata pe reactii de precipitare a fost folositd cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatitda (Ca;o(PO,)¢(OH),), utilizdnd ca
materiale: sursd de calciu - hidroxid de calciu (Ca(OH),), acid ortofosforic (HzPO,) ca sursa
de fosfor.

- 2) Analiza probelor obtinute prin difractie de raze X ne aratd gradul de
cristalinitate a structurii apatitice. Cu ajutorul ecuatiei Debye - Scherrer s-a calculat marimea
medie a cristalelor apatitice, observandu-se astfel cd proba apatiticd prezinta cristale
nanometrice cu dimensiuni sub 60 nm. De asemenea, in urma calculelor efectuate s-a
determinat gradul de cristalinitate, care s-a dovedit a fi in proportie de 99,78 %, valoare ce
ne indica obtinerea unei structuri apatitice inalt cristalina.

- 3) Apeland la analiza elementala SEM-EDX s-a putut stabili ca raportul Ca/P
pentru fiecare proba sintetizatd este in domeniul 1,65 — 1,68, ceea ce concorda cu datele din
literatura unde se mentioneaza ca acest raport trebuie sa fie in jurul valorii de 1,67.

- 4) Forma izotermelor ne oferd o prima informatie privind tipul de porozitate a
materialului. Astfel, izoterma de adsorbtie pentru proba HA se prezintd sub forma unei
curbe histerezis de tipul IV (in clasificarea IUPAC) prezentd la presiune p/po inalta,
caracteristica materialelor mezostructurate, cu dimensiunea porilor cuprinsa intre 1,5-1,8 nm
si o suprafati specifici cuprinsd in intervalul 140-170 m?%g, asa cum reiese din analiza
Brunauer-Emmett-Teller (BET) a probelor.

- 5) Studiul spectrelor FT-IR ale probelor analizate oferd informatii privind

grupdrile existente In structura hidroxiapatitei, respectiv grupdrile fosfat (POf_ )si

gruparile hidroxil (OH’). Gruparile hidroxil (OH’) din structura hidroxiapatitei au fost
identificate prin picurile situate la 3575 cm™ i 638 cm™, iar intensitatea lor demonstreazi
un grad de cristalinitate ridicat.

Capitolul VII

OBTINEREA SI CARACERIZAREA HIDROXIAPATITEI SUBSTITUITE
CU CERIU

VII1.1. Introducere

Structura hidroxiapatitei permite incorporarea unei game largi de substitutii ionice.
Numerosi cationi monovalenti (Na*, K*), bivalenti (Sr?*, Pb%*, Ba?*, Mn?*, Cd*", Mg?", etc),
trivalenti (Cr3+, AP, Fe®, pamanturile rare ioni REE®, etc), tetravalenti (Ti*, TH*, U*h si
chiar cationi hexavalenti (U®") au fost raportati ca si substituienti in siturile de Ca din
structura hidroxiapatitei (Elliot, 1994; Yasukawa si colab., 2012; Cox si colab, 2014; Guo si
colab., 2009).

Prin aceste substitutii pot fi obtinute diferite nivele de morfologie, stoichiometrie
si cristalinitate, in functie de metodele utilizate pentru procesul de sinteza. Proprietatile
materialelor de hidroxiapatitd precum morfologia, parametrii de retea, suprafata specifica,
solubilitatea, proprietdtile mecanice si biologice pot fi afectate de incorporarea cationilor
straini. Beneficiul acestui dopaj in hidroxiapatita a fost raportat in ultimii ani in ceea ce
priveste aplicatiile medicale. Astfel, substitutia hidroxiapatitei cu diversi cationi metalici
(Zn?*, Bi**, AP, etc.) duce la cresterea adeziunii osteoblastelor, dezvoltand astfel
proprietatile hidroxiapatitei ca si material pertinent pentru aplicatii ortopedice si dentare
(Sato si colab., 2006; Webster si colab., 2004).

20



In cadrul acestui capitol se prezinti rezultatele privind obtinerea si caracterizarea

hidroxiapatitei nanometrice subtituitd cu ceriu (Ce*") prin metoda precipitirii chimice din
solutie.
In literatura existd putine investigatii legate de hidroxiapatitd dopatd cu ceriu (Leonelli si
colab., 2003; Yasukawa si colab., 2012; Feng si colab., 2005; Lin si colab., 2007). Tn studiile
anterioare, in reteaua cristalind a hidroxiapatitei au fost introdusi in timpul sintezei ionii de
ceriu n stare Ce®". Totusi, inlocuirea ionului de calciu cu Ce** nu a fost studiat fnainte.

Schimbul de ioni de calciu din reteaua hidroxiapatitei cu ionii de ceriu (Ce** si /
sau Ce*") este un subiect interesant in domeniul medical, de mediu si in catalizi. In general,
compusii care contin ioni de ceriu au fost folositi in medicind ca agenti antibacterieni
(Greenhalgh, 2009).

Principalele obiective urmarite in acest capitol au fost:

1) sinteza hidroxiapatitei nanometrice substituite cu ceriu - au fost realizate
probe de hidroxiapatitd substituitd cu 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% si 75% ceriu prin
metoda co-precipitarii;

2) caracterizarea structural - morfologici a materialelor obtinute apeland la
metode si tehnici de analizd avansate si performante. Probele obtinute au fost caracterizate
fizico-chimic aplicand 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 electronicd cu baleiaj cuplatd cu spectroscopia de raze X prin
dispersie de energie (SEM-EDX) pentru stabilirea morfologiei cristalelor de hidroxiapatita
substituitd cu ceriu;

- 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);

- spectroscopia de fotoelectroni cu raze X (XPS) a fost realizatd pentru a identifica
starea de oxidare a nanoparticulelor de ceriu;

- spectroscopia de fluorescenta ne ofera date legate de capacitatea de emisie sau de
adsorbtie a luminii, proprietatile optice ale probelor de hidroxiapatita substituita cu ceriu.

3) caracterizarea bacteriologicd a probelor obtinute - s-a testat activitatea
bacteriologica a probelor de hidroxiapatita substituitd cu ceriu pe bacteriile gram-pozitiv
Staphylococcus aureus si gram-negativ Escherichia coli.

in ultimii ani a existat un interes deosebit in cresterea capacititii terapeutice ale
oxidului de ceriu la scard nanometricd pentru boli precum cancerul, boala Alzheimer,
moartea celulelor induse de radiatii si de imbatranire. Astfel, ca urmare a stérii de valenta, a
proprietatilor induse de defectele de oxigen (oxygen defect properties) si a capacititii lor
unice de a comuta intre stiri de oxidare III (Ce®) si IV (Ce*"), nanoceria — activi redox
prezintd o activitate antioxidanta foarte buna (Karakoti si colab., 2008; Alili si colab., 2011;
Zhou si colab., 2014).

Tn special, s-a raportat ca hidroxiapatita ceriu(lll) - calciu prezinti proprietati
bacteriostatice similare cu cele ale argintului (Leonelli si colab., 2003; Yasukawa si colab.,
2012; Feng si colab., 2005; Lin si colab., 2007).

Prin urmare, incorporarea ionilor de ceriu in reteaua cristalina a hidroxiapatitei
este importantd pentru dezvoltarea oaselor artificiale.
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VIIL.2.Sinteza pulberii de hidroxiapatiti substituiti cu Ce(1V)

VIIL.2.1. Protocolul de obtinere a hidroxiapatitei substituite cu Ce(1V)

Hidroxiapatita substituitd cu ceriu a fost obtinuta prin metoda precipitarii, in mod
asemanator ca si sinteza hidroxiapatitei. S-a mentinut raportul Ca+Ce / P = 1,67, precum si
parametrii de sinteza.

Astfel, ca materii prime s-au folosit Ca(OH), (sursa de Ca®"), HsPO, (sursa de
PO,*) si Ce(SO,),4H,0O (sursa de ceriu). Au fost realizate probe de hidroxiapatita
substituitd cu 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% si 75% ceriu.

Tabelul VII.1. Rapoartele molare ale probelor de hidroxiapatitd substituita cu ceriu

Denumineiprona Ca Ce P Ce/Cet+Ca | Cat+Ce/P
(mol) (mol) (mol) (mol) (mol)
HA 1l - Ce 1% 0,16533 | 0,00167 0,1 0,01 1,67
HA 11 - Ce 5% 0,15865 | 0,00835 0,1 0,05 1,67
HA 11 - Ce 10% 0,1503 0,0167 0,1 0,1 1,67
HA Il - Ce 15% 0,142 0,025 0,1 0,15 1,67
HA 11 - Ce 20% 0,1336 0,0334 0,1 0,2 1,67
HA 11 - Ce 25% 0,12525 0,04175 0,1 0,25 1,67
HA 11 - Ce 50% 0,0835 0,0835 0,1 0,5 1,67
HA Il - Ce 75% 0,04175 0,12525 0,1 0,75 1,67

Procedeul de lucru:

Se prepard solutia A - se cantareste Ce(SO,),-4H,0 la balanta analitica si se pune
intr-un pahar Berzelius cu 100 ml apa bidistilatd. Solutia se lasa la agitat pana cand se
disperseaza complet. Peste solutia de ceriu se adauga Ca(OH),, cantdrit de asemenea la
balanta analitica.

Solutia B reprezinta solutia de H3PO,, de concentratie 0,1 M - se masoara cu o
pipetd un volum de 6,29 ml H3PO, concentrat, se transfera intr-un flacon cotat de 100 ml si
se aduce la cota cu apa bidistilata.

Tn momentul in care solutia A ajunge la temperatura de 60 °C, se adaugi prin
picurare solutia B, iar pH-ul solutiei este mentinut >10 cu NaOH de concentratie 1 M. Dupa
adaugarea solutiei B, proba se lasa la aceasta temperatura timp de 3h, sub agitare continua.

Tn timpul sintezei are loc urmatoarea reactie:

2 4 3 :
a +6PO, +20H™ Cay, Cey(PO,)s(OH), 0Sx<10) VIl

(10-x)C *xCe
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Solutia A Solutia B

Solutie apoasa de Ce** + Ca?", Solutie apoasa de PO4*-,

Ca(OH),, Ce(SO4);-4H,20 H3POs
1.Amestecare
prin picurare,
sub agitare
10 <pH< 11
NaOH > T=60°C
t=5h
2.Maturare 3.Spalare si filtrare
T=25°C | ¢ apa deionizata
t=24h
. 4.Uscare
SO T=90°C | 5Mojarare
T=800°C T t =24h S
t=1h =

FTIR | | BET UV-VIS |

| SEM-EDX | XRD
CeHA i 1

Caracterizare structurala si

morfologica 1 abs J

Caracterizare
biologica

Figura VII.1. Schema de obtinere a hidroxiapatitei substituitd cu ceriu

Dupa agitare probele se lasd la maturat timp de 24 h, dupa care, proba astfel
obtinuta, se filtreaza la vid si se spald cu apa bidistilatd, apoi este supusa procesului de
uscare la etuva, la temperatura de 90 °C timp de 24 de ore.

Dupa 24 h probele sunt mojarate cu un mojar cu pistil, dupd care sunt supuse
procesului de calcinare la temperatura de 800 °C timp de 1 ord. In urma acestui proces se
observa variatii de culoare in functie de cantitatea de ceriu adaugata.

Metoda coprecipitarii prezintd o serie de avantaje si anume: se utilizeaza reactivi
usor de procurat, protocolul de sinteza este relativ simplu, nu necesitd aparatura complexa,
nu se utilizeaza solventi organici, iar produsul obtinut este de puritate ridicatd. De asemenea,
prin aceastd metoda se pot produce cantitati relativ mari de proba.

VIIL.3. Mecanismul de substitutie

Tn general, Tnlocuirea ionului Ca?" din reteaua cristalind a hidroxiapatitei cu alti
cationi induce schimbari in proprietatile acesteia care pot fi legate de raza ionica,
electronegativitatea si sarcina cationului care substituie, comparativ cu cele ale ionului Ca®*,
Goldschmidt (1937) a prezentat faptul ca substitutia preferentiald de ioni poate sa apara
atunci cand exista o mica diferenta intre raze ionice care minimizeaza diferenta de rezistenta
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a legdturii, atunci cand un ion este substituit cu un altul. Substitutia intr-un cristal se
considera ca este posibila atunci cand diferenta razelor ionice este mai mica de 15%.

Atunci cand sunt implicati ionii cu raza ionica similara, dar diferiti ca valenta,
substituirea unui element cu altul are loc, de preferintd, in cazul in care valentele sunt egale,
sau variazd cu £ | unitate. in plus fati de raza ionici si sarcina electrici, ionul cu
electronegativitatea mai mare dintre cei doi ioni ar favoriza nlocuirea.

In studiul lor, Suzuki si colab. (1982) au ajuns la concluzia ci substitutia de
cationi din structura hidroxiapatitei poate fi realizatd de cationi cu electronegativitate mai
mare si cu raze ionice cuprinse in intervalul 0,9 A - 1,3 A.

Structura cristalografica a hidroxiapatitei joaca un rol major in inlocuirea ionilor
straini din reteaua apatitica. Structura cristalina a hidroxiapatitei este hexagonala cu grupul
spatial P63 / m si parametrii de retea a =b = 9,424 A si ¢ = 6,879 A (Gaines si colab., 1997;
Klein si Dutrow, 2008).

Reteaua hidroxiapatitei cuprinde doi atomi de calciu, cu diferite configuratii
cristaline notate cu Ca(1) si Ca(2). Atomii aflati in pozitia Ca(1) ocupa pozitii columnare (in
pori) cu numarul de coordinare 9. Atomii din pozitia Ca(2) sunt amplasati in canalele care
trec prin reteaua tridimensionala a tetraedrului PO,* si au numirul de coordinare 7.

Structura hidroxiapatitei cuprinde aproximativ 40% din atomii de calciu in pozitia
Ca(1) si aproximativ 60% din atomii de calciu aflati in pozitia Ca(2) (Elliot, 1994). Cele
doud pozitii de Ca din apatitd pot oferi alte medii stereochimice si sunt capabile sa
primeasca o varietate de cationi ca substituenti (Fleet si colab., 2000). Teoretic, s-ar putea
crede ca fonii strdini mai mari decét ionii Ca?* ar Tnlocui Tn primul rand siturile Ca(1) in timp
ce cele mai mici s-ar substitui preferential pentru atomii din pozitia Ca(2).

Unele cercetdri referitoare la substitutia calciului din structura hidroxiapatitei au
aratat de asemenea ca existd o preferintd in ceea ce priveste locul de substitutie a cationului
in functie de sarcina electrica. S-a constatat cd ionul cu o sarcina electricd mai micad decat
calciu ocupa in principal pozitia atomilor Ca(1), in timp ce ionul cu o sarcina electricd mai
mare ocupa mai compact pozitia atomilor Ca(2) (Getman si colab., 2011).

Asimilarea de pamanturi rare (REE sau seria lantanidelor) in hidroxiapatitd este
complexd, incorporarea elementelor are loc in functie de situl/locatie preferat determinatd de
factori intrinseci (mecanisme de substitutie, gazduirea spatiala, echilibrarea legaturii de
valentd) si externi (presiune, temperatura). incorporarea ionilor pamanturilor rare in
structura hidroxiapatitei este favorabila atunci cand diferenta dintre razele ionice este mica,
apropiati de raza ionic a ionului Ca®* (1,06 A) (Shannon, 1976).

Astfel, datoritd diferentei mici (< 5%) dintre razele ionice ale ionului de Ca?
(1,00 A) si ale ionului ceric Ce** (0,97 A) si ionului ceros (1,07 A), acestia din urmi pot
substitui cu succes ionii de Ca?* in timpul procesului de sinteza.

Potrivit lui Shannon (1976), razele ionice efective ale ionului Ca®" pentru numrul
de coordinare sapte si noud sunt de 1,06 A, respectiv 1,18 A. Pentru ionul Ce** razele ionice
sunt de 1,07 A si 1,19 A pentru numerele de coordinare sapte si respectiv noud. Pentru Ce**
razele ionice sunt de 0,87 A, 0,97 A si 1,07 A pentru numerele de coordinare sase, opt si
respectiv zece. Asa cum s-a discutat anterior, marimea sitului ionului Ca(1) cu numarul de
coordinare 9 este mai mare decat situl ionului Ca(2) cu numarul de coordinare 7.

in conformitate cu Elliott (1994), aceasta diferentd de marime sugereaza faptul ci
ionul Ce®* fiind mai mare decat ionii de Ca?* ar trebui si ocupe situl ionilor Ca(1), in timp
ce locul ionilor Ca(2) ar trebui sa fie ocupat preferential de ionii Ce**, care sunt mai mici
decét ionii de Ca?".
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De asemenea, pentru ci atat ionii Ce** cat si ionii Ce*" au sarcini pozitive mai
mari decat Ca®* este necesard o substitutie cuplati pentru a mentine echilibrul de sarcini.
Mai multe studii au aratat ca cationii trivalenti si tetravalenti pot substitui ionii de Ca printr-
un mecanism deficitar de Ca precum locurile vacante (Baumer si colab., 1983).

