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Inventia se referd la un procedeu pentru extractia si purificarea atelocolagenului
biologic activ, caracterizat prin aceea ca asigura obtinerea de solutii coloidale cu inalt con-
tinut de specii colagenice cvasi-native, capabile de renaturare dupa solicitari slab denatu-
rante si apte a reconstitui structuri fibrilare similare celor din tesuturile conjunctive. Invirtutea
acestor proprietati, speciile colagenice citate pot fi incorporate rapid in tesuturile vii si pot
sustine, in vivo $i in vitro, activitatea biologica a celulelor si a lanturilor enzimatice specifice
tesuturilor conjunctive. Procedeul descris permite obtinerea unor cantitati de solutii coloidale
de atelocolagen biologic activ de ordinul zecilor sau sutelor de litri per sarja, fiind aplicabil
la nivel semiindustrial. Solutiile coloidale obtinute conform procedeului descris sunt destinate
aplicatiilor din ingineria tisulara, medicina reconstitutiva si regenerativa, chirurgia plastica si
cosmetica farmaceuticd, de intretinere si curativa, precum si pentru includereain compozite
utile pentru realizarea de biomateriale cu componenta scleroproteica.

Caracterul de specie scleroproteica biologic activa al atelocolagenului obtinut conform
procedeului descris este asigurat prin starea minimal alterata fizico-chimic si structural a
macromoleculelor colagenice, acestea aflandu-se sub forma unimera sau slab multimerizata
in solutia coloidala rezultata in urma extractiei si purificarii avansate. Fiind lipsit de tronsoanele
telopeptidice care consolideaza edificiul triplu helical al colagenului nativ, atelocolagenul poate
suferi procese de denaturare termica si fizico-chimica, transformandu-se in forme biologic
inactive, lipsite de abilitatea de a se asambla supramolecular in structuri fibrilare. Procedeul
descris reduce mult posibilitatea de denaturare a atelocolagenului pe durata proceselor de
obtinere si de purificare, asigurand randamente ridicate in specii biologic active, chiar atunci
cand se lucreaza in sarje cu volum ridicat, iar procesarea se extinde mult in timp.

