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Introducere 

 

Înlocuirea oaselor deteriorate și repararea oaselor fracturate sunt cele mai 

controversate metode de regenerare osoasă în chirurgia ortopedică. Pentru aplicații 

medicale, este necesar să se dezvolte materiale de sinteză care să imită compoziția 

chimică și structura osului natural și să favorizeze vindecarea mai rapidă, cu efecte 

secundare minime. Sistemul osos al corpului uman este unul dintre cele mai mari 

organe, care îndeplineşte funcțiile de mișcare, suport, absorbţie de minerale și 

protecție. De asemenea, are capacitatea de a se remodela și auto-vindeca, ceea ce 

înseamnă absorbția țesutului osos vechi sau deteriorat care se află la aceeași interfață 

în care osteoblastele produc os nou sănătos pentru a înlocui osul resorbit. Cu toate 

acestea, în cazurile critice în care osul este grav deteriorat, auto-vindecarea nu este 

suficientă. Prin urmare, trebuie dezvoltate biomateriale capabile să substituie sau să 

regenereze țesutul osos afectat. 

 În fond, ingineria țesutului osos pare să rezolve aceste probleme 

utilizând o combinaţie de diferite abordări multidisciplinare pentru a îmbunătăți sau 

înlocui țesutul osos deteriorat. În ultimii ani, datorită dezvoltării tehnologiei de 

inginerie tisulară, ingineria țesutului osos a devenit o abordare optimistă pentru 

repararea fracturilor osoase și a defectelor osoase. Biomateriale pentru substitute 

osoase și pentru acoperirea implanturilor metalice sau ca scafolduri pentru culturi de 

celule au fost dezvoltate în această teză [1-14] şi  joacă un rol crucial în ingineria 

țesutului osos. Scopul lor este de a imita compoziția, structura și funcția osului 

natural și de a oferi un mediu tridimensional (3D) pentru a avea proprietăți fizice 

adecvate pentru repararea oaselor, promovând adeziunea, proliferarea și 

diferențierea celulelor osteoblaste in vivo [5,6]. 
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Un biomaterial nanostructurat ideal, denumit și material biomedical, ar 

trebui să fie biodegradabil, bioactiv, biocompatibil și osteoconductiv sau mai ales 

osteoinductiv in vivo, dovedind formarea și asigurând totodată creștere osului nou. 

Scopul acestei lucrări a fost de a proiecta, prepara și caracteriza nanohidroxiapatite 

sintetice, nano HAP, care sunt componente importante ale osului natural [1-14], 

dopate cu diverși compuși biologic activi, precum colagenul (COL, o altă 

componentă esențială a osului) și medicamente (de ex. antibiotice, cum ar fi 

vancomicina și nanoparticule de argint, AgNP, pentru a proteja împotriva infecțiilor 

[6,8] toate în comun capabile să dezvolte nanomateriale inovatoare cu funcții 

biologice îmbunătățite pentru substitute osoase și pentru acoperirea implanturilor 

metalice cu potențiale aplicații biomedicale, pentru repararea biologică oaselor, 

vindecarea potenţată a fracturilor osoase și regenerarea osoasă [7, 9, 12, 14]. 

Datorită variatelor cerinţe de biomateriale nanostructurate sintetice, cum ar 

fi nano-hidroxiapatite multi-dopate cu elemente fiziologice esențiale, cum ar fi Mg 

Zn, și Si, în lucrarea de faţă, au fost, de asemenea, dezvoltate hidroxiapatite multi-

substituite, notate ms-HAP sau HAPc, pentru a amplifica regenerarea osoasă [1-14].  

Abordările multidisciplinare dezvoltate în această lucrare pot fi aplicate 

pentru regenerarea osoasă și vor face pași importanți în viitorul apropiat în ceea ce 

privește exploatarea biomaterialelor noi și a noilor strategii privind integrarea 

nanotehnologiei, în știința celulelor stem pentru regenerarea țesutului osos, ajutând 

populația cu risc, cum ar fi pacienții cu osteoporoză.  
 Proiectarea, sinteza și caracterizarea fizico-chimică, precum și 

comportamentul lor biologic au fost cercetate cu atenție în această teză de doctorat 

sub conducerea Prof. Univ. dr. Maria Tomoaia-Cotișel, directorul Centrului de 

Cercetare în Chimie Fizică, CECHIF, al Universităţii Babeș-Bolyai din Cluj-

Napoca. Rezultatele obținute în această teză de doctorat fac parte din realizările 

semnificative obținute în ultimul deceniu în centrul CECHIF, inclusiv studii in vivo 

folosind modelul de șobolan al fracturii femurale. 

 

Capitolul I [7] are drept obiectiv investigarea biomaterialelor 

nanostructurate realizate în cercetarea doctorală, materiale compozite biomimetice 

nanostructurate, cuprinzând trei componente: nanoparticule de HAPc 

funcţionalizate cu COL coroană (nanoparticule core/shell), încorporate în acid 

polilactic, PLA, rezultând acoperiri poroase HAPc-COL@PLA pe implanturi de Ti. 

În final, aceste compozite au fost acoperite cu fibre de COL autoasamblate, 

rezultând materiale biomimetice HAPc-COL@PLA/COL [7]. Adăugarea de colagen 

la materialul de acoperire poroasă de HAPc-COL@PLA a mărit rezistenţa mecanică 

a compozitului, cauzând o reducere în porozitatea acestuia. Materialele au fost 

obţinute prin metoda de acoperire prin scufundare cu auto-asamblare pe implanturi 

de Ti. Materialele au fost caracterizate prin metode şi tehnici de top şi anume XRD, 

TEM, SEM, EDX, AFM (Figura 1), şi metode de determinare a proprietăţilor 

mecanice (Figura 5, Tabelul 1) a implantelor  folosite. Materialele au fost studiate in 

vivo, pe un model al fracturii femurale pe şobolan şi reprezintă o premieră în 

comunitatea ştiinţifică internaţională.  
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Figura 2. Spectru XRD pentru pulberea liofilizată ms-HAP/COL (A) și pentru 

compozitul HAPc (adică, acoperirea ms-HAP/COL@PLA/COL) pe suprafața Ti 

(B); Imagini HR-TEM (C, D) forme de nanoparticule HAP / COL; imagine SEM (E) 

și spectrul EDX pentru aceeași zonă (F) pentru HAP/COL; imagini SEM (G, H) ale 

suprafeței acoperirii de HAPc pe Ti 
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Figura 5. Curbe de deplasare - forță pentru testele de încovoiere în 3 puncte 

efectuate pe femurul explantat de șobolani: (A) la 2 săptămâni după implantare și 

(B) la 8 săptămâni după implantare. 

