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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unei
compozitii antimicrobiene utilizata ca material matrice
pentru medicamente. Procedeul conform inventiei
consta Tn etapele de preparare a unei suspensii de
izolat proteic de zer sau soia Tn apa preincalzita la
temperatura de lucru de 50°C, hidratarea si dispersarea
proteinei Tn apa distilatd prin ultrasonare timp de
15 min, ajustarea la pH de 7...8, hidroliza enzimatica a
suspensiei de proteine sub agitare la temperatura

constanta timp de 6 h, rezultdnd un hidrolizat care se
complexeaza cu clorurd de calciu sau sulfat de cupru,
se adauga gelatina, glicerinad si ulei volatil cu rol
antimicrobian, rezultdnd un hidrogel avand o grosime
medie a foliei de 266...278 um si un grad de imbibare
de 2,7...9,2 g apé/g hidrogel.
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Obiectivul actualului  brevet il constituie elaborarea unei compozitii
antimicrobiene, de hidrogeluri pe baza de hidrolizate proteice avand proprietiti speciale
si utilizari multiple, ca pansamente, plasturi respectiv matrice pentru eliberarea controlata
de medicamente.

De secole oamenii au folosit pansamente pentru tratamentul unor leziuni ale
tegumentelor. Din punct de vedere istoric, rolul principal al unui pansament tradiional in
procesul de vindecare a fost si este protejarea pasiva a plagii, §i menfinere uscatd a ranii.
In ultimele decenii, un pansament este o componentd activa a procesului de vindecare,
care este proiectat pentru a controla infectia si pentru a oferi un micromediu de vindecare
favorabil. Un mediu cald, urmed este acum recunoscut ca fiind unul care favorizeaza
vindecarea rapida si eficientd, in procesele de regenerare si protectie a tesutului ranii. In
consecint3, la ora actuald, pansamentele au depasit rolul lor pasiv si joaca un rol activ in
procesul de vindecare. In acest sens, existd o tendintd marcantd de crestere a utilizrii

plasturilor pentru tratamente transdermice, atat pentru afectiuni dermatologice, dureri

articulare, cit si pentru tratarea unor maladii neurologice grave (Parkinson',

Alzheimer™), tratarea dependentei de nicotina, a dereglarilor hormonale", contraceptie,
detoxifiere, etc.

Cerintele actuale ale unui "pansament ideal” sunt exigente, el trebuie si asigure un
mediu umed, izolare termica, circulatia efectivd de oxigen, drenare de lichid, ajutor in
absorbtia plagilor exudate, sd asigure o protectie a rdnii impotriva bacteriilor si a
infectiilor secundare, trebuie sé fie usor de aplicat iar indepartarea trebuie sa fie lipsitd de
durere si nu in ultimul rand trebuie, sa fie biocompatibil fird a provoca reactii alergice”.
Procesul de recuperare al plagii depinde de tipul pansamentului folosit, de tipul plagilor
tratate, conditiile de sdnatate a pacientului (prezenta altor boli, de exemplu, diabet,
anemie) si de mediul social™.

Pentru a mentine un mediu umed se folosesc hidrogelurile. in ultimul timp
hidrogelurile sunt utilizate tot mai mult pentru tratamentul ranilor cronice si a arsurilor.
Acestea pot fi naturale sau sintetice, fiind formate din retele reticulate de lanturi
polimerice, umplute cu o cantitate semnificativa de lichid pentru a oferi un mediu propice
pentru regenerarea tesutului. Hidrogelul are rolul de a elibera la locul tintit substanta
activd pe care o contine.

Conform studiilor lui De Buddy"", plasturii pe baza de hidrogeluri pot fi adaptati
pentru eliberare de medicamente, pentru vindecarea tesuturilor, pentru livrare de proteine

si peptide sau a altor agenti bioactivi, pentru regenerarea acceleratd a tesuturilor
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deteriorate. Aceste materiale au avantajul ca urmeaza conturul suprafetei plagii, asigura
oxigenarea, patrunderea apei, si in acelasi timp protejeazd suprafata impotriva invaziei
bacteriene"™,”*.

Hidrogelurile sunt structuri polimerice tridimensionale cu caracter hidrofil, iar
incorporarea de hidrolizate proteice poate provoca schimbdri majore in proprietatile
microstructurale, morfologice si mecanice al acestora.