Astfel, compensarea locald a sarcinii in hidroxiapatitd dopata cu ceriu poate fi
mentinuta prin urmatoarele substitutii cuplate (L] reprezinta post vacant de oxigen):

2Ceg+ + 20 <—>3C8.2+ VIL7

Luadnd in considerare observatiile de mai sus, studiul de fatd are drept scop
obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei substituitd cu ceriu folosind sulfat ceric
(Ce(S0O4),-4H,0), ca o sursi de ceriu cu ceriu in stare tetravalenta (Ce™).

Prin efectuarea analizelor DRX, SEM-EDX si analiza XPS am dorit sd demonstrez
ci atét jonii Ce*, cat si ionii Ce®" sunt prezenti in apatita substituita.

Existenta speciei Ce®* in probele de hidroxiapatitd substituitd cu ceriu poate fi
explicatd dupd cum urmeazi: in urma dopajului ionii Ce*" nu sunt complet coordinati in
reteaua apatiticd ducand astfel la formarea unor locuri vacante de oxigen in structura
hidroxiapatitei, asa cum se observa in relatia VIL.6.

lonii Ce*" coordinati nesaturat existenti in cristalul dopat duc la posibilititi
interesante pentru reactiile de incarcare-transfer in cazul in care ionii Ce** pot accepta un
electron de la un anion de oxigen vecin sau un alt donator de electroni pentru a deveni Ce*
(Carolis si colab., 1999). Acest lucru duce la schimbarea de valentd de la Ce** — Ce** a doi
cationi pentru fiecare post vacant si la o eficientd extraordinara in eliberarea reversibila de
oxigen. In aceste conditii, este posibil si se produci o reducere partiald a ionilor Ce** la
Ce®" in reteaua apatitica.

VIIL.4. Caracterizarea structurala si morfologica a pulberilor obtinute

V11.4.1. Compozitia chimica a probelor studiate

Analiza SEM-EDX a fost folositd pentru a determina compozitia suprafetei
elementelor existente in probele de hidroxiapatitd simpla si hidroxiapatita substituitad cu
ceriu. Toate probele contin calciu sau/si ceriu, fosfor, oxigen si hidrogen in anumite
proportii, fara a fi detectate alte elemente in probe.

Prin analizele SEM-EDX s-a obtinut masa fractiilor a diferitelor elemente din
hidroxiapatitd simpld si ceriu-hidroxiapatitd, pe baza carora s-a calculat raportul atomic
prezentat in tabelul V11.2.

Tabelul VII.2 prezinta rapoartele atomice Ce/(Ce+Ca) (Xce) In solutia sintetizata
si in produsul final. Valorile Xc, Tn particulele finale sunt foarte apropiate de valorile Xc,
din solutie pentru toate probele cu ceriu. Acest rezultat indica faptul ca ionii de ceriu
adaugati 1n timpul sintezei s-au incorporat cu succes in particulele de hidroxiapatita.
Continutul in ceriu din probele CeHA creste odatd cu concentratia ceriului din solutiile
precursoare, in concordantd cu incorporarea cantitativa a ceriului in faza solida. Acest lucru
sugereaza cd are loc un proces favorabil de schimb ionic intre ionii de ceriu si hidroxiapatita.

25



Tabelul VI1.2. Rapoartele atomice din solutiile sintetizate si din produsul final calcinat la

800 °C
in solutiile sintetizate in solutiile finale
Proba Ce Ce+Ca Conce;ntra};ia Ce Ce+Ca Concc.:ntra.lgia
CerCa 5 ceriului 5 ceriului
(%) Ce+Ca (%)
HA-Ce-0 0 1,677 0 0 1,673 0
HA-Ce-1 0,01 1,677 1 0,009 1,671 0,9
HA-Ce-5 0,05 1,677 5 0,048 1,669 4,8
HA-Ce-10 0,10 1,677 10 0,095 1,682 9,5
HA-Ce-15 0,15 1,677 15 0,146 1,685 14,6
HA-Ce-20 0,20 1,677 20 0,194 1,673 194
HA-Ce-25 0,25 1,677 25 0,247 1,671 24,7

Figura VIL.2 prezintd spectrele EDX a probelor HA-Ce-0 si HA-Ce-25, iar pentru
ultima proba sunt evidentiate picurile caracteristice ionului de ceriu.

Substitutia izomorfd Ca<—Ce nu afecteaza semnificativ structura probelor CeHA
asa cum poate fi dedus din rapoartele atomice (Ce+Ca)/P si care presupune o valoare medie
de 1,677 + 0,008, foarte apropiatd de valoarea stoechiometrica 1,67, independentd de
continutul de Ca si Ce. Pentru toate probele de hidroxiapatitd substituitd cu ceriu studiate
analizele elementare aratd ca cantitatea reald de ceriu in reteaua cristalind se afla foarte
aproape de concentratiile ionice introduse initial in solutie, asa cum se vede in tabelul VIL.2.

Ca
(a)
HE :
G S
g ]
5] £
= 7]
[z =
8 | 2
= Ca =
o
Tes
0 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 RS e S e, A VRS R B L
Energie (keV) Energie (keV)

Figura VI1.2. Spectrele EDX a probelor HA-Ce-0 si HA-Ce-25

V11.4.2. Morfologia cristalului

fnalta rezolutie microscopicai SEM dezviluie morfologia si dimensiunea
esantioanelor. Toate probele de apatitd prezinta forme sferice si aglomerare cu micropori
intergranulari, asa cum se arata in figura VIL.3. Continutul de Ce din apatitd nu conduce la
modificari dramatice in morfologie, insa prezintd o aglomerare mai bund. O posibild
explicatie a acestei aglomerari este data de proprietatile de suprafatd dominante asociate cu
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existenta de cristale nano, care provoacd adunarea lor intr-un méanunchi, dupd cum se
observa in figura VIL3.

Atunci cand probele sunt calcinate la temperaturi ridicate (800 °C), pentru a creste
stabilitatea termicd si chimicd, particulele au tendinta de a sinteriza in aglomerate formate
din policristale (Bernache-Assollant si colab., 2003). Toate probele prezintd aceeasi
morfologie. Se poate observa ca dimensiunea particulelor variaza de la aproximativ 10 nm la
60 nm. Imaginile SEM relevd o scddere a dimensiunii cristalelor o data cu cresterea
continutului de Ce, Tn acord cu datele EDX.

Figura VIIL.3.
Imagini SEM ale probelor
probelor calcinate
HA-Ce-0 (a),
HA-Ce-1 (b), HA-Ce-10 (c)
si HA-Ce-25 (d)

100 nm

in ceea ce priveste proprietitile optice, se pot observa diferente de culoare, atat la
probele calcinate cat si la cele necalcinate. Pentru probele necalcinate, se porneste de la
culoarea alba a hidroxiapatitei, la culoarea usor-galbena / crem a probelor CeHA, in functie
de procentul de ceriu adaugat in sinteza (figura VII.4). Culoarea probelor este puternic
afectata dupa calcinare la 800 °C. Pentru probele calcinate diferenta de culoare incepe de la
albastru (HA simpla) la culoarea galben -verde, ceea ce sugereaza prezenta in probe a unei
cantitati mari de cationi Ce** (galben). Acest lucru poate fi corelat cu rezultatele analizei
XPS care ne arati ci Ce*" este starea dominanti de la suprafata probelor.

Figura VI1.4. Imagini
optice ale probelor
necalcinate (a) si ale
probelor calcinate (b)
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VI11.4.3. Structura cristalului

Prin analiza de difractie X (DRX) se poate determina compozitia fazei, parametrii
de retea, gradul de cristalinitate si marimea cristalelor din pulberea de hidroxiapatita cu
diferite rapoarte atomice Ce/(Ce+Ca). Rezultatele sunt prezentate in figura VILS5 si tabelul
VIL3. Figura VIL5 arata picurile caracteristice hidroxiapatitei in regiunea unghiulara 26 =
21°-29°, 32°-34°, 39°-41°, 46°-54° fiind in concordantd cu datele obtinute prin JCPDS
Data Card 09-0432. Pozitia picurilor caracteristice nu se schimba dupa doparea cu ceriu,
ceea ce Inseamna ca, fie inlocuirea cu Ce nu afecteaza puternic reteaua de hidroxiapatita, fie
sensibilitatea instrumentului DRX nu este atat de mare pentru a distinge diferentele.

Este important de observat cd in studiile noastre am incercat sd obtinem probe
substituite cu diferite concentratii de ceriu, dar am descoperit ca la addugarea ceriului in
proportie mai mare de 25% intervin alte faze in compusul final. Cantitati excesive de ceriu
in solutia de sintezd duce la formarea de noi faze amorfe si de alta naturd, cum ar fi oxidul
de ceriu sau fosfati de ceriu.

Spectrele corespunzatoare probei HA-Ce-0 (Ce 0%) afiseaza picuri bine definite si
ascutite, in acord cu un grad ridicat de cristalinitate. Pe de alta parte, spectrele probelor care
contin atat calciu cat si ceriu prezintd in general picuri de difractie mai largi, caracteristice
unui grad redus de cristalinitate a probelor de hidroxiapatittd substituitd cu ceriu (tabelul
VI11.3), ceea ce ar putea fi atribuit unui mecanism de compensare a sarcinii pentru substitutia
izomorfd a ionilor de Ca cu ionii de Ce.

Cristalinitatea scazutd a probelor de hidroxiapatitd substituitd cu ceriu ar putea
duce in continuare la cresterea solubilitatii, contribuind astfel la eliberarea locala a ionilor de
ceriu care poate imbunatati la randul sau biodegradabilitatea si proprietatile antibacteriene
ale probelor (Feng si colab., 2005). De asemenea, varfurile largi indica faptul ca particulele
de hidroxiapatitd sunt de dimensiuni nanometrice. Dimensiunea medie a cristalelor de
hidroxiapatita pura (proba HA-Ce-0) estimata folosind ecuatia Scherrer a fost de 58,32 nm si
pentru pulberile de hidroxiapatita substituitd cu ceriu a fost mai micd de 50 nm (tabelul
VI1.3). Pentru toate probele dopate cu ceriu s-a observat o scddere in dimensiune cristalelor
o datd cu cresterea continutului de Ce, in acord cu datele EDX.

Tabelul VI1.3. Gradul de cristalinitate (X¢), marimea cristalelor (D), volumul celulei
elementare (V), parametrii de retea (a si ) a probelor calcinate de HA si CeHA obtinute din
spectrele XRD

Proba D (hm) Xc (%) V (A% a(A) c(A)
HA-Ce-0 58,32 99,78 1605,77 9,5271 6,8333
HA-Ce-1 46,83 98,89 1601,23 9,5155 6,8306
HA-Ce-5 40,82 98,71 1588,67 9,4834 6,8230
HA-Ce-10 27,22 98,77 1609,81 9,5374 6,8357
HA-Ce-15 24,74 98,58 1613,26 9,5472 6,8363
HA-Ce-20 22,07 97,41 1618,44 9,5593 6,8409
HA-Ce-25 19,81 92,35 1675,98 9,7038 6,8747

Parametrii de retea a si C au fost obtinuti de la picurile XRD corespunzatoare
planelor (002) si (211), care se prezintd foarte bine si nu prezinta interferente. Dupa cum se
poate vedea 1n tabelul VIIL.3, parametrii de retea ale probelor de hidroxiapatita substituita cu
ceriu creste lent cu un continut mai mare de cationi de ceriu concomitent cu cresterea in
volum a celulei elementare.
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Micile modificari ale parametrilor de retea sunt datorate substituitiei ionilor de
ceriu in ambele stiri de oxidare Ce** si Ce®* (asa cum s-a demonstrat prin studii XPS) pentru
ionii de Ca?*. Atunci cand ionii de Ca®* se Inlocuiesc cu ioni mai mari are loc o schimbare
importantd a parametrilor de retea, si anume o crestere a valorii parametrilor a si ¢ (Elliot,
1994). Raza atomica a ionului Ce®* (1,19 A) este mai mare decét cea a ionului Ce** (0,97 A)
si , prin urmare, extinderea lent a retelei este o consecint a reducerii unor ioni Ce*" la
Ce*. Prin urmare, rezultatele indica faptul ci ionii de ceriu (Ce* si Ce®*) s-au dopat cu
succes in reteaua hidroxiapatitei in conditiile de sinteza.

VI1.4.4. Valenta chimicé a ionului de ceriu in produsii finali

De asemenea, rezultatele XPS demonstreaza doparea cu succes a ionilor de ceriu
in structura hidroxiapatitei. Figura VII.6 arata ca studiul spectrului XPS al probei HA-Ce-25
s-a realizat in intervalul energetic 0-1200 eV, calibrat cu C 1s (285 eV) ca referinta. Se poate
observa ca sunt detectate energiile de legatura ale ionilor de ceriu (3d, 860-930eV), calciu
(2p, 347 eV), oxigen (1s, 531eV) si fosfor (2p, 133eV) (semnalul C se datoreaza faptului ca
s-a folosit ca referintd ionul de carbon), care pot fi atribuite probei HA-Ce-25.

T T T T T

(531eV)

= 0ls

Intensitate (a.u)

a
- P2s (133 eV)

" L " " "
1200 1000 R00 600 400 200 [

Energia de legaturi (eV)

Figura VI1.6. Spectrul XPS al probei calcinate HA-Ce-25
29



Spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS) a fost utilizata pentru a determina
starea de oxidare a ionilor de ceriu in probele de hidroxiapatita substituitd cu ceriu prin
analiza spectrului Ce 3d la un grad de acuratete foarte inalt. Acest lucru ne informeaza direct
asupra compozitiei cuplului redox Ce**/Ce® in produsele finale. Literatura indica faptul ca
spectrul Ce 3d poate fi descris Tn totalitate de cinci dubluri de orbitali spin (3ds, si 3d3) si
multitudinea acestori stari decurge din diferite nivele de ocupare a paturii Ce 4f in starea
finala (Burroughs si colab., 1976).

Figura VIL7 si tabelul VIL4 ne arata regiunea Ce 3d pentru proba HA-Ce-25 in
intervalul energetic 860-930 eV. Etichetele sunt conforme cu convenfia stabilitd de
Burroughs si colab. (1976).

Figura VIIL.7.
XPS Ce 3d a probei
calcinate HA-Ce-25

Intensitatea (a.u.)

i Ceddy, | Ce3d,,

860 870 880 890 900 910 920 930
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Tabelul VI1.4. Spectrul Ce 3d a probei calcinate HA-Ce-25

. Pozitia s Starea finala
Stare Ce Et'lche:tele picurilor Carqcter_lstlcne (Burroughs si
picurilor V) picurilor colab., 1976)
U 900,5 3dsp, 9 4
v 8819 30y, Ce(3d%4f2)02p
U” 907,1 3d3/2 91¢l 5
Ce(1V) v 888 2 30 Ce(3d°4f)02p
u” 917,0 3d3p, 9 6
v 8981 30 Ce(3d°4f°)02p
0
UO 8807 3d3p Ce(3d%fY)02p°
V 899,0 3dsp
Ce(li U 903,2 3d
’ 3/2 9 1 £l 5
v 8846 3o, Ce(3d"4f)02p

Conform cu literatura (Beche si colab., 2008; Burroughs si colab., 1976) valorile
energiei de legatura din tabelul VIL.4 sunt specifice cu cele ale speciilor ce contin ionul Ce**
(3ds, = 881,9¢V, 888,2eV, 898,1eV si 3d3n = 900,5¢V, 907,1eV, 917,0eV), dar si cu cele
ale speciilor ce contin ionul Ce®* (3ds, = 884,6¢V, 899,0eV si 3dy, = 880,7eV, 903,2 eV).
Pentru toate probele de hidroxiapatitd substituitd cu ceriu s-au obtinut spectre XPS
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asemanatoare. Aceste rezultate sugereaza existenta ambelor stari de oxidare ale ionului de
ceriu, Ce** si Ce®* (ca si cuplu redox Ce**/ Ce®"), pe suprafata probelor de CeHA.

De asemenea, analiza XPS a fost efectuatd cu scopul de a estima continutul de
Ce*" si Ce™ existent in probele CeHA. Concentratia ionului Ce® poate fi determinati cu
ecuatia (Beche si colab., 2008):

Ace()

Cedtop = -100 VIL8

Ace(ly Ace(Iv)

unde, Acequy si Ace(v) reprezinta suma corespunzatoare picurilor integrate ale ionilor ce® si
Ce*" respectiv semnalele XPS.

Rezultatele ne indica faptul ca in probele CeHA (calcinate) se gadseste un procent
mai mare de Ce®", respectiv: 40,191% in proba HA-Ce-1 si 40,330% in proba HA-Ce-25.
Procentul mare de ioni de Ce® indicd faptul ci reteaua este bogatd in locuri vacante de
oxigen. Astfel, in ciuda unui numar apreciabil de ioni Ce® din cristale, nanoparticulele isi
mentin structura apatitica, asa cum reiese din rezultatele DRX.

