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Introducere 

 Scopul acestei teze este sintetizarea şi caracterizarea unor noi materiale bioactive cu 

posibile aplicaţii, pe viitor, în ingineria ţesuturilor şi medicina regenerativă.  

Unul dintre cele mai promiţatoare biomateriale cu aplicatii în ingineria țesutului osos sunt 

sticlele bioactive, bioceramicile, cum ar fi hidroxiapatita (HA), fosfatul de calciu, și materialele 

compozite[1-4]. In cazul biomaterialelor utilizate în aplicațiile osoase s-a demonstrat că prezența 

radicalilor liberi poate duce la o scădere treptată a formării stratului osos. Importanța introducerii 

antioxidantilor în aceste sisteme pentru a crea un suport adecvat, care favorizează creșterea 

osteoblastelor și diminueaza activitatea osteoclastelor, arată o creștere semnificativă în ultimii 

ani [5,6,7]. 

Lucrarea se bazează pe sintetizarea probelor Xerogel (cu pH 2, 4.5, 7.5) şi Aerogel prin 

metoda sol-gel în sistemul 56SiO2-40CaO-4P2O5, noutatea fiind doparea acestora cu vitamina C. 

Încorporarea acidului ascorbic s-a realizat în trei moduri: în timpul sintetizei prin adaugare la 

soluţia finală, al doilea mod prin immersarea probei uscate la 100
o
C și probele xerogel tratate 

termic în soluție de acid ascorbic, și al treilea mod prin imersarea probelor Xerogel (pH diferit)  

şi Aerogel în solutie de vitamina C sub atmosferă de argon. 

Teza este imparţită pe 5 capitole, primul capitol prezintă aspecte din literatura legate de 

definirea biomaterialelor şi a biocompatibilitaţii, cuprinde informații generale despre metoda sol-

gel, obţinerea materialelor Xerogel și Aerogel, axat pe interacţiunea dintre suprafață și proteină 

şi pe importanta vitaminei C în formarea oaselor. Al doilea capitol prezintă tehnicile de 

caracterizare utilizate pentru analiza materialelor folosite în această lucrare, de asemenea descrie 

şi protocoalele folosite pentru studiile in vitro. Al treilea capitol oferă o descriere detaliată a 

analizelor facute pe acid ascorbic folosit. În ultimele două capitole sunt prezentate procedurile 

experimentale atât prepararea și analiza probelor, precum și, rezultatele obținute. Fiecare capitol 

este urmat de referinţe, iar la finalul capitolului 4 si 5 sunt prezentate şi concluziile. 
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2. Metode de experimentale 

2.1. DTA (Analiza termică diferenţială) şi TGA (Analiza termogravimetrică)   

Analiza DTA și TGA au fost efectuate în aer cu analizorul Shimadzu DTG-60H în 

creuzete de alumină. Pentru a investiga comportamentul termic, probele uscate au fost încălzite 

cu viteza de încalzire de 10 °C/min, de la temperatura camerei pana la 500
o
C pentru vitamina C 

și până la 1000 °C pentru celelalte probe. 

2.2. Difracţia de raze X 

Structura probelor a fost analizată prin difracție de raze X, cu  difractometru Shimadzu 

XRD-6000 folosind radiația Cu Ka (λ = 1.5418 Å), cu filtru  de Ni. Spectrele au fost înregistrate 

între 10 ° și 80 ° în modul de scanare continuă 2θ,  cu 2°/minut. Tensiunea  și curentul au fost de 

40 kV și respectiv 30 mA. Identificarea de faza a fost realizată prin compararea difractogramelor 

obţinute cu datele standard pentru structura cristalină inorganica specifică unei faze, existente în 

baza de date (JCPDS). 

2.3. Spectroscopie în infrarosu  

Spectrele FT-IR au fos înregistrate cu un spectrometru JASCO FTIR 6200 în interval 

4000-400cm 
-1

. O cantitate mică din fiecare probă a fost amestecată cu pulbere de bromură de 

potasiu (KBr), presată sub formă de pastilă și analizată la o rezoluție de 4 cm
-1

  cu 256 

scanari/probă. 

2.4. Analiza de suprafaţă specifică 

Suprafața specifică și volumul porilor au fost determinate cu un analizor Qsurf cu 

adsorbție-desorbție de N2, care are la baza metoda Brunauer-Emmett-Teller (BET).  

2.5. Microscopul electronic de baleaj (SEM)  

Imaginile SEM au fost înregistrate cu un microscop FEI Quanta 3D FEG 200/600. În 

scopul de a amplifica semnalul electronilor secundari, probele au fost acoperite cu aur. 

