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DESCRIEREA INVENTIEI

COMPOZITII DE NANOFIRE PE BAZA DE COLAGEN DIN CLEI DE IEPURE SI
AGENTI ANTIMICROBIENI $S1 PROCEDEU DE OBTINERE A ACESTORA

Inventia se referd la compozitii de nanofire cu proprietati antimicrobieni si la un
procedeu de obtinere a acestora destinate pentru obtinerea pansamentelor non active.

In prezent, diferite tipuri de polimeri sintetici (policlorurd de vinil, elastomeri,
poliuretani, etc.) se utilizeaza pentru diferite aplicatii biomedicale care includ: pansamente,
grefe vasculare pe bazd de fibre tesute, etc. Principalul dezavantaj al utilizdrii polimerilor
artificiali in astfel de aplicatii constd in dificultatea imitarii tesutului natural si probabilitatea
respingerii prin mecanismele naturale de aparare ale organismului. In vederea imbunatatirii
biocompatibilitdtii biomaterialelor tip scaffold, acestora li se atageazad polimeri naturali, cum
ar fi: colagenul tip L, II, III sau gelatina [US 9.655.995 B2 |1|, WO 2017/007842 Al |2]].

Existd o cerere din ce in ce mai mare de materiale biocompatibile si antimicrobiene
pentru terapii de vindecare a ranilor si dezvoltarea de tesuturi proiectate pentru inlocuirea
organelor. Polimerii naturali reprezintd optiuni atractive, in principal datoritd aseméanarii cu
matricea extracelulard (EMC) precum si a versatilitatii chimice si performantei biologice a
acestora.

Colagenul [(CoHsNOCsHoNOCsH1oNO2)n] este o proteind fibroasd constituitd in
principal din glicind, prolind si hidroxiprolind, utilizatd intens intr-o varietate de aplicatii
medicale pentru ingineria tisulard (inlocuirea pielii, valve vasculare, scaffold-uri, repararea

tendoanelor/muschilor, cartilagii, etc.), pentru medicamente sau dispozitive medicale cu

biodegradabilititii controlate, abilitafii de a promova atasarea si proliferarea celulard precum
si a lipsei toxicitatii [4-6].

Chitosanul [(CsHi1104N),] este un polimer natural din clasa polizaharidelor, abundent
si regenerabil care prezintd activitate antioxidanti, antimicrobiand, proprietiti de gelifiere si
incapsulare, biodegradabilitate, biocompatibilitate, non—toxicitate, pret de cost scazut [7].
Chitosanul este recomandat a se utiliza ca biomaterial in industria farmaceuticd, ingineria
tisulard, cosmeticd, pentru eliberarea controlatd a medicamentelor, obtinerea suturilor
chirugicale, a pansamentelor pentru vindecarea ranilor, etc.

Agentii antimicrobieni clasici, cum ar fi: sarurile cuaternare de amoniu,
nanoparticulele de oxizi metalici (NPs), solutiile de saruri metalice si antibioticele sunt

aplicate pe scard largéd pentru controlul infectiilor bacteriene. Cu toate acestea, utilizarea lor
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este limitatd din cauza naturii toxice §i a activititii reduse a agentilor antimicrobieni. Pentru a
depasi acest lucru, se incorporeazd nanoparticule anorganice cu caracter antimicrobian in
nanofibre polimerice functionale [8].