Un hidrogel deriva: din surse naturale care este utilizat pe scard largd pentru
producerea de pansamente este celuloza bacteriand (BC). BC este un polimer produs de
unele bacterii apar{inand genurilor Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Aerobacter,
Achromobacter, Azotobacter, etc. Utilizarea (BC) prezintd un important interes pentru
managementul plagilor avansate datoritd biocompatibilitatii, non-toxicitatatii, stabiliagii
mecanice si a continutului ridicat de umiditate. Czaja et al.*, sustine ca BC in sine nu are
proprietdti antimicrobiene ci reprezintd doar o bariera fizicd Impotriva infectiei
bacteriene. Helenius et al." si Pertile™ sustin ca o parte din inconvenientele legate de
pansamentele pe baza de BC depind de caracteristicile fizice si chimice ale BC, cum ar fi
distributia dimensiunilor porilor, morfologia fibrelor si prezenta unor centri reactivi noi
introdusi prin modificari chimice.

Problema tematic&, pe care o rezolva inventia, se referd la obtinerea unor formule
optime de derivati cu proprietéti superioare care sa inliture dezavantajele BC si care sa
poatd fi inglobati in masa unor hidrogeluri pe bazd de peptide sau proteine avind domenii
largi de aplicare: eliberarea controlatd de medicamente administrate intern sau
transdermic, eliberarea sau cresterea de celule, cosmetice, inginerie tisulard, tratarea
cicatricilor tratarea verucilor, a herpesului, acneei sau pentru tratarea arsurilor
tegumentelor.

Dezavantajele mentionate au fost inlaturate prin aplicarea compozitiei de hidrogel
pe baza de:

a) 1...10% lzolat proteic de zer sau soia / Hidrolizat proteic de zer sau soia (grad de

hidroliza 2 ... 10%)

b) 2...10% Gelatina 99,5% (biopolimer)

¢) 1...20% Glicerina (plastifiant)

d) 0,2-5 % Sulfat de cupru pentahidrat sau Clorura de calciu (agent de complecsare /
reticulare)

e) 0,004...1% Acid salicilic (agent de reticulare, agent antibacterian)

f) 0,01-0,05 Uleiuri volatile de Galium Verum sau Salvia officinalis (agent
antimicrobian)

Pentru obtinerea hidrolizatului proteic (amestec de aminoacizi si peptide) s-a
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aplicat hidroliza enzimatica a zerului din lapte sau a izolatului proteic de soia. Prin
hidroliza proteinelor are loc scindarea legaturilor peptidice pentru formarea unor lanturi
mai mici de peptide sau aminoacizi. Spre deosebire de hidroliza acida, care atacd toate
legaturile peptidice distrugand o parte a aminoacizilor si o mare parte a vitaminelor,
hidroliza enzimatica este mult mai delicatd, nu necesitd temperaturi ridicate si tinteste de
obicei anumite legaturi peptidice, obtindndu-se un amestec de aminoacizi i polipeptide
cu lanturi de diferite lungimi. Un alt avantaj al proceselor enzimatice este absenta
produsilor secundari de reactie care rezulta daca procesul de hidroliza se desfisoara prin
procese chimice.

Hidroliza enzimatica s-a realizat utilizdndu-se solutii cu continut de izolat de zer
(IWP) ISOLAC DigeZime Multi-Enzime Complex produs de Carbery Group, Bio-Zer
pulbere (BWP) si izolat proteic de soia (ISP) de la Tonik Pharm. Pentru realizarea
hidrolizei s-au folosit 4 proteaze: tripsina, pepsina, bromelaina si papaina. Conditiile
optime de hidroliza (pH, temperaturd) au fost stabilite pentru fiecare enzima in parte.

Pentru o mai mare eficientd a hidrogelurilor, aminoacizii §i proteinele obtinute
prin hidrolizd au fost complexate cu ioni de interes biologic, si anume calciu si cupru.
Complecsii cu calciu contribuie la metabolismul mineralelor si al vitaminelor, regleaza
functia cardiacd, reduc oboseala, in timp ce chelatii cu cupru cresc rezistenta la stres si
imunitatea, favorizeazd vindecarea tesuturilor, contribuie la sanétatea pieli si a parului, i
la formarea mielinei. Aminoacizii si peptidele pot forma cu usurintd complecsi chelatici
datoritd grupdrilor COOH si NH, capabile sd doneze electroni unor ioni metalici si s&
formeze legdturi covalente coordinative, devenind astfel liganzi bidentati.