VI11.4.5. Caracterizarea texturala si proprietitile suprafetei specifice

Proprietatile suprafetei specifice a probelor CeHA au fost determinate prin metoda
Brunauer-Emmett-Teller (BET), ecuatia izotermei de adsorbtie N, si rezultatele sunt
prezentate in tabelul V11.5.

Distributia Barrett-Joyner-Halenda (BJH) indica o textura micro (diametrul porilor
< 2 nm) si mezoporoasa (2 - 10 nm) pentru ambele probe. Rezultatele arata ca doparea cu
ioni de ceriu nu a modificat structura hidroxiapatitei, in ceea ce priveste textura de baza a
porilor, si anume textura mezoporoasa.

Analiza BET coreleaza foarte bine rezultatele cu rapoartele atomice Xc. ale
probelor dopate. S-a observat o usoarda crestere a suprafetei probelor CeHA odatd cu
cresterea cantitdtii de ceriu addugata in proba. Valoarea BET mai mare pentru proba HA-Ce-
25 poate fi din cauza dimensiunii mai mici a particulelor primare, precum si datoritd unei
porozitati interne.

Tabelul VII.5. Proprietatile suprafetei specifice a probelor calcinate CeHA

Suprafata Suprafata Volumul total | Dimensiunea
Proba specifica externi al porilor porilor

(m’/g) (m?/g) (cm’/g) (nm)
HA-Ce-0 139,365 45,454 0,098 1,181
HA-Ce-1 126,249 39,601 0,104 1,182
HA-Ce-5 121,093 33,784 0,131 1,176
HA-Ce-10 119,538 29,451 0,147 1,173
HA-Ce-15 128,602 37,873 0,169 1,167
HA-Ce-20 154,558 45,092 0,198 1,160
HA-Ce-25 169,901 54,649 0,235 1,157

Figura VII.8 rezuma rezultatele adsorbtiei N, si distributia porilor caracteristice
pentru probele HA-Ce-0 si HA-Ce-25 calcinate la 800 °C. Conform clasificarii [UPAC toate
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probele arata o izoterma de adsorbtie de tip IV cu o curbd histerezis H1, demonstrand astfel
proprietati tipice pentru materiale mezoporoase.

3

2228
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]

Volumul adsorbit (cc/g STP

»

u

=
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Figura VI1.8. Izoterma de adsorbtie si distributia porilor a probelor calcinate la 800 °C HA-
Ce-0 (a) si HA-Ce-25 (b)

VIIL.4.6. Spectroscopie in IR cu transformati Fourier (FT-IR)

Spectrele FT-IR obtinute pentru hidroxiapatitd pura si pulberile de hidroxiapatita
substituitd cu ceriu sunt date in figura VIL.9. Aceste spectre ofera o serie de detalii spectrale
ce demonstreazd formarea hidroxiapatitei. Spectrul hidroxiapatitei pure (HA-Ce-0) arata
benzile de la 1093 cm™, 1028 cm™ si 962 cm™ ca urmare a modului de intindere P-O , Tn
timp ce benzile cu numirul de undi la 601 cm™, 567 cm™ si 472 cm® sunt datorate legaturii
0-P-0. Benzile de la 2146 cm™-1996 cm™* sunt atribuite ionilor PO,*.
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HA-Ce-5
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O concentratie semnificativa a gruparii OH" exista in structura apatitei asa cum s-a
observat din intensitatea benzilor la 3572 cm™ si 632 cm™. Benzile apei moleculare si apei
adsorbite sunt, de asemenea, observate la 1654 cm™ si 3446 cm™ (ca o banda largd). Toate
benzile mentionate anterior sunt principalele benzi tipice de hidroxiapatita, asa cum apare in
literatura (Elliot si colab., 1994; Santos si colab., 2004). Spectrul FT-IR aratd varfurile
carbonat in intervalul 1500-1400 cm™ ceea ce indica faptul ci nu a existat nici o formare de
carbonat de calciu sau oxid de calciu in probe .

Probele de hidroxiapatitd substituitdi cu ceriu aratd structuri similare cu
hidroxiapatita purd (Yasukawa si colab., 2012; Feng si colab., 2005). Cu toate acestea, se
poate observa cd picurile caracteristice legaturilor O-H si P-O descresc treptat cu cresterea
cantitatii de ceriu in reteaua apatitica. Astfel, se poate observa cd intensitatea atribuita benzii
la 3572 cm™ atribuita grupérii OH™ scade fird schimbéri in numarul de undi. Prin urmare,
aciditatea suprafatei gruparii P-OH a fost redusa prin inlocuirea ionilor Ca®* cu Ce*" / Ce*".
Slabirea benzii gruparii OH™ ar putea fi cauzatd de existenta unui dezechilibru al sarcinii
electrice in reteaua apatitica datorita substituirii ionilor de Ca®* cu Ce*" / Ce®. Pentru a
compensa aceste sarcini pozitive, gruparea OH" ar putea fi transformati in O%, asa cum este
sugerat de catre Serret si colab., (2000). Slibirea benzii PO,> ar putea rezulta din
introducerea cuplului Ce** / Ce* si modificarea ulterioar a fortei de legiturd dintre ionii
care duc la slabirea vibratiilor legaturilor O-P si O-P-O (Feng si colab., 2005).

Din analizele FT-IR, SEM-EDX, XPS si DRX poate fi trasd concluzia ca ionii de
ceriu (Ce™ si Ce®") sunt de fapt dopati in reteaua hidroxiapatitei. Rezultatele experimentale
aratd ca substitutia cu ceriu afecteaza cristalinitatea, dimensiune cristalelor, proprietatile
texturale si de suprafatd ale hidroxiapatitei. Hidroxiapatita purd prezinta cristale bine
formate. Avand in vedere cresterea continutului de ceriu cristalele au devenit din ce in ce
mai mici formand aglomerate datorate modificarii dimensiunii cristalelor. Pe langa acest
lucru, cristalinitatea lor scade.

VIIL.4.7. Spectroscopia de fluorescenta

lonii Ce** si Ce" pot fi deosebiti pe baza proprietatilor de luminescenta. In cele
mai multe cazuri ionii Ce** ofera luminiscenta foarte puternici corespunzitoare tranzitiilor
de la statele din configuratia 5d; la starea de baza 2fj a configuratiei 4f;. Pe de altd parte,
ionii Ce*, aratd un puternic transfer de excitatie in domeniul ultraviolet (UV) / violet,
prezentand rareori semne de luminescenta. Compusii ce contin ionii de Ce** pot fi utilizati
ca filtre eficiente pentru regiunile UVA si UVB (Goubin si colab., 2004).

Figura VI1.10.
Spectrele de luminescenta
ale probelor de hidroxiapatita
simpla si hidroxiapatita
substituita cu ceriu
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Figura VIL.10 ne prezinta spectrele de luminescentd ale probelor si ne
demonstreaza faptul ca odata cu cresterea cantitétii de ceriu din structura hidroxiapatitei are
loc o scadere a intensitdtii semnalelor optice, acest lucru putand fi explicat prin existenta
ionului Ce* in structurd, la suprafatd, iar ionul Ce®* substituie ioni de Ca (1) pozitionati in
interiorul celulei elementare.

VIIL.4.9. Caracterizarea bacteriologici a materialelor

In cazul probelor de hidroxiapatita si hidroxiapatitd substituita cu ceriu s-a utilizat
ca metoda de testare, metoda difuzimetrica (testul Kirby Bauer Disk Diffusion) (Bauer si
colab., 1966).

Mediul Sabouraud agarizat a fost repartizat in 8plz'ici Petri (aproximativ 20 ml
mediu Sabouraud) si insdmantat cu inoculul bacterian (10° bacterie/mL), cu ajutorul unui
tampon de vata steril, astfel incat sa se obtina o dispersare uniforma a celulelor bacteriene pe
suprafata mediului. Pe fiecare placi Petri s-a pozitionat central proba studiati. In paralel, s-a
montat un martor pentru fiecare bacterie testatd care contine doar mediul de culturd si
inoculul bacterian, cu rol de control pozitiv al dezvoltarii. Imediat, placile au fost incubate
timp de 18 h la temperatura de 35 °C + 0,2 °C, in conditii atmosferice (ambientale). Dupa
aceastd perioada, activitatea antibacteriana a materialelor testate a fost determinatd prin
masurarea diametrului zonelor de inhibitie al dezvoltarii.

Metoda difuzimetrica se bazeaza pe proprietatea substantelor de a difuza in medii
solide de cultura realizind concentratii diferite care scad treptat de la locul de depunere spre
marginea zonei de difuzie.

control HA-Ce-0 HA-Ce-10 HA-Ce-20 HA-Ce-25

Figura VI1.9. Testarea activitatii bacteriologice a probelor studiate pe tulpini de
Escherichia coli(a) si Staphylococcus aureus (b)

Dupa 18 de ore de incubare, probele pe bazd de hidroxiapatita simpla si
hidroxiapatitd substituitd cu ceriu au prezentat o sensibilitate bacteriana buna - zone de
inhibitii de peste 50%. Dupa cum se poate observa din figura VII.10 si din tabelul VIL5
gradul de dezvoltare microbiana scade odata cu cresterea cantitatii de ceriu din proba,
comparativ cu proba martor al fiecarei bacterii. De asemenea se poate observa ca
microorganismul Escherichia coli prezinta o sensibilitate ridicata fata de probele substituite
cu ceriu si o usoara crestere fatd de microorganismul Staphylococcus aureus.
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Aceste rezultate demonstreaza faptul ca pulberile de hidroxiapatitd substituita cu
ceriu sunt mai eficiente Tmpotriva bacteriilor gram-negative decat Tmpotriva bacteriilor
gram-pozitive. Se observd ca activitatea antibacteriana de inhibare este mai mare in cazul
tulpinilor bacteriene gram-negative pentru probele de hidroxiapatitd substituite cu ceriu si
creste odatd cu cresterea concentratiei de Ce in hidroxiapatitd. Acest lucru ar putea indica
faptul ca, cresterea concentratiei ceriului ar putea induce o sarcina de suprafatd pozitiva pe
nanoparticulele apatitice.

Tabelul VI1.5. Inhibitia microbiana a probelor studiate fatd de tulpina patogena

Escherichia coli si Staphylococcus aureus

Diametrul zonei de Inhibitie
Denumire probi inhibitie, Ce/Ce+Ca microbiana,
(mm) (%)
Escherichia coli
Martor 90 0,00 0,00
HA-Ce-0 14,787 0,00 16,43
HA-Ce 10 21 0,1 31,38
HA-Ce 20 48 0,2 53,33
HA-Ce 50 22,5 0,5 93,75
Staphylococcus aureus
HA-Ce-0 73,33 0,00 81,48
HA-Ce-10 23,5 0,10 29,01
HA-Ce-20 245 0,20 34,03
HA-Ce-50 20 0,50 60,61

substantd luata in lucru care a fost raportata la 0,5

- Staphylococcus aureus
30 4 S148 - Escherichia coli

5333

Inhibitie microbiana (%)

* La calculul procentual al inhibitiei microbiene s-a tinut cont de masa de
g proba si de diametrul zonei de inhibitie.
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Figura VI1.10. Inhibitia
microbiana a probelor studiate

Dupa cum dezviluie si figura VIL.10, nivelul cresterii microbiene a ambelor
bacterii variaza in mod diferit cu cresterea cantitatii de Ce in probe, raportate la proba pura
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de hidroxiapatita. Bacteria Escherichia coli prezinta sensibilitate mare la probele substituite
cu ceriu Tn timp ce bacteria Staphylococcus aureus are o sensibilitate mai mare la proba pura
de hidroxiapatita.

VIL.5. Concluzii:

Tn cadrul acestui capitol s-a urmdrit obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei
substituite cu ceriu sub forma de pulbere cristalina si de puritate ridicata, aplicand metoda
precipitarii chimice din solutie. Tindnd cont de rezultatele obtinute se pot trage urmatoarele
concluzii:

- 1) Metoda bazatd pe reactii de precipitare a fost folositd cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatita si hidroxiapatitd substituita cu ceriu
(Cayp-xCey(PO4)s(OH),, x = 0-7,5), utilizdind ca materiale: sursd de calciu - hidroxid de
calciu (Ca(OH),), acid orthofosforic (H3;PO,) ca sursd de fosfor, si sulfat de ceriu
(Ce(S0O,),-4H,0) ca sursa de ceriu.

- 2) Analizele DRX, SEM, SEM-EDX si XPS confirma obtinerea de
hidroxiapatita simpla si substituitd, ionul de ceriu (IV) fiind incorporat cu succes in structura
hidoxiapatitei. De asemenea, imaginile SEM ne arata faptul ca ionul tetravalent de ceriu s-a
incorporat cu succes in structura hidroxiapatitei, obtindndu-se astfel un material poros,
alcatuit din particule micro- (diametrul porilor <2 nm) si macroporoase (2 - 10 nm). Aceasta
caracteristica poate fi utila in folosirea materialului ca si transportor de medicamente in
organism.

- 3) Astfel, analiza XPS ne arati reducerea unora dintre ionii Ce*" la Ce**, avand
loc o extindere lentd a retelei prin marirea parametrilor de retea a si c. Prin urmare,
rezultatele indica faptul ca ionii de ceriu (Ce* si Ce®") s-au dopat cu succes in reteaua
hidroxiapatitei in conditiile de sintezd ceea ce constituie un factor decisiv in rolul terapeutic
al materialului. lonul Ce® prezintd activititi antibacteriene, si joacd un rol important in
preventia unor boli, precum cancerul si boala Alzheimer.

- 4) Toate spectrele DRX prezintd linii de difractie caracteristice hidroxiapatitei,
conform standardelor si literaturii de specialitate. Faza majora, asa cum era de asteptat, este
hidroxiapatita, confirmatd prin comparatia cu datele obtinute prin JCPDS Data Card 09-
0432 (pentru hidroxiapatitd). Spectrele corespunzatoare probei HA-Ce-0 (Ce 0%) afiseaza
picuri bine definite si ascutite, in acord cu un grad ridicat de cristalinitate. Pe de alta parte,
spectrele probelor care contin atét calciu cat si ceriu prezinta in general picuri de difractie
mai largi, caracteristice unui grad redus de cristalinitate a probelor de hidroxiapatita
substituitd cu ceriu, insd cu particule micro- si mezoporoase, cu dimensiunea porilor
cuprinsa intre 1,5-1,8 nm si o suprafatd specifica cuprinsi in intervalul 140-170 m?%/g, asa
cum reiese din analiza Brunauer-Emmett-Teller (BET) a probelor.

- 5) Analiza FT-IR indica faptul ca nu exista diferente semnificative intre spectrul
hidroxiapatitei pure si cel al hidroxiapatitei substituita cu ceriu, fara sa existe numere de
unda mai mari sau mai mici. Spectrele FT-IR arata ca ionii de ceriu incorporati in reteaua de
hidroxiapatita implica o reducere a aciditatii de pe suprafata apatitica, respectiv o reducere a
gruparilor P-OH.

- 6) Spectroscopia de fluorescentd si spectroscopia UV-Vis ne prezintd
proprietatile optice ale probelor, demonstrdndu-ne existenta in structura hidroxiapatitei a
cuplului redox Ce** / Ce™.

- 7) Activitatea bacteriologica a probelor a fost studiatd pe tulpini de Escherichia
coli si  Staphylococcus aureus. In cazul probelor de hidroxiapatiti si hidroxiapatiti
substituita cu ceriu s-a utilizat ca metoda de testare, metoda difuzimetrica (testul Kirby
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Bauer Disk Diffusion). S-a demonstrat astfel ca gradul de dezvoltare microbiana scade odata
cu cresterea cantittii de ceriu din proba, comparativ cu proba martor al fiecarei bacterii. De
asemenea, se poate observa ca microorganismul gram-negativ Escherichia coli prezinta o
sensibilitate usor ridicata fatd de probele substituite cu ceriu comparativ cu microorganismul
gram-pozitiv Staphylococcus aureus. Datorita proprietatilor bioactive pe care le prezintd,
aceste nanopulberi pot fi considerate promitatoare in utilizarea lor ca si agenti antibacterieni.