Procedeul de electrospinning (electrofilare) este un procedeu foarte cunoscut in
industria textild pentru obtinerea de fire netesute din fibre de poliesteri. Principiul de
functionare consté in crearea unui cadmp electric de inaltd tensiune intre solutia de polimer §i
colectorul metalic pe care aceasta se depune sub forma de fire. De asemeni, electrospinning-
ul este o tehnologie promitatoare pentru obtinerea nanofirelor pentru aplicatii biomedicale.
Principalul avantaj al nanofirelor constd in raportul mare intre suprafatd si volum, de 1-3
ordine de mérime mai mare in comparatie cu peliculele subtiri realizate din acelagi material
[9]. ceea ce permite o flexibilitate maritd pentru modificarea suprafetei. Nanofirele obtinute
permit atasarea celulelor datoritd diametrului mai mic al nanofirelor comparativ cu cel al
celulelor [10]. Procesul de electrofilare nu este invaziv §i nu necesitd utilizarea agentilor
chimici de coagulare sau a temperaturilor ridicate pentru obtinerea de fire. Prin tehnologia de
electrospinning se pot utiliza solutii de polimeri sintetici sau naturali, amestecuri de polimeri,
nanoparticule sau polimeri impregnati cu medicamente, care prezintd o masid moleculara
adecvata pentru obfinerea nanofirelor. Avantajul nanofirelor obtinute prin electrospinning
este cd acestea nu contin solvent.

Din brevetul US 9.775.917 B2 [11] se cunoaste faptul ca prin utilizarea solventilor
adecvati (de exemplu: acetond, N,N-dimetilformamida, cloroform, metil etil cetond, acid
acetic, acid formic, etanol, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol, tetrafluoroetanol,
diclorometan, tetrahidrofuran, acid trifluoroacetic, dimetil acetamida, alcool izopropilic sau
amestecuri ale acestora) pentru electrofilarea colagenului are loc procesul de denaturare, care
constd in pierderea structurii helicoidale §i separarea lanturilor alpha. Aceastd denaturare
faciliteaza electrofilarea solutiei de colagen.

in literatura sunt raportate nanofire antimicrobiene obtinute prin electrospinning pe
baza de alcool polivinilic i nanoparticule de oxid de zinc dopate cu fier (ZnO NPs-Fe) (8],
solutii de etilcelulozd/gelatind si nanoparticule de oxid de zinc (ZnO NPs) [12]. nanofire de
colagen/chitosan contindnd ZnO NPs [13], nanocompozite pe bazd de gelatind si
nanoparticule de argint [14]. etc.

Din brevetul US 5.116.620 A [15] se cunoaste realizarea unor pansamente
antimicrobiene pe baza de colagen impregat cu 0,1-5 % (procente in greutate) solutie clorit de
sodiu (NaClO;). Dezavantajul utilizdrii solufiei de clorit de sodiu constd in necesitatea

masurilor de precautie impotriva contamindrii inadvertente cu materiale organice, care ar

)’IO



2019 00525 29/08/2019 4 ?

putea forma un amestec exploziv, precum si a posibilelor simptome clinice
(methemoglobinemie, hemoliza, insuficienta renala).

Din brevetul RO 133.132 Al [16] se cunoaste utilizarea hidroxiapatitei dopate cu
argint pentru obfinerea unui biopansament pe bazd de colagen, pentru tratamentul plagilor
suprainfectate.

Din brevetul US 9.155.799 B2 [17] se cunosc compozifii de colagen reticulate care
contin 0,1-30 % compusi ai argintului, ca agent antimicrobian (de exemplu: cloruri de argint,
fosfat de argint, sulfat de argint, acetat de argint, azotat de argint, fluorura de argint, iodat de
argint, lactat de argint, benzoat de argint, bromurd de argint, carbonat de argint, citrat de
argint, iodat de argint, laurat de argint, oxid de argint, palmitat de argint, proteina de argint,
argint imidazolat, argint coloidal, argint).

Deficienta acestor compozitii consta in faptul ca, sub actiunea luminii, argintul sufera
o reducere fotochimica la argint metalic, ceea ce are ca efect innegrirea solutiilor in timp.

