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Introducere

Scopul acestei teze este sintetizarea si caracterizarea unor noi materiale bioactive cu
posibile aplicatii, pe viitor, in ingineria tesuturilor si medicina regenerativa.

Unul dintre cele mai promitatoare biomateriale cu aplicatii in ingineria tesutului osos sunt
sticlele bioactive, bioceramicile, cum ar fi hidroxiapatita (HA), fosfatul de calciu, si materialele
compozite[1-4]. In cazul biomaterialelor utilizate in aplicatiile osoase s-a demonstrat ca prezenta
radicalilor liberi poate duce la o scddere treptata a formarii stratului osos. Importanta introducerii
antioxidantilor in aceste sisteme pentru a crea un suport adecvat, care favorizeaza cresterea
osteoblastelor si diminueaza activitatea osteoclastelor, aratd o crestere semnificativa in ultimii
ani [5,6,7].

Lucrarea se bazeaza pe sintetizarea probelor Xerogel (cu pH 2, 4.5, 7.5) si Aerogel prin
metoda sol-gel Tn sistemul 56SiO,-40Ca0-4P,0s, noutatea fiind doparea acestora cu vitamina C.
Tncorporarea acidului ascorbic s-a realizat in trei moduri: Tn timpul sintetizei prin adaugare la
solutia finala, al doilea mod prin immersarea probei uscate la 100°C si probele xerogel tratate
termic in solutie de acid ascorbic, si al treilea mod prin imersarea probelor Xerogel (pH diferit)
si Aerogel n solutie de vitamina C sub atmosfera de argon.

Teza este impartita pe 5 capitole, primul capitol prezinta aspecte din literatura legate de
definirea biomaterialelor si a biocompatibilitatii, cuprinde informatii generale despre metoda sol-
gel, obtinerea materialelor Xerogel si Aerogel, axat pe interactiunea dintre suprafata si proteina
si pe importanta vitaminei C Tn formarea oaselor. Al doilea capitol prezinta tehnicile de
caracterizare utilizate pentru analiza materialelor folosite in aceasta lucrare, de asemenea descrie
si protocoalele folosite pentru studiile in vitro. Al treilea capitol oferd o descriere detaliatd a
analizelor facute pe acid ascorbic folosit. In ultimele doua capitole sunt prezentate procedurile
experimentale atat prepararea si analiza probelor, precum si, rezultatele obtinute. Fiecare capitol

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

2.1. DTA (Analiza termica diferentiald) si TGA (Analiza termogravimetrica)

Analiza DTA si TGA au fost efectuate in aer cu analizorul Shimadzu DTG-60H 1n
creuzete de alumina. Pentru a investiga comportamentul termic, probele uscate au fost incalzite
cu viteza de Tncalzire de 10 °C/min, de la temperatura camerei pana la 500°C pentru vitamina C

si pand la 1000 °C pentru celelalte probe.

2.2. Difractia de raze X

Structura probelor a fost analizata prin difractie de raze X, cu difractometru Shimadzu
XRD-6000 folosind radiatia Cu Ka (A = 1.5418 A), cu filtru de Ni. Spectrele au fost inregistrate
intre 10 ° si 80 ° in modul de scanare continud 26, cu 2°/minut. Tensiunea si curentul au fost de
40 kV si respectiv 30 mA. Identificarea de faza a fost realizata prin compararea difractogramelor
obtinute cu datele standard pentru structura cristalina inorganica specifica unei faze, existente in
baza de date (JCPDS).

2.3. Spectroscopie in infrarosu

Spectrele FT-IR au fos inregistrate cu un spectrometru JASCO FTIR 6200 in interval
4000-400cm . O cantitate mica din fiecare proba a fost amestecatd cu pulbere de bromura de
potasiu (KBr), presatid sub forma de pastild si analizatd la o rezolutie de 4 cm™ cu 256

scanari/proba.

2.4. Analiza de suprafata specifica
Suprafata specificd si volumul porilor au fost determinate cu un analizor Qsurf cu

adsorbtie-desorbtie de Ny, care are la baza metoda Brunauer-Emmett-Teller (BET).

2.5. Microscopul electronic de baleaj (SEM)
Imaginile SEM au fost Tnregistrate cu un microscop FEI Quanta 3D FEG 200/600. Tn
scopul de a amplifica semnalul electronilor secundari, probele au fost acoperite cu aur.