 

Tabelul 1. Valorile măsurate ale forței de rupere și deplasarea corespunzătoare în 

timpul încercărilor de încovoiere în trei puncte. 

Grup CG PESW HAPc HAPc+PESW 

 

Forţa de 

rupere[N] 

2 săpt. 20 ± 5 34 ± 4 30 ± 4 40 ± 5 

8 săpt. 95 ± 9 124 ± 6 121 ± 8 139 ± 8 

Deplasarea 

finală [mm] 

2 săpt. 1,5 ± 0,3 0,6± 0.2 1,0 ± 0.3 0,7 ± 0.1 

8 săpt. 0,6 ± 0,1 0,5 ± 0.1 0,5 ± 0.2 0,5± 0.1 

Abrevieri: CG = grup de control; PESW = unde electromagnetice scurte pulsatile; 

HAPc = implanturi de titan acoperite cu hidroxiapatită multi-substituită și colagen; 

HAPc + PESW = implanturi de titan acoperite cu hidroxiapatită multi-substituită și 

colagen și cu unde scurte electromagnetice pulsatile; N = newton; mm = milimetru. 

 

Se prezintă rezultatele referitoare la îmbunătățirea consolidării osoase cu 

ajutorul undelor electromagnetice scurte pulsatile de înaltă frecvență și a 

implanturilor de titan acoperite cu compozit biomimetic încorporat în matricea PLA: 

evaluare in vivo. Această cercetare demonstrează importanţa căptuşirilor 

biomimetice depuse pe implanturile de titan în vindecarea rapidă a fracturilor 

femurale în modelul pe şobolan. Cercetările multidisciplinare realizate cuprind 

determinarea markerilor osoşi: fosfataza alcalină şi osteocalcina, la diferiţi timpi de 

implantare în animale (la 2,4 şi respectiv 8 săptămâni); se foloseşte tehnica  de 

micro-tomografie computerizată (micro-CT), și analiza histologică şi se evidenţiază 

vindecarea rapidă a fracturilor femurale la şobolan.  
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Capitolul 2 [9] raportează Biocompatibilitatea implanturilor de titan 

acoperite cu biocompozit într-un model de fractură femurală de șobolan şi se 

demonstrează in vivo osteointegrarea acoperirii biomimetice de pe implanturile de Ti 

cu osul natural gazdă. Se folosesc măsurători de biofizica markerilor osoşi: fosfataza 

alcalină şi osteocalcina (Figura 2, Tabelul 1), precum şi micro- CT (Tabelul 2) şi 

analiza histologică (Figura 3).  Acestea  demonstrează osteointegrarea  formarea 

osului trabecular şi a osului compact – facilitată de structurile biominetice proiectate 

şi dezvoltate în această teză de doctorat   

 
Figura 2. Markeri osoşi, fosfataza alcalină (A) şi osteocalcina (B), concentraţia în 

ser iniţială la timpul zero, la două şi opt săptămâni după operaţie; *statistic 

semnificativ p<0,05; ** statistic semnificativ p<0,01; *** statistic semnificativ 

p<0,001; **** statistic semnificativ p<0,0001 

Tabelul 1. Markeri osoşi, fosfataza alcalină (ALP) şi osteocalcina (OCN), 

concentraţia în ser iniţială (0 săptămâni), la două şi opt săptămâni post-operatoriu; 

 * statistic semnificativ p<0,05; ** statistic semnificativ p<0,01; *** statistic 

semnificativ p<0,001; **** statistic semnificativ p<0,0001 

 

Grupa de şobolani CG HAPc 

ALP 

(%) 

0 săptămâni 

2 săptămâni 

8 săptămâni 

100 ± 13 

152 ±14**** 

100 ± 7 

102 ±6 

173 ± 10**** 

89 ± 8 

OCN 

(%) 

0 săptămâni 

2 săptămâni 

8 săptămâni 

100 ± 15 

202 ± 24**** 

136 ± 18** 

104 ± 13 

230 ± 18**** 

131 ± 8* 

 

Tabelul 2. Osteointegrarea implantului evaluată prin micro-CT; volum osos/ volum 

total (BV/TV) şi numărul trabecular mediu  (Tb.N); *p<0.05: grupa HAPc faţă de 

CG. 

Grupa de şobolani CG HAPc 

BV/TV(%) 25,5±4,3 38,8±5,4* 

Tb.N (1/mm) 154±18 180±18* 



9 

 

 

Figura 3. Imagini de microscopie optică ale lamelelor colorate cu H&E cu probe de 

ţesut la interfaţa de lângă locul fracturii, la opt săptămâni după implantare. (A): 

grupa de control a revelat ţesut fibros în apropierea implantului intramedular de Ti şi 

ţesut rezidual cartilaginos, indicând o tranziţie de la precursori cartilaginoşi la 

formarea incipientă de trabecule osoase. (B):  Grupa HAPc a prezentat în jurul 

implanturilor HAPc Ti trabecule osoase bine definite, os compact cu dispoziţie 

lamelară a matricii osoase şi osteocite în jurul canalelor Havers, cu osteoblaste 

măginind  suprafaţa lor şi o delimitare netă a areolei dintre trabeculae şi zonele de 

depunere a osului lamelar compact. 

 

Capitolul 3 continuă prin a explora Comportamentul unor hidroxiapatite 

multisubstituite în apă și fluidul corporal simulat. SBF, pentru a determina 

profilurile de eliberare a ionilor din aceste hidroxiapatite substituite [3]. Se 

sintetizează şi se caracterizează nano-HAP substituite cu Mg, Zn, Sr şi Si şi se 

demonstrează că substituirea cu elemente esenţiale în structura de HAP conduce la o 

eliberare controlată a ionilor constituenţi ai reţelei de HAP, în funcţie de cantitatea 

de element dopant. În timp ce în apă se observă eliberarea ionilor constituenţi 

(Figura 6),  în SBF acest proces este contracarat de absorbţia de Ca, Mg şi P din 

soluţie (Figura 7). Eliberarea îndelungată observată pentru elementele fiziologice 

valoroase conținute în hidroxiapatitele multisubstituite evidențiază un viitor 

promițător al acestor biomateriale în scopuri biomedicale. 