Prezenta inventie inlaturd dezavantajele datorate utilizdrii agentilor antimicrobieni
mentionafi mai sus, solutia tehnicé consténd in obtinerea de nanofire prin electrofilarea, la un
debit al solutiei de 0,4...0,9 mL/h, tensiune +22,71....+24,35 kV si distanta dintre varful de
ac-colector 9...14 cm, a unui amestec pe baza de 8,6...24,5% (procente gravimetrice) colagen
din clei de iepure sub forma de granule, dizolvat in apa la un raport gravimetric 0,464:1, la
temperatura de 40°C, timp de 30 minute, 42...70,6 % solutie acid acetic de concentratie 40%
procente volumetrice (Alfa Aesar) si 2...8,3% (procente gravimetrice) agenti antimicrobieni
de tip:

a) Dispersie de nanoparticule de oxid de zinc (ZnO NPs) 50% (% 1n greutate), in apa, cu
dimensiunea medie particule < 35 nm (determinata prin DLS) (Aldrich);

b) AG425K, solutie apoasa de nanoparticule de dioxid de titan (TiO2 NPs) dopate cu azot si
nanoparticule de argint (TiPE Nanotechnology in life, Shanghai, China), sub forma anatase,
cu méirimea particulei de 6-8 nm, pH=7-10, concentratie de 0,72% Ti si 0,86% Ag, cu
proprietdfi antibacteriene, antifungice si antivirotice, fard toxicitate (Oral LDsy = >
10,000 mg/kg);

¢) Solutie de chitosan 1,5% (procente in greutate) obfinuta prin dizolvarea chitosanului din
cochilii de crab, vascozitate mare (Sigma) sub forma de cristale, caracterizat prin vascozitate
1267 MPaxs si un continut de cenusd sulfatatd 0,2% in solutie acid acetic 85% (procente

volumetrice) sub agitare magnetica la 1000 rpm si 60°C, timp de 4 ore.
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Proprietitile biocompatibile si de refacere a ranilor pe care le are colagenul extras din
mamifere este deja cunoscut; in cazul prezentei inventii utilizarea colagenului extras din piele
de iepure, sub forma de clei reprezintd o noutate absolutd pentru utilizarea in acest scop. Se
cunoaste ca colagenul extras din pielea de iepure in mediu apos are cele mai bune proprietati
de lipire [18], probabil datorita structurii diferite a zonei terminale C a lanfului al, care este
mai lung cu doi aminoacizi, alanina si arginina [19]. Proprietitile speciale de lipire ale
colagenului extras din clei de iepure au fost atribuite si conservérii componentelor BB (dimerul
lantului @) §i Y (trimerul lanfului ), in stare de gelatina [20].

Asocierea colagenului de iepure cu materiale antimicrobiene recunoscute in conditiile
realizdrii unor nanostructuri de tip nanofire asigurd proprietafi superioare materialelor
cunoscute (bureti, filme) datoritd suprafetei de contact de 1-3 ori mai mari, cu proprietdti
hemostatice, de absorbtie si antimicrobiene. Realizarea acestor materiale este superioard
produselor cunoscute deoarece nu se utilizeazi colagen nativ (care este foarte scump) si nici
compozitii sofisticate sofisticate (nu contin polimeri sintetici cu potential inflamator sau
solventi organici toxici) sau antibiotice (raportate ca ineficiente sau cu efecte adverse).
Nanofirele obtinute prin procedeul de electrospinning, in cadrul inventiei, prezintd un
diametru de 42,66....114,6 nm, pori cu diametrul de circa 100 nm, activitate antimicrobiana
fatd de Escherichia coli si Staphylococcus aureus si activitate fungica fatd de Candida
albicans, ceea ce le recomandi pentru obtinerea pansamentelor non active, pentru vindecarea
ranilor §i ingineria tisulara.

Procedeul de obtinere a nanofirelor antimicrobiene, conform inventiei, consta in aceea
ca, pe un colector al unui aparat de electrospinning se depun compozitiile pe bazi de colagen
din clei de iepure dizolvat in apd la un raport gravimetric 0,464:1, 5...36 mL solutie acid
acetic 40% procente volumetrice si 0...1 % in greutate agenti antimicrobieni, la un debit al
solutiei de 0,4...0,9 mL/h, tensiune 22,71....24,35 kV si distanta dintre varful de ac-colector
9..14 cm.

