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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de Tmbunatétire a
activitatii antibacteriene a suprafetelor aliajelor de titan
TisNbgZrsTa prin cresterea de structuri oxidice de tip
nanotub si decorarea acestora cu nanoparticule de
CeQ, fixate pe suprafata nanotuburilor prin intermediul
unui bioadeziv de tipul polidopaminei, aplicatia fiind
utilizatd Tn domeniul medical pentru materiale implan-
tabile, dar si in alte domenii unde nu este dorita
prezenta bacteriilor pe suprafatd. Procedeul conform
inventiei consta Tn nanostructurarea suprafetei aliajului
prin anodizare electrochimica intr-o solutie de electrolit
care contine etilen glicol, fluorura de amoniu 0,5% si
apa 2%, la 40 V timp de 2 h, urmata de o alta anodizare

in acid fosforic 0,9 M si acid fluorhidric 0,5%, la 30 V
timp de 2 h, dupa care se formeaza ancorele de polido-
pamina, prin imersare 24 h in solutie de 0,078 M
dopamina in solutie tampon Tris cu pH 8,5, si se
fixeaza nanoparticulele de oxid de Ce prin imersia in
solutie tampon Tris cu pH 8,5, care contine 0,25 mg/mL
pulbere comerciald de oxid de Ce cu diametrul
nanoparticulelor cuprins intre 15...30 nm, din care se
obtin filme antibacteriene, stabile electrochimic,
uniforme si aderente.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Procedeu de imbunatatire a activitatii antibacteriene a suprafetelor de aliaj de titan prin

nanostructurare si decorare cu nanoparticule de CeO:

Aceasta inventie se referd la un procedeu de imbunatatire a activitatii antibacteriene a
suprafetelor de aliaj de titan TiI8Nb6Zr6Ta prin cresterea de structuri oxidice de tip nanotub
si decorarea acestora cu nanoparticule de oxid de ceriu CeQ; fixate pe suprafata nanotuburilor
prin intermediul unui bio adeziv de tipul polidopaminei. Bio-adezivii sunt polimeri sintetici
cu proprietati adezive a caror structura, proprietati sau functie sunt asemanatoare materialelor
naturale.

Aceasta inventie se poate aplica in domeniul biomedical, pentru materiale implantabile
dar si in alte domenii unde nu este de dorit prezenta bacteriilor pe o suprafata.

Aliajele de titan sunt printre cele mai utilizate materiale ca implanturi osoase si
dentare datoritd proprietitilor lor fizice, chimice si biocompatibile excelente. Integrarea
acestor biomateriale in tesutul osos este un proces de durata datoriti faptului ca stratul natural
TiO; care se formeazi in timp, in mod natural, este bio-inert, ducind doar la interconectarea
mecanica intre suprafata implantului si tesutul osos. De aceea, s-au ficut numeroase incercéri
de a modifica morfologia, topografia si compozitia si suprafetelor implantului pentru crearea
unui substrat cat mai prietenos cu mediul biologic viu. In ultimii ani, topografiile suprafetei
implantului au evoluat de la scara micrometrica la scara nanometricd, deoarece celulele si
proteinele implicate in procesul de adeziune interactioneazi la acest nivel. De aceea, se
subliniaza importanta existentei acestor nano-arhitecturi la suprafata implantului, ca factori
determinanti ai riaspunsului celular la suprafafa biomaterialului In cazul aliajelor de titan,
acestea pot fi constituite din acoperiri de TiO2 sub diverse forme: film compact, film poros,
nanotuburi, nanofire, nanocanale. In plus, este necesar ca aceste suprafete nou create sa aiba
proprietati antimicrobiene, ceea ce ar reduce semnificativ costurile postoperatorii, prin
minimalizarea tratamentelor cu antibiotice care, folosite in mod excesiv, au crescut, in timp,
rezistenta agentilor patogeni dar, prezinta si un grad de toxicitate pentru organismul uman,
consumate in exces.