Magneziulse găsește în oase și dinți. El este implicat în creșterea și 

remodelarea oaselor activând celulele osteoblaste. Deficitul de magneziu este legat 

de apariţia osteroporozei. Zincul inhibă osteoclastele și intensifică răspunsul 

celulelor osteoblaste. Au fost semnalate şi efecte anti-inflamatorii și antimicrobiene 

ale a HAP substituite cu zinc. Stronțiul este cunoscut pentru acțiunea sa în ceea ce 

privește regenerarea osoasă prin creșterea activității osteoblastelor și diminuarea 
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resorbției osoase prin acțiunea asupra osteoclastelor. Ranelatul de stronțiu este 

utilizat din ce în ce mai mult în tratamentul osteoporozei. Siliciul este şi el implicat 

în bioactivitatea osteoblastelor. 

Pentru sinteza hidroxiapatitelor s-a preparat o soluție conținând cationii și 

una conținând anionii. Soluția de cationi 0,25 M a conținut Ca2+ și, în plus, pentru 

HAP complexe: Mg2+, Zn2+  și Sr2+, în conformitate cu compoziția care trebuia 

obținută. Aceasta a fost preparată prin dizolvarea în apă ultrapură a azotaților: 

Ca(NO3)2 · 4H2O, Mg(NO3)2 · 6H2O, Zn(NO3)2 · 6H2O și Sr(NO3)2. Soluția de 

anioni 0,15 M conținea PO4
3- și (pentru HAP complexe) SiO4

4-. Soluția a fost 

obținută din hidrogen-fosfat de diamoniu, (NH4)2HPO4 și ortosilicat de tetraetil, 

TEOS, Si(OC2H5)4 (98%) în raport adecvat. pH-ul de lucru a fost de 11,5, fixat prin 

adăugarea unei soluții de amoniac de 25%. Soluțiile în volume egale s-au amestecat 

rapid la temperatura camerei, (22oC), folosind o pompă peristaltică și un reactor de 

impact  de tip „Y” pentru cele două fluxuri de lichid. Suspensia obținută a fost 

maturată în două etape: la 22oC timp de 24 de ore și la 70 °C, pentru alte 24 de ore, 

sub agitare intermitentă. Precipitatul final a fost filtrat și spălat în mod repetat cu apă 

ultrapură, la temperatura camerei,  până la eliminarea  nitraților. Procesul de uscare 

s-a efectuat prin liofilizare urmată apoi de etapa de calcinare la 300 °C timp de o oră 

și dezintegrarea probei într-o moară cu bile pentru a obține o pulbere fină. 

Prezența rețelei de HAP ca fază cristalină unică a fost stabilită prin XRD și 

prin spectroscopie FTIR. Compoziția chimică a fost confirmată de SEM-EDX. 

Imagistica TEM, SEM și AFM au  arătat morfologia acestor biomateriale. Eliberarea 

elementelor în apă și în fluidul corporal simulat (SBF) a fost monitorizată  în timp, 

de la 1 la 90 de zile, prin utilizarea spectrometriei de emisie optică cu plasmă cuplată 

inductiv (ICP-OES). 

Au fost măsurate cantitățile de Ca, P, Si și Mg în soluții după imersarea a 

0,15g din fiecare probă în 15 ml apă ultrapură, respectiv în lichid corporal simulat 

Kokubo (SBF) şi incubare la 37°C în fiole închise separate pentru fiecare probă/zi. 

După 1, 3, 7, 14, 21, 30, 60 și 90 de zile, supernatantul (după centrifugare) a fost 

filtrat. Pentru calibrare, soluțiile standard cu mai multe elemente au fost preparate 

prin diluarea soluţiilor-stoc multi-element de 1000 mg/L Merck IV. Conținutul de 

Zn în faza apoasă a fost sub limita de detecție pentru toate probele. 

La eliberarea ioilor în apă (Figura 6), pentru hidroxiapatitele substituite, 

cantitatea de Ca eliberată este mai mare decât de la HAP pur și foarte asemănătoare 

pentru toate hidroxiapatitele complexe. Raportul P/Ca în soluție este mai mare decât 

în eșantioanele solide, ceea ce indică un proces de dizolvare incongruent. Cantitatea 

de Mg trecută în faza apoasă este disproporționat de ridicată în comparație cu 

conținutul său din probele solide. Este mai scăzută pentru eșantioanele HAPc-Sr, 

denotând o stabilizare a HAP complex prin prezența simultană a Mg și Sr. 

Eliberarea Sr, Figura 6d, crește lent în timp. Este mai mare pentru un conținut de Sr 

mai mare în proba solidă. Conținutul de Si în soluții,  Figura 6e, este aproape 

constant în timp după prima zi. Este cel mai mare pentru HAPc și scade odată cu 

cresterea conținutului de Sr.  
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Figura 6. Eliberarea ionilor în apă după imersia probelor de hidroxiapatite timp de 1 

- 90 de zile: a) calciu, b) fosfor, c) magneziu, d) stronțiu și e) siliciu. 
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Figura 7. Conținutul de ioni în SBF după imersia probelor de hidroxiapatite timp de 

1 zi până la 90 de zile: a) calciu, b) fosfor, c) magneziu, d) stronțiu și e) siliciu. 

 

Capitolul 4. Prezintă Modelul Higuchi aplicat la eliberarea de ioni din 

hidroxiapatite [10] şi continuă cercetarea eliberării de ioni din nano HAP tetra-

substituite cu Mg, Zn, Sr şi Si în apă şi SBF. În condiţii statice şi dinamice simulate.  

Rezultatele determinărilor experimentale de eliberare a ionilor au fost interpretare 

teoretic printr-un model cinetic Higuchi bazat pe difuzie. Prin reprezentarea 

cantitătilor de ioni eliberaţi în funcţie de rădăcina pătrată a timpului s-a verificat 
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aplicabilitatea ecuaţiei lui Higuchi (de ex. Figura 2) pentru condiţii dinamice 

simulate.  