Din literatura de specialitate si din cea de brevete, este cunoscut faptul ca formele
colagenice apartinand tipurilor |, Il si [ll sunt admise si utile in aplicatii biomedicale, farmace-
utice si cosmetice [Lee C. H., Singla A., Lee Y - Biomedical applications of collagen -
International Journal of Pharmaceutics, 221 (1-2), 2001, pp. 1-22], cu conditia respectarii
restrictiilor privind caracteristicile sursei tisulare [Minimising the risk of transmitting animal
spongiform encephalopathy agents via human and veterinary medical products -
European Pharmacopoeia, 5th edition (publicata in 15 lunie 2004, valida din 1 ianuarie
2005), capitolul 5.2.8, p. 463-471] si a reducerii drastice a potentialului imunogenic [Knapp
T. R, Luck E., Daniels J. R., Behaviour of solubilized collaen as bioimplant - Journal
of Surgical Research, 23 (2), 1977, pp. 96-105]. La ora actuala, pentru obtinerea de solutii
coloidale ale speciilor colagenice biologic active, se practica doua clase de procedee de
extractie din surse tisulare: (i) solubilizarea fractiei de colagen nereticulat, prezenta in tesu-
turile conjunctive sadnatoase ori afectate de latirism indus pe cale chimica, respectiv (ii) solu-
bilizarea hidrolitica protejatd a colagenului fibrilar din structurile de agregare supra-
moleculara, consolidate prin punti de reticulare covalente. Prima clasa de procedee implica
utilizarea unor volume ridicate de solutii ale unor electroliti salini sau slab acizi si furnizeaza
forme colagenice intacte structural, asemanatoare tropocolagenului, dar asigura randamente
de extractie reduse [Chandrakasan G., Torchia D. A., Piez K. A. - Preparation of Intact
Monomeric Collagen from Rat Tail Tendon and Skin and the Structure of the
Nonhelical Ends in solution - The Journal of Biological Chemistry, 251 (19), 1976, p.
6062-6067], [Glimcher M. J., Seyer J., Brickley D. M. - The Solubilization of Collagen
and Protein-Polysaccharides from the Developing Cartilage of Lathyritic Chicks -
Biochemical Journal, 115, 1969, pp. 923-926]. De aceea, respectivele procedee nu sunt
fezabile decét la nivel de laborator. O varianta imbunatatitd prin prisma randamentelor de
extractie face apel la agenti liotropi neionici [Xiong X., Ghosh R., Hiller E., Derpper F.,
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Knapp B., Brunner H., Rupp S., A new procedure for rapid, high yield purifdication of
Typel collagen fortissue engineering, Process Biochemistry, 44, 2009, pp. 1200-1212],
darimpune lucrul cu concentratii ridicate ale acestora, fapt care creeaza probleme semnificative
la tratarea apelor uzate. Din acest motiv nici aceasta variantd nu este fezabila la nivel
(semi)industrial. Cea de-a doua clasa de procedee implica scindarea hidrolitica a puntilor de
reticulare intermoleculara, ori a tronsoanelor in care acestea suntlocalizate, conducand intot-
deaunala obtinerea de forme colagenice cvasi-native, de regula lipsite de telopeptide, numite
conventional atelocolagen. Macromoleculele de atelocolagen prezinté o relativa polidispersitate
a caracteristicilor compozitionale, structurale si morfologice, urmare a gradului variabil in care
edificiul macromolecular le este afectat in cursul tratamentelor de scindare hidrolitica. Atunci
cand formele atelocolagenice au abilitatea de a se renatura, adica de a reface si mentine
structura triplu-helicala pe intregul tronson central al macromoleculei, ele poseda un grad de
cvasi-nativitate suficient pentru a deveni utile in aplicatii biomedicale, farmaceutice i
cosmetice, precum siiningineria tisulara. Solubilizarea pe cale hidrolitica a macromoleculelor
de atelocolagen din agregatele supramoleculare fibrilare se poate realiza utilizdnd agenti
chimici energici, bazici si/sau reducatori [US 4592864/1986], [US 4983721/1991], ori enzime
proteolitice nespecifice colagenului [US 5316942/1994], [EP 1270672/2003]. Accelerarea si
extinderea amplorii proceselor hidrolitice se poate realiza prin energizare ultrasonica [Li D.,
Mu C,, Cai S, Lin W,, Ultrasonic irradiation in the enzymatic extraction of collagen -
Ultrasonics Sonoche-mistry, 16, 2009, pp. 605-609], astfel incat randamentele globale de
solubilizare pot fi crescute fara diminuarea semnificativa a capacitatii de renaturare a atelocola-
genului. Dezavantajul major al procedeelor de obtinere a atelocolagenului prin solubilizare
hidrolitica rezida in faptul ca, atunci cand sunt aplicate la nivel (semi)industrial, ofera randa-
mente deosebit de scazute in forme biologic active, iar in plus, conduc la o polidispersitate
ridicatd a caracteristicilor macromoleculare ale atelocolagenului. Drept consecintd, in vederea
separarii eficiente si a purificarii avansate a formelor de atelocolagen biologic active, trebuie
sa se porneasca de la volume mari de solutii coloidale astfel obtinute, fapt care diminueaza
sever randamentele economice ale respectivelor procese.

