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Preambul

Proiectul GRACE vizeaza dezvoltarea, in cadrul S.C. Sanimed International Impex S.R.L., a
unei game integratoare de produse destinate asistentei in regenerare a epidermei afectatd de radiatiile
solare, radioterapie, escare sau leziuni superficiale. Produsele finale vizate vor consta intr-o matrice de
bazd, alcatuitd din biomacromolecule biologic active (colagen si acid hialuronic), in care se vor
incorpora sisteme functionalizate destinate eliberarii controlate a principiilor active (curcuming,
vitaminele A, C, E, acidul ferulic) incapsulate in molecule gazda de tipul ciclodextrinelor. Complecsii
nou sintetizati vor fi inclusi in formulari de tipul hidrogelurilor, in vederea extinderii portofoliului de
produse din sfera cosmetico-medicala ale S.C. Sanimed International Impex SRL, destinate domeniului
cosmeticii regeneratoare. In acest sens, proiectul va stimula realizarea de investitii in cercetare —
dezvoltare tehnologicé din partea companiei beneficiare, precum si consolidarea potentialului de actor
al companiei pe piata intern si internationald, inalt concurential, a produselor dermato-cosmetice. In
subsidiar, proiectul va dezvolta parteneriatele traditionale ale companiei cu institutiile de cercetare
stiintifica, in scopul racordarii cercetdrii aplicative romanesti la exigentele mediului socio-economic
national si european.

In termeni concreti, proiectul GRACE vizeazi obtinerea unei game compusa din trei produse:
hidrogel uni-doza (pentru leziuni superficiale), gel crema (pentru pielea afectatd de radiatii) si gel de
curatare (pentru eliminarea blanda debriurilor si curdtarea leziunilor superficiale).

Ideea fructificata in cadrul proiectului deriva din necesitatea utilizarii iIn managementul plagilor
superficiale de la nivelul epidermei a unor produse integratoare, bioactive, cu componente naturale,
menite sd favorizeze restaurarea barierei epidermale afectatd in urma unor agresiuni de mica amploare,
a interventiilor medicale, sau a actiunii unor factori fizico-chimici nocivi. Proiectul isi propune
dezvoltarea unei game de produse utilizabile de catre non-profesionisti in dermato-cosmetica, sub forma
unor solutii self care aplicabile Tnafara unitatilor sanitare, fie dupa externare, Tn managementul
cicatricilor chirurgicale, fie in timpul radioterapiei, fie in cazul unor leziuni minore, situatii care necesita
continuarea asistentei in zona afectata.
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Al.1. Obtinerea matricei de baza sub forma de hidrogel reticulat

Utilizarea bazelor de produs de tipul hidrogelurilor biopolimerice (cu colagen si acid
hialuronic) este considerata in prezent una dintre strategiile cele mai eficiente in tratamentul plagilor
cutanate rezultate in urma leziunilor superficiale, arsurilor solare sau radioterapice. Acest tip de produse
prezintd avantajul de a favoriza vindecarea ranilor prin mentinerea unor valori optime ale umiditatii si
exemplu, obtinute sub variate forme (de la gel clar, pand la blocuri compacte), reprezintad matrici
eficiente pentru inglobarea controlata si facila a numerosi compusi farmacologic activi, cu scopul de a
obtine produse (multi)functionale destinate tratarii eficiente a afectiunilor care denatureaza bariera
epidermald.

Colagenul este proteina structurald primara a tesuturilor umane, oferd suport fizic tesuturilor,
jucind un rol important in mentinerea integritatii structurale si biologice a matricei extracelulare (ECM)
[1]. In prezent, sunt raportate cel putin 28 de tipuri de colagen, care reprezinta aproximativ 30-40% din
totalul proteinelor corpului [2], [3]. Dispozitivele medicale pe bazd de colagen sunt utilizate pe scara
largd intr-o varietate de domenii clinice, inclusiv in chirurgie generala [4], ortopedica [5], dentara [6],
neurochirurgie [7], precum si in cosmetologie [8]. In prezent, tipurile de materii prime utilizate in
obtinerea diferitelor forme de colagen utilizabil in dispozitivele medicale de naturd clinica sunt derivate
in principal din tesuturi animale si tesuturi de alogrefa [9].

Componentei colagenice din compozitia produselor vizate, cu rol de dispozitive medicale i se
impun o serie de exigente privitoare la caracteristicile fizico-chimice, la puritatea si la calitatea sa.
Respectivele exigente driva din reglementérile Comisiei Europene — Regulamentul (UE) 2017/745,
modificat prin regulamentul (UE) 2020/561 al Parlamentului European si al Consiliului din 23 aprilie -
si sunt formulate prin documentele de certificare a produselor (Directivele 90/385/CEE si 93/42/CEE)
in ceea ce priveste regulamentele de fabricatie si documentele de trasabilitate i de urmarire tehnologica,
precum si prin standardele din seriile ISO 13458:2016 (Medical devices - Quality management systems
- Requirements for regulatory purposes), ISO 14937:2009 (Sterilization of health care products -
General requirements for characterization of a sterilizing agent and the development, validation and
routine control of a sterilization process for medical devices) si [ISO 11137:2013 (Sterilization of health
care products - Radiation). Desi aplicatiile cosmeceutice ale formelor colagenice sunt mai putin sever
reglementate, existd o serie de cerinte care se impun a fi respectate din punctul de vedere al absentei
imunogenicitatii si al limitarii prezentei unor specii chimice insotitoare, ori generate / adaugate in cursul
operatiilor tehnologice (Regulamentul (CE) nr. 1223/2009 al Parlamentului European si al Consiliului
din 30 noiembrie 2009 privind produsele cosmetice).

In cadrul Sanimed, procesul de solubilizare enzimatica al colagenului si aducerea acestuia in
solutie/dispersie coloidald se realizeaza in patru etape. Materialul biologic de la care se porneste pentru
obtinerea colagenului este tendonul bovin. Componentii principali ai acestuia tesut sunt: apa, in
proportie de 70%, colageni (colagenul de tip I gasindu-se in proportie de aproximativ 90% din greutatea
substantei uscate) si proteoglicani (aproximativ 2-5% din greutatea substantei uscate). in cantitti mult
mai reduse se gasesc elastina si alte molecule. Instalatia de cercetare de care Sanimed dispune pentru
obtinerea formelor colagenice umede este un ansamblu capsulat de module interschimbabile si fixe, in
directa corelatie cu produsul care va fi obtinut. Ea este dedicatd obtinerii suspensiilor coloidale de
(atelo)colagen, prin metoda solubilizérii enzimatice a tendoanelor bovine sau cabaline si este realizata
modular, pentru a sustine cele patru etape clasice in solubilizarea enzimatica a tesuturilor, si anume (1)
peptizarea macinaturii de tendon in mediu acid, (2) solubilizarea enzimaticd a suspensiei grosiere
initiale, utilizand pepsina, in mediu acid si etapele de separare; (3) filtrarea masei de reactie si (4)
diafiltrarea/ ultrafiltrarea suspensiei coloidale de (atelo)colagen. O scurta detaliere a procesului prevede:

1.Peptizarea macinaturii de tendon in mediu acid, se soldeaza cu obtinerea unei mase puternic
gonflatd, pastoasd. Aceasta etapa constd intr-o gonflare cvasi-staticd a materialului biologic, tendonul
Ahile de origine bovina, decongelat in conditii controlate, care se supune procesului de gonflare timp
de 16 ore, in solutie de acid acetic, la rece (4 °C). Dupa gonflare, materialul biologic prezintd un aspect
caracteristic suprahidratarii.
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2. Solubilizarea enzimatica a suspensiei grosiere initiale se realizeaza folosind pepsina, in
mediu acid. Masa fluida rezultatd dupa solubilizarea enzimatica are o vascozitate mai mica decét cea
de la finalul etapei pe peptizare. Aceasta etapa este efectuatd sub agitare continud in vasul de reactie,
concomitent cu recircularea fluidului in scop de laminare si omogenizare.

3. Filtrarea masei de reactie se realizeaza cu scopul elimindrii debriurilor tisulare (portiuni de
tendon incomplet peptizate/ hidrolizate, fascii, agregate consolidate excesiv, particule retinute in
spuma). Aceasta etapa se soldeaza cu obtinerea unei suspensii elibera de bulele de gaz, cu vascozitate
diminuatd, mult mai omogend comparativ cu stadiul anterior filtrarii. Se realizeaza prin parcurgerea a
doua epoci de filtrare: (i) filtrarea grosierd — realizata prin filtre tip lumanare, cu site metalice de Imm,
si (ii) filtrarea micronica — realizata prin filtre ceramice inseriate de 100 um, 50 um, 30 um si 0.8 um.