Capitolul VI

OBTINEREA SI CARACTERIZAREA HIDROXIAPATITEI
SUBSTITUITA CU BISMUT

VIII.1. Introducere

De mai bine de un secol sarurile de bismut au fost folosite ca un remediu pentru
anumite maladii, cum ar fi tulburdrile gastro-intestinale, sifilis si hipertensiune (Marshall,
1991). Astazi, compusii cu bismut au doud utilizari medicale majore, ca si agent
antimicrobian si agent anticancerigen (Yang si colab., 2007). Compusii cu bismut, din cauza
radio-opacitatii lor, sunt, de asemenea, addugati la diverse implanturi osoase si dentare,
catetere si instrumente chirurgicale, in scopul de a le face detectabile/vizibile prin analiza de
raze X si tomografia computerizata (Stoltenberg si colab., 2007).

in literatura de specialitate disponibild, doar citeva studii sunt dedicate pentru
fosfati de calciu dopati cu ioni de bismut (Chen si colab., 2010; Webster si colab., 2004;
Shanmugam si colab., 2014). Prin urmare, in aceasta lucrare se prezintd sinteza de noi
nanopulberi de hidroxiapatita substituita cu bismut prin metoda chimica umeda, respectiv
prin reactii de co-precipitare. Au fost investigate si discutate efectele substitutiei ionului de
calciu cu ionul de bismut asupra morfologiei, puritatii, cristalinitatii, dimensiunii cristalitelor
si activitatea antibacteriana a pulberilor de hidroxiapatita substituitd cu bismut.

Principalele obiective urmarite in acest capitol au fost:

1) sinteza hidroxiapatitei nanometrice substituite cu bismut - au fost realizate
probe de hidroxiapatitd substituita cu 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% si 75% bismut
prin metoda co-precipitarii;

2) caracterizarea structural - morfologici a materialelor obtinute apeland la
metode si tehnici de analizd avansate si performante. Probele obtinute au fost caracterizate
fizico-chimic aplicand 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 (FT-IR) pentru evidentierea
principalelor grupari functionale din structura apatitica;

- microscopie electronicd cu baleiaj cuplatd cu spectroscopia de raze X prin
dispersie de energie (SEM-EDX) pentru stabilirea morfologiei cristalelor de hidroxiapatita
substituitd cu bismut;

-Spectroscopia fotoelectronica de raze X (XPS) a fost utilizata pentru a determina
starea de oxidare a ionilor de bismut in probele de hidroxiapatita substituitd cu bismut.

3) caracterizarea bacteriologicd a probelor obtinute - s-a testat activitatea
bacteriologica a probelor de hidroxiapatita substituitd cu ceriu pe bacteriile gram-pozitiv
Staphylococcus aureus si gram-negativ Escherichia coli.
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VI11.2. Sinteza hidroxiapatitei substituite cu Bi (111)

VIIL.2.1. Protocolul experimental de obtinere a hidroxiapatitei
substituite cu bismut (BiHA)

Hidroxiapatita substituitd cu bismut a fost obtinutd prin metoda precipitérii, T
mod asemédndtor ca si sinteza hidroxiapatitei. S-a mentinut raportul Ca+Bi / P = 1,67,
precum si parametrii de sinteza. S-au realizat probe de hidroxiapatitd substituitd cu 1%, 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 50% si 75% bismut.

Astfel, ca materii prime s-au folosit Ca(OH), (sursa de Ca*"), HsPO, (sursa de
PO,%) si Bi(NO3)35H,O (sursa de bismut). Au fost realizate probe de hidroxiapatitd
substituitd cu 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 50% si 75% bismut.

Procedeul de lucru:

Se prepard solutia A - se cantareste Bi(NOs3)3-5H,0 la balanta analitica si se pune
intr-un pahar Berzelius cu 100 ml apa bidistilati. Solutia se lasd la agitat pana cand se
disperseaza complet. Peste solutia de bismut se adaugda Ca(OH),, cantarit de asemenea la
balanta analitica.

Solutia B reprezintd solutia de H3PO,, de concentratie 0,1 M - se masoara cu o
pipetd un volum de 6,29 ml HsPO,4 concentrat, se transferd intr-un flacon cotat de 100 ml si
se aduce la cota cu apa bidistilata.

in momentul in care solutia A ajunge la temperatura de 60 °C, se adaugi prin
picurare solutia B, iar pH-ul solutiei este mentinut >10 cu NaOH de concentratie 10M. Dupa
adaugarea solutiei B, proba se lasa la aceastd temperatura timp de 5 h, sub agitare continua.
Se lasd apoi la maturat 24 h, dupa care, proba astfel obtinuta, se filtreaza la vid si se spald cu
api bidistilatd, apoi este supusi procesului de uscare la etuvi, la temperatura de 90 °C timp
de 24 de ore.

in timpul sintezei are loc urmitoarea reactie:

2+ 3+ 3- - .
(10-x)Ca™ +xBi" +6PO, +20H TCalo_Xle(PO4)6(OH)2ﬁ (0=sx<10) VI

VI11.2.2. Metode de caracterizare a pulberii de hidroxiapatita
substituitd cu bismut

Materialele obtinute in cercetarile efectuate au fost caracterizate din punct de
vedere structural, morfologic si compozitional prin urmatoarele tehnici de analiza:

- microscopie electronica cu baleiaj (SEM) cuplata cu spectroscopie de raze X prin
dispersie de energie (EDX);

- analiza prin difractie de raze X (DRX);

- spectroscopie in infrarosu (FTIR);

- spectroscopie fotoelectronica cu raze X (XPS);

- spectroscopie de fluorescenta;

- spectroscopie UV-Vis.

Morfologia probelor a fost studiatd prin microscopie electronica de baleiaj (SEM)
cuplata cu spectroscopia de dispersie de energie cu raze X (EDX) cu microscop 3D
QUANTA 200.
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Pulverizarea cu aur a fost folosita pentru a realiza suprafetele de acoperire
conductoare pentru investigatiile SEM. Valenta chimica a ceriului pe structura
hidroxiapatitei a fost evaluata prin spectroscopie fotoelectronica cu raze X (XPS) folosind
un spectrometru PHI VersaProbe - 5000 photoelectron (@ ULVAC - PHI , INC) cu un
analizor de energie semisferica (0,85 eV rezolutia energiei de legdturd). Un radiatie
monocromaticd Al Ka de raze X (h [ = 1486,7 eV) a fost utilizatd ca sursd de excitatie.
Compozitia chimica a fiecdrei probe a fost analizata utilizind o combinatie intre analizele
XPS si SEM / EDX.

Cu aceste metode au fost determinate continutul de Ca, P si Bi din esantioane, din
care s-au calculat rapoartele atomice Ca / P si Bi + Ca / P. Spectrele FT-IR ale probelor au
fost realizate prin metoda KBr folosind un spectrofotometru Digilab SCIMITAR - SERIES.

VIIL.3. Mecanismul de substitutie

Tnlocuirea ionului Ca®* cu alti cationi din reteaua cristalin a hidroxiapatitei induce
schimbari in proprietatile acesteia care pot fi legate de raza ionicd, electronegativitatea si
incdrcitura efectiva a cationului de substituire in comparatie cu cele ale ionului Ca®*. Suzuki
si colab. au studiat hidroxiapatita ca schimbatori de cationi anorganici si au tras concluzia ca
acei cationi care au valori ridicate ale electronegativitatatii si a razelor ionice in intervalul
0,9-1,3 A sunt mai susceptibili de a fi eliminati din structura hidroxiapatitei.

Structura hidroxiapatitei cuprinde aproximativ 40% din atomii de calciu in pozitia
Ca(1) si aproximativ 60% din atomii de calciu aflati in pozitia Ca(2) (Elliot, 1994). Cele
doud pozitii de Ca din apatitd pot oferi alte medii stereochimice si sunt capabile sa
primeascd o varietate de cationi ca substituenti (Fleet si colab., 2000). Teoretic, s-ar putea
crede ca fonii straini mai mari decét ionii Ca* ar Tnlocui in primul rand siturile Ca(1) in timp
ce cele mai mici s-ar substitui preferential pentru atomii din pozitia Ca(2).

Unele cercetari referitoare la substitutia calciului din structura hidroxiapatitei au
aratat de asemenea ca exista o preferintd in ceea ce priveste locul de substitutie a cationului
in functie de sarcina electrica. S-a constatat cd ionul cu o sarcina electricd mai micad decat
calciu ocupa in principal pozitia atomilor Ca(1), in timp ce ionul cu o sarcind electricd mai
mare ocupa mai compact pozitia atomilor Ca(2) (Getman si colab., 2011).

Tncorporarea ionului Bi** in structura hidroxiapatitei este favorabild atunci cdnd
diferenta dintre razele ionice este micd, apropiatd de raza ionici a ionului Ca®*. Potrivit lui
Shannon (1976) razele ionice efective ale ionului Ca®* pentru numarul de coordinare sapte si
noud sunt de 1,06 A, respectiv 1,18 A. Pentru Bi®" razele ionice sunt de 1,03 A si 1,17 A
pentru numarul de coordinare sase, respectiv opt. Avand dimensiuni comparabile, ionii Bi**
pot substitui ionii de Ca®* in timpul procesului de sintetizare.

De asemenea, pentru ci ionii Bi** cat au sarcini pozitive mai mari decét ionii Ca?*
este necesard o substitutie cuplata pentru a mentine echilibrul de sarcind. Mai multe studii au
aratat ca cationii trivalenti pot substitui ionii de Ca printr-un mecanism deficitar de Ca
precum locurile vacante (Baumer si colab., 1983). Astfel, compensarea locala a sarcinii in
hidroxiapatitd dopata cu bismut poate fi mentinuta prin urmatoarele substitutii cuplate (O
reprezintd post vacant de oxigen):

a2 3++ O VIIIL.2

3Ca“" & 2Bi
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Luand in considerare observatiile de mai sus, studiul de fatd are drept scop
obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei substituitd cu bismut folosind azotat de bismut
pentahidrat Bi(NO3)3-5H,0, ca o sursi de bismut in stare trivalentd (Bi*"). Prin efectuarea
analizelor DRX, SEM-EDX si analiza XPS am dorit si demonstrez ca ionii Bi®" sunt
prezenti in apatita substituita.

VIII.4. Caracterizarea structurald si morfologicd pulberii de
hidroxiapatita substituita cu bismut

VIIL.4.1. Compozitia chimica a probelor studiate

Analiza SEM-EDX a fost folositd pentru a determina compozitia suprafetei
elementelor existente in probele de hidroxiapatita substituitd cu bismut. Toate probele contin
calciu sau / si bismut, fosfor, oxigen si hidrogen in anumite proportii, fara a fi detectate alte
elemente n probe.

Prin analiza SEM-EDX s-a obtinut masa fractiilor a diferitelor elemente din
bismut-hidroxiapatita, pe baza carora s-a calculat raportul atomic prezentat in tabelul VI11.2.

Tabelul VIII1.2. Rapoartele atomice din solutiile sintetizate si din produsul final calcinat la

800 °C
In solutiile sintetizate In solutiile finale
Bi Bi+Ca ancentra;i_a Bi Bi+Ca ancentraga
Proba bismutului - bismutului
Bi+Ca P (%) Bi+Ca P (%)
HA-Bi-0 0 1,677 0 0 1,673 0
HA-Bi-5 0,05 1,677 5 0,0498 1,666 4,98
HA-Bi-10 0,10 1,677 10 0,0933 1,660 9,33
HA-Bi-15 0,15 1,677 15 0,1449 1,671 14,49
HA-Bi-25 0.25 1,677 25 0,2443 1,683 24,43

Tabelul VIII.2 prezintd rapoartele atomice Bi/( Bi+Ca) (Xg;) in solutia sintetizata
si in produsul final. Valorile Xg; Tn particulele finale sunt foarte apropiate de valorile Xg; din
solutie pentru toate probele cu bismut. Acest rezultat indicd faptul ca ionii de bismut
adaugati in timpul sintezei s-au Tncorporat cu succes n particulele de hidroxiapatita.

14 CaK @ 1.24 CakK ®
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3 ) ] Figura VI11.2.
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@ 08 ris Spectrele EDX ale
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Figura VIII.2 prezintad spectrele EDX a probelor HA-Bi-0 si HA-BI-25, iar pentru
ultima proba sunt evidentiate picurile caracteristice ionului de bismut.

Continutul in bismut din probele BiHA creste odata cu concentratia bismutului din
solutiile precursoare, in concordanta cu incorporarea cantitativa a bismutului in faza solida.
Acest lucru sugereaza ca are loc un proces favorabil de schimb ionic intre ionii de bismut si
hidroxiapatita.

Substitutia izomorfa Ca<»Bi nu afecteazd semnificativ structura probelor BiHA
asa cum poate fi dedus din rapoartele atomice (Bi+Ca)/P si care presupune o valoare medie
foarte apropiatd de valoarea stoechiometrica 1,67, independenta de continutul de Ca si Bi.

VI111.4.2. Morfologia cristalului

Toate probele de apatitd nanometrica prezintd forme sferice si aglomerare cu
micropori intergranulari, asa cum se aratd micrografii SEM 1in figura VIII.3. Continutul de
Bi din apatitd nu conduce la modificari semnificative in morfologia hidroxiapatitei, dar
existd o aglomerare mai mare. O posibila explicatie a comportamentului de aglomerare este
datd de proprietdtile de suprafatd asociate cu cristale nanometrice, care Impreund provoaca
un manunchi, dupa cum se observa in figura VIIL.3.

Figura VI11.3. Imagini SEM
ale probelor calcinate HA-Bi-0

Fiades g @),
HA-BI-5 (b),
HA-Bi-15 (c) si
HA-Bi-25 (d)

i
<

200 nmiy 200 nm

Atunci cand probele sunt calcinate la temperaturi ridicate (800 °C), pentru a creste
stabilitatea termica si chimica, particulele au tendinta de a sinteriza sub forma de aglomerate
(Bernache-Assollant si colab., 2003). Toate probele prezinta aceeasi morfologie. Imaginile
SEM releva o scddere a dimensiunii particulelor de la aproximativ 51 nm (HA-Bi-0 proba)
la 28 nm (HA-BIi-25 esantion) cu cresterea continutului de Bi, in acord cu datele XRD.

In ceea ce priveste proprietitile optice, probele necalcinate erau albe (figura
VIIL.4). Culoarea probelor a fost afectatdi dupd calcinarea lor la 800 °C. Astfel,
hidroxiapatita purd (HA-BIi-0) capata culoarea albastra, in timp ce culoarea galbena a fost
observatd pentru probele de hidroxiapatitd substituitd cu bismut, care ar putea constitui
cationii Bi** (in stare f,, galben) (figura V111.4). Intensitatea de culoare variaza proportional
cu concentratiile de dopaj. Aceste observatii optice pot fi corelate cu rezultatele XPS
corespunzitoare care a relevat ca cationii Bi** (in stare f,, galben) existd la suprafata
probelor.
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probe necalcinate

Figura VI11.4. Imagini optice
ale probelor

de hidroxiapatitd calcinata si
necalcinati

VI11.4.3. Structura cristalului

Compozitia fazei, parametrii de retea, gradul de cristalinitate si dimensiunea
cristalelor au fost determinate prin analize DRX si rezultatele obtinute sunt prezentate in
figura VIILS5 si tabelul VIII.3. Difractogramele din figura VIIL.5 sunt in concordanta cu faza
hexagonald a hidroxiapatiteti (P63 / m) (JCPDS card de date 09-0432) si nici unul dintre
modelele afisate nu prezinta varfuri suplimentare, ceea ce indica faptul ca toate probele
prezinta ca faza unicd hidroxiapatita. Comparativ cu hidroxiapatita purd, toate probele de
hidroxiapatitd substituitd cu bismut au ardtat varfuri comparabile fard schimbarea
semnificativa a pozitiilor de varf, indiferent de concentratiile de substitutie. Aceasta
sugereaza cd procesul de schimb ionic nu a modificat semnificativ structura hidroxiapatitei.

HA-Bi-25
] 4 h s HA-Bi-15

3 Figura VIII.5.

% Spectrele DRX pentru probele
- HA-Bi-10 . . o

k| de hidroxiapatita

g si hidroxiapatitd substituitd cu
£ HA-Bi-S bismut

20 25 30 35 10 45 50 55 60
Unghi 20 (Grad)

Spectrele DRX ale probelor de hidroxiapatitd substituitd cu bismut prezinta
picurile mai largi si mai putin intense comparativ cu hidroxiapatita purd (HA-Bi-0). Acestea
indicd scaderea de cristalinitate odatd cu cresterea continutului de bismut (tabelul VIIL3),

42



care ar putea fi atribuite la diferite mecanisme de compensare a sarcinii pentru Tnlocuirea
izomorfa a ijonilor de Ca®" cu ioni de Bi*. Cristalinitatea scizutd a probelor de
hidroxiapatita substituitd cu bismut poate duce in continuare la o solubilitate crescuta,
contribuind astfel la eliberarea locald de ioni de bismut, care pot imbunatati la randul sau,
biodegradabilitatea si proprietatile antibacteriene (Chen, 2010).

De asemenea, varfurile largi aratd ca particulele de hidroxiapatita sunt de
dimensiuni nanometrice. Dimensiunea medie a cristalelor de hidroxiapatita purd (HA-Bi-0)
estimatd folosind ecuatia Scherrer a fost de 58,32 nm si pentru pulberile de hidroxiapatita
substituitd cu bismut a fost mai mic de 51 nm (tabelul VIIL3). Pentru toate probele dopate
cu bismut, s-a observat o scadere in dimensiune a cristalelor odaté cu cresterea continutului
de bismut, Tn acord cu imaginile SEM.

