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Inventia se refera la un procedeu pentru controlul caracteristicilor particulelor de
hidroxiapatita sintetizata in prezenta biomacromoleculelor.

In regnul animal, sarurile de calciu sunt frecvent regasite la nivelul structurilor
biomineralizate (schelete, exoschelete, cochilii etc.). Speciile animale inferioare recurg mai
ales la carbonati polimorfi, in timp ce structurile biomineralizate ale cordatelor (animale cu
schelet axial intern) contin dominant fosfati ai calciului. in ambele cazuri insa, biominera-
lizarea implica formarea unor amestecuri complexe de specii cristaline siamorfe, in prezenta
si cu concursul biomacromoleculelor. Acestea din urma (mai ales scleroproteinele, dar si
polizaharidele) sunt capabile sa inifieze cristalizarea respectivelor saruri de calciu
(nucleerea) si sa intervina atat in procesele de crestere a cristalelor (inclusiv in adoptarea
geometriei acestora), cat si in cele de reglare a rapoartelor cantitative intre fazele cristaline
si amorfe ale mineralelor (Colfen H., Bio-inspired Mineralization Using Hydrophilic
Polymers, in: Biomineralization Il -Mineralization Using Synthetic Polymers and
Templates, Editor: Naka K., Seria: Topics in Current Chemistry, vol. 271, Springer-
Verlag, Berlin, 2007, pp. 1-77).

Din punct de vedere chimic, fractia minerala din {esutul osos al cordatelor este un
derivat al hidroxiapatitei, uzual numit bioapatita. Aceasta are o compozitie variabila, care
poate fi descrisa prin formula Ca,,.; X, (PO,)sx (CO;), (OH),,.p cu x = 0+2 si y = 0+4.
Comparativ cu hidroxiapatita (Ca,,(PO,)s(OH)), bioapatita include diversi ioni (uzual F~, Na*,
K*, Mg?®, notati generic prin X), anioni carbonat (CO,?) care substituie pana la
stoechiometrie ionii fosfat (PO,*), iar in plus poate fi nestoechiometrica in ceea ce priveste
ionii de calciu, unii dintre acestia putand lipsi din refeaua cristalina (fapt simbolizat prin cele
doua paranteze drepte, care indica pozitii vacante in structura cristalina). Altfel spus,
bioapatita este o hidroxiapatita calciu deficienta, slab cristalina ca urmare a defectelor de
retea, divers substituitd cu anioni CO,? si/sau F in defavoarea fosfatului sau hidroxilului,
si/sau cu surplus de cationi metalici in defavoarea calciului (Skinner H. C. W., Biominerals.
Mineralogical Magazine 69 (5), 2005, 621-641). Continutul de CO,* al bioapatitei poate
ajunge pana la circa 6% masic si, de regula, este proportional acompaniat de fluor si de
cationi metalici. Toate diferentele citate in comparatie cu hidroxiapatita fac ca bioapatita sa
formeze domenii cristaline (cristalite) cu dimensiuni mici si geometrie disimetrica (circa
100 x 5 nm), favorabile insa depozitarii intracelulare ori in matricea biomacromoleculara
extracelulara (alcatuita preponderent din colagen tip I, in cazul scheletului cordatelor, sau
din chitina, in cazul exoscheletului nevertebratelor) (Skinner H. C. W., Jahren A. H.,
Biomineralization, in: Treatise on Geochemistry, vol. 8: Biogeochemistry, Editori:
Holland H. D. si Turekian K. K., Elsevier, Oxford, 2007, 1-69).

Desi chemo-mimarea bioapatitei poate fi realizata prin sinteza chimica (cel mai
adesea in soluiii apoase alcaline), morfo-mimarea caracteristicilor acesteia este dificila.
Dimensiunile domeniilor cristaline si disimetria (geometria) nanoparticulelor de bioapatita
chemo-mimata acopera o plaja larga de valori si sunt, in general, nereproductibile in masa
de produs de sinteza, precum si de la o sarja la alta. De regula, prin chemo-mimare se obtin
particule cu dimensiuni nano- si micro-metrice, avand geometrie sferoidala sau elipsoidala,
mult diferitd de cea planara a bioapatitei. Respectivele particule reprezinta agregate
constituite din domenii cristaline si domenii amorfe. Compozitia chimica a domeniilor
cristaline (numite si cristalite) este tipica hidroxiapatitei calciu deficiente controlat substituita.
Domeniile amorfe sunt alcatuite din diversi fosfati de calciu. Atunci cand aceste din urma
domenii predomina, aplicatiile particulelor ob{inute se limiteaza la cimenturile de uz ortopedic
si stomatologic. Daca raportul cristalin/amorf este echilibrat sau usor supraunitar, devine
posibila realizarea de compozite injectabile mixte, anorganic-organice, alaturi de compusi
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macromoleculari si modulatori ai metabolismului celular, cu aplicatii in refacerea osoasa
ghidata. Daca insa se vizeaza aplicatii evoluate de inginerie tisulara (cum ar fi biomimarea
calusului osos, ori realizarea ex vivo a unor ansambluri spatiale cultivate cu celule), sau de
transfectie osoasa mediata de vectori genetici non-virali, biomimarea bioapatitei devine
esentjala, implicand si morfo-mimarea caracteristicilor acesteia.

Din literatura de specialitate si din cea de brevete, este cunoscut faptul ca
(nano)particulele de hidroxiapatita si derivati ai acesteia divers substituiti, asimilabili
bioapatitei, cu aplicatii biomedicale, se pot obfine prin: (i) procesarea fizico-chimica a
pieselor de os recoltate de la bovine (US 5167961, EP 1338291, US 20080206299), (ii)
tehnica mecano-chimica (Nakamura S., Isobe T., Senna M, Hydroxyapatite nano sol
prepared via a mechanochemical route, Journal of Nanoparticle Research 3, 2001,
57-61), (iii) coprecipitarea controlata, pornind de la saruri de calciu, fosfor si eventual alte
specii chimice anorganice (RO 125817, US 8287914, EP 1855991), (iv) tehnica sol-gel, in
mediu neapos (Agrawal K., Singh G., Puri D., Prakash S., Synthesis and
Characterization of Hydroxyapatite Powder by Sol-Gel Method for Biomedical
Application, Journal of Minerals & Materials Characterization & Engineering, 10 (8),
2011, 727-734), (v) sinteza pe substrat microstructurat (template synthesis) (Nguyen N. K.,
Leoni M., Maniglio D., Migliaresi C, Hydroxyapatite nanorods: Soft-template synthesis,
characterization and preliminary in vitro tests, Journal of Biomaterials Applications,
28(1), 2013, 49-61; Salimi E., Javadpour J., Anbia, M, Template-Based Synthesis of
Nanoporous Hydroxyapatite, International Scholarly Research Network - Ceramics,
2012, doi: 10.5402/2012/960915; Wang Y., Zhang S., Wei K., Zhao M., Chen J., Wang X.,
Hydrothermal synthesis of hydroxyapatite nanopowders using cationic surfactant as
a template, Materials Letters, 60 (12), 2006, 1484-1487), (vi) sinteza in prezenta
compusilor (bio)chimici mic-moleculari (Song R.-Q., Colfen H., Additive controlled
crystallization, CrystEngComm, 13. 2011, 1249-1276), (vii) sinteza in prezenta compusilor
(bio)macromoleculari (Gajjeraman S., Narayanan K., Hao J., Qin C, George A., Matrix
Macromolecules in Hard Tissues Control the Nucleation and Hierarchical Assembly
of Hydroxyapatite, The Journal of Biological Chemistry, 282 (2), 2007, 1193-1204;
Kikuchi M., lkoma T., Itoh S., Matsumoto H. N., Koyama Y., Takakuda K., Shinomiya K.,
Tanaka J., Biomimetic synthesis of bone-like nanocomposites using the self-
organization mechanism of hydroxyapatite and collagen, Composites Science and
Technology, 64 (6), 2004, 819-825; Tampieri A., Giancarlo C., Landi E., Sandri M.,
Roveri N., Falini G., Biologically inspired synthesis of bone-like composite:
Self-assembled collagen fibers/hydroxyapatite nanocrystals, Journal of Biomedical
Materials Research, 67A, 2 (11), 2003, 618-625; Pelin I. M., Maier S. S., Chitanu G. C.,
Bulacovschi V., Preparation and characterization of a hydroxyapatite-collagen
composite as component for injectable bone substitute, Materials Science and
Engineering: C, 29 (7), 2009, 2188-2194; Ficai A., Andronescu E., Voicu G., GhitulicaC.,
Vasile B. S., Ficai D., Trandafir V., Self-assembled collagen/hydroxyapatite composite
matehals, Chemical Engineering Journal, 160 (2), 2010, 794-800; Kumar R., Prakash
K. H, Cheang P., Gower L, Khor K. A., Chitosan-mediated crystaflization and assembly
of hydroxyapatite nanoparticles into hybrid nanostructured films, Journal of the Royal
Society Interface, 5, 2000, 427-439; Qiu C, Xiao X., Liu R., Biomimetic synthesis of
spherical nano-hydroxyapatite in the presence of polyethylene glycol, Ceramics
International, 34,2008, 1747-1751). Exceptand partial ultima dintre metodele mai sus citate,
celelalte furnizeaza (nano)particule de hidroxiapatita slab cristalina si derivati ai acesteia, al
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caror morfo-mimetism faia de bioapatita este modest, mai ales sub aspectul absentei
geometriei disimetrice, dar si sub cel al dimensiunilor reduse la nivelul domeniilor cristaline
individuale prezente in particule. Tn plus, toate metodele enumerate genereaza amestecuri
de faze cristaline cu compozitie chimica diferentiata (diverse specii de fosfati de calciu
cristalini, alaturi de hidroxiapatita). Ambele deficienfe mentionate se rasfrang in aplatizarea
picurilor din spectrele de raze-X determinate asupra pulberilor de hidroxiapatita sintetizata
(amplitudinea redusa si concomitent lafimea crescuta a acestora, dublate de un raport
semnal/zgomot modest), si, respectiv, prin prezenta unui numar ridicat de picuri
caracteristice altor forme cristaline ale sarurilor de calciu si fosfor, de amplitudine redusa
(impurificare spectrala).

Un procedeu de interes la nivel de laborator prevede sinteza hidroxiapatitei chemo-
mimetice sub controlul cinetic al proceselor de difuzie a ionilor PO,* si HO prin solutjile
coloidale ale unor biomacromolecule anterior transformate in sare de Ca?', in baza
diferentelor de sarcina electrica global intre biomacromoleculele ce au fixat Ca®*, devenind
astfel greu difuzibile, si solutia coloidala a biomacromoleculelor inca nesalefiate (Xiao X.,
He D., Liu F., Liu R., Preparation and characterization of hydroxyapatite/chondroitin
sulfate composites by biomimetic synthesis, Materials Chemistry and Physics, 112,
2008, 838-843; He D., Xiao X,, Liu F., Liu R., Chondroitin sulfate template-mediated
biomimetic synthesis of nano-flake hydroxyapatite, Applied Surface Science, 255,
2008, 361-364). Desi, in principial, respectivul procedeu poate asigura obtinerea unei
geometrii disimetrice (cvasi-planare) a cristalelor de hidroxiapatita, acesta nu prezinta interes
pentru sinteza la scara larga, date fiind conditiile de reactie (cristalizarea progresiva la
interfete dificil de mentinut stabile) si timpii de sinteza pe care ii impune.