4. Diafiltrare / ultrafiltrarea suspensiei coloidale de (atelo)colagen, soldata cu obtinerea unei
suspensii cu vascozitate si concentratie impuse (controlate), liberd de orice impuritati microscopice si
coloidale. Aceasta etapa decurge in trei epoci, cu urmatoarele roluri tehnologice: (i) neutralizarea
aciditatii masei de suspensie, efectuatd prin dozarea de solutii alcaline in vasul de reactie; aceasta
subetapa poate fi exclusa in functie de timpii tehnologici disponibili si de caracteristicile/ vascozitatea
suspensiei; (ii) purificarea suspensiei prin diafiltrare contra apei pure, efectuatd prin recircularea prin
coloane cu porozitate controlatd, concomitent cu addugarea de apa purd in vasul de reactie in vederea
mentinerii constante a volumului suspensiei in curs de purificare; in aceastd subetapa se elimina excesul
de aciditate, sarurile rezultate prin neutralizare, fractiile polipeptidice cu mase moleculare mici,
impuritatile fizice coloidale cu dimensiuni nanometrice; (iii) concentrarea suspensiei purificate la valori
impuse, prin ultrafiltrare prin coloane ceramice cu porozitate controlata.

Hidrogelul, respectiv scaffold-urile colagenice astfel obtinute prezinta o serie de particularitati
nedorite legate de stabilitate, fiind, in general, usor degradabile termic, avind rezistentd mecanica
scazutd si dificultati In controlul ratelor de biodegradare, aspecte asociate distrugerii gradului de
reticulare natural si al structurii de ansamblu a acestuia ca urmare a procesului de obtinere [9].

in biotehnologie (sau aplicatii practice de tipul celor din ingineria tisulari) se uziteazi
reticularea bioproduselor pe bazd de colagen cu scopul consolidarii structurii acestora. Reticularea este
procesul chimic sau fizic prin care lanturile polimerice sunt unite intre ele. Acest proces imbunatateste
proprietatile mecanice ale scaffold-urilor de colagen de tip I prin formarea unei retele de matrice densa.
Legatura incrucisatd a colagenului de tip I se realizeazad prin stabilizarea lanturilor laterale ale
aminoacizilor, ceea ce mareste rigidizarea fibrelor de colagen prin inhibarea alunecarii sub presiune a
moleculelor de colagen asemanatoare unor tije lungi [1].

Prin urmare, alegerea agentilor de reticulare este foarte importanta. Reticulantii sunt selectati
pe baza unei varietati de factori, inclusiv proprietétile lor biologice, fizice si chimice si impactul asupra
porozitatii scaffold-urilor [10]. Un reticulant ideal ar trebui sd imbunititeasca rezistenta mecanica a
scaffold-urilor, ramanand in acelasi timp non-citotoxic pentru celule. Cu precadere doud metode sunt
frecvent abordate pentru a imbundtati rezistenta mecanica a scaffold-urilor de colagen de tip I. Aceste
metode includ: (1) o strategie care implica modificarea formei fizice a scaffold-ului, si (2) o strategie
care implicd inglobarea in structura colagenului de biomateriale, cum ar fi materiale sintetice,
naturale si anorganice. Aceste metode 1i sporesc activitatea biologica si rezistenta mecanica [1]. Cu
toate acestea, efectele ambelor tipuri de procese la nivelul micro — si nano structurii colagenului, cat si
asupra proprietatilor optice ale acestuia, nu sunt evaluate sistemic de cele mai multe ori. Pentru a putea
fi evaluat critic efectul reticularii chimice asupra bioproduselor colagenice este esentiala caracterizarea
cat mai aprofundata a relatiei structurd-functie, incepand cu intelegerea tipului de agent de reticulare si
a amprentei chimice a acestuia in produsul nou format.

Procesele care implica reticulare chimicad sunt favorizate de numarul mare de grupari laterale
functionale ale colagenului. Acest lucru poate fi obtinut prin folosirea unei serii de agenti de reticulare
care reactioneaza cu resturile de aminoacizi specifici moleculei de colagen, oferindu-i caracteristici
biochimice, termice si mecanice imbunatatite si rate de biodegradare scazute. Interactia acestor agenti
de reticulare poate avea loc cu gruparea e-aminica a resturilor de lizina, gruparile carboxilice ale acizilor
glutamici si aspartici si cu gruparile hidroxil.

Compusul genipin — propus ca agent de reticulare chimica pentru hidrogelul produs de Sanimed
- este un derivat iridoid izolat din fructe de Gardenia jasminoides, care poate fi folosit eficient in
aplicatiile de inginerie tisulard datorita citotoxicitatii sale scazute si biocompatibilitatii ridicate [11].

4
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Acesta reactioneazd cu grupdrile amino-primare din structura colagenului, fiind relativ usor de
identificat in bioprodusul rezultat datorita florescentei pe care o emite si a absorbantei care poate fi
determinata spectrofotometric. In urma reactiei dintre genipin si colagen se formeazi o serie de structuri
ciclice care genereaza legaturi intra — si intermoleculare la nivelul fibrelor colagenice [12].

O caracteristica importantd a biopolimerului de colagen este ca acesta se auto-asambleaza 1n
elementele structurale de diferite ordine de marime, de la particule subnanometrice pana la dimensiuni
micrometrice sau chiar mai mari. Cele 3 lanturi helicoidale formeaza structuri fibrilare alungite (triplu
helix) vizibile la ME (fie de scanare, fie de baleiaj).

Conform literaturii de specialitate [ 13], [14], fluorescenta intrinseca este generata de structurile
moleculare si proteinele care absorb lumina in domeniul UV/VIS. Astfel, produsele de reticulare
formate de genipind atunci cand reactioneaza cu biopolimeri care contin grupari amino primare cu
absorbtie la mijlocul spectrului UV (250 - 300 nm), aproape -UV (320 - 370 nm), VIS (400 - 600 nm),
si emit fluorescenttd In regiunea de lungime de unda cuprinsa intre 380-700 nm. Maximul de emisie de
fluorescenta a aductilor fluorescenti formati de genipin prezinta o dependenta puternica de lungimea de
unda de excitatie. Maximul de emisie este la 630 nm. Studiile imagistice cu fluorescentd arata ca
genipinul induce formarea de fascicule ﬂuorescente lungi agregate pe toaté grosimea bioproduselor pe

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

au constituit bazele selectiei metodel de retlculare (chimice — reactii cu grupéarile amino) si a
agentului capabil de realizarea reactiei (genipin). Pana in prezent, genipin a fost utilizat ca reactiv
de detectare/ amprentare sau bioadeziv. in plus, a fost folosit pentru a lega diferite hidrogeluri din
structura unor biomateriale, n aplicatii de transport la tintd a medicamentelor si prepararea de structuri
poroase [12], [15].
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Figura 1. Reprezentarea schematica a reactiilor de reticulare a colagenului cu genipinul.

Prima cale de reticulare (a) incepe cu un atac nucleofil al aminei primare a rezidurilor de lizina,
hidroxilizina si arginind ale colagenului la nivelul rezidurilor carbonului C3 al genipinului, formandu-
se un azot-iridoid. Ulterior, azotul tertiar al colagenului inlocuieste un atom de oxigen din inelul
hexagonic al genipinului. Legaturile intramoleculare si intermoleculare formate sunt structurile ciclice
legate de genipin substituit cu azot si atagata la colagen. Doua iridoide dimerizeaza ulterior printr-o
reactie radicala. A doua cale propusa de literatura de specialitate (b) incepe cu o reactie de substitutie
nucleofila care inlocuieste grupul ester al genipinului printr-o legatura amida secundara. Produsul final
pentru aceastd a doua posibild cale este necunoscut. Fiind astfel consolidatd necesitatea evaludrii
aprofundate, la nivel micro,nano-structural a modificarilor generate de reticularea chimica cu genipin a
colagenului [12].

Dintre tratamentele fizice de reticulare pe care Sanimed le-a utilizat amintim tratamentul
dehidrotermic (DHT), aceasta fiind una din metodele fizice de reticulare, utilizatd In general pentru
imbunatatirea proprietatilor materialelor colagenice fara a introduce si alti reactivi in compozitia
acestora. Tratamentul DHT consta in expunerea colagenului la o temperatura ridicata pentru o perioada
de timp, sub vid, pentru a Indeparta apa din compozitie si a forma legaturi incrucisate. Literatura de
specialitate indicd rezultate care demonstreaza ca numarul de reziduuri acide si bazice libere din
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moleculele de colagen scad in urma tratamentului DH, sugerand ca legaturile incrucisate sunt rezultatul
unei reactii de condensare [16], [17]. Mai mult, indepértarea apei din colagen poate deteriora legaturile
de hidrogen din colagen, ducand la formarea unei legaturi de hidrogen de tip amida-amida, legaturi ce
sunt mai puternice decat legdturile de hidrogen de tipul amida-apa, imbunétatind astfel proprietatile
materialelor colagenice. Pentru aplicarea unui tratament DHT adecvat asupra buretilor de colagen este
insa nevoie de o Intelegere aprofundata a mecanismului de reticulare.