Inventia, conform descrierii de mai sus, prezintd urmétoarele avantaje:

a. Se obtin nanofire continue pe bazi de colagen din clei de iepure cu continut ridicat de
colagen si diferiti agenti antimicrobieni, prin procedeul electrospinning, avand
diametrul porilor controlat, ceea ce le recomanda pentru realizarea de pansamente non
active (fdra antibiotice) pentru tratamentul rénilor §i obfinerea de scaffold-uri pentru

ingineria tisulara;
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b. Procedeul de obtinere a nanofirelor antimicrobiene este este simplu versatil,
reproductibil, are loc prin electrofilarea solutiilor la temperatura camerei, fird un
consum energetic mare si fard solventi cu potential toxic;

c. Nanofirele obfinute prezintd caracter antimicrobian adecvat utilizdrii propuse;
Potential de marketing, prin valorificarea materiilor prime naturale existente
(colagenul sub forma de clei se extrage din piele piclatdi de iepure i prezintd
proprietiti de electrofilare), in detrimentul resurselor sintetice, din surse petroliere,
nebiodegradabile, cu performante reduse privind biocompatibilitatea.

Nanofirele de colagen din clei de iepure obtinute au fost caracterizate prin determinarea
dimensiunii (microscopie electronicd de baleiaj) si a caracterului antimicrobian fatid de
bacterii gram-pozitive §i gram-negative si fungi. Rezultatele sunt discutate comparativ cu
amestecul de referin{d si anume colagen din clei de iepure dizolvat in api la un raport
gravimetric 0,464:1 si 5 mL solutie acid acetic de concentratie 40% procente volumetrice.

Se prezintd in continuare 4 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1)

Colagenul sub forma de clei se extrage din piele piclatd de iepure, méaruntita si supusa
fierberii in baie de apa la 90°C, timp de patru ore. Acesta se caracterizeaza prin concentratie
in substanta uscata de 10%, taria cleiului de 421 si conductivitate electricd 820 puS/cm. Cleiul
astfel obtinut se toarnd in cutii Petri §i se usucd prin sublimare la 2-5°C, apoi se méarunfeste
prin mojarare sub forma de granule. 6,92 g clei de iepure astfel obtinut se dizolva in apa, la
un raport gravimetric 0,464:1 si se amesteca cu 5 mL solutie acid acetic 40%. Aceasta solutie
se caracterizeazd prin: conductivitate electrica 272 puS/cm, pH 3,05 (la 27°C) si vascozitate
absolutd 147,3 cP (200 rpm). 10 mL din solutia rezultata se introduc intr-o seringé de teflon
de 20 mL prevazuti cu un tub si un ac metalic calibru G21 atasat la celalalt capat, in cadrul
echipamentului de electrospinning. Solutia obtinutd are urmitoarea compozitie: 18,5%
(procente gravimetrice) colagen din clei de iepure (granule), 39,5% apd, 42% solutie acid
acetic 40%. Procesul de electrofilare este considerat ca fiind stabil in urmatoarele conditii:
debit solutie 0,7 mL/h, tensiune +24,35 kV, distanta dintre varful de ac la colector 9 cm.
Nanofirele se colecteaza pe un tambur acoperit cu folie de aluminiu.

Nanofirele obtinute prezintd un aspect omogen, o dimensiune a diametrului cuprinsa
intre 77,36 nm — 92,70 nm (Figura 1a) si activitate antimicrobiand pentru Escherichia coli §i

Staphylococcus aureus, timp de 14 zile expunere si respectiv activitate fungicid pentru
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Candida albicans timp de 7 zile expunere (Tabel 1) (European Pharmacopoeia 7.0 Efficacy
of antimicrobial preservation).
Exemplul 2)