Prezenta inventie se refera la substratul de aliaj de titan, Ti18Nb6Zr6Ta. Pana in
prezent, nu au mai fost raportate metode de nanostructurare a suprafetei acestui aliaj cu TiO2

sub forma de nanotuburi si nici metode prin care se imprima un caracter antimi

suprafetei sale. Daca in cazul procesului de anodizare a titanului se cunosc deja
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care se pot obtine acoperiri de TiO2 nanotuburi, pentru aliajul de titan Til8Nb6Zr6Ta s-au
stabilit intai acele conditii prin care suprafata aliajului devine nanostructurata cu nanotuburi
de TiO;.

Pentru a imprima suprafetei un efect antibacterian, una din metode este imobilizarea
oxidului de ceriu CeQ;. Nanoparticulele de oxid de ceriu au atras atentia in domeniul
nanotehnologiilor, datorita varietatii aplicatiilor ca si catalizatori, in domeniul bateriilor
solare, dar si ca antioxidant in sisteme biologice [1-4] De asemenea, in literatura de
specialitate s-au semnalat solutii de imbunatatire a activatii antibacteriene bazate pe folosirea
proprietatilor particulelor de oxid de ceriu [ 5-9].

In ceea ce priveste utilizarea ancorelor de polidopamina, pentru fixarea diferitilor
compusi pe o suprafata solida, Messermith si colaboratorii sai au folosit dopamina ca adeziv
alternativ in modificarea suprafetelor [10-12]. Proteinele adezive secretate de scoici au
reprezentat o sursa de inspiratic pentru o gama larga de materiale anorganice si organice
dedicate unei game largi de aplicatii [13-14].

Aceasta inventie isi poate gasi utilizare in domenii diverse, in care oxidul de ceriu este
folosit ca agent antibacterian, in special in domeniul biomedical, pentru materiale
implantabile dar si in acele domenii in care este necesara o suprafata antibacteriana.

Modificarea suprafetei aliajului de titan Til8Nb6Zr6Ta prin nanostructurarea
suprafetei si functionalizarea cu oxid de ceriu in scopul imbunatatirii efectului antibacterian
nu a mai fost raportata pana acum.

Prezenta inventie presupune obtinerea de acoperiri la suprafata aliajului de titan cu
proprietati antibacteriene, prin modificarea suprafetei in doua etape:

1) Prima etapa: nanostructurarea suprafetei prin cresterea unui strat de nanotuburi de
oxid de titan la suprafata aliajului printr-un proces de anodizare;

2) A doua etapa: fixarea pe suprafata nanotuburilor a nanoparticulelor de oxid de ceriu
prin intermediul unor ancore de polidopamina.

Se vor prezenta in cele ce urmeaza etapele pregatitoare ale suprafetei aliajului de titan

si procedurile de nanostructurare si functionalizare a suprafetei acestuia.

e Pregitirea suprafetei aliajului de titan inainte de functionalizarea suprafetei

Ca substrat pentru depuneri s-a utilizat un aliaj de titan, care nu este ic, cu
formula Til8Nb6Zr6Ta. 4
2 \ 7=
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Probele de aliaj de titan au constat in discuri de 1,5 cm in diametru si 2 mm grosime.
Acestea au fost mai intdi polizate cu hartie abraziva SiC, de diferite granulozititi, incepand cu
hartie tip 320, 800, 1200. Odata polizat, substratul a fost curatat prin ultrasonicare astfel: 15

minute in apa, 15 minute in alcool, 15 minute in acetona apoi probele se usuca.