Valorile parametrilor a si ¢ au fost obtinute de la varfurile picurilor
corespunzatoare planelor (002) si (211), care sunt bine rezolvate si nu prezintd interferente.
Tn cazul substituirii cu Bi®* in structura apatitica, datorita similitudinilor dintre razele ionice
ale ionilor Ca®* si Bi*" nu existd nici o schimbare in reteaua cristalini, desi diferenta de
valenta cauzatd de aceastad inlocuire necesita o crestere in sarcind negativa pentru a mentine
sarcina de echilibru. Acest lucru se realizeaza prin formarea de locuri vacante de calciu pe
sit-urile de cationi. Dupa cum se poate vedea in tabelul VIIL.3, valorile parametrilor de retea
si a volumului cristalelor din probele de hidroxiapatita substituita sunt foarte apropiate cu
cele ale probei de hidroxiapatitd purd. Cu toate acestea, se observda o crestere lentd a
parametrilor de retea si a volumului de cristal odata cu cresterea continutului de bismut.

Tabelul VII1.3. Gradul de cristalinitate (X¢), marimea cristalelor (D), volumul celulei
elementare (V), parametrii de retea (a si ¢) a probelor calcinate de HA si BiHA obtinute din
spectrele DRX

Proba D (nm) Xc (%) V (A% a (A) c(A)
HA-Bi-0 58,32 99,78 1605,77 9,5271 6,8333
HA-Bi-5 51,01 92,75 1616,90 9,5297 6,8769

HA-BIi-10 44,19 90,97 1627,17 9,5514 6,8892
HA-Bi-15 42,60 88,95 1629,46 9,5597 6,8869
HA-Bi-25 36,02 84,16 1632,34 9,5623 6,8953

VIIIL.4.4. Valenta chimica a ionului de bismut in produsii finali

Analiza XPS a fost aplicatd pentru a studia starea suprafetei chimice a
hidroxiapatitei simple si a hidroxiapatitei substituitd cu bismut, rezultatele prezentand
dovada pentru doparea cu succes a ionilor de bismut Tn structura hidroxiapatitei. Astfel,
figura VIIL.6 prezintd spectrul XPS al probei HA-Bi-25 pentru intervalul energiei de
legatura 0-1200 eV. Se poate observa ca energia de legitura a bismutului (regiunea 4f, 150-
170 eV), Ca (2p, 344 eV), O (1s, 528 eV) si P (2p, 135 eV) sunt detectate in probe. Varful la
nivel de bazi P 2p situat la 135 eV este atribuit legturii P-O Tn mediul chimic PO,* (Chung
si colab., 2003).
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Semnalul carbonului C 1s (287 eV) se datoreaza carbonului utilizat ca referinta
internd. Nu sunt evidentiate alte impuritati in probe, fiind o bund concordantd cu datele

DRX. Prin urmare, datele XPS demonstreaza ca reteaua hidroxiapatitei contine ioni de
bismut Bi**.

VI111.4.5. Spectroscopie Tn IR cu transformata Fourier (FT-IR)

Spectrele FT-IR ale probelor analizate Tn cadrul acestui studiu s-au Tnregistrat cu
un spectrofotometru SPECTRUM BX Il / PerkinElmer, parametrii de lucru fiind:
rezolutia de scanare de 0,8 cm™, viteza de scanare de 0,1 - 1,5 cm/s, regiunea de frecvente
cuprinsa intre 400 — 4,000 cm™,

O cantitate mica de pulbere a fost amestecatd cu bromura de potasiu (KBr) si apoi
presata in discuri de masurare.

Spectrele FT-IR obtinute pentru hidroxiapatita purd si pulberi de hidroxiapatita
substituitd cu bismut sunt date in figura VIIL.7.

Figura VIIIL.7.
Spectre FT-IR ale probelor de
hidroxiapatita pura
si hidroxiapatita substituitd cu
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Aceste spectre oferd o serie de detalii spectrale ce demonstreazd formarea
hidroxiapatitei (Guo si colab., 2009). Spectrul de hidroxiapatita pura (HA-Bi-0) aratd
benzile de la 1093, 1028 si 962 cm™ ca urmare a modului de intindere a legiturii P-O, in
timp ce benzile de la 601, 567 si 472 cm™ sunt datorate modului de intindere a legaturii O-P-
0. Benzile de la 2146-1996 cm™ sunt atribuite grupérii fosfat PO, In structura apatitica se
observa o concentratie semnificativa de grupe OH™ din intensitatea benzilor existente la 3572
si 632 cm™. Benzile de apa moleculare si adsorbite sunt, de asemenea, observate la 1654 si
3446 cm™ (ca o banda larga).

Se observa faptul ca in cazul probelor ce contin bismut intensitatea acestor picuri
este mai micd, fapt ce denotd o scddere a gradului de cristalinitate a pulberii apatitice.
Modificarea profilului acestor linii indicd o schimbare a raportului dintre fazele cristaline si
amorfe. Probele de hidroxiapatitd substituitdi cu bismut aratd structuri similare cu
hidroxiapatita purd. Cu toate acestea, se poate observa ca varfurile picurilor ce apartin
legaturilor O-H si P-O descresc treptat cu cresterea cantitatii de bismut in reteaua apatitica.

Astfel, in figura VIIL.7 se poate observa ca intensitatea la lungimea de unda 3572
cm? atribuitd benzii gruparii OH™ scade fara schimbéri in numarul de unda. Prin urmare,
aciditatea de la suprafata gruparilor P-OH a fost redusa prin inlocuirea ionilor Ca® cu ioni
de Bi*". Slabirea benzii OH" ar putea fi cauzatd de ruperea echilibrului sarcinii electrice in
reteaua apatitica datorita substituirii ionilor Ca®* cu ioni de Bi**. Pentru a compensa aceste
sarcini pozitive, gruparea OH™ ar putea fi transformati in 0%, asa cum este sugerat de citre
Serret si colab. (2000).

Din analizele FT-IR, SEM-EDX, XPS si DRX poate fi trasd concluzia ca ionii
Bi*" sunt dopati in reteaua de hidroxiapatita. Rezultatele experimentale aratd ca dopajul cu
bismut afecteaza intr-o maniera lenta cristalinitatea hidroxiapatitei, dimensiunea cristalelor,
proprietatile texturale si de suprafata.

VII1.4.6. Spectroscopia de fluorescenta

Datoritd numarului mare de posibile stari de valenta, interactiunea puternica cu
reteaua din jur si, in unele cazuri, formarea de grup, ca dopant In matrici anorganice, ionul
de bismut prezintd o varietate larga de proprietati optoelectronice si aplicatii potentiale. De
exemplu, (1), cei mai multi compusi traditionali din sticla care contin Bi au fost cercetati
pand in prezent datoritd potentialului lor pentru amplificatoare de banda largd si lasere
acordabile (Hughes si colab., 2009); (2) luminiscentd multicolora de la albastru-verde,
portocaliu, rosu, alb si in regiunea NIR pot fi observate la toate tipurile de sticle anorganice
dopate cu bismut (Zhou si colab., 2009); (3) proprietitile luminiscente ale ionilor Bi®" si
Bi*" au fost intens investigate in diferite retele gazda.

in ceea ce priveste proprietitile optice ale probelor de hidroxiapatiti simpla si
hidroxiapatitd substituitd cu bismut in diferite proportii, figura VIIL.8, ne arata faptul ca
odatd cu cresterea cantitatii de bismut din proba are loc o scadere a intensitétii semnalelor
optice
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VI111.4.7. Caracterizarea texturala si proprietatile suprafetei specifice

Proprietatile suprafetei specifice a probelor BiHA au fost determinate prin metoda
Brunauer-Emmett-Teller (BET), ecuatia izotermei de adsorbtic N, si rezultatele sunt
prezentate in tabelul V111.4.

Tabelul VII1.4. Proprietatile suprafetei specifice a probelor calcinate BiIHA

Suprafata Suprafata Volumul total al Dimensiunea
Proba specifica externd porilor porilor
(m*/g) (m*/g) (cm*/g) (hm)
HA-Bi-0 139,365 45,454 0,098 1,181
HA-Bi-5 24,866 17,533 0,048 1,645
HA-BI-10 21,698 14,967 0,041 2,064
HA-Bi-15 20,008 14,423 0,033 1,542
HA-Bi-25 12,003 8,58 0,021 2,180

Figura VIIL.8 rezuma rezultatele adsorbtiei N, si distributia porilor caracteristice
pentru probele HA-Bi-0 si HA-Bi-15 calcinate la 800 °C. Conform clasificirii [UPAC toate
probele arata o izoterma de adsorbtie de tip IV cu o curba histerezis H1, demonstrand astfel
proprietati tipice pentru materiale mezoporoase.

Distributia Barrett-Joyner-Halenda (BJH) indica o textura micro (diametrul porilor
<2 nm) si mezoporoasa (2 - 10 nm) pentru ambele probe. Rezultatele aratd ca doparea cu
ioni de bismut nu a modificat structura hidroxiapatitei, in ceea ce priveste textura de baza a
porilor, si anume textura mezoporoasa.

Analiza BET coreleaza foarte bine rezultatele cu rapoartele atomice Xg; ale
probelor dopate. S-a observat o sciddere a suprafetei probelor BiHA odata cu cresterea
cantitatii de bismut adaugata in proba, precum si o scadere a volumului total al porilor.
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Figura VI11.4. Izoterma BET si distributia porilor a probelor calcinate la 800 °C HA-Bi-0
(a) si HA-BIi-15(b)

VIIL4.8. Caracterizarea bacteriologica a materialelor

in literatura de specialitate existd foarte putine lucrdri consacrate proprietatilor
antibacteriene ale ionilor de bismut si utilizarea lor in ingineria biomaterialelor. Astfel,
numai Shanmugam si Gopal (2014) au sintetizat hidroxiapatita ce contine atit Bi%, cét si
ionii monovalenti (Na*, K", Ag"), aritind ci aceste biomateriale dopate au o capacitate
antibacteriana ridicatda impotriva tulpinilor Escherichia coli, Staphylococcus aureus si
Candida albicans.

in studiul nostru, proprietitile antibacteriene ale hidroxiapatitei pure si ale
nanopulberilor de hidroxiapatitd substituitd cu bismut au fost demonstrate prin metoda
zonei de inhibare impotriva bacteriilor Escherichia coli (bacterii gram negative) si
Staphylococcus aureus (bacterii gram-pozitive), iar rezultatele au fost prezentate in figurile
VIILY9, VIIL.10 si VIIL.11.

Dupa cum arata figura VIIL.9, nivelul cresterii microbiene a ambelor bacterii
variazd in mod diferit cu cresterea cantitatii de Bi in probele dopate cu bismut, comparativ
cu proba purd de hidroxiapatita. Bacteria Escherichia coli are o sensibilitate mare la probele
substituite cu Bi Tn timp ce bacteria Staphylococcus aureus are o sensibilitate mai mare la
proba pura de hidroxiapatita.
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Dupa 24 ore de incubare, activitatea de inhibare antibacteriana impotriva tulpinii
Escherichia coli creste odatd cu cresterea concentratiei de bismut in hidroxiapatitd, iar
activitatea antibacteriand maxima este observata pentru proba HA-Bi-50. Pe de alta parte, o
crestere a activitatii antibacteriene pentru nanopulberile de hidroxiapatitd substituitd cu
bismut se observa pentru Staphylococcus aureus, dar nu la fel de puternic ca si pentru
Escherichia coli. Aceste rezultate demonstreaza ca pulberile de hidroxiapatitd substituite cu
bismut sunt mai eficiente impotriva bacteriilor gram-negative decét bacteriile gram-pozitive.
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Astfel, proprietatea antibacteriand impotriva Escherichia coli este imbunatitita
dupi ce ionii de Ca®* sunt substituiti cu ionii Bi** in structura de hidroxiapatitd. Aceasta se
poate datora unei solubilitati mai mari a probelor de hidroxiapatita substituita cu bismut
decat cea a hidroxiapatitei pure, astfel mai multi ioni de Bi sunt eliberati pentru a inhiba
existenta bacteriilor testate.

Figura VII1.10.
Testarea activitatii
bacteriologice a
biocompozitelor studiate pe
tulpini de Escherichia coli:
A) Martor; B) HA,;

C) HA-Bi-10;

D) HA-Bi-20; E) HA-Bi-50
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Figura VII1.11.
Testarea activitatii
bacteriologice a
biocompozitelor studiate pe
tulpini de Staphylococcus
aureus:

A) Martor; B) HA; C) HA-Bi-
10; D) HA-Bi-20;

E) HA-Bi-50

De asemenea, activitatea antibacteriana de inhibare mai mare impotriva tulpinilor
bacteriene gram-negative pentru probe de hidroxiapatitd substituitd cu bismut aratd ci
cresterea concentratiei de Bi poate induce o sarcind de suprafatd pozitivd pentru
nanoparticule apatitad. Avand in vedere rezultatele obtinute, se poate spune ca nanopulberile
de hidroxiapatita substituitd cu bismut pot fi agenti antimicrobieni promitatori datoritd
proprietatilor lor bioactive in special impotriva bacteriilor gram-negative.

in final, caracterizarea completi a acestor biomateriale ar necesita evaluarea
bioactivitatatii (prin estimarea capacitatii lor de a stimula depunerea de hidroxiapatita pe
suprafata lor) si biocompatibilitatea (prin proliferarea celulelor testare si supravietuire).

VI11.5. Concluzii:

Tn cadrul acestui capitol s-a urmdrit obtinerea si caracterizarea hidroxiapatitei
substituite cu bismut sub formd de pulbere cristalind si de puritate ridicatd, aplicand
metoda precipitarii chimice din solutie. Tindnd cont de rezultatele obtinute se pot trage
urmatoarele concluzii:

- 1) Metoda bazata pe reactii de precipitare a fost folositd cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatitd si hidroxiapatita substituita cu
bismut (Ca,(-Bix(PO4)s(OH),, x = 0-7,5). S-au utilizat ca materii prime: hidroxid de calciu
(Ca(OH),) ca sursd de calciu; acid orthofosforic (HsPOy4) ca sursda de fosfor si azotat de
bismut (Bi(NO3)3-5H,0) ca sursa de bismut.

- 2) Analizele XPS, SEM-EDX, FTIR confirma obtinerea de hidroxiapatitda simpla
si substituitd, ionul de bismut (Bi*") fiind Tncorporat cu succes in structura hidroxiapatitei.
Produsele finale sunt formate din agregate sferice formate din nanoparticule cu o
dimensiune de aproximativ 30-55 nm. Avand in vedere cresterea continutului de bismut
cristalele devin din ce in ce mai mici si formeaza aglomerate datorita efectului de marime.
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- 3) Toate spectrele XRD prezintd linii de difractie caracteristice hidroxiapatitei,
conform standardelor si literaturii de specialitate. Faza majora, asa cum era de asteptat, este
hidroxiapatita, confirmata prin comparatia cu datele obtinute prin JCPDS Data Card 09-
0432 (pentru hidroxiapatitd). Pe de altd parte, spectrele probelor care contin atat calciu cat si
bismut prezintd in general picuri de difractie mai largi, caracteristice unui grad redus de
cristalinitate a probelor de hidroxiapatitd substituitd cu bismut, insa fara schimbari majore in
structura cristalului.

- 4) Spectrele FTIR demonstreaza mentinerea structurii de baza, hidroxiapatita,
spectrele FTIR aratd ca ionii de bismut incorporati in reteaua de hidroxiapatita reduce
aciditatea de la suprafata gruparilor P-OH.

- 5) Activitatea bacteriologicd a biocompozitelor a fost studiata pe tulpini de
Escherichia coli si  Staphylococcus aureus. in cazul probelor de hidroxiapatita si
hidroxiapatita substituitd cu bismut s-a utilizat ca metoda de testare, metoda difuzimetrica
(testul Kirby Bauer Disk Diffusion). S-a demonstrat astfel cd gradul de dezvoltare
microbiand scade odatd cu cresterea cantititii de bismut din proba, comparativ cu proba
martor al fiecarei bacterii. De asemenea, se poate observa cd bacteria gram-negativa
Escherichia coli prezinta o sensibilitate usor ridicata fatd de probele substituite cu bismut,
iar bacteria gram-pozitiva Staphylococcus aureus prezintd o sensibilitate mai mare fatd de
proba de hidroxiapatita simpla.

Capitolul IX

MATRICI POROASE PE BAZA DE HIDROXIAPATITA SI
ACETAT DE CELULOZA

IX.1. Protocolul experimental de obtinere a biocompozitelor

IX.1.1. Obtinerea materialului poros din acetat de celuloza

O matrice poroasa serveste si actioneaza ca suport fizic si regulator insolubil al
activitdtii biologice, afectdnd migrarea, contractia si diviziunea celulelor. Asemenea matrici
se aplicd in medicind ca material hemostatic si material de protectie pentru rani, schelet in
ingineria tisulard, sisteme de eliberare predictibila si indelungata a celulelor, proteinelor,
acizilor nucleici si medicamentelor, accelerand legarea si cresterea celulelor si tesuturilor.