2.6. Spectrometria de fluorescenta
Spectrele de fluorescenta a proteinei (BSA) in reactie cu acid ascorbic au fost efectuate pe
spectrofluorimetrul Jasco FP-6300. Lungimea de unda de excitare a fost de 295 nm si spectrele

de fluorescenta au fost inregistrate n intervalul 250-450 nm.
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3. Caracterizarea probelor Xerogel Si Aerogel incarcate cu vitamina C

In scopul de a evalua influenta acidului ascorbic de pe sticlele bioactive s-au preparat prin
metoda sol - gel: o matrice simpla de siliciu si 0 proba cu compozitie de siliciu-calciu- fosfor
acid ascorbic fiind incorporate in compozitiile lor in timpul fazei de sol. Comportamentele
termice ale probelor au fost studiate cu DTA / TGA ,structura a fost analizata folosind XRD si
FTIR . Sa observat cd, dupa adaugarea de acid ascorbic solutiile obtinute sunt incolore si
transparente, dar in timp, culoarea lor se schimba in galben. Dupa cum a fost raportatd in si
literatura de specialitate [ 13 ] ,densitatea culorii galbena creste treptat, in timp ca urmare a
oxidarii. Rezultatele obtinute pe SiO, si pe proba SiCaP incarcate cu acid ascorbic indica, de
asemenea, faptul ca acidul ascorbic nu are nici o influenta negativa asupra formarii gelului.

Pentru a imbunatati stabilitatea esantioanelor dupa adaugarea AA, si in scopul de a
prevenie scaderea drastic asuprafetei specifice a dupa adaugare de AA, 0 altd metoda de
incarcare a fost aplicata prin cufundarea pulberi uscate la 100 °C si celei tratate termic in solutie
de AA. Conform rezultatelor obtinute cea mai bund probd pentru alte investigatii si pentru
incarcare cu vitamina C pare a fi proba tratata termic. Rezultatele in-vitro confirma faptul (
mentionat, de asemenea finliteratura de specialitate ), ca in prezenta vitaminei C absorbtia
proteina este mai pronuntata pe suprafata probelor si inacelasi timp, nu inhiba formarea stratul
bioactiv de tip apatita.

Mai departe unul dintre obiectivele acestui studiu a fost incarcarea acidului ascorbic, sub
atmosfera de argon, in probele Xerogel a caror pH a fost ajustat la trei valori diferite in timpul
sintezei sol (2, 4.5 si 7.5) si in probele Aerogel uscate supercritic si tratate termic la temperatura
ridicatd, precum si caracterizarea schimbdrilor structurale, morfologice si texturale induse dupa
adaugare acidului ascorbic. De asemenea s-a urmarit cu 0 atentie speciala modul in care acidul
ascorbic introdus sub atomsfera de argon influenteaza bioactivitatea probelor investigate, precum

si capacitatea de atagare a proteinelor pe suprafata probelor cu si fara vitamina C.

3.1. Materialele folosite si metoda de preparare

a) Sintetizarea probelor de tip Xerogel

Au fost preparate ,urmand tehnica sol-gel, probe Xerogel cu compozitia 56Si0,-40CaO-
4P,05 (mol %) [8]. Pentru obtinerea sticlelor s-au folosit urmatorii precursori: tetraetoxisilan

SiCgH200, (TEOS) ca precursor pentru dioxidul de siliciul, azotat de calciu tetrahidrat
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Ca(NO3),-4(H,0) ca precursor pentru oxidul de calciu, trietilphosphat (TEP) pentru obtinerea
pentaoxidului de fosfor.

S-a folosit ca si catalizator, acidul azotic (HNOg). Precursorii TEOS si Ca(NO3),+4(H,0)
au fost amestecati separat cu apa distilata, TEOS:apa Tn raport molar 1:2, precursorul pentru Ca
pana la saturatie, timp de 1/2h. Atat TEP-ul ca si precursorul prentru Ca au fost adaugati solutiei
cu TEOS si tinuta apoi pe agitator timp de 1/2h. Timpul de asteptare intre adaugarea
componentelor a fost 1h. Dupa omogenizare, solutia a fost impartita in trei parti, iar pH-ul
fiecarei cantitati a fost setat la valori diferite (2, 4.5 respectiv 7.5). Probele au fost tratate termic
la 700°C coform rezultatelor DTA .