2.6. Spectrometria de fluorescenţă 

Spectrele de fluorescență a proteinei (BSA)  în reacție cu acid ascorbic au fost efectuate pe 

spectrofluorimetrul Jasco FP-6300. Lungimea de undă de excitare a fost de 295 nm și spectrele 

de fluorescenţă au fost înregistrate  în intervalul 250-450 nm. 
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3. Caracterizarea probelor Xerogel Şi Aerogel încărcate cu vitamina C 

 

În scopul de a evalua influența acidului ascorbic de pe sticlele bioactive s-au preparat prin 

metoda sol - gel: o matrice simplă de siliciu  și o proba cu compozitie de siliciu-calciu- fosfor 

acid ascorbic fiind încorporate în compozițiile lor în timpul fazei de sol. Comportamentele 

termice ale probelor au fost studiate cu DTA / TGA ,structura a fost analizată folosind XRD și 

FTIR . Sa observat că, după adăugarea de acid ascorbic soluțiile obținute sunt incolore și 

transparente, dar în timp, culoarea lor se  schimbă în galben. După cum a fost raportată în și 

literatura de specialitate [ 13 ] ,densitatea culorii galbenă crește treptat, în timp ca urmare a 

oxidării. Rezultatele obținute pe SiO2 și pe proba SiCaP încărcate cu acid ascorbic indică, de 

asemenea, faptul că acidul ascorbic nu are nici o influență negativă asupra formării gelului. 

Pentru a îmbunătăți stabilitatea eșantioanelor după adăugarea AA, și în scopul de a 

prevenie scaderea drastic asuprafeței specifice a după adaugare de AA, o altă metodă de 

încărcare a fost aplicată prin cufundarea pulberi uscate la 100 
o
C și celei tratate termic în soluție 

de AA. Conform rezultatelor obținute cea mai bună probă pentru alte investigații și pentru 

incarcare cu vitamina C pare a fi proba tratată termic. Rezultatele in-vitro confirmă faptul ( 

menționat, de asemenea înliteratura de specialitate ), ca in prezenta vitaminei C absorbția 

proteina este mai pronunțata pe suprafața probelor și înacelași timp, nu inhibă formarea stratul 

bioactiv de tip apatita. 

Mai departe unul dintre obiectivele acestui studiu a fost încărcarea acidului ascorbic, sub 

atmosferă de argon, în probele Xerogel a căror pH a fost ajustat la trei valori diferite în timpul 

sintezei sol (2, 4.5 și 7.5) şi în probele Aerogel uscate supercritic și tratate termic la temperatură 

ridicată, precum și caracterizarea schimbărilor structurale, morfologice și texturale induse dupa 

adăugare acidului ascorbic. De asemenea s-a urmărit cu o atenție specială modul în care acidul 

ascorbic introdus sub atomsfera de argon influenţează bioactivitatea probelor investigate, precum 

şi capacitatea de ataşare a proteinelor pe suprafaţa probelor cu şi fară vitamina C. 

3.1.  Materialele folosite şi metoda de preparare 

 

a) Sintetizarea probelor de tip Xerogel 

 

 Au fost preparate ,urmând tehnica sol-gel, probe Xerogel cu compoziţia 56SiO2-40CaO-

4P2O5 (mol %) [8]. Pentru obţinerea sticlelor s-au folosit urmatorii precursori: tetraetoxisilan 

SiC8H20O4 (TEOS) ca precursor pentru dioxidul de siliciul, azotat de calciu tetrahidrat 
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Ca(NO3)2·4(H2O) ca precursor pentru oxidul de calciu, trietilphosphat (TEP) pentru obţinerea 

pentaoxidului de fosfor. 

 S-a folosit ca şi catalizator, acidul azotic (HNO3). Precursorii TEOS si Ca(NO3)2•4(H2O)  

au fost amestecaţi separat cu apa distilată, TEOS:apa în raport molar 1:2, precursorul pentru Ca 

pana la saturaţie, timp de 1/2h. Atât TEP-ul ca şi precursorul prentru Ca au fost adaugaţi soluţiei 

cu TEOS şi ţinuta apoi pe agitator timp de 1/2h. Timpul de asteptare intre adaugarea 

componentelor a fost 1h.  Dupa omogenizare, soluţia  a fost imparţita în trei parţi, iar pH-ul 

fiecarei cantiţati a fost setat la valori diferite (2, 4.5 respectiv 7.5). Probele au fost tratate termic 

la 700
o
C coform rezultatelor DTA . 