Temperatura si durata tratamentului DHT sunt factori cheie pentru imbunétitirea proprietatilor
materialelor colagenice. Gorham si colab. au raportat ca o temperatura mai ridicata si o perioada mai
lunga de tratament sunt mai benefice pentru cresterea densitatii de reticulare [18]. In plus, denaturarea
colagenului este, de asemenea, sensibila la acesti doi factori. Denaturarea afecteazd configuratia
triplului helix si modifica Tmpachetarea moleculelor de colagen. Un aspect important de clarificat este
limita dintre formarea reticularii si aparitia degradarii. Acest lucru este esential pentru obtinerea unor
proprietiti mecanice favorabile ale materialelor colagenice. In acest sens vom folosi metodele de
spectroscopie in infrarosu pentru a analiza relatia dintre gradul de reticulare si amploarea denaturarii.
Din literatura evaluata pana in prezent, s-a constatat ca nu exista foarte mult date cu privire la efectul
relatiei dintre gradul de denaturare si gradul de reticulare asupra proprietarilor mecanice ale buretilor
de colagen la diferite temperaturi si intervale de timp ale tratamentului DHT.

Prealabil efectudrii tratamentului dehidrotermic, hidrogelul a fost supus procesului de
optimizare a procedului de liofilizare. Scopul procedeului de uscare / liofilizare este de indepartare a
apei, rezultdnd un produs cu proprietiti fizico-chimice si biologice propice mentinerii valoriilor vizate
(biocompatibil, non-imunogen, sterilizabil, etc). Astfel, liofilizarea este un procedeu de conservare/
deshidratare prin uscare, constdnd 1n eliminarea apei dintr-un produs congelat in prealabil, prin
sublimare sub vid. Eliminarea apei din hidrogel se realizeazd fara distrugerea structurii acesteia.
Congelarea este cea mai importantd faza a ciclului de liofilizare, de care depinde in mare masura
calitatea finala a produsului. Congelatorul pentru liofilizare, de care Sanimed dispune, a fost proiectat
conform cerintelor europene moderne, utilizeaza compresoare frigorifice de ultima generatie si agenti
frigorifici ecologici. Reteta de liofilizare a hidrogelului in forma lichida a presupus intr-o prima faza
determinarea punctului eutectic — acesta situdndu-se in jurul valorii de — 11 grade. Acesta valoare
determinata pe cale experimentala conduce la realizarea retetei dupa urmatorul algoritm: (i) congelare
cu — 15 — 25 grade sub valoarea punctului euctetic, cu variatie mica (rampa de scadere accelerata cu 2,
3 grade pe minut) cu scopul formdrii unei structure cristaline foarte fine; congelarea lenta ar putea
produce cristale tip iceberg care distrug structurile proteice prin tensiunile mari specifice interactiunii
dintre blocuri; (ii) in functie de punctul eutectic determinat si corelat cu rezultate similare mentionate
in literatura de specialitate pentru acest tip de produse [19], [20], s-a optat pentru valoarea de presiune
de 1050 microbari presiune maxim admisibila la suprafata produsului — presiunea de lucru fiind necesar
sd se regaseascad sub aceasta valoare pentru a facilita extractia vaporilor de apa (in cazul nostru este intre
700 - 900 mbar) Cu cat presiunea este mai mare, exista riscul ca produsul sa treacd in zona lichida si
sa se piarda din masa produsului; (iii) tindnd cont de punct eutetic, de presiunea de lucru, de grosimea
stratului, avem un aport termic de 650 de kalorii la 1 gram de apa. Asta va conduce la o rampa de 10
grade la 2 ore — aport termic (cum se poate observa In graficul de liofilizare generat — figura 1); (iv)
dupd incheierea fazei de sublimare, din masuratori experimentale efectuate, s-a constatat cd umiditatea
relativa a hidrogeluui in aceasta faza este intre 35-25% - valoare inadecvata conform standardelor de
conservare / pastrare a valabilitatii in timp a produsului finit. Astfel, este necesara uscarea finala, pentru
a ajunge la procente de umiditate cuprinse intre 15-18 %; (v) faza de uscare finala are loc la temperaturi
inalte, maxim admisibile de produs (+ 40°C) si 1n conditii de vid extrem 10-15 mbari (maximum posibil
de executat de catre liofilizatorul utilizat de Sanimd); (vi) rezultatul final — dupa presurizarea incintei
de la 10-15 microni la 1000 de milibari cu un gaz inert (argon-azot) pentru a evvita crestrerea umiditatii
relative a produsului datoritd contactului cu aerul (in cazul presurizarii cu aer atmosferic). Produsul este
post conditionat dupa liofilizare pentru a evita hidratarea accestuia din umezeala atmosferica.

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii
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Figura 1. Graficul de liofilizare al hidrogelului colagenic

In cardrul SC Sanimed International SRL efectul tratamentului DHT asupra structurii si
proprietatilor buretilor de colagen, a fost investigat cu scopul de a obtine structuri colagenice cu
proprietati Tmbunatatite [21]. Natura reticularii si variatia densitatii de reticulare a fost analizatd prin
evaluarea gradului de gonflare a buretilor de colagen in apé deionizata. Denaturarea colagenului in urma
tratamentului DHT a fost analizatd folosind spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR).
Proprietatile morfologice au fost evaluate prin spectroscopie electronica de baleiaj (SEM), iar continutul
de apa al buretilor de colagen dupa tratamentul DHT a fost evaluat prin analiza termogravimetrica
(TGA). Rezultatele obtinute pand in prezent constituie o bazd solida In intelegerea modificarilor
structurale pe care colagenul le prezintd ca urmare a optimizarii acestuia in conformitate cu aplicatiile
vizate, in acest caz, cele din sfera cosmeticii regeneratoare.

Analiza utilizdind spectroscopia in infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR) structura
scaffoldului colagenic rezultat in urma tratamentului dehidrotermic, pot fi observate schimbadrile
structurii chimice ale buretelui de colagen survenite in urma tratamentului DHT. Spectrele au fost
inregistrate in intervalul 4000- 750 cm™ cu o medie de 16 scandri si o rezolutie de 4 cm™!. Informatii
semnificative pot fi extrase din Figura 3 ce ilustreaza analiza benzilor caracteristice spectrelor IR pentru
colagen, acesta prezintd benzi specifice pentru amida A (~ 3300 cm™), banda amidei I (~ 1653 cm™),
banda amidei II (~ 1550 cm™) si banda amidei IT (~1238 cm™).

0.25

1653

— COL-DHT
— COL-NT

o Figura 3. Suprapunerea

spectrelor  infrarosu  cu
transformare Fourier (FTIR)
obtinute pentru proba de
colagen netratatd termic
e (COL-NT), colagen tratat

0 k.
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 termic (COL-DHT)
Wavenumbers [1/cm]

0.15

Absorbance

KW 3318

0.1

0.05

Spectrul IR al hidrogelului de colagen este prezentat in Figura 4. Se pot observa benzi
caracteristice colagenului pur, astfel la ~3408 cm-1 se observa o banda larga atribuita vibratiilor de
intindere N-H ale gruparilor de tip amine.
Picul de la 2932 cm-1 este atribuit Intinderii
asimetrice CH2. Picurile de la 1655 cm-1,
1561 cm-1 , 1238 cm-1 corespund intinderi

Transmittance (%)

=T " C=0 ale amidei de tip I, indoirii N-H cuplate
cu vibratiile de Intindere C-N pentru amida II
e ey 0 “ i, respectiv, vibratiilor de intindere C-N si de

indoire N-H caracteristice amidei III.

Figura 4. Spectru IR al hidrogelului de colagen pur (Col)

In evaluarea morfologiei hidrogelului liofilizat prin microscopie SEM, a fost utilizat
microscopul Zeiss Gemini 500. Rezolutia specifica a microscopului este de la 0,6 nm la 15kV si 1,2nm
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la tensiunea de acceleratie de 500 V. Principalul avantaj al acestui echipament constd in utilizarea
detectorului /nLens de inaltd rezolutie (pana la 150Pa) care permite obtinerea unei rezolutii de la 1,8
nm la 3kV si 30pA N2 de presiune (pana la 500Pa cu detector in cascadd). Prin urmare, este potrivit in
special pentru analiza probelor fara acoperire. Coloana Gemini2 impreuna cu optiunea Tandem Decel
permite reducerea energiei pana la 5eV, mentinand 1n acelasi timp parametrii optici optimi. Distantele
de lucru intre 0.1-50 mm permit explorarea unei game largi de dimensiuni ale probelor. Detectoarele
suplimentare includ backscatter-ul cu glisare in sectiune si detectoare STEM reglabile. Microscopul
este dotat cu un detector Oxford EDX de 150 mm? de suprafatd mare si o camerd EBSD de 1MP de
inalta sensibilitate si rezolutie. In scopul obtinerii si investigirii micrografiilor SEM, probele au fost
sectionate transversal cu ajutorul unui bisturiu chirurgical, apoi fixate cu o banda dublu adeziva din
cupru, pe un suport port-obiect standard, in unghi de 45%/90°, fapt care justifica limitarea distantei de
lucru dintre proba si detector (1.6-3.5 nm) si introduse in incinta de analiza a microscopului, imaginile
obtinute fiind realizate prin inregistrarea fasciculului de electroni secundari rezultat, cu energie de 10
keV. Probele au fost evaluate folosind un detector TLD pentru detectarea electronilor secundari la o
distanta de lucru cuprinsa intre 1.6 mm si 3.5 mm.

in figura 5 sunt prezentate micrografii SEM ale matricei colagenice martor la scale diferite (1,
2, 10, 20 um), in mai multe zone ale buretelui, pentru a pune 1n evidenta (la magnitudini cuprinse intre
500 X si 10.00k X) aspectele structurale specifice, si anume: porozitatea si aspectul neted al fibrelor
dispuse intr-o structura tip retea.