b) Sintetizarea probelor de tip Aerogel
Pe baza unor studii anterioare[9] si ludnd in considerare faptul ca procedura de uscare a

probelor influenteaza incarcarea si absorbtia acidului ascorbic precum si stabilitatea acestuia, a
fost preparata proba Aerogel. (Aerogelurile descrise in acest studiu au fost preparate la Aerogel
Lab, Departamentul de Chimie Anorganica si Analitica, Universitatea din Debrecen, folosind
aceeasi compozitie molara ca si in cazul xerogel 56% SiO2, 40% CaO, 4% P205).
Pasii urmati pentru obtinerea Aerogelului sunt:

1. prepararea gelurilor

2. schimbarea solventului (din api si etanol in acetoni)

3. uscarea supracritica cu CO,.
Dupa uscare supracritica (Figura 3.1), aerogelurile au fost tratate termic la 1050°C .

Figura 3.1 Probele Aerogel dupa uscare supracritica
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3.2. Incorporarea acidului ascorbic
Tncorporarea acidului ascorbic Tn probele Xerogel si Aerogel tratate a fost facuti sub
atmosferd de argon, pentru a preveni descompunerea acidului ascorbic in dehidro acid ascorbic
in contact cu aerul si apa. Aceasta tehnica, este utilizata pentru a preveni reactia compusilor cu
componentele din aer (apa sau oxigen), si se numeste metoda “air-free” , iar aceastd metoda
functioneaza cel mai bine cu argon, acesta fiind mai greu decat oxigenul.
Acidului ascorbic folosit s-a dizolvat in apa distilata deoxigenata sub atmosfera de argon, iar
probele au fost spalate tot cu argon. Probele au fost tinute sub argon, in solutie de acid ascorbic,
timp de 2 zile (Figura 3.2A si B), folosind metoda Schlenk, dupa care au fost uscate in vid, la

temperatura camerei.

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

Figura 3.2A Probele Xerogel in solutie cu vitamina C, sub atmosfera de argon

Figura 3.2B Probele Aerogel in solutie cu vitamina C, sub atmosferd de argon
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3.3. Rezultate experimentale

3.3.1. Analiza termica diferentiala (DTA) si analiza termogravimetrica (TGA)

Descompunerea termica a acidului ascorbic si a celei recristalizate este prezentata in
Figura 3.3. Rezultatele coreleaza cu datele din literatura de specialitate si arata ca atat pe pulbere
de acid ascorbic si cel recristalizat are o stabilitate pana la temperatura de 200 °C. Acidul

ascorbic incepe sa se descompuni in jurul temperaturii de 197 °C cu o pierdere de masa de 36%.
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Figura 3.3 Rezultatele DTA si TG a vitaminei C, si a vitaminei C recristalizate

Rezultatele arata ca, dupa recristalizare, descompunerea incepe la temperatura mai joasa
aproximativ 192 °C cu o pierdere de masa de 35% [9].

Curbele termogravimetrice pentru probele xerogel fara continut de acid ascorbic Tnainte
de tratament termic (Figura 3.4) prezinta mai multe regiuni cu pierdere de masa, prima dintre ele
putind fi asociati cu eliminarea etanolului (intre 50-60°C), iar a doua este asociati cu
indepartarea moleculelor libere de apa (90-95°C). O a treia pierdere de masa poate fi observata
pand la 400°C si poate fi asociatd cu descompunerea reziduurilor organice si eliminarea apei
incapsulate Tn pori [10]. Alte pierderi de masid sunt observate pana la 800°C si corespund
procesului de dehidroxilare a sticlelor si eliminarea reziduurilor oganice. Analiza termica indica,
de asemenea, faptul ca temperatura de cristalizare a probelor se produce in jur de 700°C, fapt

pentru care s-a ales tratamentul termic a Xerogelurilor la 700°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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Tn cazul Aerogelului (Figura 3.5.), asa cum era de asteptat, nu se evidenticaza evenimente
semnificative, ceea ce inseamna ca rezidurile din preparare au fost eliminate in timpul schimbarii
solventului si a uscarii supracritice. Din curba TG s-a calculat cd pierderca de masa este de

aproximativ 10%, ca urmare a schimbarilor induse Tn densitatea relativa a probelor prin tratament

termic.
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Figura 3.5 Rezultatele DTA si TG pentru proba aerogel