 

b) Sintetizarea probelor de tip Aerogel  

Pe baza unor studii anterioare[9] și luând în considerare faptul că procedura de uscare a 

probelor influențează încarcarea şi absorbţia acidului ascorbic precum și stabilitatea acestuia, a 

fost preparată proba Aerogel. (Aerogelurile descrise în acest studiu au fost preparate la Aerogel 

Lab, Departamentul de Chimie Anorganică și Analitică, Universitatea din Debrecen, folosind 

aceeași compoziție molară ca şi in cazul xerogel 56% SiO2, 40% CaO, 4% P2O5). 

Paşii urmaţi pentru obţinerea Aerogelului sunt: 

1. prepararea gelurilor 

2. schimbarea solventului (din apă şi etanol în acetonă) 

3. uscarea supracritica cu CO2.  

După uscare supracritică (Figura 3.1), aerogelurile au fost tratate termic la 1050
o
C . 

 

Figura 3.1 Probele Aerogel după uscare supracritică 
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3.2. Încorporarea acidului ascorbic 

Încorporarea acidului ascorbic în probele Xerogel şi Aerogel tratate a fost făcută sub 

atmosferă de argon, pentru a preveni descompunerea acidului ascorbic în dehidro acid ascorbic 

în contact cu aerul și apa. Această tehnică, este utilizată pentru a preveni reacția compușilor cu 

componentele din aer (apă sau oxigen), şi se numește metoda “air-free” , iar această metodă 

funcționează cel mai bine cu argon, acesta fiind  mai greu decât oxigenul. 

Acidului ascorbic folosit s-a dizolvat în apă distilată deoxigenata sub atmosferă de argon, iar 

probele au fost spălate tot cu argon. Probele au fost ținute sub argon, în soluție de acid ascorbic, 

timp de 2 zile (Figura 3.2A si B), folosind  metoda Schlenk, după care au fost uscate în vid, la 

temperatura camerei. 

 

 

a) pH =2       b) pH=4.5        c) pH=7.5 

Figura 3.2A Probele Xerogel în soluţie cu vitamina C, sub atmosferă de argon 

 

Figura 3.2B Probele Aerogel în soluţie cu vitamina C, sub atmosferă de argon  
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3.3. Rezultate experimentale  

3.3.1. Analiza termica diferentiala (DTA) şi analiza termogravimetrică (TGA)  

Descompunerea termică a acidului ascorbic şi a celei recristalizate este prezentată în 

Figura 3.3. Rezultatele corelează cu datele din literatura de specialitate şi arată că atât pe pulbere 

de acid ascorbic şi cel recristalizat are o stabilitate pana la temperatura de 200 
0
C. Acidul 

ascorbic începe să se descompună în jurul temperaturii de 197 
o
C cu o pierdere de masa de 36%. 
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Figura 3.3 Rezultatele DTA şi TG a vitaminei C , şi a vitaminei C recristalizate 

 

Rezultatele arată că, după recristalizare, descompunerea începe la temperatura mai joasa 

aproximativ 192 
o
C cu o pierdere de masă de 35% [9]. 

 Curbele termogravimetrice pentru probele xerogel fară conţinut de acid ascorbic înainte 

de tratament termic (Figura 3.4) prezintă mai multe regiuni cu pierdere de masă, prima dintre ele 

putând fi asociată cu eliminarea etanolului (intre 50-60
o
C), iar a doua este asociată cu  

indepărtarea moleculelor libere de apă (90-95
o
C). O a treia pierdere de masă poate fi observată 

pană la 400
o
C şi poate fi asociată cu descompunerea reziduurilor organice şi eliminarea apei 

încapsulate în pori [10]. Alte pierderi de masă sunt observate pana la 800
o
C şi corespund 

procesului de dehidroxilare a sticlelor şi eliminarea reziduurilor oganice. Analiza termica indică, 

de asemenea, faptul ca temperatura de cristalizare a probelor se produce in jur de 700
o
C, fapt 

pentru care s-a ales tratamentul termic a Xerogelurilor la 700
o
C. 
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Figura 3.4 Rezultatele DTA si TG pentru probele Xerogel: pH= 2 (a), pH=4.5 (b), pH=7.5(c) 
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În cazul Aerogelului (Figura 3.5.), asa cum era de asteptat, nu se evidenţiează evenimente 

semnificative, ceea ce înseamnă că rezidurile din preparare au fost eliminate în timpul schimbării 

solventului şi a uscării supracritice. Din curba TG s-a calculat că pierderea de masă este de 

aproximativ 10%, ca urmare a schimbărilor induse în densitatea relativa a probelor prin tratament 

termic. 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Temp [C]

80

100

120

140

%

TGA

-40

-20

0

20

40

uV

DTA

431.85x100C

-4.595x100%

-5.135x100%

 

Figura 3.5 Rezultatele DTA si TG pentru proba aerogel 

 