 
Figura 2. Cantitatea cumulată de ioni eliberaţi în funcţie de timp1/2 (zile1/2) pentru 7 

zile în condiţii dinamice simulate din probe necalcinate şi calcinate de HAP, HAPc-

5%Sr şi HAPc-10%Sr. Eliberare în apă de Ca2+ (A), P (ioni fosfat, B), Mg2+ (C), Sr2+ 

(D), şi Sr2+  în SBF (E). Barele verticale reprezintă abaterile standard ale valorilor 

măsurate. 

 

Comportarea hidroxiapatitei stoechiometrice sintetizate (HAP): 

Ca10(PO4)6(OH)2 şi a două hidroxiapatite multisubstituite (ms-HAP), ambele 

conţinând 1,5 % gr. Mg, 0,2 % Zn, 0,2 % Si şi cantităţi diferite de Sr: HAPc-5%Sr, 

respectiv HAPc-10%Sr, la imersie în apă şi în fluid corporal simulat (SBF) a fost 
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cercetată de noi recent [1, 3, 4, 5, 10]. Formulele teoretice pentru materialele ms-

HAP sunt: Ca8.76Mg0.63Zn0.03Sr0.58(PO4)5.93(SiO4)0.07(OH)1.93 pentru HAPc-5%Sr şi 

Ca8.12Mg0.65Zn0.03Sr1.20(PO4)5.93(SiO4)0.07(OH)1.93 pentru HAPc-10%Sr. Eliberarea de 

Ca2+, Mg2+, Sr2+, ca şi de P (fosfat) în apă şi variaţia conţinutului de ioni în SBF în 

contact cu probele de HAP scufundate s-a măsurat folosind spectrometria optică de 

emisie cu plasmă cuplată inductiv (ICP-OES). Ionii Zn2+ şi silicat nu au putut fi 

detectaţi în soluţii, întrucât se găseau sub limita de detecţie a ICP-OES. S-a aplicat o 

metodă statică, în care probele de HAP erau menţinute în lichidul de imersie în fiole 

închise pentru diferite perioade de timp, de la 1 la 90 de zile, şi o metodă dinamică 

simulată, când lichidul de imersie a fost schimbat zilnic cu unul proaspăt, timp de 7 

zile. 

Modelul Higuchi se bazează pe difuzia Fick, astfel încât ar trebui să fie 

aplicabil atunci când difuzia internă a ionilor de la miezul particulei la lichidul 

înconjurător este etapa determinantă de viteză, iar specia eliberată este distribuită 

uniform într-o matrice omogenă În acest caz, cantitatea eliberată a unei specii ar 

trebui să fie proporţională cu rădăcina pătrată a timpului. Dar dreptele de regresie 

pentru linearizarea Mt = f(t1/2) nu trec prin originea axelor de coordonate, în acord cu 

constatarea că difuzia nu este principalul proces în etapele timpurii ale eliberării 

ionilor. În consecinţă s-a încercat o formă modificată a ecuaţiei Higuchi 

Mt = a + Kt1/2                              (2) 

unde Mt este cantitatea cumulativă a ionilor eliberaţi la timpul t, iar K este o 

constantă de viteză a eliberării ionilor, care depinde atât de caracteristicile 

nanoparticulelor de HAP, cât şi de proprietăţile speciei eliberate, dar şi de natura 

medului de imersie şi de temperatură. 

Ecuaţia (2) se aplică satisfăcător pentru elberarea ionilor în condiţii statice, 

majoritatea valorilor coeficientului de determinare r2 sunt peste 0,9. Ecuaţia Higuchi 

se aplică mai bine pentru  Ca şi P, constituenţii principali ai hidroxiapatitelor, cel 

mai bine pentru HAP nesubstituit. Ecuaţia dă greş pentru eliberarea Sr din HAPc-

10%Sr în SBF, unde pot apărea procese de schimb ionic, între ionii de Ca2+ sau 

Mg2+ din soluţie şi ionii de Sr2+ din proba solidă. Se observă valori r2 mai ridicate 

pentru ultimele zile de interacţiune dintre hidroxiapatite şi apă la majoritatea ionilor 

şi probelor, linearitatea reprezentărilor Mt = f(t1/2) devenind mai pronunţată, după 

cum se observă şi din Figura 2. 

Considerând parametrul K drept o măsură a vitezei de difuzie, rezultă că 

difuzia  calciului şi fosforului are loc mai repede din HAP substituite, decât din cele 

nesubstituite, în timp ce pentru HAPc-10%Sr viteza este mai joasă decât pentru 

HAPc-5%Sr. Aceasta s-ar putea explica prin distorsiunea reţelei cristaline prin 

substituirea ionului de Ca2+ cu alţi cationi de dimensiuni diferite, ceea ce favorizează 

difuzia internă. Pe de altă parte, valorile a (ordonatele la origine) pot fi considerate 

ca o extrapolare a cantităţii de ioni eliberate la timpul 0 şi o măsură a solubilităţii 

iniţiale. Pentru Ca2+  acestea sunt de asemenea mai mari în HAP substituind, ceea ce 
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confirmă creşterea solubilităţii prin substituire în hidroxiapatite.Viteza dedifuzie a 

ionului Mg2+  este mult mai ridicată decât a Sr2+  şi de asemenea peste valoarea 

pentru Ca2+. Aceasta s-ar putea datora dimensiunii mai mici a ionilorde Mg2+ (raza 

ionică 86 pm) în comparaţie cu Sr2+ (132 pm) şi Ca2+ (114 pm), şi deci mobilităţii 

mai ridicate a primilor. Eliberarea mai ridicată de stronţiu în SBF decât în apă poate 

fi atribuită schimbului ionic cu ionii de Ca2+ şi Mg2+, din componenţa SBF. Vitezele 

diferte de eliberare pentru diferiţii ioni determină şi o compoziţie diferită a 

materialului dizolvat faţă de cea a solidului iniţial, adică o dizolvare incongruentă a 

hidroxiapatitelor. În condiţii dinamice simulate, linearitatea relaţiei (2) pentru zilele 

1-7 este foarte bună, toţi coeficienţii de determinare sunt peste 0,95, majoritatea lor 

peste 0,99. 