O serie de tehnici si metode speciale pentru pregatirea surselor tisulare [Maier S. S.,
Maier V., Buciscanu |, Pruneanu M., Prelucrarea preliminara a surselor colagenice in
vederea extractiei colagenului minimal denaturat, Revista Medico-Chirurgicala a
Societatii de Medici si Naturalisti din lagi, 111 (2), 2007, pp. 544-548] si pentru izolarea
[EP 1637037/2006; US 7498412/2009], solubilizarea [Etherington D. J. - The dissolution
of insoluble bovine collagens by cathepsin B1, collagenolytic cathepsin and pepsin.
The influence of collagen type, age and chemical purity on susceptibility - Connective
Tissue Research, 5 (3), 1977, pp. 135-145], extragerea si purificarea [RO 123256/2011]
atelocolagenului sunt descrise in literatura stiintifica ori de brevete. Respectivele tehnici si
metode vizeaza preponderent colagenul dermic, urmaresc obtinerea de forme solide decelu-
larizate, recurg la agenti chimici agresivi ori costisitori, sau implica un numar mare de specii
chimice adjuvante, ceea ce impune operatii speciale de izolare si purificare. De asemenea,
ele fie sunt slab selective, fie includ serii lungi de operatii, fapt ce conduce la randamente
satisfacatoare doar la scard mica de procesare, in general la nivel de laborator.

Problema pe care o rezolva inventia este legata de obtinerea, in conditii de lucru la
nivel (semi)industrial, a unor solutii coloidale concentrate de atelocolagen biologic activ, care
pot fi usor purificate, astfel incat randamentele chimice de ansamblu ale proceselor de
extractie si purificare se apropie de cele atinse la nivel de laborator, iar randamentele
economice de ansamblu sunt net superioare celor asigurate de alte procedee de extractie
prin solubilizarea hidrolitica a atelocolagenului.
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In principiu, procedeul pentru extractia si purificarea atelocolagenului biologic activ
pornind de la tendoane de bovine sau de pasari, procedeu care face obiectul prezentei
inventii, implica parcurgerea urmatoarelor etape (acolo unde nu se specifica in mod expres,
operatiile se efectueaza la temperatura ambientald, care nu va depasi insa plaja 15+25°C):

i - prelevarea sursei tisulare de colagen matur, reprezentata de tendoanele calcaiului
bovinelor tinere sau de tendonul flexor al degetelor piciorului de gaina;

ii - formarea de loturi cu mase egale, care vor parcurge apoi in paralel operatiile de
preprocesare, solubilizare hidrolitica si purificare;

iii - tratarea loturilor cu agenti de sterilizare generala, in vederea stoparii activitatii
microorganismelor prezente in esantioanele de tesut, utilizand antibiotice si/sau azida de
sodiu;

iv - congelarea in vederea stocarii, realizata prin imersarea in amestec crioprotector,
urmata de subracire la - 20°C, sau mai jos;

v - decongelarea in vederea procesarii, prin imersare in solutie apoasa tamponata
in plaja neutra sau slab alcaling;

vi - deshidratarea superficiald controlaté I, in vederea inlesnirii curatarii fasciilor
epitendonare, prin mentinere in amestec de saruri solide, la rece, timp de 3+5 h;

vii - indepartarea mecanica a fasciilor epitendonare, prin periere energica utilizand
perii rotative cu fire din material plastic;

viii - spalarea cu solutie alcoolica 20%, in vederea indepartarii aderentelor si a
eventualelor materii grase;

ix - strivirea mecanica prin trecerea printre tamburi metalici, in vederea labilizarii
fasciculelor colagenice retinute in tecile epi- i endo-tenoanelor,

X - maturarea in stare strivita, la rece, in vederea relaxarii mecanice a tesutului;

xi - destructurarea mecanica prin periere, utilizadnd perii rotative cu fire din otel
inoxidabil, soldata cu eliberarea fizica a fasciculelor de tendon;

xii - spalarea cu solutie alcoolica 20%, in vederea indepartarii impuritatilor si a
portiunilor excesiv franjurate;

xiii - deshidratarea superficiala controlata Il, in vederea inlesnirii defibrarii chimice a
fasciculelor de fibre colagenice ale tendonului, realizata prin mentinere in solutie de alcool
etilic, si tensioactiv neionogen biotolerabil;