O serie de metode au fost elaborate pentru controlul caracteristicilor dimensionale,
de cristalinitate si de puritate de faza ale (nano)particulelor ce chemo-mimeaza bioapatita.
intre acestea, relativ eficiente s-au dovedit urmétoarele: (i) optimizarea recepturii si
procedurii de sinteza (Rajkumar M., Sundaram M., Rajendran V., Preparation of size
controlled, stoichiometric and bioresorbable hydroxyapatite nanorod by varying initial
pH, Ca/P ratio and sintering temperature, Digest Journal of Nanomaterials and
Biostructures, 6 (1), 2011, 169-179), (ii) sinteza sub asistenta campului magnetic
(Sundaram N. M., Girija E. K., Ashok M., Anee T. K., Vani R, Suganthi R. V., Yokogawa
Y., Kalkura S. N., Crystallisation of hydroxyapatite nanocrystals under magnetic field,
Materials Letters 60, 2006, 761-765; Wu C, Sassa K., lwai K., Asai S., Unidirectionally
oriented hydroxyapatite/collagen composite fabricated by using a high magnetic field,
Materials Letters, 61 (7), 2007, 1567-1571; Tian A., Xue X,, Liu C, He J., Yang Z.,
Electrodeposited hydroxyapatite coatings in static magnetic field, Materials Letters,
64 (10), 2010, 1197-1199), (iii) sinteza sub asistenta campului electric (Ficai A.,
Andronescu E., Trandafir V., Ghitulica C, Voicu G., Collagen/hydroxyapatite composite
obtained by electric field orientation, Materials Letters, 64(4), 2010, 541-544; Tanaka S.,
Shiba N., Senna M., Change in the morphology of hydroxyapatite nanocrystals in the
presence of bioaffinitive polymeric species under the application of electrical field,
Science and Technology of Advanced Materials, 7 (2), 2006, 226-228), (iv) sinteza
condusa in cAmp de radiofrecventa (Bose S., Dasgupta S., Tarafder S., Bandyopadhyay
A., Microwave-processed nanocrystalline hydroxyapatite: Simultaneous enhancement
of mechanical and biological properties, Acta Biomaterialia, 6 (9), 2010, 3782-3790).
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Deficientele acestor metode deriva din inducerea denaturarii termice a eventualei com-
ponente biomacromoleculare prezente in mediul de reactie (metodele (i) si (iv)), impurificarea
produsului de sinteza ca urmare a proceselor la interfetele cu electrozii, induse de campul
electric direct aplicat in solutie apoasa (metoda (iii)), respectiv randamente scazute obtinute
cu costuri ridicate (metoda (ii)).

Campul electric aplicat extern sistemelor in care are loc sinteza in solutie apoasa a
hidroxiapatitei, Tn prezenta (bio)macromoleculelor, este apt a induce Tn mod controlabil si
reproductibil nucleerea si cresterea cristalelor (Kniep R., Busch S., Biomimetic Growth
and Self-Assembly of Fluorapatite Aggregates by Diffusion into Denatured Collagen
Matrices, Angewandte Chemie - International Edition, 35 (22), 1996, 2624-2626;
Busch S., Dolhaine H., DuChesne A., Heinz S., Hochrein O., Laeri F., Podebrad O.,
Vietze U., Weiland T., Kniep R., Biomimetic Morphogenesis of Fluorapatite-Gelatin
Composites: Fractal Growth, the Question of Intrinsic Electric Fields, Core/Shell
Assemblies, Hollow Spheres and Reorganization of Denatured Collagen, European
Journal of Inorganic Chemistry, 1999, 1643-1653). O crestere a eficienfei controlului
asupra morfologiei nanocristalelor este posibila conducand sinteza in prezenta unor compusi
macromoleculari (Yu S.-H., Colfen H., Polymer Controlled Crystallization: Shape and
Size Control of Advanced Inorganic Nanostructured Materials-1D, 2D Nanocrystals and
More Complex Superstructures, in: Low-Dimensional Systems: Theory, Preparation,
and Some Applications, NATO Science Series Vol. 91, 2003, 87-105). Deficienta celor
doua metode de control mai sus citate consta in necesitatea conducerii sintezei in solutii
apoase concentrate sau in hidrogeluri ale compusilor (bio)macromoleculari, fapt care reduce
mult cinetica proceselor.

Problema pe care o rezolva inventia este legata de obtinerea nanoparticulelor de
hidroxiapatita chemo- si morfo-mimetica in raport cu bioapatita.

Procedeul conform inventiei inlatura dezavantajele de mai sus prin aceea ca:

- asigura obtinerea de nanoparticule de hidroxiapatitd sau derivati ai acesteia
asimilabili bioapatitei, cu caracteristici reproductibile din punctul de vedere al cristalinitaii,
puritatii de faza si disimetriei geometrice, prin sinteza in mediu apos aglomerat macro-
molecular si usor alcalin, condusa la temperaturi joase si medii:

- (i) in prezenta (sclero)proteinelor, polipeptidelor si/sau polizaharidelor;

- (i) prin controlul strict al procedurii, independent de receptura;

- (iii) sub asistenta campului electric (electrostatic si/sau variabil in timp)
aplicat din exteriorul sistemului de reactie, in regim capacitiv, fara contactul direct cu electrozi
sau placi ale condensatoarelor;

- (iv) in sisteme de reactie conditionate (bio)chimic prin adaos de adjuvant;
si prin tamponare, dupa recepturi dependente de natura speciilor biomacromoleculare
implicate;

- din punct de vedere chimic, speciile (bio)macromoleculare implicate se aduc mai
intai sub forma sarii lor de calciu; din punct de vedere fizico-chimic, ele se utilizeaza sub
forma unor sisteme coloidale structurate prin microfibrilare sau gelifiere fizica laxa;

- nucleerea si cresterea nanocristalelor de hidroxiapatita se realizeaza prin aducerea
sarii de calciu a biomacromoleculelor intr-o solutie metastabila de fosfati de calciu cu
compozitie dinamica in timp, mentinuta la pragul suprasaturarii locale, urmata de precipitarea
controlata, la echilibru, a hidroxiapatitei; controlul si evolutia in timp a caracteristicilor solutiei
metastabile se realizeaza prin intermediul campului electric generat din exteriorul mediului
apos de reacfie;
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- este aplicabil oricarui derivat al hidroxiapatitei sintetizabil in mediu apos slab alcalin,
indiferent de receptura amestecului de reactie, cu precadere derivatilor calciu deficient;;

- poate decurge in prezenta compusilor macromoleculari de sinteza, daca acestia
prezinta reactivitate si comportament coloidal similar (sclero)proteinelor, polipeptidelor sau
polizaharidelor solubile sau dispersabile in mediu apos slab alcalin;

- poate furniza separat faza anorganica, sau amestecuri intime ale acesteia cu specii
(bio)macromoleculare, sub forma blendurilor coloidale sau a hidrogelurilor laxe;

- evita impurificarea necontrolata cu produse ale electrolizei si oxido-reducerii
speciilor chimice prezente in mediul de reactie apos ori in structura electrozilor, prin faptul
ca aplicarea campului electric se realizeaza in regim capacitiv, fara a necesita imersarea
electrozilor in mediul de reactie;

- este aplicabil mediilor lichide de reactie cu o larga plaja de pH-uri si concentratii
saline, nefiind limitat de valorile ridicate ale conductivitatii mediului de reacfie;

- furnizeaza specii anorganice asimilabile bioapatitei, asociate fizico-chimic sau nu
(bio)macromoleculelor in prezenta carora s-a condus sinteza, destinate aplicatiilor din
domeniiile ingineriei tisulare, medicinii reconstitutive si regenerative, chirurgiei plastice,
farmaceuticii si cosmeticii farmaceutice, si transfectiei osoase prin vehicularea informatiei
genetice in sisteme ce mimeaza calusul osos, generate ex vivo.

Obtinerea nanoparticulelor de hidroxiapatita chemo- si morfo-mimetica in raport cu
bioapatita este caracterizata prin puritate de faza (avansat eliberate de forme amorfe si
cvasi-cristaline instabile) si prin reproductibilitatea caracteristicilor finale. Sinteza are loc (i)
in prezenta biomacromoleculelor, (ii) prin controlul strict al procedurii si (iii) sub asistenta
campului electric (electrostatic si/sau variabil) aplicat din exteriorul sistemului de reactie.
Aceasta decurge prin procese de nucleere si crestere caracterizate prin cinetici rapide, fapt
care face fezabila conducerea sa la scara semiindustriala.

Inventia se refera la un procedeu pentru controlul caracteristicilor particulelor de
hidroxiapatita sintetizata in prezenta biomacromoleculelor, asigurand obtinerea de micro- si
nanoparticule de hidroxiapatita cu dimensiuni, geometrie, cristalinitate si compozitie de faza
reproductibile, in contextul in care sinteza acestora se conduce in conditii nedenaturante
pentru biomacromoleculele prezente n sistemul de reactie (la temperaturi, pH-uri si tarii
ionice n plaja valorilor fiziologice). In virtutea caracteristicilor acestora, dar si functie de
biomacromoleculele asociate (proteine, polizaharide, acizi nucleici si derivatji biologic-activi
ai acestora), particulele obtinute sunt apte incorporarii in compozitii care chemo-, morfo- si
biomimeaza tesutul osos, ori calusul osos. Sinteza particulelor in prezenta biomacro-
moleculelor asigura asocierea intima a celor doua tipuri de componente (anorganica si
organica), inclusiv prin nucleerea si cresterea fazei (nano)cristaline pe matricea macro-
moleculara, cu adecvarea dimensionala la conformatia spatiala a acesteia din urma, in
functie de concentratia locala asigurata si de adjuvantii utilizati in sinteza. Conform
procedeului brevetat, controlul caracteristicilor particulelor de hidroxiapatita se realizeaza
prin procedura de conducere a sintezei, precum si prin intermediul campului electric
(electrostatic si/sau variabil) indus din exteriorul mediului de reactie. Particulele obtinute
conform procedeului brevetat, precum si compozitiile rezultate ca urmare a asocierii lor cu
diverse biomacromolecule, sunt destinate aplicatiilor din domeniul ingineriei tisulare,
medicinii reconstitutive si regenerative, chirurgiei plastice, farmaceuticii si cosmeticii
farmaceutice, dar si transfectiei osoase prin sisteme generate ex vivo pentru vehicularea
informatiei genetice.
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In principiu, procedeul pentru controlul caracteristicilor hidroxiapatitei sintetizate in
prezenta biomacromoleculelor, procedeu care face obiectul prezentei inventii, implica
parcurgerea urmatoarelor etape si subetape (toate operatiile aplicate sunt specifice
tehnologiilor farmaceutice si se conduc in echipamente si instalatii uzuale in respectivele
tehnologii; acolo unde nu se specifica in mod expres, operatiile se efectueaza latemperatura
ambientald, care nu va depasi insa plaja 15+25°C; in cele ce urmeaza, mentionarea
hidroxiapatitei nu este exclusiva, eaimplicand si mentionarea posibililor derivati de substitutie
ai acesteia, ce se doresc a fi sintetizati):