Modificarea suprafetei

o Etapa 1: nanostructurarea suprafetei
Acest proces s-a realizat prin anodizare electrochimica folosind o sursa Matrix MPS 7163 si
un contraelectrod de platina asezat paralel cu proba. S-a efectuat anodizarea in doi pasi astfel:
Pasul 1:
- Anodizare in solutie de electrolit organic
Parametrii procesului de anodizare:
timp: 2 ore
tensiunea: 40V
viteza de crestere a tensiunii de 2V/10 sec.
compozitie Electrolit 1:
o cetilenglicol (EG)
e fluorura de amoniu (NH4F) 0.5% - procente masice
e apa 2% - procente volumetrice
Dupa cele 2 ore, proba a fost scoasa din baia de anodizare, clatita cu apa distilata si
ultrasonata 15 minute pentru indepartarea electrolitului.
Pasul 2:
Dupa terminarea ultrasonarii, proba a fost supusa unui alt proces de anodizare
caracterizat prin urmatorii parametri:
- timp: 2 ore
- tensiunea 30V
- viteza de crestere a tensiunii de 2V/10 sec.
- compozitie Electrolit 2:

e acid fosforic (H3POs) de concentratie 0.9 M

¢ acid fluorhidric (HF) de concentratie 0.5 % , procese masice.
Dupa finalizarea celui de-al doilea pas de anodizare, proba a fost scoasa si clz

apa distilata.
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e Etapa 2 - Fixarea nanoparticulelor de oxid de ceriu pe suprafata nanotuburilor

Fixarea nanoparticulelor de CeO: pe suprafata a fost realizata in doua etape:

Pasul 1:
Proba anodizata a fost imersata 24 h intr-un recipient steril in solutie de 0.078 M dopamina in
solutie tampon Tris la pH 8,5 (obtinuta din solutie stoc 0.2 M Tris adusa la pH 8.5 cu solutie
HC1 0.2 M). Recipientul cu proba imersata a fost pastrat acoperit, la intuneric.

Pasul 2:
Dupa cele 24 h, proba a fost extrasa din recipient si clatita cu apa distilata.
A fost pregatita o solutie Tampon Tris pH 8,5 ce contine 0.25 mg/mL pulbere comerciala de
oxid de ceriu (nanoparticule 15 - 30 nm diamentru) si ultrasonata 15 minute pentru
dispersarea uniforma a nanoparticulelor si eliminarea conglomeratelor. Proba anodizata a fost
imersata in aceasta solutie 24 h intr-un recipient acoperit, la intuneric, apoi scoasa si clatita cu

apa distilata si lasata sa se usuce si utilizata pentru Exemplul 1.

Apoi, a fost pregatita o solutie Tampon Tris pH 8,5 ce contine Img/mL pulbere comerciala
de oxid de ceriu (nanoparticule 15 - 30 nm diamentru) si ultrasonata |5 minute pentru
dispersarea uniforma a nanoparticulelor si eliminarea conglomeratelor. Proba anodizata a fost
imersata in aceasta solutie 24 h intr-un recipient acoperit, la intuneric, apoi scoasa si clatita cu

apa distilata si lasata sa se usuce si utilizata pentru Exemplul 2.

Testarea activitatii antibacteriene
Se prezinta in continuare procedura de testare a activitatii antibacteriene pentru probe
Sfunctionalizate cu doua concentratii diferite pentru oxidul de ceriu.

Culturile de microorganisme utilizate sunt tulpini de referin{d si anume: bacteriile,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (gram pozitiv) si Escherichia coli ATCC 8738 (gram
negativ) si drojdia Candida albicans ATCC 10231. Aceste microorganisme au fost alese
datorita patogenitéti lor ridicate.