Figura 5. Micrografii SEM ale matricei colagenice martor obtinuta prin liofilizare

in vederea evaluarii ratelor de degradare ale matricei de baza sunt forma de hidrogel reticulat
s-a realizat optimizarea prin design experimental a procesului tehnologic.

Metoda suprafetei de raspuns a modelului (RSM) a fost folositd, folosind programul Design
Expert 11.0 (StateEase Inc., Minneapolis, MN, SUA). Suprafata de raspuns patraticd a fost utilizata
pentru a localiza relatia dintre raspuns si fiecare factor individual. Testul de semnificatie si analiza
variantei (ANOVA) au fost, de asemenea, determinate pentru a gasi potrivirea modelului si relatia
optima dintre concentratia de enzima (pepsind) si cantitatea de tendon pentru obtinerea unei mase uscate
cat mai ridicate cu un continut mare de hidroxiprolina (eficienta hidrolizei enzimatice) si un volum
redus de acid acetic consumat pentru mentinerea pH-ului mediului de reactie constant.

Pentru optimizarea procesului de extractie a colagenului privind continutul de substanta uscata
si continutul de hidroxiprolina, aminoacid sepcific colagenului, s-a utilizat soft-ul Design Expert.
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Informatiile furnizate de acest soft ne oferd o evidentiere a influentei variatiei fiecarui parametru asupra
celor 3 raspunsuri: substanta uscatd, concentratie de hidroxiprolina si volumul de acid acetic consumat.

S-a folosit un model factorial pe mai multe niveluri care a sugerat un total de 12 experimente,
crednd combinatii relevante intre urmatoarele doua variabile: (i) concentratie enzima (pepsind) si (ii)
cantitatea de tendon bovin raportat la 1L acid acetic de pH=2.3. Pentru fiecare tip de raspuns s-au
calculat datele statistice si diagnoza modelelor experimentale in vederea oprimizarii individuale a
componentelor. Pentru evaluarea globald a modelului s-a definit functia de desirabilitate (D) definita ca
media geometrica a functiilor de dezirabilitate individuale ale fiecdrui raspuns di (Yi), unde n este
numarul de raspunsuri.
1. Substanta uscata

Tabelul 1. Analiza statistici Anova pentru continutul de masa uscata

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

Source Sum of Squares | df | Mean Square | F-value | p-value
Model 0.3354 | 3 0.1118 31.86 | <0.0001 | significant
A-concentratiec enzima 0.0520 1 0.0520 14.82 0.0049
B-cantitate tendon 0.2437 1 0.2437 69.46 | <0.0001
AB 0.0397 | 1 0.0397 11.31 0.0099
Pure Error 0.0281 8 0.0035
Cor Total 0.3634 | 11

Valoarea modelului F este 31.86 implicatiile modelului sunt semnificative (Tabelul 1). Este o
sansa de 0.01% ca valuarea lui F sé fie datorate zgomotului de fond. Valorile lui P mai mici de 0.0500
indica faptul ca termenii modelului sunt semnificativi. In cazul A, B si AB terminii sunt semnificativi.
Valorile mai mari de 0.1000 in modelul termenilor nu sunt semnificative.
Tabelul 2. Corelarea statistica a datelor experimentale

Std. Dev. | 0.0592 R? 0.9228
Mean | 0.7775 Adjusted R? 0.8938
C.V. % 7.62 Predicted R> | 0.8262
Adeq Precision | 12.1843

R? prezis are o valoare de 0.8262, iar aceastd valoare se incadreaza in aceleasi limite cu valoarea
lui R? ajustat care este egald cu 0.8938; in acest caz, diferenta este mai mica de 0.2. Precizia Adeq
masoara raportul dintre semnal si zgomot. Un raport mai mare de 4 este ideal. Raportul pe care 1-am
obtinut este 12.184, ceea ce indica un semnal adecvat (Tabelul 2). Acest model poate fi utilizat in spatiul
de proiectare.

Dot e e Interactiunea dintre cei doi factori se observa
comparand cele doud margini ale suprafetei care nu sunt
paralele, adica varierea cantitatii de tendon influenteaza
masa uscatd intr-un mod mai pronuntat atunci cand
S concentratia de enzima?lv este mai ridicvatév (Figura 6).
:§£§§£§§§:§$§‘§E§§}a Ff)rma suprafe‘,[e'l.or d'e raspuns sugereaza ca o fleplasare
- catre concentratii mai mari de tendon si enzima ar putea
oferi valori si mai mari ale substantei uscate, conducand
probabil la un maxim, unde un model patratic ar putea fi

ajustat.

Masa uscata (%)

= =3
o G
>3 -

Figura 6. Reprezentarea raspunsului modelelor 1n spatiul variabilelor cantitate de tendon si concentratie de
enzima
2. Evaluarea continutului de hidroxiprolina

In cazul raspunsului reprezentat de concentratia de Hyp (%), analiza statistici ANOVA a fost
utilizatd pentru a evalua adecvanta modelului de regresie si nivelul de semnificatie al variabilelor
independente (Tabelul 3) pentru concentratia de hidroxiprolina. Semnificatia statistica a coeficientilor
modelului a fost evaluata prin intermediul valorii p. Coeficientii cu valori p mai mici de 0,05 au fost
considerati semnificativi pentru raspunsul modelului. Valoarea calculatd a testului F demonstreaza
adecvanta modelului utilizat n a prezice valori corecte ale raspunsului.
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Tabelul 3. Analiza statistici Anova pentru cuantificarea concentratiei de hidroxiprolind (Hyp%)

Source Sum of df Mean F-value | p-value
Squares Square
Model 2188.50 3 729.50 96.53 | <0.0001 | significant
A-concentratiec enzima 68.35 1 68.35 9.05 0.0169
B-cantitate tendon 811.81 1 811.81 107.42 | <0.0001
AB 1308.34 1 1308.34 173.13 | <0.0001
Pure Error 60.46 8 7.56
Cor Total 2248.96 11

Valoarea modelului F este 96.53 implicatiile modelului sunt semnificative. Este o sansd de

0.01% ca valuarea lui F sa fie datorate zgomotului de fond. Valorile lui P mai mici de 0.0500

indica faptul ca termenii modelului sunt semnificativi. In cazul A, B si AB terminii sunt semnificativi.
Valorile mai mari de 0.1000 in modelul termenilor nu sunt semnificative (Tabelul 3).

Tabelul 4. Corelarea statistica a datelor experimentale

Std. Dev. | 2.75 R? 0.9731

Mean 24.25 Adjusted R? 0.9630

CV.% |11.34 Predicted R? 0.9395

Adeq Precision | 23.5225

R? prezis are o valoare de 0.9395, iar aceastd valoare se incadreaza in aceleasi limite cu valoarea

lui R? ajustat care este egald cu 0.9630; in acest caz, diferenta este mai mica de 0.2. Precizia Adeq

masoara raportul dintre semnal si zgomot. Un raport mai mare de 4 este ideal. Raportul pe care l-am

obtinut este 23.5225, ceea ce indicd un semnal adecvat. Acest model poate fi utilizat n spatiul de

proiectare (Tabelul 4).
s iy Interactiunea dintre doi factori se
Concentratie Hyp O ap I masa uscat) observa comparand cele doud margini ale

@ Design points above predicted value

suprafetei care nu sunt paralele, adica
varierea cantitatii de tendon influenteaza
concentratia de Hyp (%) intr-un mod mai
pronuntat atunci cand concentratia de
enzima este mai ridicata (Figura 7).
Forma suprafetelor de raspuns sugereaza
cd o deplasare catre concentratii mai mari
de tendon si enzima ar putea oferi valori
si mai mari ale continutului in Hyp (%),
conducand probabil la un maxim, unde
un model patratic ar putea fi ajustat.

Q Design points below predicted value

671 I 4578

X1 = A concentratie enzima
X2 = B: cantitate tendon

eSO,
PSS
SRS

Concentratie Hyp (% rap la masa uscata)

Figura 7. Reprezentarea raspunsului modelelor 1n spatiul variabilelor cantitate de tendon si concentratie de
enzima
3. Evaluarea consumului de acid acetic glacial necesar pentru mentinerea pH-ului constant

In cazul raspunsului reprezentat de volumul de acid acetic consumate (mL), analiza statistica
ANOVA a fost utilizatd pentru a evalua adecvanta modelului de regresie si nivelul de semnificatie al
variabilelor independente (Tabelul 5) pentru volumul de acid acetic. Semnificatia statistici a
coeficientilor modelului a fost evaluata prin intermediul valorii p. Coeficientii cu valori p mai mici de
0,05 au fost considerati semnificativi pentru raspunsul modelului. Valoarea calculatd a testului F
demonstreaza adecvanta modelului utilizat in a prezice valori corecte ale raspunsului.