i. - obtinerea sarii de calciu a biomacromoleculei/biomacromoleculelor in prezenta
careia/carora se va sintetiza hidroxiapatita; respectiva sare de calciu, generata in chiar
mediul de reactie, induce doua efecte favorabile asupra proceselor de sinteza ulterioare: (a)
gelifierea si/sau microfibrilarea biomacromoleculelor, soldata cu generarea de edificii
supramoleculare cu caracteristici controlabile, prin intermediul parametrilor solutiei coloidale
de start, edificii cu rol de mediu aglomerat structurat, ale carui interspatii lacunare functjio-
neaza drept matrita pentru controlul cresterii cristalelor, respectiv (b) suprasaturarea locala
a edificiilor supramoleculare cu saruri anorganice, ca o condifie a nucleerii omogene a
cristalizarii hidroxiapatitei; etapa se deruleaza in urmatoarele subetape succesive:

i.1. - aducerea speciilor biomacromoleculare in solutie cu concentratie
standardizata, imediat sub concentratia de incalcire (entanglement), la temperatura de lucru;
daca in sistemul de reactie vor fi prezente mai multe specii macromoleculare, acestea se
dizolva si se aduc la o concentratie imediat inferioara celei de separare de faza (co-
precipitare), la temperatura de lucru;

i.2. - termostatarea solutiei obtinute in subetapa anterioara, la 8+16°C;

i.3. - indepartarea din solutia coloidala a fractiilor cu mase moleculare sub
limita prestabilita pentru speciile biomacromoleculare, precum si a contraionilor; speciile
biomacromoleculare se aduc mai intai sub forma complet protonata (prin acidifierea solutiei),
iar apoi solutia coloidala se diafiltreaza contra unor solutji acide (de acizi organici avand un
pKa usor inferior gruparilor acide ale biomacromoleculelor din solutia coloidala);

i.4.-indepartarea excesului de acid din solutia coloidala, prin diafiltrare contra
apei deionizate, libera de pirogeni;

i.5. - reglarea pH-ului solutiei coloidale la valori din plaja fiziologica, prin
diafiltrare contra unor amestecuri tampon organice (imidazol, HEPES, TRIS etc.);

i.6. - salefierea controlata a biomacromoleculelor prezente in solutia coloidala,
prin diafiltrare contra unei solutii de CaCl,, tamponata si ea la aceeasi valoare de pH,
utilizdnd tampoane organice;

i.7. - microfibrilarea/gelifierea speciilor biomacromoleculare prin incalzirea
sistemului concomitent cu continuarea diafiltrarii contra solutiei de CaCl,; incalzirea se
realizeazd dupa pante controlate (0,01+0,5°C/min), pana la valori finale controlate ale
temperaturii (25+45°C, functie de temperatura de denaturare a biomacromoleculelor
prezente in sistem);

i.8. - maturarea sistemului coloidal rezultat in subetapa anterioara, sub
termostatare la 5+15°C;

i.9. - tipizarea fizico-chimica a sistemului coloidal in vederea uniformizarii
caracteristicilor edificiilor supramoleculare microfibrilate/gelifiate, prin operatii de agitare,
pompare prin diuze calibrate, ultrasonare, aplicate individual sau succesiv;

ii. - reglarea parametrilor mediului de reactie si controlul compozitiei chimice a
acestuia (conditionarea chimica a mediului de reactie), prin eliminarea pana la o valoare
controlata a excesului de ioni de calciu nelegati si prin adaosul de specii chimice cu rol de
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modulator al proceselor de crestere a cristalelor de hidroxiapatita; aceasta etapa este
esentjala Tn asigurarea reproductibilitatii caracteristicilor hidroxiapatitei ulterior sintetizate
(mai ales a puritatii de faza a (nano)particulelor); parcurgdnd aceasta etapa, se evita
nucleerea excesiva, mai ales cea care ar decurge necontrolat in mediul lichid de reactie; in
plus, prin conditionarea chimica, se pregateste si devine reproductibila migrarea ionilor prin
mediul de reactie si in interiorul edificiilor supramoleculare anterior generate, sub efectul
campului electric aplicat din exteriorul sistemului, in etapa imediat ulterioara; etapa decurge
n regim termostatat, intre 5 si 15°C; etapa se deruleaza in urmatoarele subetape succesive
(eventual intercalate cu stadii de maturare a sistemului coloidal, la temperaturi coborate):

ii.1. - alcalinizarea sistemului coloidal prin diafiltrare contra unei solutji de baza
volatila, pana la valori de pH optime subetapei urmatoare;

ii.2. - chelatarea excesului de ioni de calciu si eliminarea complecsilor formati
prin diafiltrare contra unor solutii de agenti de complexare apfii a functiona drept competitori
ai biomacromoleculelor din sistem in partajarea ionilor Ca?*; respectivii agenti se selecteaza
in functie de constanta de stabilitate a sarii de calciu a biomacromoleculelor, astfel incat
echilibrele sa tinda spre limita de formare a complecsilor chelatici; in plus, chelatorii selectati
trebuie sa fie biocompatibili, biodegradabili si activi doar la pH alcalin;

ii.3. - optional, daca edificiile supramoleculare largheaza dupa cinetici prea
lente excesul de ioni de calciu cu care sunt imbibate (mai ales in cazul sistemelor gelifiate),
se poate aplica o operatie de schimb ionic, prin suspendarea in sistemul coloidal a unor
schimbatori de ioni perlati si agitare moderata, timp de 6+18 h; la final, schimbatorul de ioni
se separa centrifugal;

ii.4. - conditionarea chimica a sistemului coloidal, prin dozarea de compusi
chimici mic-moleculari apti a regla cineticile de nucleere si de crestere a nanocristalelor de
hidroxiapatita (adjuvanti ai cristalizarii), cum ar fi: chelatori cu afinitate moderata fata de ionii
Ca?, tensioactivi biocompatibili, poloxameri, oligomeri ai PEG, solventi organici etc.; toate
speciile dozate trebuie sa fie stabile si active la pH alcalin;

ii.5. - maturarea sistemului coloidal, sub termostatare;

ii.6. - tipizarea fizico-chimica a sistemului coloidal in vederea uniformizarii
caracteristicilor edificiilor supramoleculare microfibrilate/gelifiate, prin operatii de agitare,
pompare prin diuze calibrate, ultrasonare, aplicate individual sau succesiv;

iii. - inducerea unei difuzii activate masive a celorlalii ioni implicati in sinteza
hidroxiapatitei (fosfat si cei de substituire: CO,?, F, Na*, K*, Mg®* etc.), iar ulterior a unui
surplus de ioni de Ca?, difuzie accelerata prin intermediul unui camp electric generat din
exteriorul mediului de reactie; ca urmare a difuziei masive, are loc initierea si controlul
nucleerii in faza heterogena (edificii supramoleculare cvasi-imobile - ioni mobili) a
nanocristalelor de hidroxiapatita, care vor creste apoi pe masura aportului de ioni necesari;
respectivul aport este controlat prin dozarea temporizata a sarurilor necesare (anorganice
si organice) In mediul de reactie, precum si prin parametrii cdmpului electric indus din
exterior (cAmp electrostatic sau variabil dupa legi de variatie impuse, armonice, ori periodice
dar nearmonice); campul electric se aplica fie continuu in timp, fie etapizat (in epoci), in
functie de echipamentele disponibile, de necesarul de control al proceselor pe care campul
le induce si de receptura si procedura dupa care se conduce sinteza hidroxiapatitei; etapa
se deruleaza la temperaturi ce sunt crescute odata cu avansul proceselor de cristalizare, in
plaja 5+80°C, in functie de natura biomacromoleculelor utilizate; cadmpul electric se aplica
intre armaturile unui condensator (i) plasate pe un reactor cu peretii din material dielectric,
special proiectat si construit, (ii) apartindnd unui sistem de filtrare Tn cAmp electrostatic, (iii)
apartinand unui sistem de electroprecipitare (dry precipitator), (iv) apartinand unui sistem de

8



RO 130170 B1

uscare dielectrica, sau (v) apartindnd unui sistem de conservare a alimentelor in camp
electric pulsatoriu; exceptand primul caz mentionat, operarea sistemelor (comanda si
controlul aplicarii cAmpului electric) va diferi de cea uzuala in aplicatjile industriale carora le
sunt dedicate; reactoarele chimice special proiectate si construite sunt de preferat, deoarece
acestea pot fi operate in regimuri perfect controlabile Tn ceea ce priveste natura si parametrii
campului electric aplicat (tensiune electrica, densitate de curent, frecventa, legea de evolutie
in timp, aplicarea unui potential diferential (cu masa flotanta) intre placi, etapizarea epocilor
de aplicare); diferenta de potential aplicata depinde de geometria sistemului de placi (forma
spatiald, arie, distantare) si se coreleaza cu pierderile dielectrice inerente, astfel incat sa se
asigure o densitate de sarcina eficace de 0,01+1-10 * C/m?% in cazul aplicarii dupa legi
periodice a tensiunii pe placi, frecventa de lucru se situeaza intre 0,1 Hz si 50 kHz daca
legea este armonica, respectiv 0,01 Hz si 1 kHz daca legea este non-armonica; in cazul
aplicarii in pulsuri periodice a tensiunii, frecventa va fi de 0,1+10 Hz, cu un factor de umplere
intre 1 si 10%; tensiunea aplicata placilor condensatorului poate varia in plaja 4+60 kV, in
functie de caracteristicile geometrice ale reactorului si de materialele din care sunt construitj
peretii acestuia, de legea de evolutie in timp, de frecventa de lucru si de permitivitatea
sistemului coloidal procesat; subetapele acestei etape implica:

iii.1. - mentinerea sistemului coloidal in cAmp electric (electrostatic si /sau
variabil in timp), pe durate si la intervale de timp prestabilite; perioadele de aplicare a
campului electric (numite epoci de tratare) se stabilesc in functie de caracteristicile sistemului
coloidal (permitivitate electrica, viscozitate, concentratie in specii saline, concentratie in
adjuvanti ai cristalizarii, tendinta de separare), de procedura dupa care este condusa sinteza,
de modul de aplicare a campului electric, de eventuala operare cu masa flotanta si de
caracteristicile constructive ale instalatiei de mentinere in camp;

iii.2. - maturarea sistemului coloidal in prezenta sau in absenta campului
electric, pe durate variabile, Tn functie de complexitatea echilibrelor implicate in cristalizare
(complexitate proportionald cu complexitatea compozitionala a sistemului coloidal); daca
maturarea se realizeaza in absenta campului, sistemul coloidal poate fi supus agitarii;
epocile de mentinere in cdmp pot alterna cu epoci de maturare statica ori sub agitare; la
finalul etapei, se aplica o maturare prelungita, la temperaturi scazute (4+12°C);

iv. - separarea produselor de reaciie, realizata diferentiat functie de forma utila,
respectiv a fractiei anorganice, sau a amestecurilor intime ale acesteia cu biomacro-
moleculele in prezenta carora hidroxiapatita a fost sintetizata; separarea implica cel putin
doua subetape:

iv.1. - indepartarea din masa de reactie a sarurilor de calciu non-cristaline si/
sau a formelor de cristalizare metastabile, prin spalarea pe filtru cu solutii ale unor chelatori
slab afini (acizii citric, gluconic, sau ascorbic), urmata de spalarea cu apa deionizata libera
de pirogeni; daca bio(macro)moleculele in prezenta carora s-a condus sinteza nu sunt
necesare n produsul final, se pot indeparta prin spalare pe filtru cu solutii specifice (ce pot
include sisteme tampon, enzime hidrolitice, agenti liotropi); la final se aplica o spalare
suplimentara, pe filtru, cu apa deionizata libera de pirogeni si o maturare in solutia unui
sistem tampon salin sau organic, cu pH si tarie ionica prestabilite;

iv.2. - separarea fizica a sistemului coloidal, cu indepartarea excesului de
lichid prin decantare, filtrarea supernatantului, centrifugare etc.;