Rezultatele obtinute pe probele cu continut de acid ascorbic (Figura 3.6) arata prezenta a
doua evenimente termice importante insotite de pierdere de masa, in curba TG. Tn cazul
Xerogelurilor cu pH diferit, primul eveniment endoterm din intervalul 60-70°C, poate fi asociat
cu eliminarea apei folosite la introducerea vitaminei C. Al doilea eveniment endoterm, situat la
190 °C in cazul probelor cu pH =2 si 4.5 si in intervalul 220-345 °C in cazul probei cu pH=7.5,

corespunde descompunerii vitaminei C.
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Figura 3.6. Rezultatele DTA si TG pentru probele xerogel cu continut de acid ascorbic;
pH=2(a), pH=4.5 (b), pH=7.5 ()
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Rezultatul obtinut pe proba Aerogel cu conginut de vitamina C (Figura 3.7) prezinta un
eveniment exoterm la 180 °C si unul endorterm la 346 °C, ambele putand fi atribuite
descompunerii mai lente a vitaminei C, careia 1i corespunde in curba TG o pierdere de masa de

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

3.3.2. Difractia de raze X

Difractogramele obtinute pe vitamina C (figura3.8) aratd prezenta a multiple peak-uri
cristaline Tn intervalul 20 = 5-80°. Difractograma acidului ascorbic recristalizat este comparat cu
rezultatul obtinut nainte de recristalizare si corelat cu datele din literatura de specialitate.
Diferente majore se pot observa in cazul peak-urilor caracteristice situate la 26= 10.04, 24.92,
27, 28.20 and 30.10°, peak-urile localizate la 26=10.04, 39.46, 40° sunt mai putin vizibile dupa
recristalizare. Aceste diferente se datoreaza reactiei solvent-vitamina C §i a repozitiondrii

legaturilor C=0 si HO din molecula de vitamina [11].
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Figura 3.8 Difractograma acidului ascorbic inainte (a) si dupa recristalizare(b)
Difractogramele probelor Xerogel prezentate in Figura 3.9, aratd ca dupa tratament
termic acestea sunt predominant amorfe (faza corespunzatoare sticlelor), cu o faza incipienta de
cristalizare a fosfatului de calciu la 206 = 32 ° in forma de apatitd carbonatata (Cazo [PO4] 6CO3 )
atribuita unui proces de carbonizare a materialului, din cauza tratamentului la temperatura inalta,

a CO; prezent Tn atmosfera, precum si a continutului ridicat de calciu [12,13].

X745
sl RN
X4.5AA
x4.5
X, AA
WMM
T T T T T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

2 Theta

Figura 3.9 Difractograma probelor Xerogel cu si fara conginut de Acid Ascorbic (AA)
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Analizand rezultatele obtinute pe probele cu continut de vitamina C, acestea nu prezinta
peak-urile caracteristice acidului ascorbic, de asemenea dispar si fazele incipiente ale fosfatului
de calciu, exceptie facand proba cu pH=7,5, la care se poate identifica si dupa imersare in solutie

cu acid ascorbic.

AeroAA

Aero

Supercitical dried gel

10 20 30 40 50 60 70 80
2Theta

Figura 3.10. Difractograma probei Aerogel cu si fard conginut de acid ascorbic

Difractogramele probei Aerogel (Figura 3.10) arata ca aceasta este complet amorfa chiar
si dupa tratament termic la temperatura inaltad. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu cele
din literatura de specialiate, unde este precizat faptul ca aerogelurile obtinute prin uscare corecta
sunt tot timpul amorfe. Dupa incarcarea Aerogelului cu vitamina C, apar patru peak-uri cristaline

specifice acidului ascorbic.

3.3.3. Spectroscopia in infrarosu

Spectrele FTIR ale acidului ascorbic (Figura 3.11) prezinta urmatoare vibratii
caracteristice: 3527 cm™, 3412 cm™, 1755 cm™, 1669 cm™, 1320 cm™, 1195 ecm™, 1121 cm™ i
1024 cm™. Peak-urile aflate la 1195 cm™, 1320 cm™ si 1755 cm™ sunt atribuite vibratiilor de
alungire si intindere a gruparilor C=0 si CH prezente in acidul ascorbic [14], in timp ce vibratia
de la 1669 cm™ este associata cu cea a legaturilor C=C din vitamina C [13,15]
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Figura 3.11 Spectrele FTIR al acidului ascorbic inainte si dupa recristalizare

Comparand spectrele FTIR ale acidului ascorbic recristalizat cu cele Tnainte de
recristalizare se observd o mica deplasare catre valori mai mari a benzii situate la 1755 cm™
corespunzatoare vibratiei de legaturd C=0, deplasare care este vizibild, de asemenea, in cazul
gruparilor OH si CH.