Conform prezentei inventii, procesele de hidrolizd, complexare si obtinere a
hidrogelurilor s-au realizar intr-o singurd etapa, metoda de obtinere fiind redatd in
continuare.

Se prepard suspensia de izolat proteic de zer sau soia in apd preincalzita la
temperatura de fucru. Hidratarea si dispersarea proteinei in apa distilatd se realizeaza prin
ultrasonare, pH-ul solutiei fiind adus la valoarea prestabilitd (intre 7 si 8) cu solutie de
hidroxid de sodiu sau acid clorhidric. Se aduce suspensia de proteine la temperatura (intre
50°C si 60°C) si volumul de lucru prestabilite, se introduce in vasul de reactie dupi care
se introduce enzima §i se mentine sub agitare la temperaturd constanta timp de 6 ore. La
sfargitul procesului de hidroliz3 se dezactiveaza enzima prin incalzire la temperatura de
90°C timp de 10 minute, apoi se introduce suspensia de hidrolizat intr-un balon cotat si se
aduce la un volum prestabilit in vederea utilizarii ulterioare. Hidrolizatul proteic se

conservi prin congelare sau liofilizare. Pentru complexare se adauga clorura de calciu sau
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sulfatul de cupru in solutia de hidrolizat, aldturi de gelating, glicerind si uleiul volatil cu
rol antimicrobian.

Prin aplicarea inventiei se obtin produse cu proprietd{i superioare, rezistenta la
tractiune (RT) cuprinsi intre 2,01...4 Mpa, modulul lui Young E=110-737 MPa, alungirea
la rupere £=0,5-2,3.

in continuare se prezinta 4 exemple nelimitative de realizare a hidrogelurilor

conform prezentei inventii.

Exemplul 1

0,5g gelatind se disperseaza in 2 ml apa, se adauga 0,4g glicerind si se lasd in
repaus 10-15 minute pentru o cit mai buni hidratare. In acest amestec se adauga 4 ml
solutie de izolat proteic de zer (IWP) ISOLAC DigeZime Multi-Enzime Complex produs
de Carbery Group si 8 uL ulei volatil de Galium Verum. Amestecul obtinut se incélzeste
la microunde in etape, pentru o perioada totala de 25 secunde, iar apoi se adauga 0,036g
solutie 30 % sulfat de cupru. Rezulta un hidrogel cu o grosime medie a foliei de 266 pum,
si un grad de imbibare de 3 g apd/g de hidrogel. -Produsul poate fi folosit ca material

pentru plasturi.

Exemplul 2

10g zer IWP se disperseaza in 100g apa. Solutia se ultrasoneaza timp de 15
minute intr-o baie cu ulirasunete Elmasonic S30H. Se aduce pH-ul la 7 cu ajutorul
acidului clorhidric/hidroxidului de sodiu si se ridica temperatura la 50°C. Se introduce in
suspensie tripsina in cantitate de 0,1 g si se mentine sub agitare la temperatura constant
cu ajutorul unui agitator Velp Scientifica timp de 6 ore. La sfarsitul procesului de
hidroliza se dezactiveaza erzima prin incalzire la temperatura de 90°C timp de 10 minute,
apoi se introduce suspensia de hidrolizat intr-un balon cotat si se aduce la un volum de
200 mL. Separat se pregiteste amestecul de gelatina (0,5g) si glicerind (0,4g) dupa
metoda ardtatd la exemplul 1. La acest amestec se adauga 4 ml hidrolizat proteic de zer, si
se incdlzeste amestecul nou obtinut la microunde in etape, pentru o perioada totala de 25
secunde. n final se adauga 0,06g CuSO4x5H,0 sub forma de solutie de 30%. Rezultd un
hidrogel cu o grosime medie a foliei de 286 pum, si un grad de imbibare de 2,7 g api/g de
hidrogel. '

Exemplul 3
Se prepara amestecul de glicerna si gelatina ca la exemplul 1. In acest amestec se

adaugd 4 ml solutie de izolat proteic de soia si 8 puL ulei volatil de Salvia officinalis.
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Amestecul obtinut se incilzeste la microunde in etape, pentru o perioadd totala de 25

secunde, iar apoi se adauga 0,12g solutie 30% sulfat de cupru. Rezultd un hidrogel cu o

grosime medie a foliei de 269 pum, si un grad de imbibare de 8,3 g apa/g de hidrogel.