Se procedeazi conform procedeului descris In exemplul 1) si se amestecd 14 g solutie
clei de iepure dizolvat in apa la un raport gravimetric 0,464:1 cu 36 mL solutie de acid acetic
40 % (procente volumetrice) si 1 g dispersie de nanoparticule de oxid de zinc (ZnO NPs), la
temperatura camerei sub agitare magneticé la 200 rpm, timp de 2 ore, pana se obtine o solutie
omogend. Solutia astfel obtinutd se agitd prin ultrasonicare, timp de 30 minute, in vederea
elimindrii bulelor de aer, inainte de electrofilare. Solufia obtinutd se caracterizeazéd prin:
conductivitate electricd 353 uS/cm, pH 3,83 (la 27°C) si vascozitate absolutd 302 cP (50
rpm). 10 mL din solutia rezultata se introduc intr-o seringa de teflon de 20 mL, prevédzutd cu
un tub si un ac metalic calibru G21 atagat la celélalt capat, in cadrul echipamentului de
electrospinning. Solutia obtinutd are urmétoarea compozitie: 8,6% (procente gravimetrice)
colagen din clei de iepure (granule), 18,8% apa, 70,6% solutie acid acetic 40% si 2%
dispersie de nanoparticule de oxid de zinc (ZnO NPs). Parametrii optimi pentru procesul de
electrofilare sunt: debit solutie 0,4 mL/h, tensiune +22,71 kV, distanta dintre varful de ac-
colector 14 cm. Nanofirele se colecteazi pe un tambur acoperit cu folie de aluminiu.

Nanofirele obtinute prezintd un aspect omogen, o dimensiune a diametrului cuprinsa
intre 76,44 nm — 114,6 nm (Figura 1b) si activitate antimicrobiana pentru Escherichia coli $i
Staphylococcus aureus timp de 14 zile de expunere si respectiv activitate fungicd pentru
Candida albicans timp de 7 zile expunere (Tabel 2) (European Pharmacopoeia 7.0 Efficacy
of antimicrobial preservation).

Exemplul 3)

Conform procedeului descris in exemplul 1) se amestecd 6 g solutie clei de iepure
dizolvat in apé la un raport gravimetric 0,464:1 cu 5 mL solutie de acid acetic 40 % (procente
volumetrice) si 1 g solutie AG425K de nanoparticule de dioxid de titan (TiO2> NPs) dopate cu
azot si nanoparticule de argint (AgNP), la temperatura camerei, sub agitare magnetica la 200
rpm, timp de 2 ore pentru a se obfine o solutie omogend. Solutia rezultatd se agitd prin
ultrasonicare, timp de 30 minute, in vederea elimindrii bulelor de aer. Solutia obtinutd se
caracterizeazd prin: conductivitate electricd 271 puS/cm, pH 2,91 (la 27°C) si véscozitate
absoluta 257 cP (100 rpm). 10 mL din solutia rezultata se introduc intr-o seringi de teflon de
20 mL, prevazutd cu un tub §i un ac metalic calibru G21 atasat la celalalt capat, in cadrul

echipamentului de electrospinning. Solutia obtinutd are urmitoarea compozitie: 24,5%

/
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(procente gravimetrice) colagen din clei de iepure (granule), 25,5% apa, 41,7% solutie acid
acetic 40% si 8,3% solutie AG425K de nanoparticule de dioxid de titan (TiO2 NPs) dopate cu
azot si nanoparticule de argint (AgNP). Parametrii optimi pentru procesul de electrofilare
sunt: debit solutie 0,5 mL/h tensiune +24,27 kV, distanta dintre varful de ac-colector 14 cm.
Nanofirele se colecteaza pe un tambur acoperit cu folie de aluminiu.

Nanofirele obtinute prezintd putine aglomeriri de particule, o dimensiune a
diametrului cuprinsa intre 48,43 nm — 93,89 nm (Figura 1c) si activitate antimicrobiana fata
de Escherichia coli §i Staphylococcus aureus timp de 14 zile de expunere §i respectiv
activitate fungicd pentru Candida albicans timp de 7 zile expunere (Tabel 3) (European
Pharmacopoeia 7.0 Efficacy of antimicrobial preservation).