xiv - rehidratarea prin gsocuri succesive hiper- si hipo-tone, in vederea initierii defibrarii
chimice si a solubilizarii componentelor necolagenice, prin tratamente repetate in solutie
salind urmate de spalare abundenta in solutie de inhibitori enzimatici si antibiotice;

xv - solubilizarea proteinelor nestructurate si a colagenului denaturat, prin hidroliza
enzimatica utilizand o proteaza nespecifica;

xvi - eliminarea debriurilor celulare si tisulare, prin tratament oxidant in mediu puternic
acid si in prezenta tensioactivilor neionogeni nondenaturantj;

xvii - defibrarea fizico-chimica prin relaxare tisulara sub salturi succesive de pH,
realizata prin tratarea fasciculelor de tendon, alternant, in solutii tampon cu pH-uri slab
alcaline si slab acide, situate in plaja pH-ului izoelectric al colagenului;

xviii - eliminarea glicoz-amino-glicanilor prin tratament enzimatic, utilizand
condroitinaza ABC (EC 4.2.2.4, extrasa din Proteus vulgaris);

xix - umflarea acida a fasciculelor de tendon, in vederea suprahidratarii si a
expandarii maxim posibile a structurilor colagenice fibrilare, pentru pregatirea solubilizarii
rapide si eficiente a colagenului;

xx - obtinerea atelocolagenului prin solubilizare enzimaticd utilizdnd o proteaza
nespecifica, de tipul pepsinei, papainei sau pronazei, apta a scinda telopeptidele la nivelul
carora se regasesc puntile covalente de reticulare intermoleculara in colagenul matur;

4
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XXi - separarea avansata a atelocolagenului astfel obtinut, prin tehnici de precipitare
selectiva, urmata de resuspendari si reprecipitari in conditii diferite, pana laizolarea fractiilor
biologic active, de interes;

xxii - purificarea avansata prin microfibrilare controlata, in vederea separarii efective
a fractiilor atelocolagenice capabile de restructurare;

xxiii - resolubilizarea atelocolagenului microfibrilat, pentru generarea de solutii
coloidale cu caracteristicile impuse de gama de aplicatii vizata;

xxiv - conditionarea biochimica finala a solutiei coloidale de atelocolagen biologic
activ, in vederea stocarii si/sau a pregatirii pentru utilizare in sferele ingineriei tisulare,
biomedicala, farmaceuticii ori cosmeticii.

Conform prezentei inventii, stabilirea concentratiei de forme biologic active in solutia
atelocolagenica purificata, se realizeaza prin evaluarea abilitatii de reconstituire a edificiilor
microfibrilare, precum si prin determinarea cantitativa a fractiei de atelocolagen triplu-helical,
apeland la tehnica legarii colorantilor afini pentru colagenul nativ.

Formele de atelocolagen biologic activ, obtinute conform descrierii din prezenta
inventie, isi mentin neschimbate caracteristicile timp de cel putin un an, daca sunt stocate
la4+8°C, in conditii sterile, la intuneric si in absenta vibratiilor ori socurilor mecanice intense.

Prezenta inventie descrie un procedeu pentru extractia si purificarea atelocolagenului
biologic activ, aplicabil tendoanelor mamiferelor tinere, ce consta in parcurgerea succesiva
a urmatoarelor sase etape: (i) preprocesarea tendoanelor, ca surse tisulare de colagen, (ii)
defibrarea avansata a tendoanelor anterior destructurate mecanic si decapate enzimatic si
chimic, (iii) solubilizarea enzimatica a atelocolagenului biologic activ, (iv) purificarea primara
a atelocolagenului biologic activ, (v) purificarea avansata a atelocolagenului biologic activ,
(vi) conditionarea finala a formelor de atelocolagen biologic activ, functie de aplicatia vizata,
caracterizat prin aceea ca:

- preprocesarea tendoanelor se realizeaza in urmatoarea succesiune: destructurare
mecanica, deshidratare controlata, rehidratare prin socuri succesive hiper- si hipo-tone,
decaparea enzimatica a fasciculelor de fibre colagenice prin hidroliza proteinelor nefibrilare
si aformelor denaturate, decaparea chimica a fasciculelor de fibre colagenice prin eliminarea
debriurilor celulare si a speciilor biochimice mic-moleculare, in mediu acid oxidant si in
prezenta tensioactivilor,

- defibrarea avansata a tendoanelor se realizeaza pe cale fizico-chimica, prin salturi
succesive de pH in raport cu pH-ul izoelectric al colagenului nativ, pentru a rupe legaturile
de hidrogen inalt ordonate din structura fibrelor colagenice;

- purificarea avansata a atelocolagenului biologic activ se realizeaza prin microfibri-
lare, proces care selecteaza doar macromoleculele de atelocolagen intacte si capabile de
agregare supramoleculara ordonata, separandu-le de formele denaturate ori afectate de
hidroliza la nivelul domeniului triplu helical.

Procedeul de obtinere a atelocolagenului biologic activ, conform prezentei inventii,
prezintd urmatoarele avantaje:

- asigura concentratii ale formelor atelocolagenice biologic active, triplu-helicale, de
peste 92% in solutia final&; valorile medii obtinute uzual sunt de 95 £ 2,2%;

- asigura randamente masice de peste 21%, calculate raportand substanta proteica
a solutiei finale la substanta proteica a sursei colagenice (tendonul de la care se porneste);
valorile medii uzuale ale randamentului masic pentru procedeul descris sunt de 24 + 1,8%;

- asigura eliminarea fractiilor proteice necolagenice, polizaharidice silipidice prezente
in tesutul de start;
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- asigura eliminarea efectelor cito-toxice ale componentelor solutiei finale, facand-o
apta utilizarilor in ingineria tisulara si in medicina regenerativa;

- asigura eliminarea efectelor imunogene, patogene si inflamatorii ale solutiei finale,
facand-o apta utilizarilor biomedicale;

- asigura mentinerea caracteristicilor formelor atelocolagenice triplu-helicale cvasi-
native pe o durata de cel putin un an, in conditii adecvate de stocare.

Exemple de aplicare a procedeului descris in inventie

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

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

- parametrii de operare (timpi, temperaturi, pH-uri, regimuri hidrodinamice ale agitarii,
conditii de precipitare, centrifugare, filtrare/diafiltrare, rapoartele de amestecare, modul de
maturare, regimurile de termostatare);

- ordinea, cadenta, repetarea proceselor si operatiilor din fluxul de procesare.

Toate elementele enumerate admit variatii ce tin de preprocesarea surselor
colagenice, de seriile de specii chimice utilizate (similare actiunii, rolului si eficacitatii in
raport cu cele incluse in descrierile exemplificative) si de plajele uzuale de lucru.

Exemplele vizeaza procesarea la nivel semi-industrial si industrial a tendoanelor
calcaiului mamiferelor tinere, in special al bovinelor sau cabalinelor tinere (cel putin 2 luni,
pentru a avea dimensiunile minime necesare prelucrarii $i cel mult 18 luni, pentru a avea un
continut redus de proteine necolagenice si de structuri morfologice rezistente la hidroliza).
Se preferatendoanele tendo calcaneus communis, tendo tricipitis surae, tendo peronei tertii,
tendo flexoris digitorum supefficialis, tendo flexoris digitorum lungus. Se evita utilizarea
tendoanelor puternic dezvoltate, data fiind fractia ridicata a structurilor morfologice de tipul
epi- si endo-tenoanelor. Pentru asigurarea fezabilitatii proceséarii la nivel semiindustrial,
loturile medii sunt de 20+80 kg per sarja, functie de dimensiunile medii ale tendoanelor
prelevate. Pentru lucrul la nivel pilot, loturile medii vor reprezenta a cincea parte, iar pentru
lucrul la nivel de laborator, acestea vor reprezenta a optzecea parte.