Spectrele FTIR a Xerogelurilor cu si fard vitamina C sunt prezentate in Figura 4.12.
Rezultatele arata ca pe langa vibratiile caracteristice materialelor cu continut ridicat de SiO; si
vibratiile legaturilor PO specifice pentru continutul de fosfor [16], dupa imersare in vitamina C,
apare legatura C=C respectiv C=0. In plus, se poate observa odati cu, cresterea pH —lui Tn

timpul prepararii si 0 deplasare a benzilor aflate intre 1000-1200cm™ catre valori mai mici [11,

17-19].
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Figure 3.12 Spectrele FTIR a probelo Xerogel cu si fara continut de Acid Ascorbic

Tn cazul Aerogelului, Tnainte si dupd imersare in solutie cu acid ascorbic, pe langd
vibratiile caracteristice pentru legaturile Si-O-Si si O-Si-O n intervalul 1100 — 1200 cm™ si pe
langa benzile aflate la 807 cm™ si 467 cm™ asociate cu vibratiile unitatilor Si-O, dupa incircare
cu acid ascorbic apar vibratiile caracteristice acesteia. In intervalul 550-750 cm™ se poate

observa aparitia unor peak-uri slab dezvoltate, acestea nefiind vizibile Tnainte de imersare

[20,21].
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Figure 3.13 Spectrele FT-IR a probei Aerogel cu si fara continut de acid ascorbic

3.3.4. Masuratori de suprafata specifica si volum de pori

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

BET, folosind adsobtie-desorbtie de N,. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 3.1:

Tabel 3.1. Aria suprafegelor specifice si volumul de pori ale probelor Xerogel si Aerogel

Sample code Specific surface area (m°/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 observa ca suprafata specifica a probelor Xerogel tratate termic variaza odata cu
schimbarea pH-lui Tn faza de sol. Valorile sunt apropiate Tn cazul probelor cu pH 2 (153 mz/g) sl

pH 4.5 (164 m?/g), dar prin cresterea pH-lui la 7.5 valoarea scade la 89 m?/g . Tn cazul volumului
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de pori are loc o crestere a acestuia odata cu cresterea pH-lui. Dupd imersarea Xerogelurilor in
solutie cu acid ascorbic, atdt volumul de pori cat si suprafata specificd creste datoritd reactiei
intre acid ascorbic si suprafata probelor [22]. In cazul Aerogelului se observi o situtie diferita
dupa incarcare cu vitamina C, avand loc o scadere a suprafetei specifice si a volumului de pori.
Explicatia acestui fenomen este legata de natura deschisa a porilor si aspectul interconectivitatii
Aerogelurilor. Solutia de acid ascobric patrunde in pori umpland canalele, apoi in momentul

uscarii se recristalizeaza in acestia [23].
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4. Studii in vitro de bioactivitate si atasare a proteinei
Proprietatile de bioactivitate ale probelor Xerogel si Aerogel incubate in SBF au fost
investigate prin XRD si SEM, iar pentru a identifica prezenta gruparilor functionale specifice a

fost utilizata FT-IR. Atasarea de proteine a fost studiata cu ajutorul FT-IR si SEM.

4.1. Bioactivitatea probelor Xerogel si Aerogel

Studiul bioactivitatii probelor Xerogel si Aerogel a fost facut in vitro prin imersare n
fluid biologic simulat (SBF) pe diferite intervale de timp (3, 4 si 14 zile) la o temperatura de
36.5°C . Dupa imersare probele au fost spilate cu apa distilatd si uscate la temperatura camerei.
Difractogramele obtinute dupa 14 zile de imersare sunt prezentate in Figura 4.1. Se poate
observa ca dupa 3 si respectiv 7 zile de imersare probele sunt inca amorfe fard a se evidentia
prezenta fazei de tip apatitic. Dupa 14 zile de imersare, difractogramele probelor fard continut de
vitamina C arata prezenta fazei incipiente a fosfatului de calciu.