Exemplul 4)

Conform procedeului descris in exemplul 1) se amestecd 7,2 g solutie clei de iepure
dizolvat 1n apa la un raport gravimetric 0,464:1 cu 6 mL solutie de acid acetic 40 % (procente
volumetrice) si 1 g solufie chitosan 1,5% (procente in greutate/procente volumetrice) la
temperatura camerei, sub agitare magnetica la 200 rpm, timp de 2 ore pentru a se obtine o
solufie omogend. Solutia de chitosan 1,5% (procente in greutate/procente volumetrice) se
obtine prin dizolvarea chitosanului (pulbere) in solutia de acid acetic 85% (procente
volumetrice), sub agitare magnetica la 1000 rpm si 60°C, timp de 4 ore. Solutia rezultatd se
agita prin ultrasonicare, timp de 30 minute, in vederea eliminarii bulelor de aer. Apoi, 10 mL
solutie rezultatd se introduc intr-o seringéd de teflon de 20 mL prevézutd cu un tub §i un ac
metalic calibru G21 atagat la celilalt capat, in cadrul echipamentului de electrospinning.
Solutia obtinuti se caracterizeaza prin: conductivitate electrica 245 puS/cm, pH 2,81 (1a 27°C)
si §i vascozitate absolutd 512cP (50 rpm). Parametrii optimi pentru procesul de electrofilare
sunt: debit solutie 0,6 mL/h tensiune +24,35 kV, distanta dintre varful de ac-colector 9 cm.
Solutia obtinutd are urmatoarea compozitie: 16% (procente gravimetrice) colagen din clei de
iepure (granule), 34,6% apa, 42,3% solutie acid acetic 40% si 7,1% solutie de chitosan 1,5%
in solutie acid acetic 85%. Nanofirele se colecteaza pe un tambur acoperit cu folie de
aluminiu.

Nanofirele obtinute prezintd un aspect heterogen, o dimensiune a diametrului cuprinsa
intre 42,66 nm — 75,38 nm (Figura 1d) si activitate antimicrobiana pentru Escherichia coli si
Staphylococcus aureus timp de 14 zile de expunere si respectiv activitate fungicd pentru
Candida albicans timp de 7 zile expunere (Tabel 4) (European Pharmacopoeia 7.0 Efficacy

of antimicrobial preservation).
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in toate cazurile, conditiile de mediu de lucru in timpul procesului de electrofilare
sunt: temperatura medie 29,6°C si umiditate relativd 35%.

Metode de caracterizare
Microscopie electronicd cu baleiaj (SEM)

Morfologia si dimensiunea particulelor nanofirelor de colagen obtinute au fost
realizate cu ajutorul microscopului electronic cu baleiaj (SEM), QUANTA 450 FEG, mod de
lucru high vacuum, dupi depunere pe banda de C.

Activitate antimicrobiand

Metoda: European Pharmacopoeia 7.0 Efficacy of antimicrobial preservation. Test for
efficacy of antimicrobial preservation

Descrierea metodei: Incercarea constd in expunerea probei de testat la cu un inocul
preparat cu un microorganism adecvat, depozitarea preparatului inoculat la o temperaturd
prescrisd, obsevarea esantioanelor de proba testate la intervale de timp specificate si
numdrarea microorganismelor crescute pe probe. Mediile de culturd utilizate au fost: TSA
(Casein soya bean digest agar) pentru bacterii si Sabouraud agar pentru fungi.

Pentru determinare se folosesc: bacterii gram-pozitive (Staphylococcus aureus) cu
concentratia inifiala de 2,45x10° UFC/mL, bacterii gram-negative (Escherichia coli) cu
concentratia inifiala de 1,5x10° UFC/mL si Candida albicans (ATCC 90028), care este un
fung patogen care a avut concentratia initiala de 2,8x10* UFC/mL.

Criteriile de acceptare a activitdtii antimicrobiene sunt specificate de metoda prin
reducerea numarului de colonii viabile pentru un microorganism testat fatd de valoarea
initiala a inoculului, exprimate in logio.