Rezultatele arată importanţa difuziei în eliberarea ionilor din HAP 

multisubstituite, iar parametrii cinetici calculaţi relevă particularităţile la eliberarea 

diferiţilor ioni .  

 

Capitolul 5 [6]  studiază Activitatea antibacteriană a nanoparticulelor de 

argint obținute prin co-reducere cu citrat de sodiu și acid tanic. Se dezvolta 

nanomateriale care, adăugate la acoperiri, au efecte antimicrobiene. În acest scop s-

au sintetizat nanoparticule de argint printr-o metodă „verde”: co-reducere cu citrat 

de sodiu și acid tanic și s-a cercetat acţiunea lor antimicrobiană pe culturi de 

Escherichia coli. Această metodă simplă şi rapidă într-o singură etapă a dus la 

nanoparticule de argint, cu mărime controlată, de la 30 la 10 nm, după cum arată 

imaginile STEM şi AFM. Prezenţa argintului elementar este evidentă din spectrele 

UV-VIZ  şi din spectrele EDX şi hărţile de distribuţie a elementelor (Figura 5). 

 

Co-reducerea azotatului de argint cu citrat de sodiu  şi acid tanic la diferite 

rapoarte molare Ag/TSC/TA  s-a realizat  prin încălzirea până la fierbere a soluţiei 

de AgNO3 şi adăugarea cantităţii calculate de amestec de TSC şi TA. Soluţiile au 

fost menţinute la fierbere, sub agitare continuă, 15 min. Soluţia coloidală de argint 

obţinută prin reducerea completă a Ag+ la Ag a avut concentraţia 1 mM Ag pentru  

raportul molar  Ag-TSC-TA de 1:7:2 şi 0,25 mM pentru rapoartele molare 1:7:0,2, 

1:3:0,2 şi1:20:0,1. Pentru măsurătorile spectrului de absorbție UV-VIS a fost utilizat 

spectrofotometrul Jasco UV / Vis V650, în domeniul lungimilor de unda de la 800 la 

190 nm. STEM este o combinaţie între microscopul electronic de baleiaj (SEM) și 

microscopul electronic de transmisie (TEM), Hitachi HD-2700, care funcționează la 

o tensiune maximă de accelerare de 200 kV. STEM este echipat cu un spectrometru 

de raze X cu dispersie de energie (EDS), care are doi detectori EDX, de la Oxford 

Instruments. Echipamentul STEM-EDS a fost de asemenea utilizat pentru analiza 

elementală EDX. 

În spectroscopia de raze X cu dispersie de energie, spectrele EDX ale 

nanoparticulelor obţinute pe imaginile STEM (ca în exemplul prezentat în Figura 5a, 

b) este evidenţiată prezenţa Ag precum şi a elementelor din compuşii organici 

(Figura 5b). În Figura 5c-f, pot fi văzute hărţile de distribuţie multicolore 

corespunzătoare pentru elementele individuale (C, N, O, Ag). Hărţile de distribuţie 
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confirmă prezenţa Ag în principal în nanoparticule, în timp ce elementele celelalte 

sunt distribuite pe întreagă suprafaţă scanată, datorită prezenţei compuşilor organici 

(TSC, TA şi a produselor lor de oxidare) în jurul particulelor şi între ele, fiind 

adsorbite pe grila STEM din soluţia coloidală depusă.  

 

 

 
a                                                                  b 

     

 
Figura 5. Imagine electronică (a) şi spectrul EDX (b), pentru nanoparticula de argint 

(în cadrul alb, prezentat în panoul a), obţinută pentru proba Ag:TSC:TAcu raport 

molar 1:3:0,2; hărţi de distribuţie pentru C (c), N (d), O (e) si Ag (f); barele din 

imagini sunt de 50 nm. 

 

Rezultateletestărilor antibacteriene au demonstrat că, pentru a mări 

activitatea antibacteriană a AgNP, ar trebui luaţi în considerare diverşi parametri de 

reacţie, printre care raportul molar dintre reducător agent reducător (TSC) şi agent 

de stabilizare (de acoperire, TA) al nanoparticulelor ce pare a fi un factor crucial, 
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pentru a produce în final nanoparticule stabile de diferite dimensiuni, de preferintă 

cu diametre medii mici. Rezultatele noastre confirmă activitatea antibacteriană mai 

mare a particulelor mai mici. Acest efect poate fi explicat prin teoria care atribuie 

efectul antibacterian chiar nanoparticulelor de Ag , deoarece particulele mai mici au 

o suprafaţa specifică mai mare, fiind capabile să interacţioneze mai puternic cu 

membrana celulară sau poate să pătrundă în celulă. Pe de altă parte, dacă efectul 

antibacterian s-ar datora ionilor Ag+  din nou suprafaţa specifică mai mare este cea 

care ar garanta o eliberare mai intensă de ioni de argint. La aceste raţionamente am 

putea adăuga că,pentru difuzia în plăcile de agar, care este mai lentă decât în mediu 

lichid, particulele mai mici au o mobilitate mai mare, mărind astfel zonele de 

inhibare. 

 

Capitolul 6 urmăreşte Interacțiunea nanoparticulelor de argint cu 

vancomicină: un studiu UV-VIS [ 8]. Pentru a mări efectul antibacterian al AgNP, 

dar şi al antibioticelor, faţă de care bacteriile dezvoltă rezistenţă, s-a studiat 

posibiliatea folosirii în comun de AgNPs și antibiotice, de exemplu vancomicină. În 

acest scop s-a cercetat amănunţit interacţiunea cu vancomicină a  AgNPs preparate 

cu diferiţi reducători şi agenţi de acoperire: citrat trisodic (Figura 1), β-ciclodextrină 

(Figura 2), amestec glucoză-amidon (Figura 3), glucoză-TEOS (Figura 4), citrat-acid 

tanic în diferite rapoarte (Figurile 5, 6). Aceste cunoștințedespre comportamentul 

caracteristic al sistemelor AgNP vancomicină pot ajuta la selectarea sistemelor 

adecvate pentru a maximiza efectul lor antimicrobian. 