Rezultatele obţinute pe probele cu conţinut de acid ascorbic (Figura 3.6) arată prezenţa a 

doua evenimente termice importante însoţite de pierdere de masă, în curba TG. În cazul 

Xerogelurilor cu pH diferit, primul eveniment endoterm din intervalul 60-70
o
C, poate fi asociat 

cu eliminarea apei folosite la introducerea vitaminei C. Al doilea eveniment endoterm, situat la 

190 
o
C în cazul probelor cu pH =2 si 4.5 şi în intervalul 220-345

 o
C în cazul probei cu pH=7.5, 

corespunde descompunerii vitaminei C. 
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Figura 3.6. Rezultatele DTA şi TG pentru probele xerogel cu conţinut de acid ascorbic; 

 pH=2(a), pH=4.5 (b), pH=7.5 (c) 

 

a 

b 

c 
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Rezultatul obţinut pe proba Aerogel cu conţinut de vitamina C (Figura 3.7) prezintă un 

eveniment exoterm la 180
 o

C şi unul endorterm la 346 
o
C, ambele putand fi atribuite 

descompunerii mai lente a vitaminei C, careia îi corespunde în curba TG o pierdere de masă de 

30%, apropiata celei obtinute pe vitamina C . 
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Figura 3.7. rezultatele DTA şi TG pentru proba aerogel cu conţinut de acid ascorbic  

 

3.3.2. Difracţia de raze X  

Difractogramele obţinuţe pe vitamina C (figura3.8) arată prezenţa a multiple peak-uri 

cristaline în intervalul 2θ = 5-80
o
. Difractograma acidului ascorbic recristalizat este comparat cu 

rezultatul obţinut înainte de recristalizare şi corelat cu datele din literatura de specialitate. 

Diferenţe majore se pot observa în cazul peak-urilor caracteristice situate la 2θ= 10.04, 24.92, 

27, 28.20 and 30.10°, peak-urile localizate la 2θ=10.04, 39.46, 40° sunt mai putin vizibile dupa 

recristalizare. Aceste diferenţe se datoreaza reacţiei solvent-vitamina C şi a repoziţionării 

legăturilor C=O şi HO din molecula de vitamina [11]. 
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Figura 3.8 Difractograma acidului ascorbic înainte (a) şi după recristalizare(b) 

Difractogramele probelor Xerogel prezentate în Figura 3.9, arată că după tratament 

termic acestea sunt predominant amorfe (faza corespunzătoare sticlelor), cu o fază incipientă de 

cristalizare a fosfatului de calciu la 2θ = 32 ° în formă de apatită carbonatată (Ca10 [PO4] 6CO3 ) 

atribuită unui proces de carbonizare a materialului, din cauza tratamentului la temperatură înaltă, 

a CO2 prezent în atmosferă, precum şi a conținutului ridicat de calciu [12,13]. 
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Figura 3.9 Difractograma probelor Xerogel cu şi fară conţinut de Acid Ascorbic (AA) 
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Analizând rezultatele obţinute pe probele cu conţinut de vitamina C, acestea nu prezintă 

peak-urile caracteristice acidului ascorbic, de asemenea dispar şi fazele incipiente ale fosfatului 

de calciu, excepţie făcând proba cu pH=7,5, la care se poate identifica şi dupa imersare în soluţie 

cu acid ascorbic. 

10 20 30 40 50 60 70 80

 

 

 

2Theta

AeroAA

Aero

Supercitical dried gel

 

Figura 3.10. Difractograma probei Aerogel cu şi fără conţinut de acid ascorbic  

 

Difractogramele probei Aerogel (Figura 3.10) arată că aceasta este complet amorfă  chiar 

şi după tratament termic la temperatura înaltă. Rezultatele obţinute sunt în concordanţă cu cele 

din literatura de specialiate, unde este precizat faptul că aerogelurile obţinute prin uscare corectă 

sunt tot timpul amorfe. Dupa încărcarea Aerogelului cu vitamina C, apar patru peak-uri cristaline 

specifice acidului ascorbic. 

 

3.3.3. Spectroscopia în infrarosu 

Spectrele FTIR ale acidului ascorbic (Figura 3.11) prezinta urmatoare vibraţii 

caracteristice: 3527 cm
-1

, 3412 cm
-1

, 1755 cm
-1

, 1669 cm
-1

, 1320 cm
-1

, 1195 cm
-1

, 1121 cm
-1 

şi 

1024 cm
-1

. Peak-urile aflate la 1195 cm
-1

, 1320 cm
-1 

si 1755 cm
-1 

sunt atribuite vibraţiilor de 

alungire şi intindere a grupărilor C=O si CH prezente în acidul ascorbic [14], în timp ce vibraţia 

de la 1669 cm
-1

 este associată cu cea a legaturilor C=C din vitamina C [13,15] 
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Figura 3.11 Spectrele FTIR al  acidului ascorbic înainte şi după recristalizare 

 

Comparand spectrele FTIR ale acidului ascorbic recristalizat cu cele înainte de 

recristalizare se observă o mică deplasare catre valori mai mari a benzii situate  la 1755 cm
-1 

corespunzatoare vibraţiei de legatură C=O, deplasare care este vizibilă, de asemenea, în cazul 

grupărilor OH si CH. 