Exemplul 4

10 g izolat proteic de soia se disperseaza in 200 g api. Solutia se ultrasoneazi timp
de 15 minute intr-o baie cu ultrasunetz Elmasonic S30H. Se aduce pH-ul la 7 cu ajutorul
acidului clorhidric/hidroxidului de sodiu si se ridica temperatura la 60°C. Se introduce in
suspensie bromelaina in cantitate de .0,1 g si se mentine sub agitare la temperaturd
constantd cu ajutorul unui agitator Velp Scientifica timp de 6 ore. La sfarsitul procesului
de hidroliza se dezactiveaza enzima prin incilzire la temperatura de 90°C timp de 10
minute. Hidrolizatul obginut se congeleaza. Separat se pregiteste amestecul de gelatina
(0,5g) si glicerind (0,4g) dupd metoda arétatd la exemplul 1. La acest amestec se adauga 4
ml hidrolizat proteic de zer 5%, si se Incédlzeste amestecul nou obtinut la microunde in
etape, pentru o perioada totala de 25 secunde. In final se adauga 0,24g CuSO,x5H,0 sub
forma de solutie de 30%. Rezultd un hidrogel cu o grosime medie a foliei de 278 um, si
un grad de imbibare de 9,2 g apd/g de hidrogel RT=2,01...4 MPa, modulul lui Young
E=110-737 MPa, alungirea la rupere £=0,5-2,3. Produsul poate fi folosit ca material
pentru matrice pentru medicamente cu eliberare controlata.
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REVENDICARI

1. Compozitie de hidrogel antimicrobian proteice cu utilizdri multiple, ca
pansamente, plasturi sau ca si matrice pentru eliberarea controlatd de medicamente, pe
baza de hidrolizat proteic dz zer sau soia, caracterizatd prin aceea ci este constituit din
urmatorii componenti:

g) 1...10% Izolat protzic de zer sau soia / Hidrolizat proteic de zer sau soia (grad de

hidroliza 2 ... 10%)

h) 2...10% Gelatind 99,5% (biopolimer)

i) 1...20% Glicerina (plastifiant)

j) 0,2-5 % Sulfat de cupru pentahidrat sau Clorura de calciu (agent de complecsare /

reticulare)

k) 0,004...1% Acid salicilic (agent de reticulare, agent antibacterian)

) 0,01-0,05 Uleiuri volatile de Galium Verum sau Salvia officinalis (agent

antimicrobian)

2. Metoda deobtinere a hidrogelului antimicrobian cu compozitia descrisd la
revendicarea 1, conform careia procesul de hidrolizd, complexare si obtinere a
hidrogelului s-a realizat intr-o singura etapa. Pentru inceput se prepara suspensia de izolat
proteic de zer sau soia in ap3 preincalzita la temperatura de lucru de 50°C. Hidratarea si
dispersarea proteinei in apa distilata se realizeaza prin ultrasonare timp de 15 minute intr-
o baie de ultrasunete, pH-ul solutiei fiind adus la o valoare cuprinsé.intre 7 si 8, cu solutie
de hidroxid de sodiu sau acid clorhidric. Se aduce suspensia de proteine la o temperatura
intre 50°C si 60 °C si la volumul de iucru de 200 mL, care se introduce in vasul de
reactie, dupa care se introduce enzima si se mentine sub agitare la temperatura constanta
timp de 6 ore. La sfarsitul procesului de hidroliza se dezactiveaza enzima prin incélzire la
temperatura de 90°C timp de 10 minute, apoi se introduce suspensia de hidrolizat intr-un
balon cotat si se aduce la un volum 200 mL in vederea utilizarii ulterioare. Hidrolizatul
proteic se conserva prin congelare sau liofilizare. Pentru complexare se adaugi clorura de
calciu sau sulfatul de cupru in cantitdti cuprinse intre.0,25-5 % in solutia de hidrolizat,

alaturi de gelatina, glicerina si uleiul volatil.
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