Din rezultatele XRD a probelor cu continut de vitamina C, doar in cazul Xerogelului cu

pH=7.5 se poate identifica faza cristalina de tip apatitic.
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Figura 4.1 Difractogramele probelor Xerogel si Aerogel dupa 14 de imersare in SBF, cu si fara
continut de acid ascorbic (AA)
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Difractia de raze X este utilizata pe scara larga pentru caracterizarea fazei de tip apatitic
pentru cd furnizeazd date despre structura cristalind a materialelor si a compozitiei, insa prin
aceasta metoda nu se poate determina prezenta gruparilor [OH] si [COs] din apatitd, in schimb

spectroscopia FT-IR poate fi folosita pentru identificarea legaturilor chimice caracteristice pentru
hidroxiapatita [11].
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Figure 4.2. Rezultatele FT-IR a probelor Xerogel si Aerogel cu si fara continut de AA

dupa 14 zile de immersie in SBF
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Spectrele obtinute pe probele cu si fara continut de vitamina C, dupa 14 zile de imersie in
SBF, sunt in concordanta cu datele din literatura de specialitate. Banda dubla de absorbtie
specifica legaturii P-O este identificata atat in cazul Xerogelurilor fara vitamina C cat si in
prezenta acesteia, fiind mai pronuntata in ambele cazuri la pH 7.5. Benzile localizate la 791 cm™
si respectiv in intervalul 1420-1650 cm™ corespund vibratiilor COs* ( banda dubla situati la
1420 si 1479 cm™*) indicand formarea unei faze amorfe de Ca—P, iar vibratia de la 1650 cm™
este la fel alocatd gruparii COs>, caracteristicd fazei de tip apatitic [18]. Benzile de absorbtie
situate Tn intervalul 1060-1090 cm™ (X2, X4.5, X7.5) si in intervalul 1080-1100 cm™ (X2AA,
X4.5AA, X7.5AA) corespunzitoare vibratiei Si-O-Si sunt deplasate spre valori mai mari. Tn
cazul probei aerogel benzile de absorbtie inregistrate nainte si dupa imersare in SBF, cu si fara
continut de AA prezinta aceleasi vibratii caracteristice. O banda mai putin intens situata la 566
cm? este identificatd ca vibratia unitatii PO,>, iar banda la 1632 cm™ este alocatd vibratiei
unitatii COs” [24].

Imaginile SEM (Figura 4.3 ) Tnregistrate dupa 14 zile de imersare in SBF pe probele
Xerogel preparate cu si fara continut de acid ascorbic releva pe suprafata probelor prezenta a
unor forme aglomerate, fiind o dovada buna de auto-asamblare pentru fazele de tip apatitic in
SBF [25]. Se observa ca acidul ascorbic nu are un efect negativ asupra formarii fazei de tip
apatita. Pe de alta parte, se observa ca cresterea pH-ului, Tn timpul sintezei probelor, favorizeaza
formarea stratului de apatitd pe suprafata acestora, rezultatele fiind in concordanta cu cele
obtinute prin XRD. Dupa 14 zile de imersare in SBF, pe suprafata probei X7.5AA se observa
clusteri de tip “conopida” [24].
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Figure 4.3 Imagini SEM pentru probele Xerogel si Aerogel cu si fara continut de AA, dupa 14
zile de imersare Tn SBF (Unde (a) proba cu pH=2; (a1) X, dupa 14 zile de SBF; (a;) X, _AA and
(a3) X2AA dupa 14 zile de SBF; (b) proba pH=4.5 (b;) X45 dupa 14 zile de SBF;(b,) X45AA; (b3)

X45AA dupa 14 zile de SBF; (¢) X75 ; (C1) X75SBF; (C2) X7.5AA; (C3) X75AA SBF (d) Aero; (d)

Aero SBF; (dy) Aero AA; (d3) Aero AA SBF)
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4.2. Studiul atasarii proteinelor pe suprafata

Capacitatea de adsorbtie a proteinei a fost studiata atat pe probele fara cat si pe probele cu
continut de vitamina C folosind Serum Albumina Bovina(BSA). O cantitate de 0.04 g din fiecare
proba a fost imesata in 2 ml de PBS 1in care anterior s-a dizolvat 0.1g de BSA, totul a fost incubat
la temperatura de 36.5 °C.