Spectrele FTIR a Xerogelurilor cu şi fară vitamina C sunt prezentate în Figura 4.12. 

Rezultatele arată că pe langă vibraţiile caracteristice materialelor cu conţinut ridicat de SiO2 şi 

vibraţiile legăturilor PO specifice pentru conţinutul de fosfor [16], după imersare în vitamina C, 

apare legatura C=C respectiv C=O. În plus, se poate observa odată cu, creşterea pH –lui în 

timpul prepararii şi o deplasare a benzilor aflate intre 1000-1200cm
-1

 catre valori mai mici [11, 

17-19]. 
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Figure 3.12 Spectrele FTIR a probelo Xerogel cu şi fără conţinut de Acid Ascorbic 

 

În cazul Aerogelului, înainte şi după imersare în soluţie cu acid ascorbic, pe langă 

vibraţiile caracteristice pentru legăturile Si-O-Si şi O-Si-O în intervalul 1100 – 1200 cm
-1 

şi pe 

langă benzile aflate la 807 cm
-1

 şi 467 cm
-1

 asociate cu vibraţiile unităţilor  Si-O,  după încărcare 

cu acid ascorbic apar vibraţiile caracteristice acesteia. În intervalul 550–750 cm
-1

 se poate 

observa apariţia unor peak-uri slab dezvoltate, acestea nefiind vizibile înainte de imersare 

[20,21]. 
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Figure 3.13 Spectrele FT-IR a probei Aerogel cu şi fară conţinut de  acid ascorbic  

 

3.3.4. Măsurători de suprafaţă specifica şi volum de pori 

Măsurătorile de porozimetrie au fost facute cu analizorul Qsurf, care este bazat pe metoda 

BET, folosind adsobţie-desorbţie de N2. Rezultatele obţinute sunt prezentate în tabelul 3.1: 

 

Tabel 3.1. Aria suprafeţelor specifice şi volumul de pori ale probelor Xerogel şi Aerogel 

Sample code Specific surface area (m
2
/g) Pore volume (ml/g) 

X2 153.82 0.33 

X2AA 253.28 0.43 

X4.5 164.30 0.32 

X4.5AA 271.54 0.43 

X7.5 89.09 0.4 

X7.5AA 113.00 0.48 

Aero 121.56 0.34 

AeroAA 70.40 0.29 

 

Se observă că suprafaţa specifică a probelor Xerogel tratate termic variază odata cu 

schimbarea pH-lui în faza de sol. Valorile sunt apropiate în cazul probelor cu pH 2 (153 m
2
/g) şi 

pH 4.5 (164 m
2
/g), dar prin cresterea pH-lui la 7.5 valoarea scade la 89 m

2
/g . În cazul volumului 
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de pori are loc o creştere a acestuia odata cu creşterea pH-lui. După imersarea Xerogelurilor în 

soluţie cu acid ascorbic, atât volumul de pori cât şi suprafaţa specifică creşte datorită reacţiei 

între acid ascorbic şi suprafaţa probelor [22]. În cazul Aerogelului se observă o situţie diferită 

după încărcare cu vitamina C, având loc o scadere a suprafeţei specifice şi a volumului de pori.  

Explicaţia acestui fenomen  este legata de natura deschisa a porilor şi aspectul interconectivităţii 

Aerogelurilor. Soluţia de acid ascobric pătrunde în pori umplând canalele, apoi în momentul 

uscării se recristalizeaza în aceştia [23]. 
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4. Studii in vitro de bioactivitate şi ataşare a proteinei 

Proprietățile de bioactivitate ale probelor Xerogel și Aerogel incubate în SBF au fost 

investigate prin XRD şî SEM, iar pentru a identifica prezența grupărilor funcționale specifice a 

fost utilizată FT-IR. Atașarea de proteine a fost studiată cu ajutorul FT-IR și SEM. 

4.1. Bioactivitatea probelor Xerogel şi Aerogel 

 

Studiul bioactivităţii probelor Xerogel şi Aerogel a fost făcut in vitro prin imersare în 

fluid biologic simulat (SBF) pe diferite intervale de timp (3, 4 şi 14 zile) la o temperatură de 

36.5
o
C . După imersare probele au fost spălate cu apă distilată şi uscate la temperatura camerei. 