Exemplul 1. Obtinerea solutiilor coloidale de atelocolagen tip I, biologic activ.

Exemplul 1.1. Fluxul operatiilor de preprocesare a tendoanelor.

Se porneste de la tendoane de mamifer tanar, avand masa totala, dupa prelevare,
de circa 4 kg, impartite in loturi de cate 0,5 kg, in vederea preprocesarii. Acestea se supun
spalarii cu flotd de 400% solutie de sare industriala cu concentratia de 5 g/L, la 16+25°C, timp
de 30+60 min, prin agitare in butoi tdbacaresc din otel inoxidabil. Dacé se prevede stocarea
tendoanelor prelevate, intr-o noua flota salina cu aceleasi caracteristici, se adauga 0,3 g/L
Na,EDTA, 10000 IU/L Penicilina G, 100 mg/L Streptomicina si 0,25 mg/L Amfotericinad B
complex cu polivinilpirolidonad, iar tratamentul se prelungestela6 h, sub agitare. Dupa scurge-
rea flotei, tendoanele, depuse pe gratare din otel inoxidabil, se zvanta prin suflare cu aer rece,
filtrat. In vederea stocarii prin congelare, loturile de tendoane se inchid sub vid, in pungi din
polietilena, alaturi de 100% v/m amestec crioprotector ce contine apa : glicerina: alcool etilic
inrapoartele 50 : 30 : 20, urmand a fi subrécite la - 20°C. In stare congelata, tendoanele astfel
procesate se pot stoca 3 pana la 6 luni. in vederea decongelérii, loturile de tendoane se
imerseaza in solutie de 7 g/L acetat de amoniu si se mentin la 4°C, timp de 36+48 h, dupa
care se clatesc de trei ori cu 400% apa deionizat3, iar apoi se zvanta, depuse fiind pe gratare
din otel inoxidabil, prin suflare cu aer rece, filtrat.

Tendoanele zvantate se curatd de portiunile inutile ale capetelor si se presara
abundent cu un amestec solid de 30% NaCl, 60% Na,SO, si 10% acetat de amoniu,
mentinandu-se apoila 4°C, timp de 3+5 h. in continuare, fasciile superficiale ale tendoanelor
se indeparteaza prin periere cu perii rotative avand fire semirigide din material plastic.

6
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Tendoanele curatate se spala apoi in 400% flota de 20% alcool etilic, prin agitare timp de
30+45 min. Flota alcoolica se recupereaza si se filtreaza, in vederea utilizarii in operatia
ulterioara. Tendoanele curatate se supun strivirii intre valturi metalice din otel inoxidabil, sub
jet de flota alcoolica recuperata, cu recircularea acesteia din urma. Tendoanele astfel strivite
se mentin 16+36 h, la 4°C, acoperite cu folie din polietilena, iar apoi se zvanta prin suflare
cu aerrece, filtrat. Tendoanele zvantate se destructureaza individual, prin periere energica,
utilizand perii rotative cu fire din otel inoxidabil, sub jet intens de apa racita la 2+5°C.
Fasciculele rezultate in urma destructurarii se spala abundent cu apa deionizat3, pe site din
otel inoxidabil, iar apoi se preseaza, se cantaresc si se suspenda in 600% flota de 20%
alcool etilic, mentinandu-se sub agitare lenta, la4°C, timp de 3+6 h. In continuare, suspensia
se decanteaza, se filtreaza pe site din otel inoxidabil, iar fractia retinuta se spala pe sita
utilizand flota alcoolica recuperata, care, anterior, a fost filtrata peste filtre ceramice cu pori
avand diametrul echivalent de 200 microni. Aceeasi solutie alcoolica se recupereazadin nou,
se filtreaza in aceleasi conditii, i se ajusteaza volumul la 600% cu solutie alcoolica de 20%,
i se adauga 1% Triton X 100 si 0,8% Na,EDTA si apoi in ea se introduc fasciculele
destructurate din tendon, suspensia mentinandu-se sub agitare moderata, timp de 3+9 h, la
temperatura ambientala.