V. - postprocesarea, impachetarea si stocarea produsului de sinteza se realizeaza
in conditji sterile; masa de produs util rezultata la finalul sintezei se supune ultrasonarii in
vederea eliminarii prin sinereza controlata a excesului de lichid, apoi se portioneaza in loturi
cu mase intre 10 si 1000 g, loturi care se introduc in flacoane sterile cu inchidere etansa;
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dupa inchidere, flacoanele se pulverizeaza cu solufii alcoolice ce contin antibiotice,
antifungice si coloizi macromoleculari, dupa care se usuca in curent de aer rece; la final,
flacoanele se eticheteaza si se inchid ermetic, sub vid, in pungi din polietilena; stocarea
produsului util se poate realiza la temperatura ambientala (dar nu la valori de peste 30°C),
fara a suferi modificari sesizabile ale caracteristicilor timp de 6+18 luni, in functie de natura
componentei biomacromoleculare eventual prezente, o serie de echilibre de post-cristalizare
pot deveni evidente dupa circa 8 luni de stocare (supra-agregarea nanoparticulelor,
modificarea rapoartelor masice intre fazele cristaline, modificarea dimensiunii si geometriei
cristalitelor).

Reproductibilitatea caracteristicilor (bio)materialelor si produselor de sinteza este
esentjala n aplicatiile biomedicale, aceasta constituind minima garantie a reproductibilitatii
efectelor scontate prin utilizare. in absenta reproductibilitatii certificate conform standardelor,
includerea (bio)materialelor si a produselor de sinteza in proceduri de factura biomedicala
este prohibita. Procedeul mai sus descris vizeaza si asigura reproductibilitatea si stabilitatea
caracteristicilor hidroxiapatitei ce chemo- si morfo-mimeaza bioapatita, sintetizata in prezenta
biomacromoleculelor.

Conform prezentei inventii, stabilirea caracteristicilor (nano)particulelor de hidroxi-
apatita sintetizata in prezenta biomacromoleculelor se realizeaza, pentru fiecare sarja,
aplicAnd urmatorul protocol minimal. Probele de produs final de sinteza se colecteaza
conform metodologiei de esantionare prevazute de standardele ISO 3951-3:2007,
ISO 10725:2000 si ISO 11648-2:2001. Fiecare serie de probe coniine trei esantioane: doua
a cate 500 mg si unul a 100 mg. Probele se usuca la punctul supercritic al dioxidului de
carbon (31,1°C; 7,4 MPa) sau al trifluormetanului (26°C; 4,7 MPa). Esantioanele cu masa
initiala de 500 mg se examineaza prin spectrometrie de raze X, una imediat, iar cealalta
dupa calcinare timp de 36 h la 960°C. In cazul esantioanelor cu continut de biomacro-
molecule, calcinarea se efectueaza in trepte, astfel: preincalzire la 96°C timp de 1 h,
preincalzire la 120°C timp de 1 h, incélzire la 400°C cu panta de 10°C/min, mentinere 3 h,
incalzire la 600°C cu panta de 5°C/min, mentinere 6 h, incalzire la 960°C cu panta de
3°C/min, mentinere 32 h.

Dupa analiza de raze X, esantioanele se recupereaza si se examineaza prin
spectroscopie FT-IR (in pastila de KBr uscata). Esantionul cu masa initiala de 100 mg se
examineaza prin microscopie electronica, mai intdi de baleiaj (SEM + EDX) si apoi in
transmisie (TEM). Spectrometrul de raze X se etaloneaza in fiecare saptaméana cu probe de
siliciu pur (26 28,44°; hkl 111) si carbura de siliciu (26 35,74°; hkl 111), iar in fiecare serie de
esantioane se include si unul de SiO, pur, in vederea validarii intensitatii de imprastiere si
a latimii picurilor (parametrul FWHM) la unghiurile 26 cu valorile de 21,63° (hkl 020), 26,64°
(hkl 121) si 31,29° (hkl 122), pentru a garanta astfel corectitudinea si reproductibilitatea
rezultatelor calculelor privind cristalinitatea si dimensiunea cristalitelor din esantioanele de
hidroxiapatita. Profilul picurilor tuturor difractogramelor se analizeaza conform prescriptiilor
din referinta: Davies P. L, Gather U., Meise M., Mergel D., Mildenberger T.,
Residiual-based localization and quantification of peaks in X-ray diffractograms, The
Anals of Applied Statistics, 2 (3), 2008, 861-886. Difractogramele obtinute pentru
esantioanele calcinate se interpreteaza prin comparatie cu cardurile JCPDS 9-0432 (pentru
Ca,(PO,)sOH) si JCPDS 46-0905 (pentru hidroxiapatita calciu-deficienta), evidentiind
diferentele fata de etaloanele ICDD. Compararea intre sarje obtinute conform unor recepturi
diferite se realizeaza utilizdnd baza de date AMCSD, intrarile 99-100-3575+3576 pentru
hidroxiapatitda nestoechiometrica, respectiv 99-100-3577+3582 pentru hidroxiapatita
carbonatata si 99-100-2243+2254 pentru hidroxiapatita dopata cu ioni de sodiu si magneziu.
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Intre sarje cu recepturd identicd, se stabileste reproductibilitatea caracteristicilor, prin
comparari succesive si analiza statistica In componente principale. Dimensiunea cristalitelor
se calculeaza pentru ambele tipuri de esantioane (necalcinate si calcinate), luand in
considerare cel putin 3+5 picuri din difractogramele obtinute, aplicand algoritmul din referinta:
Monshi A_, Foroughi M. R., Monshi M. R, Modified Scherrer Equation to Estimate More
Accurately Nano-Crystallite Size Using XRD, World Journal of Nano Science and
Engineering, 2,2012, 154-160. Toate evaluarile calitative si cantitative ale difractogramelor
se realizeaza in reprezentarea cu distantele interplanare, d,,, in nm, pe abscisa si cu
intensitatea relativa a picurilor, in procente, pe ordonata.

Procedeul de control al caracteristicilor hidroxiapatitei sintetizate in prezenta
biomacromoleculelor, conform prezentei inventii, prezinta urmatoarele avantaje:

- asigura obtinerea de nanoparticule de hidroxiapatita sau derivati ai acesteia
asimilabili bioapatitei, cu caracteristici reproductibile din punctul de vedere al cristalinitatii,
puritatii de faza si disimetriei geometrice;

- este aplicabil oricarui derivat al hidroxiapatitei sintetizabil in mediu apos, indiferent
de receptura amestecului de reactie, cu precadere derivatilor calciu deficienti;

- este adaptabil oricarei proceduri de sinteza care permite etapizarea dozarii
reactivilor si aplicarea unui camp electric (electrostatic si/sau variabil) din exteriorul
sistemului de reactie, sau cel putin intercalarea unor stadii (epoci) de aplicare a respectivului
camp;

- asigura cinetici rapide ale etapelor de control al caracteristicilor, induse prin
intermediul campului electric;

- este aplicabil mediilor de reactie aglomerate (crowded reaction systems) ca urmare
a prezentei (bio)macromoleculelor in concentratii apropiate de limita de incalcire
(entanglement);

- poate furniza separat faza anorganica, sau amestecuri intime ale acesteia cu specii
(bio)macromoleculare, sub forma blendurilor coloidale sau a hidrogelurilor laxe;

- evita impurificarea necontrolatd cu produse ale electrolizei si oxido-reducerii
speciilor prezente Tn mediul de reactie apos ori in structura electrozilor, data fiind aplicarea
campului electric in regim capacitiv, fara electrozi imersati in mediul de reacfie;

- este aplicabil mediilor lichide de reactie cu pH-uri si concentratji saline extreme,
nefiind limitat de valorile ridicate ale conductivitatii mediului de reactie;

- asigura consumuri mici de energie electrica (la lucrul in instalatii de nivel semi-
industrial), data fiind izolarea electrozilor faia de mediul de reactie (este nevoie doar de
compensarea curentilor de fuga prin sistemul capacitiv).

In continuare, sunt prezentate 4 exemple de aplicare a procedeului descris in
inventie.

Descrierile ce urmeaza au titlu exemplificativ din urmatoarele puncte de vedere:

- receptura sintezei: natura si cantitatile de specii chimice (reactivi si/sau adjuvanti)
utilizate;

- procedura de conducere a sintezei: parametrii de operare (timpi, cadente de dozare,
temperaturi de lucru, pH-uri, tarii ionice, conditii generale de reacitie, filtrare/diafiltrare,
centrifugare, modul de maturare, natura, valorile si evolutia in timp a tensiunilor electrice
aplicate etc.) si modul de control (regimuri de termostatare, regimuri hidrodinamice ale
agitarii, regimul de reglare a parametrilor electrici etc.);

- ordinea, cadenta, repetarea proceselor si operatiilor din fluxul de sinteza si
procesare.
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Toate elementele enumerate admit variatji ce tin de natura reactiilor de sinteza si de
cea a proceselor de separare si purificare, precum si de plajele uzuale de lucru. Speciile
chimice utilizate drept reactivi, adjuvanti, componenti ai mediilor de reactie etc. pot fi
substituite cu altele similare actiunii, rolului si eficacitatii in raport cu cele incluse in
descrierile exemplificative, in masura in care sunt agreate de farmacopeii, ori prin
reglementarile EMEA si FDA.

Biomacromoleculele ce apar in descrierea exemplelor sunt ilustrative pentru clasele
carora le apartin (polipeptide si (sclero)proteine, respectiv polizaharide). Acestea pot fi
substituite cu compusi macromoleculari de sinteza in masura in care functionalitatea chimica
a acestora din urma este similara.

Exemplele vizeaza sinteza la nivel pilot si semi-industrial a hidroxiapatitei i
varietafilor acesteia, asimilabile bioapatitei. Sistemele de reactie si cele de aplicare a
campului electric, precum si instalatiile si echipamentele aferente acestora, sunt mentionate
cu caracter ilustrativ, dar nu exclusiv. Acestea pot fi sisteme special proiectate si construite
sau sisteme modificate si adaptate, pornind de la unele deja existente, dar destinate altor
aplicatii, mai ales din tehnologiile farmaceutice.