Rezultate obtinute

Microscopie electronicd cu baleiaj (SEM)

Imaginile SEM prezentate in Figura 1 relevd structuri omogene de nanofire in cazul
utilizarii colagenului din clei de iepure/ acid acetic (martor) (Figura 1a), clei de iepure/acid
acetic/ZnO NPs si respectiv solutie AG425K (TiO2 NPs dopate cu azot si nanoparticule de
argint) (Figura 1b, 1c), in timp ce 1n cazul utilizdrii compozitiei de clei de iepure/acid
acetic/chitosan se obtin si aglomeréri de particule (Figura 1d).

Rezultate privind proprietatile antimicrobiene ale nanofirelor de colagen din clei de

iepure cu diferiti agenti antimicrobieni sunt prezentate in Tabel 1 — Tabel 4.
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Tabel 1. Reducerea incarcarii microbiologice sub influenta nanofirelor de colagen
Microorganism Reducere Logio
Timp de observare testare 6h 24h 7 zile 14 zile

microbiologica

Escherichia coli

Imagine proba

Valoare

Staphylococcus

aureus

Imagine proba

Valoare

Candida albicans

Imagine proba

Valoare

0,45

Tabel 2. Reducerea incarcarii microbiologice sub influenta nanofirelor de colagen cu

nanoparticule de ZnO

Microorganism

Reducere Logio

Timp de observare testare

microbiologica

Escherichia coli

Imagine proba

24h

7 zile

14 zile

Valoare

Staphylococcus

aureus

Imagine proba

Valoare

Candida albicans

Imagine proba

Valoare
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Tabel 3. Reducerea incarcarii microbiologice sub influenta nanofirelor de colagen cu

AG425K
Microorganism Reducere Logio
Timp de observare testare 6h 24h 7 zile 14 zile
microbiologica
Escherichia coli Imagine
probd
Valoare
Staphylococcus Imagine
aureus proba
Valoare
Candida albicans | Imagine
probad
Valoare

Tabel 4. Reducerea incarcarii microbiologice sub influenta nanofirelor de colagen cu chitosan

Microorganism

Reducere Logio

microbiologica

Timp de observare testare

Escherichia coli

Imagine

proba

24h

7 zile

14 zile

Valoare

Staphylococcus

aureus

Imagine

proba

Valoare

Candida albicans

Imagine

proba

Valoare

—:5?:-..

s
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Din Tabelul 1 se poate observa ca nanofirele de colagen fard agenti antimicrobieni
prezintd activitate antimicrobiand mai slaba, in special dupa 6 ore de incubare, cdnd se
inregistreazd valoarea 3, in cazul testarii la Escherichia coli (fata de valoarea 2 care este
admisa) si valoarea 4 pentru Staphylococcus aureus, dupa 24 ore de expunere (fajd de
valoarea admisa 3).

Din Tabelele 2 — 4 se observa ca nanofirele de colagen din clei de iepure cu continut
de ZnO NPs, AG425K si chitosan prezintd valori ale reducerii incarcaturii microbiologice in
cazul testdrii la Escherichia coli si Staphylococcus aureus in limitele admise de metoda.
Agentii antimicrobieni incorporati in nanofirele de colagen din clei de iepure prezinta
activitatea antimicrobiand in urmatoarea ordinea: AG425K > ZnO NPs > chitosan.

Rezultatele privind rezistenta la Candida albicans aratd ci numai nanofirele cu
AGA425K prezinta rezistenta la 6h si 24h expunere, conform specificatiilor metodei.

Mecanismul exact al activitdfii antimicrobiene pentru ZnO NPs, TiO> NPs, Ag NP,
chitosan este incd in discutie. In literatura de specialitate au fost gisite diferite mecanisme
pentru a explica modul in care nanoparticulele pot inactiva bacteriile. Generarea speciilor
reactive de oxigen (ROS) prin descompunerea moleculelor de apa sub influenfa activitatii
fotocatalitice a nanoparticule de oxid de metal, cum ar fi: anionul superoxid (O2), radicalii
hidroxilici (HO) si peroxidul de hidrogen (H20) poate provoca distrugerea componentelor
celulare precum ADN-ul, proteinele si lipidele [21].