Pentru unele preparate (de ex. AgNP-citrat sau AgNP-citrat-acid tanic) s-

au obținut asociate stabile (complecşi) AgNP-vancomicină. Pentru alte soluții 

coloidale (de ex. AgNP-βCD) au apărut auto-asamblări mediate de vancomicină mai 

mult sau mai puțin avansate ale AgNP, care au fost menținute în continuare în 

soluție coloidală. În cele din urmă, în alte sisteme (de exemplu, AgNP-glucoză-

amidon sau AgNP glucoză-TEOS), AgNP au precipitat ușor sub influența 

vancomicinei. 

 

 
Figura 1. Spectre UV-VIS ale soluțiilor de    Figura 2 Spectre UV-VIS ale solu- 

AgNP- citrat și de V în diferite rapoarte          ţiilor de AgNP-β-ciclodextrină (β-CD)  

şi în timp                                                            și de V în diferite rapoarte și timp 
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Figura 3. Spectre UV-VIS ale soluțiilor  Figura 4. Spectre UV-VIS ale AgNP- 

de AgNP-glucoza-amidon și V în diferite      glucoza-TEOS și V în diferite rapoarte 

rapoarte și la diferite intervale de timp                   și la diferite intervale de timp 

 

 
Figura 5. Spectre UV-VIS ale soluțiilor de  Fig. 6. Spectre UV-VIS ale soluţiilor de  

AgNP-citrat (C) și acid tanic (T) în                 AgNP-citrat (C) și acid tanic (T) în 

raport molar 1:7:2 și V în diferite rapoarte      raport 1:20:0.1 și V în diferite rapoarte 

şi în timp                                                           şi în timp 

 

 

Capitolul 7 are drept obiectiv cercetarea Structurilor nanocompozite 

biomimetice proiectate pentru acoperirea implanturilor ortopedice: cercetare AFM 

[11]. Acoperirile complexe realizate pe implanturi de Ti, conţinând HAP 

multisubstituite, au fost supuse unui studiu amănunţit prin AFM, urmărind toate 

etapele depunerii de material pe suprafaţa de Ti, de la pregătirea suprafeţei metalice, 

până la formarea fibrelor de colagen pe compozitul poros (Figurile 5, 8, 12). 

Cercetarea AFM a fost completată cu investigaţii XRD (Figura 6). 

 Tijele de Ti au fost testate prin difracție cu raze X (XRD. În spectrul 

obţinut se evidențiază picuri de difracție numai pentru titan, dovedind cea înalta 

puritate a tijelor de Ti. 
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Tijele rotunjite din titan au fost aplatizate cu o presă hidraulică și tăiate în 

tije cu o lungime de 20 mm. Ambele feţe ale tijelor au fost şlefuite cu hârtie abrazivă 

P500 timp de 10 minute pentru a obține o textură adecvată a suprafeței active. 

Resturile de la şlefuire au fost îndepărtate prin spălare intensă cu apă bidistilată, 

urmată de o curățare cu ultrasunete. După curățare, tijele au fost activate chimic timp 

de 30 de minute cu acid orto-fosforic pentru a obține o suprafață perfect curată și 

degresată. 

 

 
 

Figura 5. Imagini AFM ale nanoparticulelor HAPc-6% COL (core-shell): a) 

imagine topografică, b) imagine de fază, c) imagine de amplitudine, d) imagine 3D 

și e) profil de-a lungul săgeții din panou (a) . Zona scanată 1 µm x 1 µm; Ra = 2,29 

nm; Rq = 2,89 nm. 

 

 

Figura 6. Spectrul XRD pentru nanoparticulele de HAPc/6%COL (core-shell) 
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Figura 8. Imagini AFM ale reţelei de pori pe suprafaţa HAPc-6%COL@PLA: a) 

imagine topografică, b) imagine de fază, c) imagine de amplitudine, d) imagine 3D 

și e) profil de-a lungul săgeții din panou (a) . Zona scanată 20 µm x 20 µm; Ra 289 

nm; Rq 360 nm. 

 

 

Figura 12. Imagini AFM ale acoperirii cu compozit HAPc-6%COL@PLA/COL pe 

implantul de Ti :  a) imagine topografică, b) imagine de fază, c) imagine de 

amplitudine, d) imagine 3D și e) profil de-a lungul săgeții din panou (a). Zona 

scanată 1 µm x 1 µm; Ra  16,2 nm; Rq  18,2 nm 

 

 Componenta majoră a materialului de acoperire este formată din 

nanoparticule core-shell de ms-HAP/6%COL uscat prin liofilizare. NP de HAPc au 



21 

fost investigate prin AFMși apar particule bine individualizate, adsorbite pe 

suprafața Ti (Figura 5).  

 Dispersiile pentru acoperirea tijelor conţineau HAPc  funcționalizată cu 

6% colagen într-o soluţia de PLA în diclorometan.  Fluiditatea acestei dispersii este 

sporită prin adăugarea de acetonă. Suprafața de titan preparată așa cum a fost descris 

mai sus a fost acoperită cu straturi succesive, utilizând metoda de acoperire prin 

scufundare.Un strat de colagen pur a fost transferat prin adsorbție verticală 5 

secunde dintr-o soluția bogată în COL la pH 12, rezultând structura biomimetică 

HAPc-6%COL@PLA/COL pe implantul de Ti. 

 

 Porozitatea este o cerință importantă pentru o structură biomimetică 

osoasă pentru a asigura suficient spațiu pentru aderența și proliferarea osteoblastelor. 

Rețeaua de pori este o structură utilă așa cum se observă în Figura 8, pentru 

acoperirea cu HAPc-6%COL@PLA pe implantul de Ti. Acești pori sunt de 

dimensiuni submicronice și sunt generați în cele din urmă prin evaporarea mai lentă 

a diclormetanului (DCM) sub procesul de uscare a biocompozitului.  

 Pe suprafaţa acoperii de HAPc-6%COL@PLA/COL imaginile AFM 

evidenţiază formarea prin autoasamblare a fibrelor de colagen (Figura 12). 

  

 Pe lângă caracterizarea calitativă, prelucrarea imaginilor AFM a permis 

determinări cantitative, precum măsurarea rugozităţii suprafeţelor, caracteristică 

importantă pentru rolul fizic şi biologic al acestora (Tabelele 1, 2). 
 