Matricile pe baza de acetat de celuloza au fost obtinute prin procedeul turnarii,
metoda favorabila obtinerii de membrane poroase cu aplicatii multiple in medicina.

in studiul de fata s-au utilizat o serie de reactivi / materii prime pentru obtinerea
membranelor poroase dupd cum urmeaza:

Acetat de celuloza (AC)
Pulbere de hidroxiapatitd (HA)
Nistatind (Nys)

Acetond

Apa bidistilata.
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Figura IX.3.Turnarea filmului de acetat Figura IX.4. Filmul uscat de acetat de
de celuloza celuloza

Filmul a fost turnat in vas Petri (figura IX.3) si lasat timp de o ord, dupa care
membrana obtinutd s-a imersat in apa rece pana s-a desprins de vasul Petri.

Pentru prepararea membranei de acetat de celuloza s-au cantarit 1,5 g de acetat de
celulozi care au fost dizolvate in 13,5 ml acetona.

Amestecul a fost pus sub tare mecanica timp de o ora.

S-a obtinut o membrand poroasa cu dimensiunile porilor de diferite marimi, cu o
porozitate controlatd, care s-a uscat la 38 °C in etuva pand masa a ramas constanta (figura
1X.4).

1X.1.2. Obtinerea compozitelor acetat de celuloza / hidroxiapatita

Membrana de tip acetat de celuloza - hidroxiapatita a fost preparatd conform
urmatoarei proceduri: s-au cantarit 1,5 g acetat de celuloza care au fost dizolvate in 13,5 ml
acetond. Amestecul a fost pus sub agitare mecanicd timp de o ord. Dupd expirarea timpului
s-au adaugat 0,5 g hidroxiapatitd peste solutia de acetat de celuloza si s-a continuat agitarea
pana amestecul s-a omogenizat.

Figura IX.5. Figura IX.6.
Turnarea filmului de acetat de Filmul uscat de acetat de
celuloza si hidroxiapatitd celuloza si hidroxiapatitd
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Filmul a fost apoi turnat intr-o cutie Petri (figura IX.5) si lasat timp de o ord, dupa
care membrana obtinutd a fost imersatd in apd rece pand s-a desprins de cutia Petri.
Scaffold-ul acetat de celuloza - hidroxiapatita a fost uscat in etuva la 38 °C pana cdnd masa a
ramas constanta (figura IX.6).

S-a obtinut un scafold cu o porozitate suficientd pentru a sprijini activitatile
biologice, cu o interconectivitate ridicata intre pori si cu o rezistentd mecanica si o degradare
corespunzatoare.

1X.1.3.0btinerea compozitelor acetat de celulozi/nistatina

Legarea chimica a moleculelor active pe polimeri sau pe matrici polimerice se
face prin metoda grefarii de principii active pe structuri macromoleculare functionalizate.

in studiul de fatd metoda de inglobare a medicamentului s-a ales astfel incét si
satisfacd cerintele structurale si de functionalitate impuse de scopul propus, conditiile de
puritate si de reproductibilitate si conditiile tehnologice de realizare.

in studiul de fati pentru grefarea membranelor poroase cu principiu activ s-a
utilizat Nistatina datorita proprietatilor sale antifungice.

Nistatina este un antibiotic polienic ce interfera (prin legarea sterolilor, in
principal a ergosterolului)cu permeabilitatea membranei celulare a fungilor sensibili. Are o
actiune fungistatica sau fungicidd in functie de concentratie. Pentru prepararea membranei
acetat de celuloza-nistatina s-au pregitit solutiile de acetat de celuloza si Nistatina.

Cele doua solutii se amesteca si se agita pana cand masa devine constanta.

Dupa acest moment amestecul a fost turnat in cutia Petri (figura IX.8) si lasat timp
de o ora, dupa care scafold-ul obtinut s-a imersat in apa rece pana s-a desprins de pe cutia
Petri. Membrana a fost uscata in etuva la 38 °C pana masa a rimas constanta (figura IX.9).

Figura IX.7. Figura 1X.8. Figura 1X.9.
Solutia de nistatina Turnarea filmului Filmul uscat de
-acetona de acetat de acetat de celuloza
celuloza si nistatind si nistatina

1X.1.4. Obtinerea compozitelor acetat de celulozia / hidroxiapatita /
nistatina

Prepararea membranei acetat de celulozd-hidroxiapatita-nistatind a avut loc in
doua etape:
- 1) In prima etapa a fost preparatdi membrana poroasd acetat de celuloza-hidroxiapatita
astfel:
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S-au cantarit 1,5 g acetat de celuloza care au fost dizolvate in 13,5 ml acetona si puse sub
agitare mecanicd timp de ora. Dupa expirarea timpului s-au adaugat 0,5 g hidroxiapatita si s-
a omogenizat prin agitare mecanica timp de o ora.
- 2) A doua etapd presupune incorporarea nistatinei in matricea poroasa: s-a preparat solutia
de Nistatina astfel: s-au cantarit 0,45 g Nistatind care au fost dizolvate in 1,5 ml acetona.
Solutia de Nistatina s-a amestecat cu solutia de acetat de celuloza — hidroxiapatita si puse
sub agitare timp de 3 ore.

Dupa expirarea timpului amestecul s-a turnat in sticla Petri (figura IX.10) si lasat
timp de o ora, dupa care membrana obtinuta a fost imersata in apa rece pana s-a desprins din
cutia Petri.

Figura 1X.10. Turnarea Figura 1X.11.Filmul uscat de
filmului de acetat de celuloza, acetat de celuloza,
hidroxiapatita si nistatind hidroxiapatita si nistatina

Membrana a fost uscata in etuva la 38 °C pand cand masa a rimas constantd (figura IX.11).
IX.2. Caracterizarea biocompozitelor pe baza de acetat de celuloza

Obtinerea si caracterizarea biocompozitelor pe baza de acetat de celuloza si
hidroxiapatita a fost descrisa in articolul Nystatin-loaded Cellulose Acetate / Hydroxyapatite
Biocomposites, publicat in Revista de Chimie (Bucharest), 64, No.12, pp. 1426 - 1429,
2013.

Morfologia si compozitia chimicd a suprafetei probelor au fost elucidate prin
microscopie electronicd cu baleiaj (SEM), cuplata cuspectroscopie de raze X cu dispersie de
energie (EDX), folosind un microscop electronic QUANTA 200 3D cu fascicul dual de
scanare (FEI Co, Statele Unite ale Americii). Pentru investigatii SEM-EDX, probele au fost
acoperite cu aur, pentru a crea o suprafatd de acoperire conductiva. Caracterizarea
structurald a probelor s-a realizat cu ajutorul analizei de difractie de raze X (XRD) cu un
difractometru X'PERT PRO MRD cu radiatii Cu-Ka (A = 1,5418 A). Analiza ATR-FTIR a
probelor a fost realizatd cu un spectrofotometru Digilab-Scimitar cu seria FTS 2000 (Digilab
Co, Statele Unite ale Americii). Masuratorile au fost efectuate in domeniul 400 si 4000 em’?
cu o rezolutie stabilita la 4 cm™.

Matricile poroase de acetat de celuloza cu hidroxiapatitd si / sau nistatind au fost obtinute
prin metoda de inversiei de faza.

Patru tipuri de compozite poroase au fost obtinute, a caror compozitie este
prezentatd in tabelul IX.1. In ultimele doud probe, raportul de masi, acetat de celuloza /
nistatina, s-a pastrat constant in jurul valorii 3,34.
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Tabelul 1X.1. Compozitia membranelor de acetat de celuloza utilizate
in acest studiu

Proba Acetat de celuloza Hidroxiapatita Nistatina
(wt.%) (wt.%) (wt.%)
AC 100 0 0
AC-HA 75 25 0
AC-Nis 76,92 0 23,08
AC-HA-Nis 61,22 20,41 18,37

Matricile poroase de acetat de celulozd cu hidroxiapatitd si / sau nistatind au
structuri asimetrice poroase care permit utilizarea lor in calitate de memrane in ingineria
tisulard. Imaginile SEM ale sectiunii transversale (figura 1X.12) dau informatii privind
morfologia probelor.

Proba de acetat de celuloza (figura 1X.12a) are o structurd asimetrica cu macropori
de dimensiuni cuprinse intre 20-100 wm si micropori de 2-5 pum, constand dintr-un strat
ultrasubtire (stratul activ) si regiunea de baza, care este un strat de tranzitie nodulara bine
ambalata, sustinuta de o structura tip burete.

in imaginile SEM ale probei de acetat de celuloza cu hidroxiapatiti si / sau
nistatind (figura IX.12.b - d) se observa depozitele de hidroxiapatita si / sau nistatina.
Cristalele de hidroxiapatitd si / sau particulele de nistatind pot fi vazute imprastiate pe
suprafata internd a membranei ca niste pete / spoturi albe. Dupa cum se vede si in imaginile
SEM, macroporozitatea probelor compozite descreste odata cu adaugarea de hidroxiapatita
si / sau nistatina. Imaginea In sectiune a probelor compozite confirmd o bund incorporare a
hidroxiapatitei si / sau nistatinei in structura polimerica.

Figura 1X.12. Imagini SEM in
sectiune ale probelor:

AC (a), AC-HA (b), AC-Nis
(c) si AC-HA-Nis (d)

100 pm g
—

Probele au fost caracterizate si prin spectroscopie ATR-FTIR. Tn figura 1X.13,
spectrul ATR-FTIR al probei de AC (matricea din acetat de celuloza) prezinta o banda larga
de adsorbtie la lungimea de unda de 3410 cm™ caracteristic legaturii O-H.
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Banda de la lungimea de undi cuprinsi intre 3097 - 1737cm™ este specifica pentru
legatura C-H si pentru vibratia legaturii duble C=0O a gruparii esterice din acetatul de
celuloza.

Varfurile picurilor pentru gruparea alchil (CH, si CH,) se afla in intervalul 2850 -
2950 cm™ si 1369 - 1508 cm’, in timp ce picurile din intervalul 1026 - 1215 cm™ corespund
tipului de legatura simpla C-O a gruparii eter si ester.

Spectrele ATR-FTIR ale probelor compozite (AC-HA, AC-Nis si AC-HA-Nis)
prezintd benzi aditionale ce apartin hidroxiapatitei si / sau nistatinei din matricea polimerica
de acetat de celuloza (figura IX.13). Trebuie remarcat faptul ca unele benzi apartinand
acetatului de celuloza, hidroxiapatitei si nistatinei se suprapun deoarece unele grupari sunt
comune si vibreaza la aceeasi lungime de unda.

Prezenta hidroxiapatitei in probele AC-HA si AC-HA-Nis poate fi explicatd prin
prezenta picurilor caracteristice grupirii PO,> (820-870 cm™ si 970-1090 cm™). Asa cum a
fost mentionat mai devreme, acetatul de celulozd da un semnal caracteristic in intervalul
1026-1029 cm™ si interferd cu vibratia grupirii fosfat, cea mai proeminentid bandi a
hidroxiapatitei.

Tn probele AC-Nis si AC-HA-Nis prezenta nistatinei poate fi explicati prin
existenta picurilor foarte bine definite la lungimile de unda 2924 si 2852 cm™ atribuite
gruparii CH,. Aceste picuri intense interferd cu vibratia gruparilor alchil din acetatul de
celuloza. De asemenea, comparativ cu proba AC, la probele compozite banda ce se afla la
lungimea de undi in jur de 3400 cm™ este mai intensd. Acest lucru poate fi explicat prin
absorbtia de apa de cétre hidroxiapatita si nistatina.

Absorbanta (a.u.)
NG
B

4000 3000 7 2000 1000
Numar de unda (cm-1)

Figura 1X.13. Spectrele ATR-FTIR ale probelor: AC (a), AC-HA (b),
AC-Nis (c) si AC-HA-Nis (d)
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IX.3. Studii de interactiune cu fluide de interes biologic ,,in vitro”

1X.3.1. Determinarea gradului de umflare

Umflarea (gonflarea) este procesul prin care moleculele unui lichid / solvent
patrund intr-un material polimeric solid, respectiv intre spatiile libere ale macromoleculelor
polimerice, proces insotit de cresterea masei si volumului materialului polimeric.

Gradul de umflare (gonflare) a unui material polimeric reprezintd o caracteristica
importanta din punct de vedere practic, daca acesta urmeaza sa fie utilizat in medii in care
exista solventi.

Gradul de umflare (%GU) reprezintd masa lichidului absorbit de unitatea de masa
a polimerului. El se exprima prin cresterea relativa a masei sau volumului polimerului:

m. m.
%GU=—1°.100=| —1—1-100 IX.1

Mg Mg

unde: m, = masa initiald a polimerului (g);

m; = masa dupa umflare a polimerului la timpul t; (9);

Studiul cinetic al procesului de umflare presupune determinarea gradului de
umflare a materialului la diversi timpi si reprezentarea graficd %GU = f (t) conform figurii
1X.14. Din grafic se poate determina gradul de umflare maxim (%GUmax) pe care il poate
suporta materialul studiat.

1X.3.2. Determinarea gradului de degradare

Biodegradarea este un termen care poate fi folosit pentru situatia in care intre un
biomaterial si organismul viu in care este introdus se produc reactii in timp mai scurt sau
mai lung. in urma biodegradarii, biomaterialele implantate se pot dizolva, faramita, pot
deveni elastice sau rigide. In ceea ce priveste produsele rezultate in urma degradarii, acestea
pot fi toxice corpului viu sau, dimpotriva, pot fi concepute sa realizeze o functie
farmaceutica.

Asa cum s-a prezentat anterior, este necesar sa se cunoasca stabilitatea chimica a
unui biomaterial in relatie cu mediul ce il inconjoara si cu care poate reactiona, eliberand
produse de degradare sub forma de mici particule, ce pot fi toxice. Toxicitatea puternica se
poate manifesta in tesuturile imediate, aldturate implantului, prin decolorare, necroza,
cresterea temperaturii si reactii alergice.

Gradul de degradare (%GD) reprezintd pierderea in greutate a polimerului in
contact cu un anumit fluid / solvent:

m m. m.
%GD=—2 1.100=|1-—' |.100 IX.2
Mg Mg

unde:
m, = masa initiala a polimerului (g);
m; = masa polimerului la timpul ti (g);
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Studiul cinetic al procesului de degradare presupune determinarea gradului de
degradare a materialului la diversi timpi si reprezentarea grafica %GD = f (t).

IX.3.3. Rezultatele obtinute

Toate membranele obtinute au fost incubate in apa deionizata si in solutie PBS
(solutie salind tamponata cu fosfat) la temperatura ambientala si pH = 7,4, dar la diferiti
timpi de imersare. Figura 1X.17 afiseazd gradul de umflare in apa (fig. IX.17a) si in solutie
PBS (fig. IX.17b), iar figura IX.18 prezinta profilurile de degradare ale membranelor in apa
(fig. IX.18a), respectiv in solutie PBS (fig. IX.18b) in timpul perioadei de studiu (Bargan si
colab., 2014) .

Din analiza datelor prezentate in figura IX.17 putem vedea ca biocompozitele
aflate sub investigatie accepta apa si PBS la rate diferite. Cel mai mare grad de umflare in
apa deionizata si in solutie PBS atins in cel mai scurt timp a fost observat pentru proba AC-
HA, urmata de probele AC-HA-Nis, AC-Nis si AC.
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n solutie PBS (b) a (a) si in solutie PBS (b) a
compozitelor compozitelor

Capacitatea matricei acetat de celuloza / hidroxiapatita si nistatind de a absorbi
suficienta apa este un factor important in formarea stratului de gel care controleaza
eliberarea medicamentului. Rezultatele obtinute sunt in concordantd cu datele din articolul
anterior (Bargan si colab., 2013), in care eliberarea nistatinei s-a dovedit a fi mai rapida in
cazul probei AC-HA comparativ cu biocompozitul pe baza de acetat de celuloza / nistatina.
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Acest rezultat este, probabil, o consecintd a cresterii numarului de grupari
hidrofile in sistemul polimeric datoritd adaugarii de hidroxiapatita.

De asemenea, a fost investigat si gradul de degradarea a membranelor. O analiza a
profilurilor de degradare (fig. IX.18a si IX.18b) indica faptul cd membranele cu
hidroxiapatita in structura lor aratd o pierdere mai mica in greutate in raport cu probele AC-
Nis si AC. Adaosul de hidroxiapatita intr-un compozit polimeric reduce rata de degradare.
Astfel, se poate spune cd In matricea polimerica hidroxiapatita actioneaza ca stabilizator
retea.

IX.4. Studiul eliberarii controlate a medicamentului din matricea
poroasa

Sistemele de cedare a medicamentelor sunt formulari / dispozitive biocompatibile,
care elibereaza agenti terapeutici in locul dorit din organism si / sau asigurd eliberarea
adecvata, imbunatatind eficienta si / sau siguranta medicamentului transportat.