Tabelul 5. Analiza statistici Anova pentru evaluarea volumului de acid acetic consumat (mL)

Source Sum of Squares | df | Mean Square | F-value | p-value
Model 3704.67 | 3 1234.89 46.60 | <0.0001 | significant
A-concentratie enzima 2408.33 1 2408.33 90.88 | <0.0001
B-cantitate tendon 1200.00 | 1 1200.00 45.28 0.0001
AB 96.33 1 96.33 3.64 0.0930
Pure Error 212.00 | 8 26.50

10
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| Cor Total | 3916.67 [ 11 ] | | [ |

Valoarea modelului F este 46.60, deci implicatiile modelului sunt semnificative. Este o sansa
de 0.01% ca valuarea lui F sa fie datorate zgomotului de fond. Valorile lui P mai mici de 0.0500 indica
faptul ca termenii modelului sunt semnificativi. In cazul A si B terminii sunt semnificativi. Valorile mai
mari de 0.1000 in modelul termenilor nu sunt semnificative (Tabelul 5).

Tabelul 6. Corelarea statistica a datelor experimentale

Std. Dev. | 5.15 R? 0.9459
Mean 56.67 Adjusted R? 0.9256
C.V. % 9.08 Predicted R? 0.8782
Adeq Precision | 16.2624

R? prezis are o valoare de 0.8782, iar aceastd valoare se Incadreaza in aceleasi limite cu valoarea
lui R? ajustat care este egald cu 0.9256; in acest caz, diferenta este mai mica de 0.2. Precizia Adeq
masoara raportul dintre semnal si zgomot. Raportul pe care 1-am obtinut este 16.262, ceea ce indicd un
semnal adecvat. Acest model poate fi utilizat in spatiul de proiectare (Tabelul 6).

Interactiunea dintrecei doi factori se observa comparand cele doua margini ale suprafetei care

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

Deign xpert Safure nu sunt paralele, adica varierea cantitatii de
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timpul digestiei intr-un mod mai pronuntat
atunci cand concentratia de enzima este mai
ridicata (Figura 8). Forma suprafetelor de
raspuns sugereazd cd o deplasare catre
concentratii mai mari de tendon si mai mici de
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Figura 8. Reprezentarea raspunsului modelelor in spatiul variabilelor cantitate de tendon si concentratie de
enzima

4. Evaluarea optimului parametrilor de extractie enzimatica

Dezvoltarea functiei de dezirabilitate este o solutie pentru optimizarea raspunsurilor multiple.
Scopul acestei functii este de a gasi conditiile optime care sd asigure respectarea criteriilor tuturor
raspunsurilor implicate si, in acelasi timp, sa ofere cea mai buna valoare a compromisului in raspunsul
dorit. Acest lucru se realizeaza prin transformarea raspunsurilor multiple intr-unul singur, combinand
raspunsurile individuale intr-o functie compusa urmata de optimizarea acesteia. Pentru optimizarea
concentratiei de enzimd si cantitatea de tendon pentru obtinerea unei mase uscate maxime, 0O
concentratie cat mai ridicata de Hyp (%) si un volum consumat cat mai redus de acid acetic (criterii de
acceptabilitate — Tabelul 6). Valorile generate de dezirabilitate sunt calculate pe baza valorilor optime
individuale, care au fost combinate folosind media geometrica [22].

Tabelul 6. Criteriile de acceptabilitate selectate si importanta fiecdrui parametru pentru procesul de
hidroliza enzimatica

Name Goal Lower Upper Lower Upper Importance
Limit Limit Weight Weight
A:concentratie is in range 0.4 0.8 1 1 3
enzima

B:cantitate tendon is in range 20 25 1 1 3
Masa uscata maximize 0.52 1.1 1 1 5
Vol acid acetic minimize 30 88 1 1 3
Concentratie Hyp maximize 6.71 46.78 1 1 3

S-au obtinut 11 solutii dintre care cea optima conform criteriilor stabilite in Tabelul 7 este
pentru o concentratie de 0.485 g/L enzima pentru o cantitate de tendon de 25 g/L in vederea obtinerii

11
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unei mase uscate cat mai ridicatd cu un continut mare de hidroxiprolind si un consum redus de acid

acetic. Optimizarea parametrilor celor 3 factori sunt dati de functia de desirabilitate.

Tabelul 7. Solutiile generate de soft pentru obtinerea unor valori de desirabilitate cat mai apropiate de
optim conform criteriilor selectate

Number | concentratie cantitate Masa | Volacid | Concentratie | Desirability
enzima tendon uscata acetic Hyp
1 0.485 25.000 0.849 40.155 39.845 0.696 Selected
2 0.487 25.000 0.850 40.279 39.706 0.696
3 0.484 25.000 0.849 40.098 39.911 0.696
4 0.482 25.000 0.848 40.007 40.013 0.696
5 0.481 25.000 0.846 39.912 40.121 0.696
6 0.491 25.000 0.853 40.513 39.441 0.696
7 0.493 25.000 0.854 40.598 39.345 0.696
8 0.500 25.000 0.859 41.024 38.861 0.696
9 0.456 25.000 0.831 38.495 41.725 0.695
10 0.422 25.000 0.810 36.583 43.889 0.692
11 0.736 25.000 1.004 54.387 23.737 0.628
Desirability In Figura 9, histograma arata cat de bine indeplineste

fiecare variabild criteriile si dezirabilitatea totala
combinatd: valorile apropiate de 1 sunt considerate
. optime pentru modelul selectat. Raspunsul dat de
masa uscata conferda un grad scazut de dezirabilitate,
in timp ce concentratia de Hyp si volumul de acid
acetic sunt apropiate de 1 ceea ce inseamna ca

1centratie enzima

:cantitate tendon

Masa uscata 0.567486

Vol acid acetic 0804907 influenta continutului de Hyp si consumul de acid
acetic reflectd un raspuns real raportat la extractia
Concenyatie Hyp 0826932 enzimatica optima a colagenului din tendonul bovin.

Masa uscata este direct proportionald cu cantitatea de
tendon luata in lucru pe fiecare variantid. Valoarea
I w I w combinati a desirabilitatii pentru cele doua raspunsuri
0.000 0.250 0.500 0.750 1.000 -
este modesta, 0.696.

Solution 1 out of 11

Figura 9. Solutia pentru optimizarea -
raspunsului multiplu - grafic cu bare de
dezirabilitate si optimizare combinata a 04 0s 0 2
raspunsurilor Acconcentralie enzima = 0.485095 Bicantitate tendon = 25
In Figura 7 sunt rezultatele sunt .~ — .

exprimate sub formda de rampa, —— I —

N . . 052 11 30 88
demonstrand valorile de compromis ale

Masa uscata = 0849142 wol acid acetic = 40,1554

procedurii de optimizare numerica 1n care
s-au stabilit criteriile din tabelul 6 pentru
obtinerea unei desirabilitditi maxime. "7 ] Desirability = 0696
Obiectivul acestui proces a fost de a gasi s 4 solution Tout of 11
eficienta maxima a procesului de extractie Concentrtie Hyp = 391452
enzimatica a colagenului din tendonul bovin.

Figura 7. Solutia pentru optimizarea raspunsului
multiplu - reprezentarea sub forma de rampa pentru
factorii variati date de cele doua raspunsuri

12



UNIVERSITATEA DIN Z/@dlfé’&fl
B U C U R E S T I Unitatea Executiva pentru

VIRTUTE ET SAPIENTIA Finantarea Invatamantului Superior,

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

>

S sanimed®
Impex

A1.2. Prepararea complecsilor moleculari de incluziune ciclodextrine — principii si
caracterizarea acestora

Scopul activitdtii constd in elaborarea unor procedee si tehnici de preparare ale complecsilor
supramoleculari de incluziune cu principiile active. Pe baza acestora se vor stabili parametri optimi, in
functie de metodele experinentale care vor fi utilizate, in vedera caracterizarii complecsilor moleculari.

Astfel, pentru preparararea complecsilor moleculari in faza lichida s-a tinut cont atat de gradul
de solubilitate individuala a principiilor active si a B ciclodextrinei, cat si de domeniile de concentratie
specifice metodelor experimentale care vor fi folosite in vederea punerii in evidentd a complecsilor
moleculari. S-au preparat solutii apoase stoc de concentratii molare exacte, atit pentru substanta activa
cat si pentru BCD. Dupa cantaririle efective, solutiile au fost omogenizate prin agitare continua la
temperatura constantd de 30°C timp de 24 de ore.

Exista o serie de metode consacrate pentru obtinerea complecsilor de incluziune in faza solida,
dintre care unele sunt larg utilizate in literatura de specialitate: amestecarea fizica, framintarea,
coprecipitarea, liofilizarea gi atomizarea.