Difractogramele obţinute după 14 zile de imersare sunt prezentate în Figura 4.1. Se poate 

observa că după 3 şi respectiv 7 zile de imersare probele sunt încă amorfe fară a se evidenţia 

prezenţa fazei de tip apatitic. După 14 zile de imersare, difractogramele probelor fără conţinut de 

vitamina C arată prezenţa fazei incipiente a fosfatului de calciu.  

Din rezultatele  XRD a probelor cu conţinut de vitamina C, doar în cazul Xerogelului cu 

pH=7.5  se poate identifica faza cristalină de tip apatitic. 
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Figura 4.1 Difractogramele probelor Xerogel şi Aerogel dupa 14 de imersare in SBF, cu şi fără 

conţinut de acid ascorbic (AA) 
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 Difracţia de raze X este utilizată pe scară largă pentru caracterizarea fazei de tip apatitic 

pentru că furnizează date despre structura cristalină a materialelor și a compoziției, însă prin 

această metodă  nu se poate determina prezenţa gruparilor [OH] și [CO3] din apatită, în schimb 

spectroscopia FT-IR poate fi folosită pentru identificarea legaturilor chimice caracteristice pentru 

hidroxiapatită [11]. 
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Figure 4.2.  Rezultatele FT-IR a probelor Xerogel şi Aerogel cu şi fără conţinut de AA 

după 14 zile de immersie în SBF 
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Spectrele obţinute pe probele cu şi fără conţinut de vitamina C, după 14 zile de imersie în 

SBF, sunt în concordanţă cu datele din literatura de specialitate. Banda dubla de absorbţie 

specifică legăturii P-O este identificată atât în cazul Xerogelurilor fără vitamina C cât şi în 

prezenţa acesteia, fiind mai pronunţată în ambele cazuri la pH 7.5. Benzile localizate la 791 cm
-1

 

şi respectiv în intervalul 1420-1650 cm
-1

 corespund vibratiilor CO3
2-

 ( banda dublă situată la 

1420 si 1479 cm
−1

 ) indicând formarea unei faze amorfe de Ca–P, iar vibraţia de la 1650 cm
-1

 

este la fel alocată grupării CO3
2-

, caracteristică fazei de tip apatitic [18]. Benzile de absorbţie 

situate în intervalul 1060–1090 cm
-1

 (X2, X4.5, X7.5) şi în intervalul 1080–1100 cm
-1

 (X2AA, 

X4.5AA, X7.5AA) corespunzătoare vibraţiei Si-O-Si sunt deplasate spre valori mai mari. În 

cazul probei aerogel benzile de absorbţie înregistrate înainte şi după imersare în SBF, cu şi fără 

conţinut de AA  prezintă aceleaşi vibraţii caracteristice. O bandă mai putin intens situată la 566  

cm
-1

 este identificată ca  vibraţia unitaţii PO4
3-

, iar banda la 1632 cm
-1

 este alocată vibraţiei 

unităţii CO3
2-

 [24]. 

Imaginile SEM  (Figura 4.3 ) înregistrate după 14 zile de imersare în SBF pe  probele 

Xerogel preparate cu și fără conţinut de acid ascorbic relevă pe suprafata probelor prezența  a 

unor forme aglomerate, fiind o dovadă bună de auto-asamblare pentru fazele de tip apatitic în 

SBF [25]. Se observă că acidul ascorbic nu are un efect negativ asupra formarii fazei de tip 

apatită. Pe de altă parte, se observă că creșterea pH-ului, în timpul sintezei probelor, favorizează 

formarea stratului de apatită pe suprafața acestora, rezultatele fiind în concordanţa cu cele 

obţinute prin XRD. După 14 zile de imersare în SBF, pe suprafaţa probei X7.5AA se observă 

clusteri de tip “conopidă” [24]. 
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Figure 4.3 Imagini SEM pentru probele Xerogel şi Aerogel cu şi fără conţinut de AA, dupa 14 

zile de imersare în SBF (Unde (a) proba cu pH=2; (a1) X2  dupa 14 zile de SBF; (a2) X2 _AA and 

(a3) X2AA dupa 14 zile de SBF; (b) proba pH=4.5 (b1) X4.5 dupa 14 zile de SBF;(b2) X4.5 AA; (b3 ) 

X4.5AA dupa 14 zile de SBF; (c) X7.5 ; (c1) X7.5 SBF; (c2) X7.5AA; (c3) X7.5AA SBF (d) Aero; (d1) 

Aero SBF; (d2) Aero AA; (d3) Aero AA SBF) 
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4.2. Studiul ataşării proteinelor pe suprafaţă 

Capacitatea de adsorbţie a proteinei a fost studiată atât pe probele fără cât şi pe probele cu 

conţinut de vitamina C folosind Serum Albumina Bovina(BSA). O cantitate de 0.04 g din fiecare 

probă a fost imesata în 2 ml de PBS în care anterior s-a dizolvat 0.1g de BSA, totul a fost incubat 

la temperatura de 36.5 
o
C.  