Avand n vedere faptul ca ascorbatul are o afinitate foarte mare pentru BSA [26], de
asemenea s-a studiat interactiunea dintre acidul ascorbic si BSA. Pentru acest studiu trei
cantitati diferite (1, 0,5, 0,25 g) de vitamina C au fost dizolvate in apa distilata (5ml), dupa care
s-a adaugat BSA la solutie, intr-o concentratie apropiata (0.0033mg/dl) de cea a albuminei
regasite in sénge (3.5-5.0 g/dl) [27].

Spectrul de fluorescenta a proteinei cu si fara acid ascorbic a fost inregistrat intre 275-500
nm, rezultatele fiind prezentate Tn Figura 4.4. Stiind ca albumina umana si albumina bovina
excitate la 290 nm emit semnal de fluorescenta datorita Th principal reziduului de triptofan,

pentru masuratori a fost aleasa aceasta lungime de unda de excitatie.
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Figura 4.4 Spectrul de fluorescenta a proteinei BSA cu diferite cantitati de AA

Emoke LaszIoffi,Teza de Doctorat Page 24



Rezultatele indicd faptul ca intensitatea fluorescentei pentru BSA scade odatd cu
cresterea concentratiei de acid ascorbic, dar fara deplasari semnificative, evidentiind faptul ca
acidul ascorbic interactioneaza cu BSA, ducénd la reducerea fluorescentei sale intrinsece [27].

Acidul ascorbic este un compus care are doua grupari -OH ionizabile, care apar de obicei
sub formd de anion de ascorbat, si datoritd prezentei grupdrilor carbonil prezintd o reactie
puternicad cu grupdrile amino si prin urmare reactioneazd puternic cu grupdrile amino din
proteine [28].

Spectrul de absorbtiec FT-IR al albuminei (BSA) este in concordanta cu literatura de
specialitate si prezintd vibratiile caracteristice acesteia. Banda situata la 1659 cm™ (Figura 4.5)
este identificatd ca si amida | , fiind componenta cea mai dominanta a benzii, atribuitd de obicei
elicei de tip a, rezultdnd de la vibratiile de intindere C=0 a legaturii peptidice. in mod similar,
banda la 1540 cm™ este atribuita vibratiei de indoire in plan N-H si vibratiei de intindere C=N cu
o mica contributie de la vibratia de indoire in plan C=0 si intinderea NC, este identificata ca
Amida II [29,30]. Banda situati la 1400 cm™ ca rezultat al vibratiei lantului lateral de COO- si
cea de la 1240 cm™ (vibratia de intindere C-N si cea de indoire N-H) sunt benzi corespunzitoare
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Figura 4.5 Spectrele FT-IR ale probelor Xerogel si Aerogel cu si fara AA, dupa atasarea de
BSA

Pe baza unor studii anterioare [31] se stie ca adsorbtie/desorbtie de proteine pe suprafata
materialelor bioactive depinde de marimea si forma proteinei, concentratia, microstructura
substratului, comportamentul hidrofob, pH-ul, temperatura, adsorbtia competitivda cu alte
proteine si ioni, precum si de natura solventului.

Spectrele FT-IR ale probelor Xerogel (pH diferit) si ale probelor Aerogel inainte si dupa
adsorbtie de BSA sunt prezentate in Figura 4.5. Rezultatele obtinute aratd ca benzile CO4% din
intervalul spectral 1400-1630 cm™ dispar dupa adsorbtia de proteine. Diferente se observa intre
probele X2BSA si X4.5BSA la benzile vibrationale situate la 1540 cm™ st la 1400 cm™, acestea
nefiind pronuntate pentru proba cu pH = 4,5. Conform literaturii [32,33] acest lucru este posibil,
deoarece BSA are o conformatie izomera dependentd de pH, iar schimbarile observate reflecta
structura sa multidomeniu a proteinei.