Amestecarea fizica — consta 1n realizarea unui amestec fizic in scopul omogenizarii amestecului
substantei bioactive cu ciclodextrini, de obicei in raport molar 1:1. In acest mod se obtine un ameste
fizic, relativ omogen, fara a avea loc interactiuni intre cele doud componente si fard a se produce
complexarea propriu-zisa. Literatura de specialitate aratd cd o amestecare ferma, intr-o moara cu bile
de agat pe o durata de circa 20 minute uneori poate produce chiar o complexare.

Framdntarea — consta in amestecarea stoechiometrica a substantei bioactive si a ciclodextrinei,
umectarea amestecului cu o cantitate redusd de solvent si mojararea continud a pastei formate.
Mojararea se face pana la uscarea (indepartarea majoritatii cantitatii de solvent) amestecului. Procedeul
se repetd de cateva ori, astfel incat durata totald a procesului sa fie de minim 40 minute.

Coprecipitarea — constd 1n dizolvarea substantei bioactive si a ciclodextrinei intr-un solvent
comun sau dizolvarea fiecdrui compenent in solventul propriu (cu conditia ca solventii utilizati sa fie
miscibili), amestecarea solutiilor, echilibrarea acestora prin agitare magneticd la temperatura camerei
sau la usoara incalzire, urmata de indepartarea solventului (amestecului de solventi) continand cele doua
substante printr-o metoda adecvata (filtrare, evaporare, etc).

Liofilizarea (freeze drying) — reprezinta procedeul prin care indepartarea solventului are loc la
presiune si temperaturd scazute (uscare prin inghetare). Solutia contindnd cele doud componente care
se supun complexarii se prepara in mod asemanator cu metoda anterioara.

Atomizarea (spray drying) — solutia continand substantele supuse complexarii este pulverizata
si amestecata cu aer cald, picaturile lichide avand diametrul de 10-200 um, rezultdnd o suprafata totala
mare expusa uscarii.

Metodele de preparare ale complecsilor moleculari, vor fi optimizate individual, adecvat pentru
fiecare molecula activd 1in parte, in functie de propietatile fizico- chimice ale principiilor active si de
provocdrile tehnice care vor aparea pe parcurul investigatiilor experimentale. Pentru a pune in evidenta
specificitatea individuala a fiecarei metode de preparare utilizatd pentru fiecare metoda de investigare
a formarii complecsilor moleculari de incluziune ne vom referi (ca exemplu) la prepararea complecsilor
moleculari vitamina C - f ciclodextrind (Vit C : CD).

Vitaminele sunt indispensabile, in cantititi mici, functionarii normale a organismului. Dar
majoritatea vitaminelor nu pot fi sintetizate de catre organism, deci ele trebuie obtinute obligatoriu din
alimentatie, deoarece deficienta lor poate fi cauza directd a aparitiei unor boli (ex. vitamina C (acid
ascorbic) - scorbut, stari de oboseald, dureri musculare, afectarea sintezei colagenului; vitamina A
(retinol) — deficiente de vedere, disfunctionalitati ale sistemului reproductiv si a multiplicarii celulare;
vitamina D (calciferol) - rahitism, probleme in absorbtia Ca si P, psoriasis, nefrite, arteroscleroza;
vitamina E (tocoferol) - sterilitate, probleme neurologice, boli musculare, boli cardiace, etc.)

Suplimentarea dietei cu vitamine este larg raspandita in ziua de azi. Exista 13 vitamine esentiale
pentru organism, acestea sunt impartite dupa solubilitate in doua grupe: patru dintre ele fiind solubile
in grasimi (vitaminele A, D, E si K) si celelalte noua in apa (8 vitamine B si vitamina C). Pe langa cele
13 vitamine cunoscute, mai existd un numar mare de substante cu rol asemandtor vitaminelor, numite
pseudo-vitamine, dintre acestea poate cele mai cunoscute sunt flavonoizii, numiti uneori si vitamina P.
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Figura 1. Formula structurala a vitaminelor
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Figura 8. Formula structurala a flavonoidelor

Se stie ca o substantd biologic activa, conditionata sub diferite forme de administrare (solide,
lichide), actioneaza pe cale orala, parenterala sau locald, cu efecte terapeutice de intensitate i durata
diferite, in functie si de natura substantelor auxiliare utilizate si a factorilor tehnologici care influenteaza
disponibilitatea farmaceutica si biodisponibilitatea acesteia [23].

Multe molecule care sunt biologic active in vitro sunt inactive in conditii in vivo, ca urmare a
unor posibile probleme, precum stabilitatea si solubilitatea redusd sau transportul limitat prin
membranele celulare. Pe de altd parte, substantele bioactive care sunt puternic polare si solubile in
mediu apos, pot avea de asemenea o slaba biodisponibilitate ca rezultat al unor penetréari ineficiente prin
dublul strat lipid-hidrofobic al membranelor celulare [24], [25]. Pentru rezolvarea acestor probleme,
cea mai utilizatd metoda este complexarea [2,3] acestor substante cu ciclodextrine [26].

Ciclodextrinele (CD) sunt oligozaharide ciclice care au o suprafata exterioara hidrofila si una
interioard hidrofoba. Exista diferite tipuri de CD, functie de numarul de unitati de glucopiranoza [a-
sase; B-sapte, y-opt, etc.] din structurd (Fig. 3). Ciclodextrinele si derivatii lor hidrofilici sunt utilizati
pentru a creste solubilitatea si/sau viteza de dizolvare a substantelor bioactive slab solubile in apa,
pentru controlul eliberarii substantei bioactive sau pentru mascarea unor proprietati neplacute.

Structura lor convexa, cu partea externa hidrofila si partea interna hidrofoba, le face sa fie cei
mai importanti compusi organici simpli, capabili de a forma sisteme mult mai solubile de tipul gazda-
oaspete prin legaturi necovalente, precum interactiunile van der Waals, efectul hidrofobic,
reorganizarea solventilor (solventului) sau legituri de hidrogen [27]. Arhitectura moleculelor de
ciclodextrina permite includerea unor molecule — substante active hidrofobe, de dimensiunea a unul sau
doua cicluri benzenice. Din acest motiv, primul considerent, crucial, de care trebuie sé se tina cont in
abordarea unui studiu de incapsulare a unei substante in ciclodextrine este cel steric.

Incapsularea moleculara conceputi ca formare de complecsi monomoleculari, ofera o solutie
pentru dezvoltarea de noi formulari farmaceutice si forme de dozare ale substantelor bioactive. Se
impune un studiu detaliat asupra metodelor de preparare, precum si de caracterizarea proprietatilor
complecsilor de incluziune prin diferite metode de analiza fizico-chimice.

Prepararea complexului de incluziune dintre vitamina C si p-ciclodextrina in faza solida

Data fiind solubilitatea 1n apa atat a vitaminei C (Vit C), cat si a B-ciclodextrinei (BCD), solventul
principal utilizat pentru prepararea complexului de incluziune a celor doud substante este apa. S-a avut
in vedere prepararea unui complex de incluziune in raport molar de 1:1, facind uz de diferite conditii
si metode de preparare.

Obtinerea complexului vit C — BCD prin friméntare in moara cu bile

- s-au cantdrit cantitati corespunzatoare pentru un raport molar de 1:1, respectiv 6 mg de Vit C
si 44 mg de BCD. Cele doua solide au fost amestecate usor si introduse in recipientele
corespunzatoare morii cu bile, apoi umectate cu o cantitate mica de 20 pL de solvent. Solventul
folosit a fost apa, respectiv un amestec apa-etanol 4:1 (v/v). Amestecarea a avut loc la o
frecventa de 30 Hz, timp de 2x60 minute. Amestecurile umede rezultate au fost uscate la
temperatura camerei, rezultand o pudra de culoare alba in ambele cazuri (VitC-bCD_apa_mill,
VitC-bCD_apa-EtOH mill).
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Obtinerea complexului vit C — BCD prin coprecipitare, urmata de liofilizare
- s-au cantarit cantitati corespunzatoare pentru un raport molar de 1:1, respectiv 12 mg de VitC
si 88 mg de BCD.

- cei 88 mg de BCD au fost dizolvati in 12 mL de ap4, sub agitare, la temperatura de 80°C timp
de 5 min. La solutia astfel obtinuta, dupa racire, s-a adaugat In picaturi solutia de Vit C
obtinuta prin dizolvarea celor 12 mg de vitamina C in 2 mL amestec apa-etanol 1:1 (v/v).
Amestecul astfel obtinut a fost agitat la temperatura camerei timp de 20 ore, iar solventul a
fost indepartat prin liofilizare, rezultand o pulbere de culoare alba (VitC-bCD _coppl FD).

- amestecul solid format din 88 mg de fCD si 12 mg VitC a fost dizolvat in 3 mL solvent, format
din 2.7 mL apa si 0.3 mL etanol (9:1, v/v), sub agitare, la temperatura camerei si echilibrat
timp de 3 ore. Solventul a fost indepartat prin liofilizare, rezultdnd o pulbere de culoare alba
(VitC-bCD copp2 FD).