Exemplul 1. Obtinerea sérurilor de calciu ale biomacromoleculelor

Exemplul 1.1. Obtinerea atelocolagenatului de calciu

In cantitati initiale de 15+65 L per sarja, solutia de atelocolagen hipoimunogen,
obtinuta conform brevetului RO 123256, se concentreaza pana la 6 g/L, prin ultrafiltrare
peste membrane cu limita de trecere de 30 kDa, dupa care se congeleaza la -25+-40°C si
se supune liofilizarii. Liofilizatul proaspat obtinut se cantareste cu precizie de £ 0,1 mg, dupa
care se umecteaza prin pulverizare, apoi prin imbibare, cu solutie de 0,02 M HCI. Dupa
gonflarea completa si uniforma, hidrogelul rezultat se solva sub agitare lenta in solutie de
0,02 M HCI, pana la concentratia de 2,0+2,5 g/L. Solutia coloidala rezultata se raceste la
8+16°C si se centrifugheaza la 7000 g, retinAnd supernatantul. Acesta din urma se
diafiltreaza peste membrane cu MWCO 100 kDa, contra a cinci volume de solutie
0,001 M HCI in apa deionizata libera de pirogeni, anterior sterilizata prin ultrafilirare peste
membrane cu MWCO 10 kDa si racita la 8+16°C. Diafiltrarea se continua apoi contra apei
deionizate, libera de pirogeni si sterila, pana la constanta pH-ului. Daca se constata
scaderea concentratiei solutiei coloidale de atelocolagen sub 2,5 g/L, valoarea se corecteaza
prin ultrafiltrare. Solutia se difiltreaza in continuare, peste aceleasi membrane, contra a trei
volume de solutie tampon 0,6 M HEPES (CAS 7365-45-9) cu pH-ul de 7,4, racita la 8+16°C.
Solutia de tampon (retentat) se recupereaza, se reconcentreaza, se ultrafiltreaza peste
membrane cu MWCO 10 kDa si se reutilizeaza. Fara a schimba membranele, solutia se
diafiltreaza contra a trei volume de solutie 10 mM CacCl, - 10 H,O (CAS 7774-34-7) in tampon
1 M imidazol (CAS 288-32-4) (pH 7,4). Si aceasta solutie (retentat) se recupereaza pentru
a fi reutilizata. In vederea microfibrilarii atelocolagenului, sub diafiltrare contra alte doua
volume de solutie de CaCl,, temperatura sistemului coloidal se creste pana la 27+32°C, cu
o panta a incélzirii de 0,1+0,3°C/min. In aceasta etapa, pomparea sistemului coloidal peste
membranele de diafiltrare se realizeaza sub perna de aer. In continuare, sistemul coloidal
se raceste la 8+10°C, se supune ultrasonarii de trei ori cate 15 min, la frecventa de 42 kHz
si la o intensitate acusticd de 0,4+0,8 W/cm?, intercaland cate 45 min sedere statica. Dupa
o maturare in conditii sterile, la 8+10°C, timp de 28+36 h, suspensia rezultata se agita
energic si i se adauga 16+32% v/v DMSO (CAS 7365-45-9) si 0,1+0,3 M uree recristalizata
sterila (CAS 57-13-6), dupa care este supusa unei a doua maturari, in aceleasi conditii. La
final, sistemul coloidal rezultat (o0 suspensie de microfibrile de atelocolagenat de calciu usor
gonflate in DMSO, a caror supraasociere este intarziata in prezenta ureei) se agita energic
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si, Inca rece, se omogenizeaza prin pompare cu recirculare, sub presiune moderata
(10+30 kPa), prin diuze inelare cu miez conic, cu diametrul la intrare de 12 mm si la iegire
de 2 mm. Pentru evitarea spumarii, diuzele se imerseaza in lichidul pompat. Sistemul
coloidal rezultat se utilizeaza imediat dupa omogenizare.

Exemplul 1.2. - Obtinerea hialuronatului de calciu

Procedura este similara celei descrise in exemplul 1.1, cu urmatoarele particularizari.
Comparativ cu atelocolagenul, acidul hialuronic se proceseaza in cantitati mici (la start,
5+20 g per sarja), la nivel de laborator. Initial, el se supune unei purificari conform descrierii
din referinta: Lefter C.-M., Maier S. S., Maier V., Popa M., Desbrieres J., Engineering
preliminaries to obtain reproducible mixtures of atelocollagen and polysaccharides,
Materials Science and Engineering: C, 33 (4), 2013, 323-2331. In continuare, solutia
coloidala rezultata se concentreaza pana la 1,4+2,0 g/L, prin ultrafiltrare. Acidularea se
realizeaza prin diafiltrare contra a cinci volume de solutie de 0,05 M HCI. Eliminarea aciditatji
prin diafiltrare se realizeaza mai intai contra a trei volume de solutie 0,3+0,5 % NH,OH, iar
apoi contra apei deionizate, libera de pirogeni si sterila, pana la constanta pH-ului.
Tamponarea la pH 7,4 se realizeaz4 prin diafiltrare contra unei solutii 1 M imidazol. In cazul
hialuronaului de calciu nu intervine microfibrilarea, ci o gelifiere laxa. Pomparea peste
membranele de diafiltrare se realizeaza mereu in regim peristaltic. Conditionarea chimica
prin adaos de DMSO nu se aplica. Sistemul coloidal rezultat la final se omogenizeaza prin
pompare peristaltica, in circuit inchis.

Exemplul 1.3. - Obtinerea sarii de calciu a gelanului nativ

Procedura este similara celei descrise in exemplul 1.1, cu urmatoarele particularizari.
Sarjele pornesc de la mase initiale de gelan cuprinse intre 100 si 3000 g. Gelanul nativ brut
(produs in culturi de Sphingomonas paucimobilis, ATCC 31461) se purifica conform descrierii
din referinta citatd in exemplul 1.2. Solutia coloidala rezultatd se concentreaza pana la
0,8+1,5 g/L. Acidularea prin diafiltrare se realizeaza contra a trei volume de solutie
0,02 M HCI. Eliminarea aciditatii prin diafiltrare se realizeaza mai intai contra a trei volume
de solutie 0,1+0,3% NH,OH, iar apoi contra apei deionizate, libere de pirogeni si sterile, pana
la constanta pH-ului. Tamponarea la pH 7,4 se realizeaza prin diafiltrare contra unei solutii
1 M imidazol. incélzirea in regim controlat nu este necesara. La adaugarea CaCl,, gelanul
gelifiaza progresiv. De aceea, diafiltrarea contra solutiei de CaCl, tamponate, precum si toate
diafiltrarile ulterioare, se inlocuiesc cu pompare peristaltica in circuit inchis. Maturarile se
efectueaza la temperatura ambientala (dar nu in afara plajei 15+30°C). Conditionarea
chimica prin adaos de DMSO nu se aplica. Sistemul coloidal rezultat la final se omoge-
nizeaza prin pompare peristaltica, in circuit inchis.

Exemplul 1.4. - Obtinerea sarurilor de calciu ale derivatilor chitozanului

Procedura este similara celei descrise in exemplul 1.1, cu urmatoarele particularizari.
Aceasta se poate aplica derivatilor chitozanului deacetilat in proportie de peste 85+90%, cu
mase moleculare mici (40+60 kDa) si medii (200+500 kDa), solubili in mediu apos alcalin.
Inaintea derivatizarii, citozanul se aduce la puritate farmaceutica, spre exemplu conform
procedeelor descrise in brevetul US 6896809, prin operatii de deproteinizare, demineralizare,
indepartare a ionilor metalici si decolorare. Pentru legarea unor cantitati ridicate de Ca* se
prefera derivatii anionici, cum sunt chitozanul N-succinilat, O,N-succinilat, glicol-chitozanul
succinilat, chitozanul sulfitat si cel sulfatat etc. Daca polizaharidul urmeaza sa se rega-
seasca, alaturi de hidroxiapatita, in produsul final, se prefera formele de chitozan derivatizat
cu caracter amfoter, sau cele partial PEG-ilate si apoi anionizate. Sarjele pornesc de la
mase initiale de chitozan cuprinse intre 300 si 6000 g in cazul formelor cu mase moleculare
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mici, respectiv intre 100 si 1000 g in cazul celor cu mase moleculare medii. Daca formele
de chitozan avute in vedere sunt puternic anionice, masa initiala a sarjelor poate fi marita cu
un coeficient de 1,3+1,8. Etapa de acidulare si eliminare avansata a sarurilor se inlocuieste
cu o etapa de purificare specifica derivatului de chitozan luat in lucru. Tamponareala pH 7,4
se realizeaza prin diafiltrare contra unei solutii 1 M imidazol. inc&lzirea in regim controlat nu
este necesara. Daca sistemul coloidal tamponat devine excesiv vascos, diafiltrarea contra
solutiei de CaCl, tamponate, precum si toate diafiltrarile ulterioare, se inlocuiesc cu pompare
peristaltica n circuit inchis. Maturarile se efectueaza la temperatura ambientala (dar nu in
afara plajei 15+30°C). Conditionarea chimica prin adaos de DMSO nu se aplica. Sistemul
coloidal rezultat la final se omogenizeaza prin pompare peristaltica, Tn circuit inchis.

Exemplul 2. - Conditionarea chimica a mediului de reactie

Exemplul 2.1. - Conditionarea chimica a solutiilor si suspensiilor coloidale

Daca starea fizico-chimica a mediului de reactie este aceea a unei solufii sau
suspensii coloidale, conditionarea chimica se realizeaza prin diafiltrarea succesiva contra
trei volume de solutie de amoniac cu pH 9,5+11,0 cu eventual adaos de DMSO, iar apoi
contra a trei volume din solutia unui chelator al calciului cu Tnalta eficacitate (activ la
concentratii mici, la temperaturi coborate si la pH-uri departate de cele optime) si
biocompatibili. in cazul suspensiei de atelocolagenat de calciu, solutia alcalina va contine
si 16+32% viv DMSO (CAS 7365-45-9), iar cea de chelator, si ea alcalina, va contine
3+18% w/v GLDA (sarea de tetrasodiu a N,N-bis(carboximetil)-acidului L-glutamic,
CAS 51981-21-6). In cazul solului/hidrogelului lax de hialuronat de calciu, nu se adauga
DMSO, iar chelatorul va fi IDS (sarea de tetrasodiu a N(1,2-dicarboximetil)-acidului DL-
aspartic, CAS 144538-83-0). Dupa tratamentul cu chelatori inalt eficienti, sistemul coloidal
se diafiltreaza contra a trei volume de solutie de amoniac cu pH 9,5+11, iar apoi contra a trei
volume din aceeasi solutie in care se adauga 2+6% m/v PEG 400 (anterior adus la puritate
farmaceutica), 5+15% m/v acid gluconic (CAS 526-95-4) si 8+12% m/v Pluronic L44NF (CAS
9003-11-6), lucrand la temperaturi de 18+25°C. Dupa o maturare la 18+25°C, timp de 16 h,
diafiltrarea se repeta contra a inca unui volum de solutie ce confine adjuvantii mai sus citati.
La final, sistemul coloidal se supune ultrasonarii, de trei ori cate 15 min, la frecventa de
42 kHz si la o intensitate acustica de 0,4+0,8 W/cm?, fara a depasi temperatura de 25°C,
intercaland cate 45 min sedere statica. Apoi sistemul coloidal se omogenizeaza prin
pompare sub perna de aer, prin diuze inelare cu diametre variabile (12 mm la intrare, 2 mm
laiesire). Pentru evitarea spumarii, diuzele se imerseaza in lichidul pompat. Produsul rezultat
se utilizeaza imediat dupa omogenizare.