Un alt mecanism este eliberarea ionilor Zn?* pani la dizolvarea ZnO NPs. Zn%* poate
reduce metabolismul aminoacizilor si perturba sistemul enzimatic. Toxicitatea ZnO NPs a
fost, de asemenea, asociata cu distrugerea integritétii celulare prin contactul NPs cu peretele
celular [22].

Mecanismul activitifii antimicrobiene in cazul chitosanului se poate explica prin
natura policationicd (sarcind pozitivd) a chitosanului care interfereazi cu metabolismul

bacterian prin atragerea electrostatica la suprafata celulei [23].

h
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REVENDICARI

1. Compozitii de nanofire din colagen de tip clei de iepure, pe baza de colagen din clei
de iepure si agenti antimicrobieni, caracterizate prin aceea cd, pentru obtinerea lor
s-au utilizat 8,6...24,5% clei din piele de iepure sub forma de granule, 18,8....39,5%
apd, 41,7...70,6% solutie de acid acetic in concentratie de 40% si 2...8,3% agenti
antimicrobieni, care prezintd dimensiuni nanometrice (77,36 nm — 92,70 nm) si
activitate antimicrobiani fata de Escherichia coli si Staphylococcus aureus timp de 14
zile si Candida albicans timp de 6 h de expunere, ceea ce le recomandi pentru

obtinerea pansamentelor non active.

2. Procedeu de obfinere a nanofirelor din colagen din clei de iepure si agenti
antimicrobieni, caracterizate prin aceea ci, obtinerea lor are loc prin electrofilare cu
un debit al solutiei 0,4...0,9 mL/h, tensiune +22,71....+24,35 kV si distanta dintre

varful de ac-colector 9...14 cm.

3. Compozitii de nanofire de colagen din clei de iepure §i agenti antimicrobieni conform
Revendicirii 1, caracterizate prin aceea ci sunt constituite din amestecuri formate
din procente in greutate de: 8,6% clei din piele de iepure sub forma de granule, 18,8%
apd, 70,6% solutie de acid acetic in concentratie de 40% si 2% dispersie de
nanoparticule de oxid de zinc, cu activitate antimicrobiani fatd de Escherichia coli si
Staphylococcus aureus timp de 14 zile si Candida albicans timp de 7 zile de

expunere, ceea ce le recomandi pentru obtinerea pansamentelor non active.

4. Compozitii de nanofire de colagen din clei de iepure §i agenti antimicrobieni conform
Revendicérii 1, caracterizate prin aceea ci sunt constituite din amestecuri formate
din procente in greutate de: 24,5% clei din piele de iepure sub formad de granule,
25,5% apa, 41,7% solutie de acid acetic in concentratie de 40% si 8,3% solutie de
nanoparticule de dioxid de titan dopate dopate cu azot i azotat de argint, cu activitate
antimicrobiand fa{d de Escherichia coli si Staphylococcus aureus timp de 14 zile si
Candida albicans timp de 7 zile de expunere, ceea ce le recomandi pentru obfinerea

pansamentelor non active.
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5. Compozitii de nanofire de colagen din clei de iepure i agenti antimicrobieni conform
Revendicirii 1, caracterizate prin aceea cii sunt constituite din amestecuri formate
din procente in greutate de: 16% clei din piele de iepure sub forma de granule, 34,6%
apa, 42,3% solutie de acid acetic in concentratie de 40% si 7,1% solutie de chitosan
1,5% 1n solutie acid acetic 85%, cu activitate antimicrobiana fatid de Escherichia coli
si Staphylococcus aureus timp de 14 zile si Candida albicans timp de 7 zile de

expunere, ceea ce le recomanda pentru obfinerea pansamentelor non active.
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Figura 1. Imagini ale nanofirelor din colagen din clei de iepure obtinute prin
microscopia electronici de baleiaj
a) Nanofire pe baza de colagen din clei de iepure (martor); b) Nanofire pe baza de
colagen din clei de iepure/ZnO NPs; ¢) Nanofire pe baza de colagen din clei de iepure/
AG425K; d) Nanofire pe baza de colagen din clei de iepure/chitosan
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