 

Tabelul 1. Rugozitatea superficială a implanturilor de Ti înainte de acoperire 

evaluate prin AFM. 

 

Ti Ti  

Presat la rece 

Ti  

Şlefuit 

Ti  

Şlefuit şi atacat cu 

acid 

Fig. Ra±SD 

nm 

RMS±SD 

Nm 

Ra±SD 

nm 

RMS±SD 

nm 

Ra±SD 

nm 

RMS±SD 

nm 

2 265±25 330±30 - - - - 

3 - - 154±17 186±19 - - 

4 - - - - 176±18 218±20 

 

Tabelul 2. Rugozitatea superficială a acoperirilor biomimetice pe implanturi de Ti 

măsurate prin AFM 

 

 

Compozit HAPc-6%COL@PLA HAPc-6%COL@PLA/COL 

Fig. Ra±SD 

Nm 

RMS±SD 

nm 

Ra±SD 

nm 

RMS±SD 

nm 

8 289±24 360±27 - - 

10 - - 256±15 304±26 
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Capitolul 8 

CONCLUZII GENERALE 

 

1). În cadrul cercetării din teza de doctorat, ne-am propus să dezvoltăm compozite 

biomimetice pentru acoperirea implanturilor de Ti (Capitol 1). Acoperirea  

(structura) biomimetică a fost dezvoltată cu succes folosind hidroxiapatită 

multisubstituită (ms-HAP) funcționalizată cu colagen, COL (ex. ms-HAP/COL 

nanoparticule core/shell), înglobată în matrice de acid polilactic (PLA), rezultând o 

structură biomimetică poroasă ms-HAP/COL@PLA, și, ulterior, acoperită cu un 

strat auto-asamblat format din fibre de COL, obținând un compozit biomimetic 

fibros ms-HAP/COL@PLA/COL, denumit HAPc. Ulterior, aceste implanturi au fost 

testate in vivo pentru a evalua consolidarea osoasă în absența sau prezența undelor 

electromagnetice scurte pulsatile de înaltă frecvență (HF-PESW).  

 

2). Pentru evaluarea in vivo, s-au folosit șobolani albinoşi împărțiți în patru grupuri: 

grup de control (CG) cu implant de Ti; grup PESW cu implant de Ti + HF-PESW; 

grup HAPc cu implant de Ti acoperit cu HAPc; grup HAPc + PESW cu implant de 

Ti acoperit cu HAPc + HF-PESW. Diafiza femurală stângă a fost fracturată și fixată 

intramedular. Din prima zi post operatorie, grupurile PESW și HAPc + PESW au 

suferit stimulare HF-PESW timp de 14 zile consecutive. Acoperirea biomimetică a 

fost caracterizată prin XRD, HR-TEM, SEM, EDX și AFM. 

 

3). Utilizarea implanturilor de Ti acoperite cu HAPc împreună cu stimularea HF-

PESW a influențat pozitiv procesul de consolidare a osului, în special în faza sa 

timpurie. 

 

4). Aceasta evaluare in vivo a demonstrat că asocierea dintre stimularea HF-PESW şi 

acoperirea de HAPc pe implanturi de Ti promovează un proces de vindecare 

accelerată a fracturii osoase, sporind consolidarea oaselor în faza sa timpurie. În 

consecință, această metodă combinată este potențial interesantă și utilă pentru 

aplicațiile clinice, dovedind o abordare superioară pentru modificarea suprafeței 

implanturilor biomedicale. 

 

5). Biocompatibilitatea titanului neacoperit, Ti, cuie, şi acoperit cu un biocompozit 

inovativ a fost de asemenea determinată pe un model de şobolan al fracturii femurale 

(Capitol 2). Biocompozitul se bazează pe hidroxiapatită multisubstituită, ms-HAP 

conţinând Mg, Zn şi Si, şi este folosit ca material de acoperire depus pe implanturi 

de Ti, datorită excelentei biocompatibilităţi şi proprietăţii osteoconductive  a ms-

HAP. 

 

6). Cuiele intramedulare de titan acoperite cu hidroxiapatită multisubstituită şi 

colagen într-o matrice de acid polilactic stimulează vindecarea osului şi de asemenea 

au mărit osteointegrarea implantului în osul gazdă. În cazul aplicaţiei clinice a 

acestor implanturi, ele ar putea reduce riscul desfacerii implantului.  
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7).  Pentru a clarifica contribuția hidroxiapatitelor multisubstituite la furnizarea unor 

ioni cu rol biochimic important, s-a studiat comportamentul unor hidroxiapatite 

multisubstituite în apă și fluidul corporal simulat, SBF (Capitol 3).  

8). Introducerea elementelor esențiale cu efecte biologice importante în 

hidroxiapatita nanostructurată a fost demonstrată prin investigații fizico-chimice. 

Hidroxiapatitele multisubstituite au prezentat un grad mediu de cristalinitate și o 

dimensiune a particulelor situată în domeniul nanometric. Prezența Mg și Zn are un 

efect destabilizator asupra rețelei de HAP, în timp ce adăugarea de Sr diminuează 

acest efect.  

9). Eliberarea elementelor componente ale acestor hidroxiapatite multisubstituite a 

fost examinată în soluții apoase, ca model pentru lichidele biologice.  Concentrația 

crescută de Sr în structura HAP a influențat în mod semnificativ eliberarea de Sr în 

ambele medii: apă și fluidul corpului simulat.  

10). Un profil diferit pentru Ca, Mg și P este determinat în ambele medii, iar 

formarea unei noi hidroxiapatite biomimetice este aparent promovată în SBF.  

11). Eliberarea îndelungată observată pentru elementele fiziologice valoroase 

conținute în hidroxiapatitele multisubstituite evidențiază un viitor promițător al 

acestor biomateriale în scopuri biomedicale. 

12). Eliberarea ionilor din hidroxiapatitele multisubstituite a fost interpretată pe baza 

unui model teoretic (modelul Higuchi) în Capitolul 4.  