Exemplul 2.2. - Conditionarea chimica a hidrogelurilor

Daca starea fizico-chimica a mediului de reactie este aceea a unui hidrogel
(semi)structurat, conditionarea chimica se realizeaza prin supraimbibare cu solutie de
amoniac cu pH 9,5+11,0. Daca in urma supraimbibarii si aplicarii unei agitari mecanice
moderate rezulta un hidrogel lax, fragmentat, acesta se dilueaza in continuare cu solutie de
amoniac, iar apoi, sub agitare lenta, se adauga un schimbator de ioni cationic energic, in
forma acida, perlat (Dowex HGR-W2, CAS 69011-20-7, anterior sterilizat cu 0,2% hipoclorit
de sodiu), in raport masic de 0,2:1 fata de hidrogelul initial luat in lucru. Schimbul ionic se
realizeaza pe durata a 90+120 min, sub agitare lenta. Daca dupa supraimbibare hidrogelul
ramane ferm, sub forma unui gel fizic (nereticulat chimic), acesta se supune sinerezei prin
vibrare mecanica (100 Hz, 0,8+1,2 mm amplitudine), in tavi din teflon, iar dupa scurgerea
excesului de lichid se contacteaza cu blocuri de schimbator de ioni cationic energic, in forma
acida, compactat prin presare la 2+5 MPa (Dowex 50WX2, CAS 69011-20-7, sterilizat cu
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0,2% hipoclorit de sodiu, anterior compactarii). Grupajul de operatii vibrare mecanica
alternata cu contactare cu schimbatori de ioni se repeta de inca 3+5 ori, schimband fetele
hidrogelului ce vin in contact cu blocul de schimbator de ioni. Drept consecinta, hidrogelul
initial se umfla suplimentar. Dupa o maturare de 24+36 h la 18+25°C, vibrarea mecanica se
repeta, iar apoi hidrogelul se supraimbiba cu o solutie de amoniac cu pH 9,5+11, ce contine
5+10% m/v PEG 400 (anterior adus la puritate farmaceutica), 12+18% m/v acid gluconic
(CAS 526-95-4) si 15+18% m/v Pluronic L44NF (CAS 9003-11-6), lucrand la temperaturi de
18+25°C, timp de 16+24 h, in conditii statice. La final, hidrogelul supraimbibat se supune de
trei ori, alternant, vibrarii mecanice si maturarii.

Exemplul 3. - Controlul sintezei cristalelor de hidroxiapatita in cdAmp electric generat
din exteriorul mediului de reactie

Indiferent de receptura utilizata (natura chimica a precursorilor ori adjuvantilor,
rapoartele molare intre acestia, forma fizico-chimica sub care se dozeaza si parametrii
chimici ori fizici impusi mediului de reactie), procedura de sinteza a hidroxiapatitei sub
asistenta campului electric depinde de starea fizica sub care se prezinta sarea de calciu a
biomacromoleculelor luate in lucru si de caracteristicile fizico-chimice ale acesteia.
Exemplele de mai jos deriva din tehnica de sinteza in care nucleerea se realizeaza prin
aducerea sarii de calciu a biomacromoleculelor intr-o solutie metastabila de fosfati de calciu
cu compozitie dinamica in timp, mentinuta la pragul suprasaturarii locale, urmata de
precipitarea lenta, la echilibru, a hidroxiapatitei. Controlul si evolutia caracteristicilor solutiei
metastabile se realizeaza prin intermediul cAmpului electric generat din exteriorul mediului
apos de reactie.

Exemplul 3.1. - Procedura aplicabila solutiilor si dispersiilor coloidale

(A) Sub agitare eficienta, in sistemul coloidal termostatat la 15+18°C se dozeaza o
prima cantitate (circa 1% din volumul prevazut prin receptura) din solutia precursorului care
furnizeaza fosforul in mediul de reactie. Dupa formarea preliminara a fosfatului de calciu la
nivelul structurilor biomacromoleculare, sistemului i se aplica o prima epoca de mentinere
sub camp electrostatic, la 4+60 kV, functie de caracteristicile geometrice si constructive ale
reactorului, timp de 5+15 min. In continuare, precursorii surs& de fosfor si, respectiv, sursa
de calciu se dozeaza in tandem si in rate succesive, sub agitare eficienta, in regim
termostatat, in rapoarte volumice care sa asigure un usor exces al fosforului in raport cu
stoechiometria reactjei. Ratele de dozare se intercaleaza cu epoci de mentinere statica a
mediului de reactie sub caAmp electrostatic. Cadenta ratelor se indeseste, iar durata epocilor
se scurteazd pe masurd ce dozarea avanseaza. in cazul sintezei ce porneste de la
atelocolagenatul de calciu, durata epocilor variaza intre 30 min la Tnceputul si, respectiv,
3 min la finalul dozarii. Daca sinteza porneste de la saruri de calciu ale polizaharidelor,
duratele epocilor se extind cu un coeficient de 1,5+5, functie de viscozitatea mediului de
reactie, la temperatura de lucru. Dupa incheierea dozarilor, sistemul coloidal se matureaza
mai intai sub agitare lenta, la 15+25°C, timp de 3+6 h, iar apoi static, sub cAmp electrostatic,
timp de 60+90 min.

(B) O procedura similara celei descrisa in paragraful (A) prevede lucrul in prezenta
campului electric variabil Tn timp dupa o lege armonica. Procedura se poate derula in
reactoare special proiectate si construite, in cazul carora, pe placile opuse ale conden-
satoarelor, se pot aplica tensiuni diferentiale (cu masa flotanta). De asemenea, respectivele
reactoare sunt prevazute cu sisteme de termostatare prin manta. Comparativ cu procedura
descrisa in paragraful (A), tensiunile aplicate se incadreaza in plaja +8+x12 kV, fiind
sinusoidale, cu frecvente dependente de caracteristicile sistemului coloidal luat in lucru, dar
si de pozitia epocii curente in secventa epocilor de aplicare. in cazul atelocolagenatului de
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calciu, frecventa poate varia intre 8 si 10 kHz in primele epoci, respectiv intre 30 si 100 Hz
in epocile finale. Temperatura mediului de reactie se mentine in plaja 18+25°C. in cazul
sarurilor de calciu ale polizaharidelor, frecventa poate varia intre 30 si 50 kHz in epocile
initiale, respectiv intre 1 si 5 kHz in cele finale. Temperatura de lucru se poate ridica la
40+90°C.

(C) O alta procedura prevede lucrul in prezenta campului electric variabil in timp dupa
olege non-armonica, uzual de tip rampa (,dinte de fierastrau") sau de tip pulsatoriu. Aceasta
procedura difera fata de cea descrisa in paragraful (A) doar prin valorile tensiunilor aplicate
si prin frecventa de lucru. In cazul atelocolagenatului de calciu, pe placile condensatoarelor
se aplica tensiuni variabile Tn rampa, intre zero si 20+25 kV, la frecvente de 0,01+10 Hz, in
regim termostatat la 18+25°C. In cazul sarurilor de calciu ale polizaharidelor, la aceleasi
tensiuni aplicate, frecventa poate varia intre 0,3 Hz si 1 kHz. De asemenea, sarurilor de
calciu ale polizaharidelor li se pot aplica tensiuni pulsatorii de 20+60 kV, la frecvente de de
0,1+10 Hz, cu un factor de umplere intre 1 si 10%. n acest din urma caz, duratele epocilor
se prelungesc cu coeficienti de 1,5+4.

Exemplul 3.2. - Procedura aplicabild hidrogelurilor

Sarurile de calciu ale biomacromoleculelor care gelifiaza fizic se depun in tavi din
teflon, in straturi de 8+10 mm, scufundate in solutia apoasa a carei compozitie salina
depinde de receptura dupa care se conduce sinteza. Nivelul total al solutiei in tavi nu va
depasi 20 mm. Tavile se introduc intre placile unui condensator plan, distantate la
40+80 mm, caruia i se aplica tensiuni electrostatice de 15+60 kV, sau variabile in rampa,
intre zero si 15+60 kV, cu frecventa de 0,01+1 Hz. Intre pl&ci se sufla aer uscat, la debite de
4+10 L/s si presiuni statice de 0,1+0,3 mbar (1+3 mm col. apa). De la o epoca la alta,
polaritatea tensiunii aplicate pe placile condensatorului se inverseaza.

Exemplul 4. - Separarea si purificarea produgilor de reactie utili

Exemplul 4.1. - Post-tratarea dispersiilor rezultate in urma reactiilor

La finalul sintezei (nano)cristalelor de hidroxiapatita sub asistenta campului electric,
in prezenta biomacromoleculelor, dispersia apoasa rezultata se supune separarii centrifugale
cu scop de compactare, la 300 g, apoi spalarii in centrifuga cu apa deionizata libera de
pirogeni, pana la constanta pH-ului lichidului separat. Tratamentele urmatoare se efectueaza
in utilaje ce nu prezinta parti fixe sau mobile din metal. Slamul separat se resuspenda in
200+500% m/m solutie 8+18% m/v acid citric sau citrat de sodiu si se mentine sub agitare
eficienta timp de 30+120 min, in functie de consistenta rezultata. La finalul tratamentului,
dispersia se supune decantarii. Tratamentul cu acid citric/citrat se repeta de alte 3+5 ori,
pana cand dispersia decanteaza rapid, iar agregatele constituente se destrama, generand
microparticule independente. In continuare, slamul se resuspenda si se decanteaza de 4+6
ori In 200+500% m/m apa deionizata sterila, libera de pirogeni. Supernatantele rezultate la
decantarea din apa se retin si se supun centrifugarii la 1200+3600 g, pentru separarea avan-
sata a microparticulelor. Slamul si sedimentul centrifugal se resuspenda in solutie tampon
imidazol cu pH 7,4, in care s-au adaugat 5+8 mM/L K,PO,, 3+9 mM/L glucoza, 30+120 mM/L
acid L-ascorbic (CAS 50-81-7) si 0,5+1,5 g/L doxiciclina hiclat (CAS 24390-14-5). Dupa o
maturare pe durata a 12+36 h in solutia tampon, la 15+25°C, dispersia se supune ultrasonarii
de trei ori cate 15 min, la frecventa de 42 kHz si la o intensitate acustica de 0,4+0,8 W/cm?,
intercaland cate 45 min sedere statica. La final, dispersia se centrifugheaza la 300 g si se
spala in centrifugd cu solutia tampon mai sus mentionata, apoi se centrifugheaza la
900+1300 g, pentru obtinerea unui sediment onctuos. Respectivul sediment se matureaza
in conditii sterile, timp de 18+36 h, la 15+20°C.
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Exemplul 4.2. - Post-tratarea hidrogelurilor rezultate in urma reactiilor

(A) Daca nu este nevoie ca straturile de hidrogel sa se mentina intacte, acestea se
preiau din tavile din teflon, se scurg si apoi se dezagrega prin agitare eficienta, in vas
termostatat la 10+18°C, pana la omogenizare. Omogenizatul se resuspenda, sub agitare
lenta, in 300+600% m/m apa deionizata sterila, libera de pirogeni, apoi se decanteaza si se
separa centrifugal, la 300 g. Resuspendarea si separarea se repeta de inca 3+5 ori. La final,
sedimentul (gelatinos sau nu) se congeleaza la -25+-40°C si apoi se supune liofilizarii.
Solidul rezultat se destructureaza prin macinare si se cerne succesiv prin site cu densitatea
ochiurilor de 10, 20 si apoi 30 mesh (cu fire din poliester avand diametrul de 0,2 mm,
respectiv cu ochiuri de 2,34, 1,07 si 0,65 mm), retindnd separat cele patru sorturi rezultate.
Acestea din urma se rehidrateaza separat, prin pulverizare si apoi imbibare cu solutie
tampon imidazol avand pH 7,4, in care s-au adaugat 5+8 mM/L K,PO,, 3+9 mMI/L glucoza,
30+120 mM/L acid ascorbic si 0,5+1,5 g/L doxiciclina hiclat. Slamul rezultat se omoge-
nizeaza prin recirculare in snec racit.