Matricele poroase sunt proiectate prin prisma medicamentului de eliberare
predominant scopului de utilizare urmarit, putindu-se obtine sisteme cu caracteristici
particulare, incluzand utilizarea lor in situatii limita, in care sistemele clasice de administrare
a medicamentelor nu pot fi aplicate cu aceleasi rezultate terapeutice.

Scafold-urile obtinute sunt in mediu uscat, iar pentru ca eliberarea controlata a
medicamentului si aiba loc, acestea au fost imersate intr-un solvent.

in studiul de fatd drept solvent s-a utilizat solutia tampon fosfat- Phosphate
Buffered Saline- PBS. PBS este o solutie tampon utilizatd, in mod obisnuit, in cercetarea
biologica. Este o solutie salina care contine clorurd de sodiu, fosfat de sodiu si, in unele
formulari, clorura de potasiu si fosfat de potasiu. Solutia tampon ajuta la mentinerea pH-ului
constant. PBS are mai multe aplicatii deoarece este izotonic si netoxic pentru celule.

Tn studiul de fati s-a utilizat PBS ca solvent pentru membrana acetat de celulozi-
hidroxiapatitd si membrana acetat de celuloza — hidroxiapatita - nistatina datorita faptului ca
moleculele de apa din PBS formeaza o peliculd subtire in jurul membranelor cu rolul de a
preveni denaturarea acesteia sau alte modificari conformationale.

S-a preparat 500 ml PBS dupa reteta (tabel 1X.2):

Tabelul IX.2. Compozitie solutie PBS

Compozitie Concentratie Concentratie
Sare Mol/L g/L
NaCl 137 8,01
KCI 2,7 0,20
Na,HPO,-2 H,0 10 1,78
KH,PO, 2,0 0,27
pH 7.4 74

Sarurile au fost cantarite pe rand si amestecate cu apa bidistilata energic. pH-ul
solutiei de PBS a fost corectat cu HCI diluat pana la 7,41.

Pentru a putea studia eliberarea controlatd a medicamentului din matricile poroase
a fost realizata curba de etalonare pentru Nistatina.

In vederea realizarii curbei de etalonare s-au preparat urmitoarele solutii:
1) Solutia etalon: s-au cantarit 0,01 g Nistatina care s-au dizolvat in 100 ml PBS si s-a agitat
energic.
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2) Solutii luate drept probe n realizarea curbei etalon:
Solutia 1: 5 ml solutie etalon au fost diluate in 45 ml PBS;
Solutia 2: 10 ml solutie etalon au fost diluate in 40 ml PBS;
Solutia 3: 15 ml solutie etalon au fost diluate in 35 ml PBS;
Solutia 4: 20 ml solutie etalon au fost diluate Tn 30 ml PBS.
Pentru fiecare proba s-a masurat adsorbanta cu A=340 nm.
In urma datelor obtinute se realizeazi curba de etalonare pentru solutia de
Nistatina.
Concentratiile initiale ale solutiei de Nistatindgi ale celor patru probe s-au calculat dupa
formula:

m
Ci = Cstock : m|¢ IX3.

sol.totala

Pentru a studia eliberarea controlatd a medicamentului din matricele poroase s-au
prelevat probe din membranele acetat de celulozd- nistatina §i acetat de celuloza -
hidroxiapatita- nistatina (figura IX.20).

Figura 1X.20.
Esantioanele probelor 3 si 4 folosite in
studiul eliberarii de medicament

Fiecare proba a fost imersata in cite 50 ml PBS dupa care s-a prelevat cate 1,5 ml
solutie la intervale de timp de 1 minut, 5 minute, 10 minute, pana la 24 ore si se citeste
adsorbanta cu A=340 nm.

in functie de datele obtinute si din curba de etalonare s-au calculat concentratiile
finale a solutiilor de nistatina si s-a determinat cantitatea de nistatina eliberata.

1X.4.1. Eliberarea de medicament in vitro

Experimentele au fost efectuate in solutie de tampon fosfat (PBS) de concentratie
0,2 M (pH = 7,4), utilizat ca mediu de eliberare. Astfel, fiecare probda cu 0 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 apa termostatd. La intervale de timp
predeterminate, 5 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, Statele Unite ale Americii) la Ay = 320
nm. Fiecare proba a fost inlocuité cu acelasi volum de tampon fosfat PBS la pH = 7,4 pentru
a mentine volumul constant si starea initiald a solutiei.
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Concentratia medicamentului in solutie a fost calculata folosind curba etalon a
nistatinei in apa distilatd. Cantitatea de medicament eliberatd la un moment dat (R%) din
esantioanele compozite a fost calculata conform urmatoarei ecuatii:

Mo -M¢
R%=———-100 1X.4.
Mo
unde M este cantitatea de medicament eliberat la momentul t (mg/g) si M, este cantitatea
initiala de medicament pe esantionul compozit (mg/g).

IX.4.2. Rezultatele obtinute

Studiul de fatd se referd la obtinerea de biocompozite care includ o substantd
medicament activa (de exemplu, Nistatina), in matricea lor. Aceste materiale au o structura
tridimensionald bazatd pe o matrice polimerica de acetat de celulozd, in care s-au dispersat
cristalele de hidroxiapatita si / sau nistatind pentru obtinerea compozitelor cu aplicatii
medicale.

In acest studiu a fost selectata nistatina ca model de medicament. Nistatina este un
antibiotic polienic obtinut din Streptomyces noursei. Nistatina este un antibiotic care este
atit fungistatica cat si fungicida in vitro impotriva unei varietiti de drojdii si ciuperci
precum Candida albicans.

Nistatina este utilizatd pentru profilaxia si tratamentul candidozei ce se poate
localiza pe piele si mucoase. In contrast, nistatina nu prezintd o activitate semnificativa
impotriva bacteriilor, protozoarelor sau virusilor.

Profilul eliberdrii cumulative de nistatind din probele compozite este aritat in
figura 1X.21.

=
8

(b)

£, Figura 1X.21.
g Profilul de eliberarea nistatinei
i (a) (R% versus t), din probele:
5 . AC-Nis (a) si AC-HA-Nis (b)
£
i
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Este clar faptul ca proba de AC-HA-Nis elibereazd medicamentul mai rapid decét
proba AC-Nis. Acest lucru poate fi datorat urmatoarelor motive: marimea cristalului de
medicament descreste, matricea polimerica are efect de solubilizare, cristalele de
medicament nu sunt agregate, iar umectarea si dispersabilitatea medicamentului a fost
imbunatatita.

Cel mai probabil, mecanismul pentru eliberarea nistatinei in studiul de fatd ar
putea fi datorat unei reduceri a marimii particulei de medicament, deoarece cristalele de
hidroxiapatita se disperseazd in matricea polimerului si adsorb molecule de medicament,
favorizand astfel dispersia medicamentului.
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Cand compozitul polimer / hidroxiapatita / nistatina a fost introdus in mediul de
dizolvare (solutia PBS), multe molecule de medicament au fost expuse mediului de
dizolvare, provocand o dizolvare rapida si o ratd de eliberare mai mare.

Modelul cinetic al eliberarii nistatinei din probele compozite a fost realizat dupa
modelul cinetic Korsmeyer-Peppas (Korsmeyer si colab., 1983, Narasimhan si colab., 1999).
Acest model este utilizat pentru a caracteriza difuzia medicamentului Th timpul procesului de
eliberare. Ecuatia Korsmeyer-Peppas este data de relatia:

F=—=K-t IX.5.

unde: M, reprezinta cantitatea de medicament eliberata la timpul t, M, este cantitatea initiala
de medicament, K este constanta Peppas (reuneste caracteristici structurale si geometrice ale
sistemului de eliberare a medicamentului — transportorul acestuia), n este exponentul de
eliberare care indica mecanismul de eliberare al medicamentului si F este factorul de
eliberare fractionald a medicamentului.

Daca n <0,5, mecanismul de eliberare urmeaza difuzia Fickian; la valori mai mari
0,5 < n <1 urmeaza modelul non-Fickian (transport anormal). Eliberarea medicamentului se
realizeaza dupa cinetica de ordin zero daca n este egal cu zero.

Prin liniarizarea ecuatiei IX.5., se poate obtine urmatoare expresie:

Mt
In—=InK+n-Int IX.6.

IvIO
Prin reprezentarea grafica In (M{/M,) versus In t se obtine o dreaptd ce permite
calcularea parametrului cinetic (n), avand un coeficientul de corelatie (R%) optim asa cum se
prezinti in tabelul IX.3. Conform tabelului IX.3, coeficientul de corelatie R? al modelului
cinetic Korsmeyer-Peppas pentru toate probele testate este foarte apropiat de valoarea 1,
indicand ca datele experimentale de difuzie sunt bine explicate prin acest model. Deoarece
valorile exponentului de eliberare (n) sunt mai mici de 0,5, eliberarea nistatinei din matricea
solidd urmeaza un mecanism de difuzie Fickiand pentru ambele tipuri de compozite.
Eliberare difuzionala Fickiana are loc prin difuzia moleculara obisnuita a medicamentului

datorat unui gradient de potential chimic.

Tabelul 1X.3. Exponentul de eliberare (n), coeficientul de corelare (R?) si
eliberarea cumulativa (R%)
a nistatinei pentru probele compozite

Proba n R? R%
AC-Nis 0,0156 0,9893 63,83
AC-HA-Nis 0,0713 0,9774 99,82

Rezultatele obtinute demonstreaza ca matricea acetat de celuloza / hidroxiapatita
poate fi folosita ca un vehicul solid pentru nistatind in aplicatiile medicale topice (locale).
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IX.5. Caracterizarea bacteriologici a biocompozitelor

Controlul cresterii microbilor, cum ar fi bacterii, fungi, drojdii si alge, in natura
este unul dintre conceptele fundamentale pentru supravietuirea speciilor superioare.
Plantele, animalele, chiar si microbii si-au dezvoltat 0 mare varietate de mecanisme care sa
pistreze microbii la distanta (Nicolas si Mor, 1995). In societatea umani aceste mecanisme
de control de multe ori nu functioneaza eficient, ceea ce face ca infectiile microbiene sa
devind ucigasul numarul unu in lume. Tratamentul infectiilor microbiene devine tot mai
dificil, pentru ca numarul tulpinilor microbiene rezistente, precum si numarul antibioticelor
ce scad in rezistentd microbiand creste mult mai repede decat numarul de antibiotice
utilizabile (Lode, 2009; Gonzales, 2010).

1X.5.1. Izolarea si conservarea tulpinii levuriene

In prezenta tezd a fost studiati activitatea antifungicd pe care o manifesti
biocompozitele pe bazd de acetat de celuloza / hidroxiapatitd / nistatind fatd de tulpina
levuriana Candida albicans.

Candida albicans a fost izolatd de pe tesut tegumentar utilizind ca mediu de
cultura ,,Candida Agar” cu urmatoarea compozitie pe litru: glucoza - 10g, peptona digerata
din tesuturi animale - 59, extract de drojdie - 3g, extract de malt - 3g, albastru de anilina -
0,1g, agar - 20g, apa distilata 1000 ml, pH 6,2 + 0,2, 25 °C, sterilizare la autoclav 15 min la
121 °C.

Tulpina levuriana (drojdie) a fost pastrata in conditii de refrigerare (4 °C) si pasata
periodic pe mediu de intretinere Sabouraud cu urmatoarea formula: glucoza - 20 g, peptona -
10 g, agar - 15 g, substante dizolvate in 1000 ml apa distilatd cu un pH al mediului de
culturd de 7 + 0,2 la temperatura de 25 °C. Microorganismul test a fost insamantat (10*
CFU/mL) pe mediul lichid Sabouraud la temperatura de 37 °C .

in cazul probelor de acetat de celulozd, acetat de celuloza / nistatind, acetat de
celuloza / hidroxiapatitd si acetat de celulozd / hidroxiapatitd / nistatind s-a utilizat ca
metoda de testare, metoda difuzimetrica (testul Kirby Bauer Disk Diffusion). Se mésoara cu
rigla diametrul zonei de inhibitie a dezvoltarii microbiene (exprimat in mm), iar rezultatul se
compard cu tabele standard. Rezultatele se exprima: Sensibil (S), Intermediar (I) sau
Rezistent (R) (NCCL, 2008).

Tabelul 1X.4. Criterii de interpretare a nistatinei

Criterii de interpretare Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Sensibil (S) >15
Intermediar (1) 10-14
Rezistent (R) Fara zona

Antibiograma difuzimetrica permite definirea unei tulpini levuriene ca S, I sau R prin
raportarea la diametrului zonei de inhibare a culturii:

e levuri sensibile = antibioticul, in doze uzuale, va asigura vindecarea infectiei

e  (diametrul zonei de inhibitie > 15 mm);
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e levuri rezistente = antibioticul, cel mai probabil, va determina esec terapeutic (nu
exista zona de inhibitie);

e levuri intermediare = efectul terapeutic poate fi obtinut numai in anumite
conditii (diametrul zonei de inhibitie = 10-14 mm) (Clinical and Laboratory
Standards Institute).

Pentru realizarea experimentelor s-a utilizat un inocul de candida in varsta de 20
de ore, obtinut prin insdmantarea tulpinelor bacteriene pe mediul lichid Sabouraud (fira
agar).

Mediul Sabouraud agarizat repartizat in placi Petri (aproximativ 20 ml mediu
Sabouraud) a fost insimantat cu inoculul levurian (10® bacterie/mL), cu ajutorul unui
tampon de vata steril, astfel incat sa se obtina o dispersare uniforma a celulelor levuriene pe
suprafata mediului. Pe fiecare placa Petri s-au pozitionat central biocompozitul sub forma de
disc (grosime 4 mm).

n paralel, s-a montat un martor pentru tulpina testati (Candida albicans) care
contine doar mediul de cultura si inoculul levurian, cu rol de control pozitiv al dezvoltarii.
Imediat, placile au fost incubate timp de 18 h la temperatura de 35 °C + 0,2 °C, in conditii
atmosferice (ambientale). Dupd aceasta perioada, activitatea antilevuriand a materialelor
testate a fost determinata prin masurarea diametrului zonelor de inhibitie al dezvoltarii.

IX.5.2. Rezultatele obtinute

Susceptibilitatea nistatinei fatd de compozitele utilizate a fost testata prin metoda
de difuzie Kirby Bauer. Aceasta se bazeazd pe proprietitile mediului solid de a difuza
diferite culturi la concentratii care scad treptat de la locul de depunere la zona de difuzie.

Dupa un anumit timp activitatea antifungica a materialelor testate a fost estimata
prin masurarea diametrului zonelor de inhibitie.

Dupa 18 h de incubare s-a putut observa (figura 1X.22) cad probele de acetat de
celuloza si acetat de celuloza / hidroxiapatitd nu prezintd zone de inhibitie fatd de tulpina
levuriana Candida albicans, iar probele ce contin nistatina prezinta o zona de inhibitie foarte
buna (tabel 1X.5).

Tn conformitate cu criteriile de interpretare ale NCCLS, probele AC-Nis si AC-
HA-Nis au o zona de inhibitie cu diametrul > 15 mm ceea ce aratd o mare sensibilitate fata
de tulpina fungica. Acest lucru demonstreaza cé activitatea antifungica a nistatinei nu este
diminuata sau anulata de prezenta hidroxiapatitei si a acetatului de celuloza in esantion.

Tabelul 1X.5. Dimensiunea zonelor de inhibitie si sensibilitatea tulpinei levuriene
Candida Albicans fata de biocompozitele studiate

Nr. . - Masa .Z°'?a.d.e Criterii de I.n hlbl.tlev
. | Denmire proba inhibitie . microbiand
proba (9) (m m’) interpretare %)
1 martor 0 90 - 0
2 AC 0,1 0 R 0
3 AC-Nis 0,1 27,6 S 30,66
4 AC-HA 0,1 0 R 0
5 AC-HA-Nis 0,1 28 S 31,11
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in figura IX.23 se observi ci gradul de crestere microbiana este de 100 % in cazul
probelor AC si AC-HA. Hidroxiapatita nu prezintd activitate antifungica, tulpina fungica
putdnd coloniza foarte usor la suprafata acesteia. Acest lucru poate cauza infectii post-
chirurgicale care pot fi asociate si implanturilor ortopedice si dentare realizate cu
hidroxiapatita. Studiile in vitro au aratat ca biocompozitul AC-HA-Nis a fost realizat cu
succes in preventia adeziunii fungice pe suprafata acestuia. Activitatea antifungica mai buna
a probelor AC-Nis si AC-HA-Nis ar putea fi un rezultat al continutului de nistatina in
membrane, ceea ce duce la cresterea potentialului inhibitor al acestora.