Având în vedere faptul că ascorbatul are o afinitate foarte mare pentru BSA [26], de 

asemenea  s-a studiat  interacțiunea dintre acidul ascorbic și BSA. Pentru acest studiu trei 

cantităţi diferite (1, 0,5, 0,25 g) de vitamina C au fost dizolvate în apă distilata (5ml), după care 

s-a adaugat BSA la soluție, într-o concentrație apropiata (0.0033mg/dl) de cea a albuminei 

regăsite în sânge (3.5-5.0 g/dl) [27]. 

Spectrul de fluorescenţă a proteinei cu şi fără acid ascorbic a fost înregistrat între 275-500 

nm, rezultatele fiind prezentate în Figura 4.4. Stiind că albumina umană și albumina bovină 

excitate la 290 nm emit semnal de fluorescenţă datorită în principal reziduului de triptofan, 

pentru măsurători a fost aleasa această lungime de undă de excitație. 
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Figura 4.4 Spectrul de fluorescenţă a proteinei BSA cu diferite cantitaţi de AA 
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Rezultatele indică faptul că intensitatea fluorescenței pentru BSA scade odată cu 

creșterea concentrației de acid ascorbic, dar fără deplasari semnificative, evidenţiind faptul că 

acidul ascorbic interacționeaza cu BSA, ducând la reducerea fluorescenţei sale intrinsece [27]. 

Acidul ascorbic este un compus care are două grupari -OH ionizabile, care apar de obicei 

sub formă de anion de ascorbat, și datorită prezenţei grupărilor carbonil prezintă o reacție 

puternică cu grupările amino și prin urmare reacționează puternic cu grupările amino din 

proteine [28].  

Spectrul de absorbție FT-IR al albuminei (BSA) este in concordanţă cu literatura de 

specialitate și prezintă vibrațiile caracteristice acesteia. Banda situată la 1659 cm
-1

 (Figura 4.5) 

este identificată ca şi amida I , fiind componenta cea mai dominantă a benzii, atribuită de obicei 

elicei de tip α,  rezultând de la vibrațiile de intindere C=O a legăturii peptidice. În mod similar, 

banda la 1540 cm
-1

 este atribuită vibrației de îndoire în plan N-H și vibrației de întindere C=N cu 

o mică contribuție de la vibrația de îndoire în plan C=O şi întinderea NC, este identificată ca 

Amida II [29,30]. Banda situată la 1400 cm
-1

 ca rezultat al vibraţiei lanțului lateral de COO- şi 

cea de la 1240 cm
-1

 (vibrația de întindere C-N şi  cea de indoire N-H) sunt benzi corespunzătoare 

Amidei III. 
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Figura 4.5  Spectrele FT-IR ale probelor Xerogel şi Aerogel cu şi fără AA, după ataşarea de 

BSA  

 

Pe baza unor studii anterioare [31] se ştie ca adsorbție/desorbție de proteine pe suprafața 

materialelor bioactive depinde de mărimea și forma proteinei, concentraţia, microstructura 

substratului, comportamentul hidrofob, pH-ul, temperatura, adsorbția competitivă cu alte 

proteine și ioni, precum și de natura solventului. 

Spectrele FT-IR ale probelor Xerogel (pH diferit) și ale probelor Aerogel înainte și după 

adsorbție de BSA sunt prezentate în Figura 4.5. Rezultatele obținute arată că benzile CO3
2
 din 

intervalul spectral 1400-1630 cm
-1

 dispar după adsorbția de proteine. Diferente se observa intre 

probele X2BSA și X4.5BSA la benzile vibraționale situate la 1540 cm
-1

 și la 1400 cm
-1

, acestea 

nefiind pronuntate pentru proba cu pH = 4,5. Conform literaturii [32,33] acest lucru este posibil, 

deoarece BSA are o conformație izomeră dependentă de pH, iar schimbările observate reflectă 

structura sa multidomeniu a proteinei. 

Rezultatele obținute pe probele cu conținut de acid ascorbic indică prezența clară a benzii 

de vibrație a Amidei I la 1648 cm-1 (X2), 1651 cm-1 (X4.5) și respectiv, la 1659 cm-1 (x7.5). 