Obtinerea complexului vit C — BCD prin liofilizare, la pH acid
-179,6 mg BCD au fost dizolvati in 15 mL ap4, sub agitare la temperatura de 80°C timp de 5
min. 24 mg de VitC s-au dizolvat in 27 mL apa distilata, rezultand o solutie de concentratie
0.005 M. pH-ul solutiei de VitC a fost fixat la valoarea de 2.6 prin addugarea de 50 pL solutie
de H,SO4 (0.1 M), cele doua solutii au fost amestecate si echilibrate timp de 5 min. la
temperatura camerei. Solutia finald, congelata, a fost liofilizata, rezultind o pulbere alba (VitC-
bCD_FD pH).

Evidentierea formarii complecsilor de incluziune cu f-ciclodextrind in faza solida

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

Metodele cele mai des utilizate pentru evidentierea formarii complecsilor de incluziune sunt:
difractia de raze X pe pulberi, spectroscopia de infrarosu si calorimetria cu scanare diferentiala. Ideea
de bazd constd in compararea datelor obtinute prin analiza: (i) substantei bioactive pure, (ii) B-
ciclodextrinei, (iii) amestecului fizic ale celor doud componente, si (iv) complexului de incluziune ale
celor douda componente, obtinut prin diferite metode de preparare.

Daca datele obtinute la analiza complexului de incluziune difera de cele ale substantei
bioactive pure (molecula oaspete), precum si de acelea ale [-ciclodextrinei (molecula gazda), se poate
afirma ca s-a format o noud structurd care reprezinta un ansamblu supramolecular de tip oaspete-
gazda. Pentru un amestec fizic, datele obtinute prin analiza corespund unei insumari ale datelor
corespunzdtoare componentelor pure.

Dupa cum mentionam mai sus, studiul metodelor de preparare, precum si de caracterizarea
proprietatilor complecsilor de incluziune prin diferite metode de analiza fizico-chimice este necesar
pentru confirmarea structurilor obtinute.

HCg) ":) oH 8 oH
. HO 2 0 0 OH
Spectroscopie 'H RMN (b) Ho
a) o O Ho OH
o] OH o
a) HO OH - s
Figura 9. a) Stuctura moleculei vitamina C; oH
- . . . OH
b) structura moleculara a 3 ciclodextrinei; c) o w2
unitate de glucoza din BCD. Numerotarea o 8
corespunde pozitiilor protonilor la care se va o - -
. ~ . HO
face referire in studiul RMN. o w wo.| (o
A © )
In vederea studierii procesului ¢ b)  “oto

de complexare si  determinarea

stoichiometriei complexului de incluziune format dintre vitamina C si BCD in solutie prin RMN, dupa
mai multe Incercéri, au fost preparate doua solutii stoc de Vit C si BCD, fiecare avand o concentratie de
10mM in D,O (apa deutarata 99,8 % D, folosita in prepararea probelor apoase). Pe baza acestor solutii
echimolare au fost preparate o serie de probe de concentratii diferite (dilutii) care contin substanta activa
-Vit C si BCD. Procedeul a constat in amestecarea celor doud solutii la volum constant in diverse
proportii astfel incat sa fie acoperit un domeniu complet (0 <r < 1) de fractii molare r = [X]/([G] + [H]).
X =H sau G iar [H] si [G] sunt concentratiile moleculei gazda (BCD) respectiv oaspete (Vit C). In acest
mod concentratia totala [H];+ [G]c = 10 mM a fost mentinuta constantd pentru fiecare proba. Acest set
de probe va fi folosit si pentru evaluarea constantei de asociere K.
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Toate miasuratorile 'H NMR au fost efectuate cu spectrometrul Bruker AVANCE III care
opereazd la o frecventa de 500.13 MHz pentru proton, echipat cu un cap de proba de banda larga cu
detectie inversa (BBO). Spectrele RMN s-au inregistrat in solutii de apa deuterata (D,O) la temperatura
de 298 + 0.1 K, toate deplasarile chimice s-au masurat relativ la tetra-metil-silan (TMS) — folosit ca
referintd internd. Pentru fiecare experiment 'H NMR s-au acumulat intre 32 si 64 scandri cu un numar
de 65 K de puncte pe un domeniu spectral de 4000 Hz care reprezinta 8 ppm, folosind un timp de
revenire la echilibru al magnetizarii de 3s.

RMN fin solutie poate evidentia direct includerea unei molecule oaspete in cavitatea hidrofoba
a BCD. Procesul de incluziune al moleculelor de Vit C in cavitatea PCD este evidentiat de cétre
modificarea deplasarilor chimice ale unor protoni caracteristici moleculei oaspete in comparatie cu
deplasarile chimice ale acelorasi protoni in componentii aflati in stare libera.

In Figura 4 sunt prezentate spectrele 'H RMN pentru vitamina C, PCD, respectiv Vit C:BCD.
Atribuirea semnalelor 'H RMN specifice Vit C s-a facut pe baza spectrului bidimensional 'H-'H COSY
RMN (Correlated Spectroscopy) prezentat in
e : Figura 5, in care se pot pune in evidenta
interactiunile intramoleculare dintre
M semnalele urmatorilor protoni: H(c) cu H(b);
H(b) cu H(a). Trebuie mentionat faptul ca
’M ﬁ semnalele protonilor din gruparile —OH, se
e h’\t suprapun  peste  semnalele apei, iar

'l masuratorile care au generat spectrele RMN

eoi=: } prezentate in Figurile 10 si 11 au fost efectuate

Jl'k A | vj( Lﬂ‘ | m ‘,\/[ , un un program de pulsuri specific suprimarii

b : e DA T semnalului apei (zgpr), folosit pentru a
elimina din spectru acest semnal.
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Figura 10. Spectrele '"H RMN (de sus in jos): Vit ‘“’ﬂ ® J}t
C si BCD in stare libera si in raport molar 1:1, cu = h —
@ = P

atribuirea semnalelor descrisa in Figura 3.
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Figura 11. Spectrul 'H-'"H COSY RMN
(Correlated Spectroscopy) pentru vitamina C. i
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‘ ‘ | Figura 12. Spectrele 'H RMN (de sus in jos): Vit C si
o penmt | N et 1 BCD in stare libera si in diferite rapoarte molare, cu
' - V atribuirea semnalelor descrisa in Figura 3.

Tehnica de  variatie continud a fost
utilizatd pentru evidentierea forméarii complexului
i in solutie apoasa. Comparand spectrele din Figura
P A UL wm 0, € pot observa usoare variatii ale deplasarilor
chimice (A8) pentru protonul H(c) al Vit C, in prezentd de BCD evidentiind existenta interactiei
moleculare dintre Vit C si interiorul cavitatii BCD, acest fapt este o indicatie clard a formarii
complexului de incluziune Vit C:BCD. Din pacate, asa cum se observa in Figura 12, acest semnal este
singurul care prezintd o variatie a deplasarilor chimice. Asadar, variatta deplasarilor chimice observata
ne permite sd utilizam metoda variatiei continue in vederea determinarii stoichiometriei complexului
de incluziune format. in cazul nostru, aceastd metodi se bazeazi pe variatia indusd a deplasarilor
chimice, AS = 67—0qbs, care este direct legatd de concentratia complexului de incluziune format. Astfel,
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dacd o marime fizica care contine A9, este reprezentatd in functie de fractia molard a moleculei gazda
sau oaspete 7, (grafic Job), valoarea maxima va apare la rvi C = m/(m+n), unde m si n sunt rapoartele
molare ale Vit C, respectiv ale BCD 1n complexul format. Aceastd metoda a fost aplicata pentru protonul
H(c) care apartine moleculei oaspete — vitamina C. In acest caz, graficul Job prezinti un maxim la » =
0.5, indicand astfel existenta unui complex de incluziune cu stoichiometria 1:1. Rezultatele aestor tipuri
de determinari urmand a fi prezentate in raportul aferent etapei 1 a anului 2023.

TNCDTIM a Cercetarii, Dezveltarii si Inovarii

Calorimetria de titrare izoterma (ITC)

ITC este o tehnica extrem de sensibila si deosebit de puternica, capabila sa caracterizeze din
punct de vedere termodinamic interactiile relativ slabe care se manifesta in procesele de asociere
moleculara. Printr-un experiment ITC se pot determina parametrii termodinamici (K, AG, AH, AS sin).
Necesitd doar cantititi mici de proba si nu are nevoie de marker molecular care poate genera
interferente. Variatia de energie AH reflectd contributia legaturilor de hidrogen, interactiuni
electrostatice si forte Van der Waals. AS reflectd o modificare a gradului de ordine a sistemului si are
legatura cu interactiunile hidrofobe si este proprietatea termodinamica care descrie modul in care
moleculele sunt distribuite intr-un sistem.