Figura 1X.23. Testarea activitatii microbiologice a biocompozitelor studiate pe tulpina
levuriana Candida albicans:A) AC; B) AC-Nis; C) AC-HA;
D) AC-HA-Nis; E) Martor

1X.6. Concluzii:

Tn acest capitol s-a urmirit obtinerea prin metoda inversiei de fazi a patru
biocompozite poroase pe bazd de acetat de celuloza, hidroxiapatita si / sau nistatind (un
medicament antifungal), ce pot fi utilizate in diferite aplicatii biomedicale. Astfel, in urma
studiului efectuat s-au trasat urmatoarele concluzii:

- 1) Imaginile SEM arata cd macroporozitatea probelor compozite scade prin addugarea de
hidroxiapatita si / sau nistatinad. Sectiunea transversald confirmd buna incorporare a
hidroxiapatitei si nistatinei in matricea polimerica.

- 2) Probele au fost caracterizate si prin spectroscopie ATR-FTIR. Spectrele ATR-FTIR ale
probelor compozite (AC-HA, AC-Nis si AC-HA-Nis) prezintd benzi aditionale ce apartin
hidroxiapatitei §i / sau nistatinei din matricea polimericd de acetat de celuloza (figura
IX.13). Analiza SEM si ATR-FTIR demonstreaza faptul ca toate cele trei substante s-au
incorporat cu succes, obtinindu-se matrici polimerice cu structuri poroase asimetrice ce
permit utilizarea lor in ingineria tisulara ca membrane suport pentru medicamente.

- 3) Studiul eliberdrii in vitro a nistatinei indica faptul ca aceste compozite pe baza de acetat
de celuloza ce contin cristale de hidroxiapatitd si nistatind duc la o eliberare mult mai rapida
a medicamentului decat proba ce contine doar nistatind. Eliberarea nistatinei din compozite
urmeaza mecanismul de difuzie Fickian. Aceste compozite pot fi utilizate pentru transportul
de medicament direct in aria de risc a infectiei din organism.

- 4) Determinarea gradului de degradare si de umflare a biocompozitelor ne ajutd sa
evidentiem capacitatea probelor obtinute de a absorbi apa deionizatd si PBS, proprietate
beneficd pentru eliberarea controlatd a medicamentelor in organism. Astfel, cel mai mare
grad de umflare in apa deionizata si in solutie PBS atins 1n cel mai scurt timp a fost observat
pentru proba AC-HA, urmatd de probele AC-HA-Nis, AC-Nis si compozitul AC. Acest
rezultat este, probabil, o consecinta a cresterii numarului de grupari hidrofile ale sistemului
polimer datorita adaugarii de hidroxiapatitad. Se poate concluziona cd membrana AC-HA
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poate fi utilizatd cu succes ca matrice polimericd in eliberarea controlata a medicamentelor
prin capacitatea sa de a absorbi apa si solutie PBS.

- 5) Testele antimicrobiene au demonstrat activitatea antifungica a compozitelor AC-Nis si
AC-HA-Nis, cu o zond de inhibitie ce are diametrul > 15 mm. Membranele incircate cu
nistatind au prezentat un efect de inhibare clard asupra cresterii tulpinii Candida albicans

sugerand astfel, potentiala lor utilizare clinica cu un apel mare pentru tratamentul infectiilor
locale.
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CONCLUZII GENERALE

Scopul principal al tezei de doctorat este obtinerea de biomateriale pe bazd de
hidroxiapatitd in calitate de material biocompatibil si bioactiv cu utilizdri in aplicatii
biomedicale.

Pentru realizarea acestui scop au fost realizate urmatoarele obiective:

1) obtinerea de hidroxiapatitd stoechiometricd, cristalind, de puritate ridicata, sub forma de
pulbere prin metoda precipitarii din solutie, ce poate fi utilizata in aplicatii din domeniul
biomedical:

l.a. Metoda bazata pe reactii de precipitare a fost folositd cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),), utilizadnd ca
materiale: sursd de calciu - hidroxid de calciu (Ca(OH),), acid orthofosforic (HsPO,) ca
sursa de fosfor.

1.b. Analiza probelor obtinute prin difractie de raze X ne arata gradul de cristalinitate a
structurii apatitice. Cu ajutorul ecuatiei Debye - Scherrer s-a calculat marimea medie a cristalelor
apatitice, observandu-se astfel ca proba apatitica prezinta cristale nanometrice cu dimensiuni sub
60 nm. De asemenea Tn urma calculelor efectuate s-a determinat gradul de cristalinitate, care s-a
dovedit a fi in proportie de 99,78 %, valoare ce ne indica obtinerea unei structuri apatitice inalt
cristalina.

1.c. Apeléand la analiza elementalda SEM-EDX s-a putut stabili ca raportul Ca/P pentru
fiecare proba sintetizatd este in domeniul 1,65 — 1,68, ceea ce concorda cu datele din literatura
unde se mentioneaza ca acest raport trebuie sa fie in jurul valorii de 1,67.

1.d. Forma izotermelor ne oferd o prima informatie privind tipul de porozitate a
materialului. Astfel, izoterma de adsorbtie pentru proba HA se prezintd sub forma unei
curbe histerezis de tipul IV (in clasificarea IUPAC) prezentd la presiune p/po inalta,
caracteristica materialelor mezostructurate, cu dimensiunea porilor cuprinsa intre 1,5-1,8 nm
si o suprafatd specifici cuprinsd in intervalul 140-170 m?%g, asa cum reiese din analiza
Brunauer-Emmett-Teller (BET) a probelor.

l.e. Studiul spectrelor FT-IR ale probelor analizate ofera informatii privind

- . . . L . - -, .
grupdrile existente in structura hidroxiapatitei, respectiv grupdrile fosfat (F’O4 ) si

gruparile hidroxil (OH’). Gruparile hidroxil (OH") din structura hidroxiapatitei au fost
identificate prin picurile situate la 3575 cm™ si 638 cm™, iar intensitatea lor demonstreazi
un grad de cristalinitate ridicat.

2) obtinerea de hidroxiapatita substituitda cu ceriu - ionul de ceriu (IV) este Tncorporat cu
succes n structura hidoxiapatitei, imbunatitind astfel efectul antimicrobian al
hidroxiapatitei:

2.a. Metoda bazatd pe reactii de precipitare a fost folosita cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatitd si hidroxiapatita substituitd cu ceriu
(Cayp-xCey(PO4)s(OH),, x = 0-7,5), utilizind ca materiale: sursd de calciu - hidroxid de
calciu (Ca(OH),), acid orthofosforic (H3PO,) ca sursd de fosfor, si sulfat de ceriu
(Ce(S0O,)2-4H,0) ca sursa de ceriu.

2.b. Analizele DRX, SEM, SEM-EDX si XPS confirmd obtinerea de
hidroxiapatita simpla si substituita, ionul de ceriu (IV) fiind incorporat cu succes in structura
hidoxiapatitei. De asemenea, imaginile SEM ne aratd faptul ca ionul tetravalent de ceriu s-a
incorporat cu succes in structura hidroxiapatitei, obtindndu-se astfel un material poros,
alcatuit din particule micro- (diametrul porilor < 2 nm) i macroporoase (2 - 10 nm).
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Aceastd caracteristici poate fi utila in folosirea materialului ca si transportor de
medicamente Tn organism.

2.c. Astfel, analiza XPS ne arata reducerea unora dintre ionii Ce** la Ce®*, avand
loc o extindere lenta a retelei prin marirea parametrilor de retea a si €. Prin urmare,
rezultatele indica faptul ca ionii de ceriu (Ce* si Ce®) s-au dopat cu succes in reteaua
hidroxiapatitei in conditiile de sinteza ceea ce constituie un factor decisiv in rolul terapeutic
al materialului. lonul Ce®" prezinti activititi antibacteriene, si joaci un rol important in
preventia unor boli, precum cancerul si boala Alzheimer.

2.d. Toate spectrele DRX prezinta linii de difractie caracteristice hidroxiapatitei,
conform standardelor si literaturii de specialitate. Faza majora, asa cum era de asteptat, este
hidroxiapatita, confirmata prin comparatia cu datele obtinute prin JCPDS Data Card 09-
0432 (pentru hidroxiapatita). Spectrele corespunzatoare probei HA-Ce-0 (Ce 0%) afigseaza
picuri bine definite si ascutite, in acord cu un grad ridicat de cristalinitate. Pe de alta parte,
spectrele probelor care contin atat calciu cat si ceriu prezinta in general picuri de difractie
mai largi, caracteristice unui grad redus de cristalinitate a probelor de hidroxiapatitd
substituitd cu ceriu, insd cu particule micro- si mezoporoase, cu dimensiunea porilor
cuprinsa intre 1,5-1,8 nm si o suprafatd specifica cuprinsi in intervalul 140-170 m?%/g, asa
cum reiese din analiza Brunauer-Emmett-Teller (BET) a probelor.

2.e. Analiza FT-IR indica faptul cd nu existd diferente semnificative intre spectrul
hidroxiapatitei pure si cel al hidroxiapatitei substituita cu ceriu, fara sa existe numere de
undad mai mari sau mai mici. Spectrele FT-IR arata ca ionii de ceriu incorporati in reteaua de
hidroxiapatita implica o reducere a aciditatii de pe suprafata apatitica, respectiv o reducere a
gruparilor P-OH.

2.f. Activitatea bacteriologica a probelor a fost studiata pe tulpini de Escherichia
coli si  Staphylococcus aureus. In cazul probelor de hidroxiapatiti si hidroxiapatiti
substituitd cu ceriu s-a utilizat ca metoda de testare, metoda difuzimetrica (testul Kirby
Bauer Disk Diffusion). S-a demonstrat astfel ca gradul de dezvoltare microbiand scade odata
cu cresterea cantitatii de ceriu din proba, comparativ cu proba martor al fiecarei bacterii. De
asemenea, se poate observa c¢a microorganismul gram-negativ Escherichia coli prezinta o
sensibilitate usor ridicata fatd de probele substituite cu ceriu comparativ cu microorganismul
gram-pozitiv Staphylococcus aureus. Datorita proprietdtilor bioactive pe care le prezinta,
aceste nanopulberi pot fi considerate promitatoare in utilizarea lor ca si agenti antibacterieni.

3) obtinerea de hidroxiapatitd substituitd cu bismut - aceste apatite substituite s-au obtinut
prin metoda precipitarii; ele au aplicabilitate medicald deoarece ionul de bismut se comporta
ca agent antimicrobian si agent anticancerigen. incorporarea bismutului in structura
hidroxiapatitei a dus la formarea unui compus cu proprietdti antimicrobiene excelente,
putand fi utilizat n tratarea diferitelor infectii din organism:

3.a. Metoda bazatd pe reactii de precipitare a fost folositd cu succes pentru a
obtine pulberi cristaline, nanometrice de hidroxiapatitd si hidroxiapatitd substituita cu
bismut (Ca,(-Bix(PO4)s(OH),, x = 0-7,5). S-au utilizat ca materii prime: hidroxid de calciu
(Ca(OH),) ca sursa de calciu; acid orthofosforic (HsPO,) ca sursd de fosfor si azotat de
bismut (Bi(NO3)3-5H,0) ca sursd de bismut.

3.b. Analizele XPS, SEM-EDX, FTIR confirma obtinerea de hidroxiapatita simpla
si substituitd, ionul de bismut (Bi*") fiind Tncorporat cu succes in structura hidroxiapatitei.
Produsele finale sunt formate din agregate sferice formate din nanoparticule cu o
dimensiune de aproximativ 30-55 nm. Avand in vedere cresterea continutului de bismut
cristalele devin din ce in ce mai mici si formeaza aglomerate datorita efectului de marime.

67



3.c. Toate spectrele DRX prezintd linii de difractie caracteristice hidroxiapatitei,
conform standardelor si literaturii de specialitate. Faza majora, asa cum era de asteptat, este
hidroxiapatita, confirmata prin comparatia cu datele obtinute prin JCPDS Data Card 09-
0432 (pentru hidroxiapatitd). Pe de altd parte, spectrele probelor care contin atat calciu cat si
bismut prezintd in general picuri de difractie mai largi, caracteristice unui grad redus de
cristalinitate a probelor de hidroxiapatitd substituitd cu bismut, insa fara schimbari majore in
structura cristalului.

3.d. Spectrele FT-IR demonstreazd mentinerea structurii de baza, hidroxiapatita,
spectrele FT-IR aratd cd ionii de bismut incorporati in reteaua de hidroxiapatitd reduce
aciditatea de la suprafata apatitica, respectiv a gruparilor P-OH.

3.e. Activitatea bacteriologica a biocompozitelor a fost studiatd pe tulpini de
Escherichia coli si Staphylococcus aureus. in cazul probelor de hidroxiapatitd si
hidroxiapatita substituitd cu bismut s-a utilizat ca metoda de testare, metoda difuzimetrica
(testul Kirby Bauer Disk Diffusion). S-a demonstrat astfel cd gradul de dezvoltare
microbiana scade odata cu cresterea cantitatii de bismut din proba, comparativ cu proba
martor al fiecarei bacterii. De asemenea, se poate observa cad bacteria gram-negativa
Escherichia coli prezintd o sensibilitate usor ridicata fatd de probele substituite cu bismut,
iar bacteria gram-pozitiva Staphylococcus aureus prezintd o sensibilitate mai mare fatd de
proba de hidroxiapatita simpla.

4) obtinerea unui biomaterial compozit pe baza de acetat de celuloza, hidroxiapatitd si / sau
nistatind - compozitul obtinut a fost utilizat ca si sistem de eliberare controlatd a
medicamentului in organism. A fost investigat studiul eliberdrii in vitro al nistatinei, iar
acest compozit poate fi utilizat pentru transportul de medicament direct in aria de risc a
infectiei din organism, astfel s-a observat:

4.a. Imaginile SEM aratd cd macroporozitatea probelor compozite scade prin
adaugarea de hidroxiapatitd si / sau nistatind. Sectiunea transversald confirma buna
incorporare a hidroxiapatitei si nistatinei in matricea polimericd. Probele au fost
caracterizate si prin spectroscopie ATR-FTIR. Spectrele ATR-FTIR ale probelor compozite
(AC-HA, AC-Nis si AC-HA-Nis) prezinta benzi aditionale ce apartin hidroxiapatitei si / sau
nistatinei din matricea polimerica de acetat de celuloza (figura 1X.13). Analiza SEM si
ATR-FTIR demonstreazd faptul ca toate cele trei substante s-au Tncorporat cu succes,
obtinindu-se matrici polimerice cu structuri poroase asimetrice ce permit utilizarea lor in
ingineria tisulard ca membrane suport pentru medicamente.

4.b. Studiul eliberdrii in vitro a nistatinei indica faptul ca aceste compozite pe baza
de acetat de celuloza ce contin cristale de hidroxiapatita si nistatind duc la o eliberare mult
mai rapida a medicamentului decat proba ce contine doar nistatind. Eliberarea nistatinei din
compozite urmeazd mecanismul de difuzie Fickian. Aceste compozite pot fi utilizate pentru
transportul de medicament direct in aria de risc a infectiei din organism.

4.c. Determinarea gradului de degradare si de umflare a biocompozitelor ne ajuta
sa evidentiem capacitatea probelor obtinute de a absorbi apa deionizata si PBS, proprietate
benefica pentru eliberarea controlatd a medicamentelor in organism. Astfel, cel mai mare
grad de umflare in apa deionizata si in solutie PBS atins 1n cel mai scurt timp a fost observat
pentru proba AC-HA, urmatd de probele AC-HA-Nis, AC-Nis si compozitul AC. Acest
rezultat este, probabil, o consecintd a cresterii numarului de grupari hidrofile ale sistemului
polimer datorita adaugarii de hidroxiapatitd. Se poate concluziona cd membrana AC-HA
poate fi utilizata cu succes ca matrice polimerica in eliberarea controlatd a medicamentelor
prin capacitatea sa de a absorbi apa si solutie PBS.
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4.d. Testele antimicrobiene au demonstrat activitatea antifungica a compozitelor
AC-Nis si AC-HA-Nis, cu o zond de inhibitie ce are diametrul > 15 mm. Membranele
incércate cu nistatina au prezentat un efect de inhibare clara asupra cresterii tulpinii Candida
albicans sugerand astfel, potentiala lor utilizare clinicd cu un apel mare pentru tratamentul
infectiilor locale.

Gradul de noutate al prezentei teze de doctorat consta in obtinerea de noi
biomateriale pe baza de hidroxiapatiti substituitd cu Ce(IV) si Bi(III), precum si
compozite pe baza de hidroxiapatiti/acetat de celuloza/nistatini, acestea dovedind a fi
compatibile cu organismul uman, prin efectul terapeutic pe care il manifesta.

Lucrarea de doctorat are o extindere de 207 pagini si cuprinde 85 figuri (51
originale), 31 tabele (19 tabele originale), 217 de trimiteri bibliografice actualizate, dintre
care 10 citdri contributia autoarei.

Rezultatele cercetarilor efectuate sunt cuprinse in 7 articole publicate (dintre care 3
lucrari in reviste ISI, 2 in reviste BDI si 2 lucrari in volumele simpozioanelor) si, respectiv,
prin participarea la 8 manifestari stiintifice (nationale si internationale).
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