(B) Daca se impune mentinerea intacta a straturilor de hidrogel, acestea se spala
repetat, in tavile din teflon, cu apa deionizata sterila, libera de pirogeni, pana la constanta
pH-ului. Apoi, in tavi se adauga solutia tampon descrisa la paragraful (A) si sistemul se
supune vibrarii mecanice (100 Hz, 0,8+1,2 mm amplitudine) si ultrasonarii (42 kHz si la o
intensitate acustica de 0,4+0,8 W/cm?), iar apoi scurgerii avansate. Tratamentul se repeta
de inca 3+5 ori, intercaland perioade de maturare la rece (12+36 h, la 15+25°C). in
continuare, stratul de hidrogel se congeleaza la -25+-40°C si apoi se supune liofilizarii.
Solidul rezultat se stocheaza ca atare sau se rehidrateaza prin pulverizare si apoi imbibare
cu solutie tampon imidazol avand pH 7,4, in care s-au adaugat 8+16 mM/L K,PO,, 6+9 mM/L
glucoza, 50+120 mM/L acid ascorbic si 0,5+1,5 g/L doxiciclina hiclat.

Exemplul 5. - Postprocesarea, impachetarea si stocarea produsului de sinteza

Indiferent de forma fizica sub care se prezinta, produsele finale umede se tipizeaza
prin postprocesare in conditii sterile. n acest sens, acestea se supun ultrasonérii la 42 kHz
si la o intensitate acustica de 0,4+0,8 W/cm?, timpi variabili, stabiliti experimental, pentru a
asigura eliminarea prin sinereza a lichidului ce il contin, pana la o valoare constanta a
substantei uscate (8+15% in cazul sedimentelor onctuoase, respectiv 8+10% in cazul
omogenizatelor din hidrogel, ori hidrogelurilor rehidratate). Dupa portionarea in loturi cu
mase intre 10 si 1000 g, produsul final se introduce si se inchide in flacoane sterile cu
inchidere etansa. Acestea din urma se pulverizeaza cu solutii alcoolice care contin
antibiotice, antifungice si coloizi macromoleculari, apoi se usuca in curent de aer rece. La
final, flacoanele se eticheteaza si se inchid ermetic, sub vid, in pungi din polietilena.

Produsul uscat prin liofilizare se conditioneaza in incinte sterile cu umiditatea relativa
a aerului de 12+18%, apoi se sectioneaza in piese cu dimensiuni convenabile stocarii (uzual
50 x 50 mm, pana la 50 x 150 mm). Piesele se dubleaza apoi cu folii din Mylar cu aceleasi
dimensiuni si grosime de 180+360 um, anterior sterilizate, si se inchid ermetic, sub vid, in
pungi din polietilena sterile si ele, etichetate in prealabil.
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Revendicari

1. Procedeu pentru controlul caracteristicilor particulelor de hidroxiapatita sintetizata
in prezenta biomacromoleculelor, caracterizat prin aceea ca:

- asigura obtinerea de nanoparticule de hidroxiapatitd sau derivati ai acesteia,
asimilabili bioapatitei, cu caracteristici reproductibile din punctul de vedere al cristalinitatii,
puritatii de faza si disimetriei geometrice, prin sinteza in mediu apos aglomerat macro-
molecular si usor alcalin, condusa la temperaturi joase si medii:

- (i) In prezenta (sclero)proteinelor, polipeptidelor si/sau polizaharidelor;

- (i) prin controlul strict al procedurii, independent de receptura;

- (iii) sub asistenfa campului electric (electrostatic si/sau variabil in timp)
aplicat din exteriorul sistemului de reactie, in regim capacitiv, fara contactul direct cu electrozi
sau placi ale condensatoarelor;

- (iv) in sisteme de reactie conditionate (bio)chimic prin adaos de adjuvant;
si prin tamponare, dupa recepturi dependente de natura speciilor biomacromoleculare
implicate;

- din punct de vedere chimic, speciile (bio)macromoleculare implicate se aduc mai
intai sub forma sarii lor de calciu; din punct de vedere fizico-chimic, acestea se utilizeaza sub
forma unor sisteme coloidale structurate prin microfibrilare sau gelifiere fizica laxa;

- nucleerea si cresterea nanocristalelor de hidroxiapatita se realizeaza prin aducerea
sarii de calciu a biomacromoleculelor intr-o solutie metastabila de fosfati de calciu cu
compozitie dinamica in timp, mentinuta la pragul suprasaturarii locale, urmata de precipitarea
controlata, la echilibru, a hidroxiapatitei; controlul si evolutia in timp a caracteristicilor solutiei
metastabile se realizeaza prin intermediul cAmpului electric generat din exteriorul mediului
apos de reacfiie;

- este aplicabil oricarui derivat al hidroxiapatitei, sintetizabil in mediu apos slab
alcalin, indiferent de receptura amestecului de reactie, cu precadere derivatilor calciu
deficientj;

- poate decurge in prezenta compusilor macromoleculari de sinteza, daca acestia
prezinta reactivitate si comportament coloidal similar (sclero)proteinelor, polipeptidelor sau
polizaharidelor solubile sau dispersabile in mediu apos slab alcalin;

- poate furniza separat faza anorganica, sau amestecuri intime ale acesteia cu specii
(bio)macromoleculare, sub forma blendurilor coloidale sau a hidrogelurilor laxe;

- evita impurificarea necontrolata cu produse ale electrolizei si oxido-reducerii
speciilor chimice prezente in mediul de reactie apos ori in structura electrozilor, prin faptul
ca aplicarea campului electric se realizeaza in regim capacitiv, fara a necesita imersarea
electrozilor in mediul de reactie;

- este aplicabil mediilor lichide de reactie cu o larga plaja de pH-uri si concentratii
saline, nefiind limitat de valorile ridicate ale conductivitatii mediului de reacfie;

- furnizeaza specii anorganice asimilabile bioapatitei, asociate fizico-chimic sau nu
(bio)macromoleculelor in prezenta carora s-a condus sinteza, destinate aplicatiilor din
domeniile ingineriei tisulare, medicinii reconstitutive si regenerative, chirurgiei plastice,
farmaceuticii si cosmeticii farmaceutice, transfectiei osoase prin vehicularea informatiei
genetice in sisteme ce mimeaza calusul osos, generate ex vivo.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, drept specie
biomacromoleculara, se utilizeaza atelocolagenul hipoimunogen.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, drept specie
biomacromoleculara, se utilizeaza acidul hialuronic.
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4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, drept specie
biomacromoleculara, se utilizeaza gelanul nativ.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, drept specie
biomacromoleculara, se utilizeaza derivati anionici ai chitozanului, solubili in mediu apos slab
alcalin.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, drept specie
macromoleculara, se utilizeaza compusi macromoleculari de sinteza ce prezinta reactivitate
si comportament coloidal similar biomacromoleculelor mentionate in revendicarile 2, 3, 4 si
5, atunci cand sunt dizolvati sau dispersati in mediu apos slab alcalin.

7. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca etapele procesului
de obtinere a particulelor de hidroxiapatita sunt urmatoarele: (i) obtinerea sarii de calciu a
(bio)macromoleculei/(bio)macromoleculelor in prezenia careia/carora se va sintetiza
hidroxiapatita, (ii) conditionarea chimica a mediului de reaciie, (iii) sinteza cristalelor de
hidroxiapatita sub asistenta campului electric generat din exteriorul mediului de reacfie, (iv)
separarea produselor de reacfiie, (v) postprocesarea, impachetarea si stocarea produsului
de sinteza util.

8. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de obfinere a sarii de calciu a (bio)macromoleculelor sunt urmatoarele: (i) aducerea speciei
(bio)macromoleculare in solutie apoasa cu concentratie standardizata, (ii) purificarea speciei
(bio)macromoleculare prin restrangerea dispersitatii caracteristicilor sale in solutie, (iii)
indepartarea contraionilor originari si aducerea speciei (bio)macromoleculare in forma
complet protonata, (iv) eliminarea excesului de acid si tamponarea solufiei speciei
(bio)macromoleculare cu amestecuri tampon organice, (v) salefierea controlata a speciei
(bio)macromoleculare cu contraioni de calciu, (vi) microstructurarea speciei
(bio)macromoleculare prin microfibrilare si/ sau prin gelifiere fizica, (vii) maturarea sistemului
coloidal format in subetapa anterioara, (viii) tipizarea fizico-chimica a sistemului coloidal ce
contine sarea de calciu a speciei (bio)macromoleculare.

9. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de conditionare chimica a mediului de reactie sunt urmatoarele: (i) alcalinizarea sistemului
coloidal obtinut conform revendicarii 8, utilizand solutia unei baze volatile, (ii) chelatarea
excesului de ioni de calciu si eliminarea din sistemul coloidal a complecsilor chelatici formati,
(iii) dozarea in sistemul coloidal apos a speciilor chimice mic-moleculare si oligomere cu rol
de adjuvanti ai cristalizarii, (iv) maturarea sistemului coloidal format in subetapa anterioara,
(v) tipizarea fizico-chimica a mediului de reactie constituit in urma maturarii.

10. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de sinteza a cristalelor de hidroxiapatita sub asistenta campului electric sunt urmatoarele:
(i) formarea preliminara a fosfatului de calciu la nivelul structurilor coloidale
(bio)macromoleculare, (ii) generarea in mediul de reactie a unei solutii metastabile de fosfati
de calciu si mentinerea permanenta a acesteia in pragul suprasaturarii locale, (iii) mentinerea
sistemului coloidal (ce constituie mediul de reactie) in cAmp electric, pe durate si la intervale
de timp prestabilite, constituite in epoci de tratare in camp, (iv) dozarea controlata,
concomitenta sau in alternanta cu epocile de tratare in camp, a speciilor chimice cu rol de
precursor in sinteza hidroxiapatitei, (v) maturarea sistemului coloidal (ce constituie mediul
de reactie) in prezenta sau in absenta campului electric, in regim termostatat.
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11. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de separare a produselor de reactie se realizeaza diferentiat, in functie de starea fizica a
sistemului coloidal (ce constituie mediul de reactie), fiind, generic, urmatoarele: (i)
indepartarea sarurilor de calciu non-cristaline si/sau a formelor cristalizate metastabile, prin
tratare cu agenti de chelatare slab afini fata de ionii retelei cristaline a hidroxiapatitei, (ii)
conditionarea (bio)chimica a sistemului coloidal, (iii) maturarea speciilor chimice prezente in
sistemul coloidal purificat, (iv) tipizarea fizico-chimica a produsului util al sintezei, (v)
separarea fizica a sistemului coloidal, cu sau fara izolarea fractiei anorganice in raport cu
cea organica.

12. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de postprocesare, impachetare si stocare a produsului de sinteza utilizabil in stare umeda
sunt urmatoarele: (i) conditionarea fizica prin ultrasonare in vederea eliminarii apei prin
sinereza, pana la continuturi de substanta uscata de 8+15% in cazul sedimentelor onctuoase
rezultate dupa centrifugare, sau de 8+10% in cazul hidrogelurilor fizice sau al omogenizatelor
din hidrogeluri ori hidrogelurilor rehidratate, (ii) portionarea si introducerea in flacoane sterile
inchise etansg, (iii) pulverizarea exteriorului flacoanelor inchise cu o solutie alcoolica de
antibiotice, antifungice si coloizi protectori, in vederea sterilizarii, (i) etichetarea flacoanelor
sterilizate si inchiderea lor sub vid, in folie din polietilena.

13. Procedeu conform revendicarii 7, caracterizat prin aceea ca subetapele etapei
de postprocesare, impachetare si stocare a produsului de sinteza utilizabil in stare uscata
sunt urmatoarele: (i) sectionarea in piese cu dimensiuni convenabile stocarii si utilizarii, (ii)
conditionarea pieselor in incinte sterile cu umiditatea relativa a aerului de 12+18%, (iii)
dublarea fiecarei piese cu folii din Mylar anterior sterilizate, (iv) inchiderea ermetica sub vid,
in pungi din polietilena sterile, etichetate.

14. Procedeu conform revendicarilor 1, 2 si 8, caracterizat prin aceea ca
atelocolagenatul de calciu se obtine pornind de la solutii de atelocolagen hipoimunogen,
astfel: (i) solutia coloidala se liofilizeaza, (ii) liofilizatul se reumecteaza si apoi se solva in
solutie 0,02 M HCI, (iii) solutia acida se elibereaza de orice suspensii solide si poi se purifica
prin diafiltrare succesiva contra unor solutii acide, a apei deionizate sterile, respectiv a unei
solutii tampon organic cu pH 7,4, (iv) solufia coloidala neutra se diafiltreaza contra unei
solutii diluate de CaCl,, tamponata la pH 7,4, concomitent cu cresterea controlata a
temperaturii pana la 27+32°C, in vederea microfibrilarii, (v) suspensia formatd se
ultrasoneaza si apoi se matureaza in conditii sterile, (vi) sistemul coloidal rezultat se
conditioneaza fizico-chimic prin dozarea de DMSO si uree, iar apoi se matureaza din nou,
(vii) iar lafinal sistemul coloidal se omogenizeaza prin laminare, trecandu-I repetat prin diuze
CuU miez conic si sectiune inelara variabila.

15. Procedeu conform revendicarilor 1, 3 si 8, caracterizat prin aceea ca
hialuronatul de calciu se obtine similar descrierii din revendicarea 14, cu exceptia
subpunctului (iii), in care solutia tampon utilizata este 1M imidazol, precum si a subpunctului
(vi), in care DMSO nu se utilizeaza.

16. Procedeu conform revendicarilor 1, 4 si 8, caracterizat prin aceea ca sarea de
calciu a derivatilor chitozanului se obtine similar descrierii din revendicarea 14, cu exceptia
subpunctului (i), Tn care dizolvarea se efectueaza in apa deionizata, subpunctului (iii), in
care solutia tampon utilizata este 1M imidazol, precum si a subpunctului (vi), in care DMSO
nu se utilizeaza.
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17. Procedeu conform revendicarilor 1 si 9, caracterizat prin aceea ca mediile de
reactie de tipul solutiilor si suspensiilor coloidale se conditioneaza chimic astfel: (i) prin
diafiltrare contra unor solutii de amoniac cu pH-ul de 9,5+11,0, (ii) apoi contra aceleiasi solutii
in care s-a adaugat un chelator al calciului, Tnalt eficient, (iii) din nou contra unei solutii
alcaline ce contine adjuvanti ai cristalizarii hidroxiapatitei, din clasa chelatorilor biocom-
patibili, a oligomerilor PEG-ului, a poloxamerilor si a solventilor organici, (iv) maturarea
sistemului coloidal rezultat, (v) individualizarea avansata a entitatilor coloidale prin
ultrasonare, (vi) apoi omogenizarea caracteristicilor fizico-chimice prin laminare, trecand
repetat sistemul coloidal prin diuze cu miez conic si sectiune inelara variabila.

18. Procedeu conform revendicarilor 1 si 9, caracterizat prin aceea ca mediile de
reactie de tipul hidrogelurilor fizice laxe se conditioneaza chimic astfel: (i) supraimbibare cu
solutie de amoniac avand pH 9,5+11,0, (ii) eventuala fragmentare a hidrogelului prin agitare
mecanica, (iii) tratarea cu un schimbator de ioni cationic energic, in forma acida, dozat in
volumul hidrogelului sau contactat in mod repetat cu suprafetele acestuia, (iv) separarea prin
sinereza a excesului de lichid, (v) maturare, (vi) supraimbibare cu solutii alcaline ce contin
adjuvanti ai cristalizarii hidroxiapatitei, din clasa chelatorilor biocompatibili, a oligomerilor
PEG-ului, a poloxamerilor si a solventilor organici, (vii) conditionarea fizico-chimica prin
alternarea sinerezei induse mecanic si a maturarii.

19. Procedeu conform revendicarilor 1 si 10, caracterizat prin aceea ca sinteza
propriu-zisa a hidroxiapatitei in prezenta sarurilor de calciu ale biomacromoleculelor si sub
asistenta campului electric aplicat din exteriorul sistemului de reactie se conduce astfel: (i)
formarea preliminara a fosfatului de calciu la nivelul structurilor de agregare a biomacro-
moleculelor, prin dozarea a circa 1% din volumul de solutie prevazut prin receptura pentru
precursorul care furnizeaza ionul fosfat in mediul de reacfie, (ii) aplicarea unei prime epoci
de mentinere sub camp electric, (iii) dozarea in tandem a precursorilor sintezei hidroxi-
apatitei, alternant cu epoci de mentinere sub camp electric, epoci a caror durata se modifica
progresiv odata cu avansul sintezei, (iv) maturarea la 15+25°C, sub agitare si apoi static.

20. Procedeu conform revendicarilor 1, 10 si 19, caracterizat prin aceea ca amplitu-
dinea si eventuala variatie in timp a parametrilor cAmpului electric pe durata epocilor de
tratare Tn cAmp se aleg in functie de caracteristicile mediului de reactie si de componentele
recepturii sintezei (natura biomacromoleculelor, natura speciilor chimice ale precursorilor si
adjuvantilor etc.), dintre variantele: (i) cAmp electrostatic creat de o diferenta de potential de
4+60 kV, (ii) camp variabil in timp dupa legi armonice, creat de o diferenta de potential de
+8++12 KV, cu frecvente intre 8 si 50 kHz Tn epocile de inceput si de 30 Hz si 5 kHz in
epocile finale, in conditii de termostatare, (iii) cAmp variabil dupa legi non-armonice (rampa,
impuls dreptunghiular etc.), sub diferente de potential variind intre zero si 20+60 kV, cu
frecvente de 0,01 Hz+1 kHz si factor de umplere (acolo unde este cazul) de 1+10%, corelat
cu frecventa si cu amplitudinea, Tn conditii de termostatare si de prevenire a descarcarilor
electrice intre placile condensatoarelor ce aplica diferenta de potential.

21. Procedeu conform revendicarilor 1, 10 si 19, caracterizat prin aceea ca
echipamentele/utilajele prin intermediul carora se induce campul electric pot fi (i) de
constructie speciala, sau modificate pornind de la (ii) instalatii de filtrare in cadmp
electrostatic, (iii) instalatii de electroprecipitare, (iv) sisteme pentru uscare dielectrica, (v)
sisteme pentru conservarea alimentelor in camp electric pulsatoriu; in oricare dintre cazuri,
aplicarea campului se efectueaza in sistem capacitiv, prin intermediul placilor unor
condensatoare, placi care nu vin in contact direct cu mediul de reactie, fiind izolate de acesta
din urma prin pereti dielectrici sau prin straturi de aer ce previn descarcarea electrica intre
placi.
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22. Procedeu conform revendicarilor 1 si 11, caracterizat prin aceea ca separarea
produsilor utili de reactie din solutjile si dispersiile coloidale rezultate la finalul sintezei se
realizeaza astfel: (i) compactare ih cAmp centrifugal moderat (300 g) si spalare in centrifuga
cu apa deionizata, sterila, libera de pirogeni, (ii) resuspendare in solutii de chelatori moderati
ai calciului si separare centrifugala, repetate pana la individualizarea particulelor dispersiei
si formarea unui sediment onctuos, (iii) resuspendare repetata in apa deionizata, sterila,
libera de pirogeni, pana la indepartarea chelatorului in exces si a complecsilor chelatici, (iv)
resuspendare in sistem tampon organic cu pH 7,4, completat cu un compus sursa de ioni
PO, in usor exces, un compus ce previne supraasocierea particulelor, un compus pentru
tamponarea red-ox si un antibiotic cu spectru larg, stabil pe durate lungi in medii umede, (v)
maturare statica la rece, in conditii sterile, (vi) conditionare fizico-chimica si sinereza
controlata in camp ultrasonic, (vii) compactare in camp centrifugal moderat (300 g) si spalare
in centrifuga cu solufia tampon descrisa la subpunctul (iv), separare centrifugala, (viii)
maturarea sedimentului onctuos rezultat.

23. Procedeu conform revendicarilor 1 si 11, caracterizat prin aceea ca separarea
produsilor utili de reactie generati prin sinteza in volumul unor hidrogeluri fizice laxe se
realizeaza astfel: (i) prin dezagregarea hidrogelurilor urmata de (i.1) spalare prin resus-
pendare in apa deionizata, sterila, libera de pirogeni si apoi compactare centrifugala (la
300 g), (i.2) liofilizare, (i.3) destructurarea liofilizatului, (i.4) cernerea liofilizatului destructurat
pe sorturi granulometrice, (i.5) rehidratarea separata a sorturilor granulometrice de liofilizat
destructurat utilizadnd solutii tampon cu compozitia descrisa in revendicarea 22, subpunctul
(iv), (i.6) omogenizarea fraciiilor rehidratate prin recirculare in snec termostatat, respectiv (ii)
fara destructurarea hidrogelurilor, prin (ii.1) spalare cu apa deionizata, sterila, libera de
pirogeni, pana la constanta pH-ului, (ii.2) ultrasonarea repetata a straturilor de hidrogel in
solutii tampon cu compozitia descrisa in revendicarea 22, subpunctul (iv), urmata de
scurgere avansata sub vibrare mecanica si intercalata cu perioade de maturare la rece, in
conditii sterile, (ii.3) liofilizare, (ii.4.) eventuala rehidratare controlata in solutii tampon cu
compozitia descrisa in revendicarea 22, subpunctul (iv).
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