Staphylococcus aureus isi exercitd patogenitatea atat prin structura sa dar si printr-o
multitudine de enzime pe care le produce. Capsula sa protejeaza bacteria de actiunea celulelor
si mecanismelor de aparare ale organismului gi favorizeazi in acelagi timp aderenta bacteriej
de catetere si de alte materiale sintetice: proteze valvulare, proteze articulare, sunturi, gfe

4
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etc. Peretele celular al bacteriei contine mai multe substante care declanseazid reactiile
inflamatorii in organism si stimuleazi sinteza de substante care determind aparitia febrei si
inhiba mecanismele de apirare ale organismului; tot la nivelul peretelui celular exista si acizi
teicoici care ajutd la atasarea stafilococilor de suprafetele mucoaselor. Staphylococcus aureus
secretd si un numar mare de toxine: enzime citolitice care produc distrugerea eritrocitelor
(hemoliza), dar pot distruge si alte tipuri de celule avdnd un rol important in producerea
leziunilor tisulare; leucocidinele ataci si distrug leucocitele, exfoliantina determini leziuni la
nivelul epidermului cu exfoliere consecutivd si este responsabild de aparitia dermatitei
exfoliative in cadrul sindromului stafilococic al pielii opérite, toxina-1 a socului toxic care
este responsabild de sindromul de soc toxic caracterizat prin febrd si hipotensiune, eruptie
urmat de descuamare si afectarea mai multor organe interne, enterotoxinele sunt responsabile
de toxiinfectiile alimentare cu stafilococ, ele fiind rezistente la aciditatea gastrica si rezista 30
minute la temperatura de 100 grade C, ceea ce semnifica faptul ca alimentele contaminate cu
aceasti enterotoxind nu sunt distruse prin fierbere si se pare ca au actiune i asupra Sistemului
Nervos Central, ceea ce explica varsaturile severe ce apar uneori in toxiinfectiile alimentare
[15].

Unele specii de Escherichia coli produc o toxind puternicd care determind diaree
sanguinolenta si pot cauza probleme hematologice grave si chiar insuficienta renala. In ultimii
ani cazurile de infectii intraspitalicesti cu Escherichia coli sunt din ce in ce mai frecvente
[16].

Cea mai comuni ciuperca ce afecteaza in mod negativ oamenii, Candida albicans colonizeaza

in primul rand pielea si mucoasele gurii, organelor genitale si ale tractului digestiv [17].

Exemplul 1

S-au testat din punct de vedere antimicrobian urmétoarele probele sterile: Aliaj Ti,
Aliaj Ti/NT, Aliaj Ti/NT + PDA si Aliaj Ti/NT + PDA + Ce02-C1 (unde C1 = 0.25mg/1
mL).

Microorganismele (tulpini de colectie) utilizate au fost doua tulpini de bacterii si o
tulpini de drojdie. Bacteriile utilizate au fost o tulpind Gram-pozitiva (Staphylococcus aureus
ATCC 25923) si o tulpind Gram-negativa (Escherichia coli ATCC 8738) iar tulpina de
drojdie utilizata Candida albicans ATCC 10231.

Culturile bacteriene au fost cultivate in mediul de culturd Luria Bertani (L.B.) [18] la

37 °C (L.B. a avut urmatoarea compozifie: peptona, 10 g/L; extract de drojdie 5 g/L, NaCl

5

§



a 2017 00757

27/09/2017

g/L) iar tulpina de drojdie a fost cultivatdi pe mediul de culturd Malt Extract (ME) cu

compozitia: malt extract 17 g/L.

Activitatea antimicrobiana a fost determinatad prin calculul procentului de inhibitie al

culturii celulare utilizdnd formula propusa de Jaiswal et all. [19]

[ % = [(B1z — Bo) — (C1s — Co)I/ (B1s — Bo) -100

Unde I este procentul de inhibitie celulara, Big reprezinti densitatea optica la 600 nm a mediului de
culturd inoculat dupi 18 ore, Bo reprezinti densitatea opticd la 600 nm a mediului la 0 h, Cis

reprezintd densitatea opticd la 600 nm a probei de testat dupa 18 ore si Co reprezintd densitatea

optica la 600 nm a probei de testat initial.

Probele sterile au fost incubate 18 ore in eprubete confindnd 5 ml de culturd microbiana,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus respectiv Candida albicans.