Rezultatele obtinute pe probele cu continut de acid ascorbic indica prezenta clara a benzii
de vibratie a Amidei I la 1648 cm-1 (X2), 1651 cm-1 (X4.5) si respectiv, la 1659 cm-1 (x7.5).
De asemenea pot fi identificate, benzile vibrationale de la Amida Il, la 1522 cm-1 (X2), 1536
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cm-1 (X4.5), respectiv la 1547 cm-1 (x7.5). In cazul probei aerogel fard AA dupa adsorbtia de
BSA, doar banda situata la 1660 cm-1 de la Amida I poate fi identificatd, in schimb la proba cu
continut de AA este vizibild si banda de la Amida II aflata in regiune spectrala de la 1544 cm™.
Rezultatele obtinute pe probele cu continut de AA prin deplasarea benzilor specifice pentru BSA
(cu cresterea pH -lui ) confirma faptul ca prezenta acidului ascorbic nu are o influenta negativa
asupra atasarii de proteine, si ca acestea sunt legate de suprafata.

Prezenta proteinei (BSA) pe suprafata probelor Xerogel si Aerogel este confirmata si de
imaginile SEM, care sunt prezentate in Figura 4.6. Rezultatele releva faptul ca atasarea proteinei
pe suprafata probelor cu si farda AA are structuri distincte [34], pe probele de tip Xerogel fara
continut de acid ascorbic se observa o structurd globulara, iar pe cele cu AA poate fi identificata
in schimb, prezenta unei structuri cu tendinta de polimerizare. Aceasta structura este prezenta si
in cazul probelor Aerogel. Diferentele dintre probele cu si fara vitamina C sunt puse pe seama
caracterului important de antioxidant al acidului ascorbic, acesta pastrdnd majoritatea
cofactorilor metalici In stare reducatoare. In conditii fiziologice ea apare sub forma de acid

dehidroascorbic, reactioneaza cu gruparile amino si formeaza baze de tip Schiff.
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Figura 4.6. Imagini SEM ale probelor Xerogel si Aerogel cu si fara continut de AA, inainte si

dupa atasare de BSA (Unde: (a) proba cu pH=2; (a;) X, cu BSA; (a2) X2 AA (az) X2AA cu BSA

(b) proba cu pH=4.5 (b1) Xa5 cu BSA;(b2) Xa5AA; (b3 ) Xas5AA cu BSA; (c) X75 ; (C1) X75BSA;
(c2) X75AA; (c3) X75AA BSA; (d) Aero; (d;) Aero BSA; (d,) Aero BSA; (ds) Aero AA BSA)
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Concluzii

- S-au obtinut prin metoda sol-gel probe de tip Xerogel si Aerogel cu compozitia chimica
56Si0,-40Ca0-4P,0s5 (mole %). Probele Xerogel au fost preparate la pH-uri diferite (2, 4.5 and
7.5), iar proba Aerogel a fost uscata in conditii supracritice folosind CO..

- Dupa tratament termic, rezultatele XRD aratd ca Aerogelurile isi pastreaza structura amorfa
(1050 °C), iar in cazul Xerogelurilor pe langa structura predominant amorfa apare si un inceput
de cristalizare a fosfatului de calciu la 26 = 32°.

- Dupa imersie in solutie cu acid ascorbic, difractogramele aratid disparitia peak-urilor
apatitice, exceptie facand proba cu pH=7.5. Aceste modificari sunt puse pe seama reactiei dintre
acidul ascorbic si suprafata probelor. Rezultatele XRD, obtinute doar pe proba AA, indica
prezenta fazelor cristaline specifice vitaminei C.

- Rezultatele DTA si TG pe probele Xerogel uscate la 100°C arata o pierdere de masa in
intervalul 50-250 °C, asociata cu eliminarea reziduurilor de etanol si apa provenite din preparare,
respectiv pana la 400°C eliminarea apei incapsulate in pori, sugerand faptul ci aceste materiale
sunt poroase asa cum se confirma si de rezultatele BET. Probele Aerogel nu prezinta modificari
semnificative in curba DTA, indicand faptul ca reziduurile sunt eliminate inca in timpul uscarii
supracritice. Rezultatele DTA confirma prezenta acidului ascorbic dupa imersie pe probele
tratate termic.

- Testele de bioactivitate a probelor Aerogel si Xerogel efectuate in vitro, indica faptul ca
dupa 14 zile de imersie in SBF apare faza de tip apatitic, vizibild in FTIR si confirmatd cu
imaginile SEM, in special pe proba Aerogel si Xerogel cu pH=7.5.

- Studiul de atasare a proteinei indica faptul ca prezenta vitaminei C are o influenta benefica
pentru atasarea BSA-lui pe suprafata probelor, avand o structura polimerizata. Rezultatele indica

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