Experimentele ITC au fost efectuate utilizand calorimetrul Nano ITC?® (TA Instruments, New
Castle, Delaware, SUA). Solutiile au fost degazate inainte de fiecare experiment. Titrarea a fost
efectuatd la 25 °C, prin injectarea solutiei apoase de Vitamina C (1 mM) in serii a cate 25 de injectii de
volum 10 pL in celula proba contindnd BCD (50, 25 uM). Sistemul a fost agitat la o viteza de 250 rpm
de-a lungul intregului experiment. Intervalul dintre injectii a fost de 300 s, timp suficient de lung pentru
ca semnalul sa revina la linia de baza si pentru ca sistemul sa fie mentinut la echilibru. Céldura cedata
sau absorbita 1n timpul titrarii calorimetrice este proportionald cu fractia de ligand legat. Astfel, este
extrem de important sd determindm cu exactitate concentratiile initiale ale macromoleculei si
ligandului. Pe masura ce moleculele de BCD devin saturate cu molecule de vitamina C, cdldura eliberata
se diminueaza, in final rdmanand doar cdldura de dilutie. Céldura de dilutie se obtine in conditii
experimentale identice prin injectarea vitaminei C in apa. In general, valoarea acesteia este mult mai
micd comparativ cu cdldura de reactie si este scazutd din datele rezultate prin titrarea vitaminei C in
BCD pentru a corecta efectele de diluare, amestecare si injectare.

In vederea realizirii experimetelor ITC s-au preparat solutii apoase de vitamina C (20mM-
ImM) respectiv B ciclodextrind (1mM- 250uM) de concentratii diferite. Pentru solutiile stoc am baleat
un domeniu mai larg de concentratii in functie de solubilitatea compusilor respectivi pentru a obtine
concentrarea complexului 1n celula calorimetrului, care la randul sdu duce la masuratori mai fiabile de
caldura. Toate solutiile au fost proaspat preparate si au fost degazate inainte de fiecare experiment.

Prezentam in continuare cateva termograme reprezentative care pun in evidentd efectele
calorice care rezulta n urma titrarii  ciclodetrinei cu vitamina C la concentratii diferite si contin atat
contributia céldurii de legare cat si cea a dilutiei.

e G OO 0 O
R AL - e A

Figura 13. Variatia fluxului de caldura / puterea electrica in functie de timp, titrant: Vitamina C; titrand: f-CD.
Datele primare obtinute prin injectarea solutiei de vitamina C (1mM) distribuita in 10pL per injectie in solutie de
B ciclodextrina: a) 50 uM si b) 25 uM, la 25°C.
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Figura 14. Dependenta caldurii eliberate pe injectie 1n functie de raportul molar al partenerilor de reactie.

In toate cazurile investigate procesele sunt de tip exoterm. Termogramele obtinute evidentiaza
ca amplitudinea peak-rilor scade odatd cu scdderea concetratieci de vitamina C indicand astfel
dependenta energiei eliberate in timpul titrarii in functie de concentratia folosita.

Remarcam ca valorile cildurii eliberate per injectie in timpul titrarii sunt destul de mici. De
asemenea, acestea sunt comparabile cu valorile caldurilor obtinute prin simple titrari de dilutie. In cazul
in care, pentru fiecare injectie, caldura de dilutie se scade, se obtin diferente foarte mici care nu prezinta
nici o variatie semnificativa cu raportul molar (Figura 14). In concluzie, datele masurate sunt prea
dispersate pentru a putea fi integrate si in aceastd situatie parametrii termodinamici nu au putut fi
obtinuti fapt ce indica o afinitate scazuta a vitaminei C fata de BCD.

A1.3. Diseminarea rezultatelor

Rezultatele obtinute in etapa 2022 au fost diseminate in cadrul a doua conferinte nationale.

e Participarea la 14th International Conference on Physics of Advanced Materials - ICPAM-14),
08-15 septembrie 2022, Dubrovnik Croatia, cu lucrarea: “Study the mechanism to form
inclusion complex of B-cyclodextrin with quaternary ammonium compound by spectroscopic,
calorimetric and molecular modeling approaches” - T8-P2, Adrian Pirnau, Mihaela Mic, Calin
G. Floare, Maria Miclaus, Irina Kacso, Mariana Palage, Csilla Molnar, Tihduan Bianca-Maria
(https://icpam.ro/programme-icpam/).

e Participarea la sesiunea de comunicari stiintifice ,,D. Brandza”, Editia a XXVIlII-a, 4-5
noiembrie 2022, Bucuresti, ISBN 978-606-16-1367-0, cu lucrarea ” Ghid metodologic privind
evaluarea sigurantei si eficacititii biologice a produselor dermatocosmetice destinate
regenerarii epidermei”, Bianca-Maria Tihauan, Gratiela Gradisteanu, Madalina Axinie, Sergiu
Stelian Maier, Marin Angheloiu, Mariana Carmen Chifiriuc  (https://gradina-
botanica.unibuc.ro/stiinta-si-conservare/sesiuni-stiintifice/).

In  vederea  asigurarii  transparentei  proiectului GRACE  s-a  realizat  site-ul
www.sanimed.ro/proiecte/grace unde au fost incarcate concluziile acestei etape impreuna cu rezultatele
si diseminarea acestora.

Concluziile Etapei 2022

Toate obiectivele etapei au fost atinse ca urmare a parcurgerii activitatilor Inscrise in planul de
realizare a proiectului GRACE. Prezentul raport de etapa rezuma rezultatele obtinute. Sintetizand, s-au
efectuat integral urmatoarele activitati:

- obtinerea colagenului de tip 1 prin optimizarea procesului tehnologic, a procedeului de

obtinere a hidrogelului reticulat si optimizarea procesului de liofilizare;

- evaluarea experimentala privind evaluarea morfologiei hidrogelului reticulat, determinarile

spectrofotometrice ale indicelui de reticulare, evaluarea ratelor de degradare ale
hidrogelului prin optimizarea procesului tehnologic;
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- prepararea complecsilor supramoleculari si optimizarea protocoalelor si a tehnologiei de
sinteza a acestora, demonstrarea gradului de complexare, a parametrilor optimi de reactie
precum si a specificatiilor vizate in complecsii finali;

- evaluarile calitative si de conformitate ale principiilor active si specificatiile acestora;

- participarea la evenimente stiintifice (2 conferinte);

- realizarea paginii web a proiectului.

D>
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Rezumatul etapei 2022

Etapa aferentd anului 2022 a avut ca obiectiv optimizarea procesului de obtinere a matricei de
baza de tip hidrogel si a complecsilor moleculari de incluziune reprezentati de ciclodextrine. Obiectivul
propus a fost atins cu ajutorul celor trei activitati, si anume A1l.1. Obtinerea matricei de baza sub forma
de hidrogel reticulat, A1.2. Prepararea complecsilor moleculari de incluziune ciclodextrine — principii
si caracterizarea acestora si Al.3. Diseminarea rezultatelor. Ca urmare a optimizarii prin design
experimental a procesului tehnologic s-a determinat faptul ca concentratiade enzima influenteaza intr-
o proportie mai ridicatd consumul de acid acetic insa cu o ratd mai scazuta continutul de substanta uscata
si de Hyp (%). Mai mult decat atat, cantitatea de tendon influenteaza intr-o masura mai mica volumul
de acid acetic consumat insa mai ridicata pentru continutul de substanta uscatd si Hyp (%). Astfel, prin
functia de desirabilitate s-a observat ca optimul prin variatia cantitdtii tendonului bovin si a concentratiei
de pepsina s-a obtinut pentru varianta cu 25 g/L tendon si 0.485 g/L enzima cu o valoare a desirabilitatii
de 0.696. Aceste rezultate au condus la coroborarea experientei anterioare privind reticularea produselor
colagenice si la selectia unei metode chimice de reticulare in prezenta genipinului — compus natural
usor detectabil in produsul finit datoritd florescentei intrinseci. Micrografiile SEM realizate au
confirmat structura caracteristicd a scaffoldului colagenic rezultat In urma optimizarii procesului de
extractie si concomitent a celui de liofilizae. Au fost optimizate o serie de procedee si tehnici de
preparare ale complecsilor supramoleculari de incluziune cu principiile active, in termeni concreti fiind
preparati complecsi moleculari de incluziune - ciclodextrine, si inglobare in acestia de vitamina C.
Utilizand difractia de raze X pe pulberi, spectroscopia de infrarosu si calorimetria cu scanare diferentiala
a fost evidentiatd formarea complecsilor de incluziune cu f-ciclodextrind in fazd solida, prin analiza:
(1) substantei bioactive pure, (ii) B-ciclodextrinei, (iii) amestecului fizic ale celor doud componente, si
(iv) complexului de incluziune ale celor doua componente, obtinut prin diferite metode de preparare.
Diseminarea reazultatelor s-a realizat prin participarea la doud conferinte din domeniu (dintre care una
cu participare internationala).

In vederea asigurarii transparentei proiectului GRACE s-a realizat site-ul
www.sanimed.ro/proiecte/grace unde a fost Incarcat rezumatul acestei etape impreuna cu rezultatele si
diseminarea acestora.
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