13). Luând în considerare domeniile de valabilitate ale modelului Higuchi pentru 

eliberarea de ioni din hidroxiapatitele investigate, putem afirma că, în timp ce 

difuzia este importantă de-a lungul întregului proces de eliberare a ionilor din ms-

HAP în condiţii statice, de la ziua 1 la 90, dizolvarea aduce şi ea o contribuţie 

semnificativă în faza iniţială a procesului. După dizolvarea stratului exterior al 

particulei, mai solubil, difuzia internă a ionilor din interiorul particulei de ms-HAP 

spre interfaţa cu mediul de dispersie va deveni procesul principal.  Mai mult, în timp 

se tinde spre saturarea soluţiei, astfel că difuzia rămâne predominantă. 

14). În condiţii dinamice simulate, când lichidul de imersie este reînnoit zilnic, nu se 

poate ajunge la saturaţie, astfel că atât dizolvarea cât şi difuzia contribuie la 

eliberarea ionilor.   

15). Pentru a mări activitatea antimicrobiană a hidroxiapatitelor, acestea pot fi 

combinate (dopate) cu substanțe cu acțiune antimicrobiană, precum nanoparticulele 

de argint sau diferite antibiotice. 
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16). Caracterizarea nanoparticulelor de argint obținute prin co-reducere cu citrat de 

sodiu și acid tanic a fost realizată prin spectroscopie UV-Viz, microscopie 

electronică de transmisie cu baleiaj (STEM) și au fost evaluate prin imaginile 

microscopiei de forță atomică (AFM).  Efectul lor antibacterian a fost evidenţiat 

împotriva Escherichia coli (Capitolul 5). 

 

17). Co-reducerea azotatului de argint în soluţia apoasă cu TSC şi TA s-a dovedit a 

fi o metodă simplă şi rapidă într-o singură etapă pentru a prepara AgNP, cu mărime 

controlată, de la 30 la 10 nm, după cum arată imaginile STEM şi AFM. Prezenţa 

argintului elementar este evidentă din spectrele UV-VIZ (banda caracteristica SPR) 

şi din spectrele EDX şi hărţile de distribuţie a elementelor. Efectul antibacterian al 

AgNP a fost testat prin măsurarea zonelor de inhibare pe culturi de Escherichia coli.  

 

18). Efectul a fost evident pentru toate probele de AgNP, dar dispersiile cu cea mai 

mica dimensiune a particulelor s-au dovedit a fi cele mai active. Astfel, AgNP 

obţinute prin metodele investigate ar putea fi utilizate cu succes, ca atare sau în 

asociere cu antibiotice, împotriva infecţiilor bacteriene.  

 

19). Activitatea antimicrobiană a antibioticelor poate fi potențată prin folosirea lor 

împreună cu nanoparticule de argint. Interacțiunea unui astfel de antibiotic, 

vancomicina cu nanoparticule de argint a fost studiată prin metoda UV-VIS  

(Capitolul 6).  

 

20). Măsurătorile UV-VIS ne-au permis să evidențiem comportamentul diferit al 

soluțiilor coloidale  de AgNP, obținute folosind diferite sisteme reducatoare, datorită 

formării de AgNP cu agenti de acoperire (stabilizare) diferiti. Mai mult, este 

identificată interacțiunea acestor AgNP cu antibiotice, precum vancomicina. 

 

21). Pentru unele preparate (de ex. AgNP-citrat sau AgNP-citrat-acid tanic) s-au 

obținut asociate stabile (complecşi) AgNP-vancomicină. Pentru alte soluții coloidale 

(de ex. AgNP-βCD) au apărut auto-asamblări mediate de vancomicină mai mult sau 

mai puțin avansate ale AgNP, care  au fost menținute în continuare în soluție 

coloidală. În cele din urmă, în alte sisteme (de exemplu, AgNP-glucoză-amidon sau 

AgNP glucoză-TEOS), AgNP au precipitat ușor sub influența vancomicinei. 

 

22). Dezvoltarea unor acoperiri biomimetice pe suprafața Ti se dovedește a fi o 

alegere inteligentă pentru a îmbunătăți osteointegrarea și a asigura un proces de 

vindecare optim, datorită creării de biomateriale nanostructurate similare celor din 

osul nativ. Astfel, am proiectat o acoperire compozită pe bază de nanoparticule (NP) 

de hidroxiapatită multisubstituită (notată ms-HAP sau HAPc), dopată cu elemente 

esențiale: Mg, Zn și Si, funcționalizate cu colagen de tip 1 (COL), încorporate în 

matrice de acid polilactic , PLA, și în cele din urmă acoperite cu strat de COL pentru 

a realiza structuri biomimetice. Straturi subțiri de compozit biomimetic au fost auto-

asamblate pe suprafața Ti prin metoda de acoperire prin imersiune. Atât implanturile 

de Ti inițiale cât și cele acoperite au fost investigate prin microscopie de forță 
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atomică (AFM), care permite investigarea suprafeței la o rezoluție ridicată la nivel 

nano (Capitolul 7). 

 

23). AFM este un instrument de top pentru investigarea acoperirii cu compozite 

biomimetice pe suprafața de titan a implanturilor. Această tehnică dovedește că 

colagenul din materialul nano-compozit este capabil să se reticuleze in fibre de 

COL. Imaginile AFM au relevat o rețea biomimetică de fibre de colagen, 

asemănătoare cu cea din osul natural, formată pe suprafața straturilor de 

nanocompozit.  

 

24). Nano-topografia și rugozitatea suprafeței sunt evidențiate prin microscopie 

AFM în straturile de acoperire pe implanturile de Ti și sunt adecvate pentru atașarea 

osteoblastelor la suprafață, mărind viabilitatea și proliferarea celulelor.  

 

25). Adăugarea unui strat suplimentar de colagen pur pe straturile de acoperire ar 

putea fi un model de intensificare a activității osteoblastelor pentru a genera os nou 

pe structurile biomimetice relevate.  
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Academia Oamenilor de Știință din România. 

 

 

 

 

15.4. Membru în Centrul de Cercetare Științifică în Chimie Fizică 

  Doctoranda este membră în Centrul de Cercetare Științifică în Chimie 

Fizică. CECHIF, condus de Director Prof. Univ. Dr. M. Tomoaia-Cotişel, Facultatea 

de Chimie și Inginerie Chimică din cadrul Universității Babeș-Bolyai din Cluj-
Napoca. 