De asemenea pot fi identificate, benzile  vibraționale de la Amida II, la 1522 cm-1 (X2), 1536 
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cm-1 (X4.5), respectiv la 1547 cm-1 (x7.5). În cazul probei aerogel fără AA după adsorbția de 

BSA, doar banda situata la 1660 cm-1 de la Amida I poate fi identificată, în schimb la proba cu 

conţinut de AA este vizibilă şi banda de la Amida II  aflată în regiune spectrală de la 1544 cm
-1

. 

Rezultatele obţinute pe probele cu conţinut de AA prin deplasarea benzilor specifice pentru BSA 

( cu cresterea pH -lui ) confirmă faptul că prezența acidului ascorbic nu are o influență negativă 

asupra atașarii de proteine, şi ca acestea sunt legate de suprafaţă. 

Prezenţa proteinei (BSA) pe suprafaţa probelor Xerogel și Aerogel este confirmată și de 

imaginile SEM, care sunt prezentate în Figura 4.6. Rezultatele relevă faptul ca atașarea proteinei 

pe suprafaţa probelor cu şi fără AA are structuri distincte [34], pe probele de tip Xerogel fără 

conţinut de acid ascorbic se observă o structură globulară, iar pe cele cu AA poate fi identificată 

în schimb, prezenţa unei structuri cu tendinţa de polimerizare. Această structură este prezentă și 

în cazul probelor Aerogel. Diferentele dintre probele cu şi fără vitamina C sunt puse pe seama 

caracterului important de antioxidant al acidului ascorbic, acesta păstrând majoritatea 

cofactorilor metalici în stare reducătoare. În condiții fiziologice ea apare sub formă de acid 

dehidroascorbic, reacționeaza cu grupările amino și formeaza baze de tip Schiff. 

. 
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Figura 4.6. Imagini SEM ale probelor Xerogel şi Aerogel cu şi fără conţinut de AA, înainte şi 

după ataşare de BSA (Unde: (a) proba cu pH=2; (a1) X2 cu BSA; (a2) X2 AA  (a3) X2AA cu BSA  

(b) proba cu pH=4.5 (b1) X4.5 cu BSA;(b2) X4.5 AA; (b3 ) X4.5AA cu BSA; (c) X7.5 ; (c1) X7.5 BSA; 

(c2) X7.5AA; (c3) X7.5AA BSA; (d) Aero; (d1) Aero BSA; (d2) Aero BSA; (d3) Aero AA BSA) 
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Concluzii  

- S-au obţinut prin metoda sol-gel probe de tip Xerogel şi Aerogel cu compoziţia chimică  

56SiO2-40CaO-4P2O5 (mole %). Probele Xerogel au fost  preparate la pH-uri diferite (2, 4.5 and 

7.5), iar proba Aerogel a fost uscată în condiţii supracritice folosind CO2.  

- Dupa tratament termic, rezultatele XRD arată că Aerogelurile işi pastrează structura amorfă 

(1050 °C), iar în cazul Xerogelurilor pe langă structura predominant amorfă apare şi un început 

de cristalizare a fosfatului de calciu la 2θ = 32°. 

- Dupa imersie în soluţie cu acid ascorbic, difractogramele arată dispariţia peak-urilor 

apatitice, excepţie făcând proba cu pH=7.5. Aceste modificari sunt puse pe seama reacţiei dintre 

acidul ascorbic şi suprafaţa probelor. Rezultatele XRD, obţinute doar pe proba AA, indică 

prezenţa fazelor cristaline specifice vitaminei C. 

 - Rezultatele DTA şi TG pe probele Xerogel uscate la 100°C arată o pierdere de masa în 

intervalul 50-250 ºC, asociată cu eliminarea reziduurilor de etanol şi apă provenite din preparare, 

respectiv pana la 400
o
C eliminarea apei încapsulate în pori, sugerând faptul că aceste materiale 

sunt poroase asa cum se confirmă şi de rezultatele BET. Probele Aerogel nu prezintă modificări 

semnificative în curba DTA, indicând faptul că reziduurile sunt eliminate încă în timpul uscării 

supracritice. Rezultatele DTA confirmă prezenţa acidului ascorbic după imersie pe probele 

tratate termic. 

- Testele de bioactivitate a probelor Aerogel şi Xerogel efectuate în vitro, indică faptul că 

după 14 zile de imersie în SBF apare faza de tip apatitic, vizibilă în FTIR şi confirmată cu 

imaginile SEM, în special pe proba Aerogel şi Xerogel cu pH=7.5. 

- Studiul de ataşare a proteinei indică faptul ca prezenţa vitaminei C are o influenţa benefică 

pentru ataşarea BSA-lui pe suprafata probelor, având o structura polimerizată. Rezultatele indică 

faptul că vitamina C are o afinitate mai buna pentru BSA.  
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