Mediul steril a fost inoculat cu 1% culturd microbiani i o cantitate de 5 mL a fost pusa in eprubete
peste probele sterile. Densitatea optici a fost determinatd dupa 18 ore de incubare (incubator

Laboshake Gerhardt) la 600 nm utilizind spectrofotometrul UV-VIS (Jenway Spectrophotometer).

(1

in cazul tuturor probelor se observa o crestere majori a gradului de inhibitie de la valori de

sub 20 % in cazul probelor de nano-tuburi la valori de peste 65 % in cazul probelor

functionalizate cu oxid de ceriu asa cum se poate observa din Tabelul 1.

Tabelul 1. Valorile gradului de inhibitie pentru probele de aliaj functionalizate cu CeO2 (¢l = 0,25mg/ml)

I, %
Proba Staphylococcus Candida Escherichia
aureus albicans coli
Aliaj Ti N/A N/A N/A
Aliaj TUNT 15 16 16
Aliaj TUNT + PDA 15 17 16
Aliaj Ti/NT + PDA + Ce0,-Cl 40 44 42

In cazul tuturor probelor se observa o crestere a gradului de inhibitie de la valori de

sub 20 % in cazul probelor de Aliaj TUNT la valori de peste 40 % in cazul probelor

functionalizate cu oxid de ceriu, unde concentratia de oxid de ceriu este C1 = 0.25mg/1 mL

In cazul bacteriei Staphylococcus aureus s-a obtinut cea mai mica valoare pentru procentul de

inhibitie probabil datoritd stratului de peptidoglican care are o grosime de 15-30 nm gj ine
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pana la 200 de lanfuri paralele de mureina comparativ cu bacteriile gram — negative care au

grosimea stratului de peptidoglican de 4-5 nm.

Exemplul 2

Se procedeazi la fel ca la exemplul 1, diferd doar concentratia de oxid de ceriu adaugatd in
cazul probelor functionalizate (C; = 1 mg/1 mL).

Tabelul 2. Valorile gradului de inhibitie pentru probele de aliaj functionalizate cu CeO2 (c2 = 1mg/ml)

I, %
Proba Staphylococcus Candida Escherichia
aureus albicans coli
Aliaj Ti N/A N/A N/A
Aliaj Ti/NT 15 16 16
Aliaj Ti/NT + PDA 15 17 16
Aliaj Ti/NT + PDA + Ce02-C2 65 71 68

In cazul tuturor probelor se observa o crestere a gradului de inhibitie de la valori de sub 20 %
in cazul probelor de Aliaj Ti/NT la valori de peste 65 % in cazul probelor functionalizate cu

oxid de ceriu, unde concentratia de oxid de ceriu este C2 = 1 mg/1 mL (Tabel nr. 2).
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REVENDICARI

PROCEDEU DE IMBUNATATIRE A ACTIVITATII ANTIBACTERIENE A
SUPRAFETELOR DE ALIAJ DE TITAN PRIN NANOSTRUCTURARE SI
DECORARE CU NANOPARTICULE DE CEO:

. Procedeu de imbunatatire a activitatii antibacteriene a suprafetelor aliajului de titan
Til8Nb6Zr6Ta, caracterizate prin aceea ca intr-o prima etapa se nanostructureaza
suprafata aliajului prin anodizare electrochimica in solutie de electrolit ce contine
etilen glicol, fluorura de amoniu 0.5% si apa 2%, la 40V, timp de 2 ore urmata de o
alta anodizare in acid fosforic 0.9M si acid fluorhidric 0.5%, la 30V timp de 2 ore,
dupa care in etapa a doua se creaza ancorele de polidopamina prin imersare 24h in
solutie de dopamina 0.078M in solutie tampon Tris la pH 8.5 si se fixeaza
nanoparticulele de oxid de ceriu prin imersia in solutie tampon Tris cu pH 8.5 care
contine nanoparticule de oxid de ceriu, din care rezulta filme cu urmatoarele
proprietati: au proprietati antibacteriene, sunt stabile electrochimic, uniforme,

aderente.
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