Exemplul 1.2. Fluxul operatiilor de defibrare fizico-chimica.

Suspensia obtinuta la finalul fluxului prezentat in exemplul 1.1 se decanteaz3, se
centrifugheazg, iar apoi fractiei solide i se aplica socuri hiper- si hipo-tone, prin repetarea de
trei ori, sub agitare moderata, a tratamentului in 600% solutie salina ce contine 10% NaCl,
10% Na,SO,, 6% acetat de amoniu, urmat de spalare abundenta pe site din otel inoxidabil
si agitare moderata in 600% solutie de inhibitori enzimatici (4,5 g/L Na,EDTA (CAS 8013-51-2),
12 g/L acid 6-amino-hexanoic (CAS 60-32-2), 0,6 g/L benzamidina (CAS618-39-3) si 1,25 g/L
N-etil-maleimida (CAS 128-53-0) si antibiotice (10000 IU/L Penicilina G sare de sodiu (CAS
69-57-8), 12000 |U/L Streptomicina sulfat (CAS 3810-74-0)); ambele tratamente se intind pe
durata a cate 12 h, la temperaturi de 2+8°C. La final, fasciculele destructurate se spala
abundent pe filtru, cu jet de apa deionizata ce se incalzeste progresiv, pana la 37°C.

in continuare, fasciculele destructurare se supun labilizarii si curétarii enzimatice intr-o
flota de 600%, anterior preparata, ce contine 0,05+0,15% m/v tripsin&, 4% NaHCO, $i 0,2%
Na,EDTA, incalzitd la 32+35°C. Tratamentul dureaza 60+90 min, sub agitare eficienta si este
urmat de o spalare abundenta pe filtru, pe durata a 15+30 min, utilizand apa deionizata slab
acidulata lapH 5, incalzita la 35+38°C. Solutia slab acida se poate recircula. Lafinal, fasciculele
destructurate se zvanta pe filtru ceramic, sub vid moderat.

in vederea eliminarii debriurilor celulare, fasciculele de tendon se suspenda intr-o
flota de 600% ce contine 1,5% acid peracetic si 2% Triton X 100, agitindu-se moderat, la
32+35°C, timp de 4 h. La final, fasciculele de tendon se aduc la pH neutru, prin spalare
abundenta pe filtru ceramic, urmata de agitare in flotd de 400% tampon fosfat, la pH 7,8,
timp de 1 h.

In continuare, fasciculele de tendon se supun defibrarii chimice sub salturi succesive
de pH, agitandu-le lent, alternant, cate 3+8 h, in 400% solutie tampon fosfat cu pH 7,8 si apoi
in 400% solutie tampon citrat cu pH 3,4, intercaland clatiri eficiente cu apa deionizata. Se
aplica 3+9 astfel de salturi de pH, ultimul efectuandu-se in tampon fosfat. Dupa o clatire
abundentd cu apa deionizaté rece, fasciculele de tendon se mentin static in 600% apa
deionizata, timp de 16+24 h, la temperatura de 4+10°C.

Pentru eliminarea glicoz-amino-glicanilor, fasciculele de tendon se introduc in 600%
flotd de 8+24 g/L acetat de amoniu, cu pH-ul corectatla 7,3+8,0. Temperatura flotei se aduce
lentla 32+35°C, iar apoi se adauga 60+120 |U/L condroitinazad ABC. Tratamentul se conduce

7

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 126403 B1

pe durata a 3+6 h, sub agitare eficientd, urmarind mentinerea constanta a valorii pH-ului
flotei. La final, pentru inhibarea enzimei, in flota de tratare se adauga 0,2+0,5 g/L ZnCl,-2
H,O, continuénd agitarea inca o ora, dupa care fasciculele de tendon se clatesc abundent,
cu 600% apa deionizata rece, timp de 1 h, schimband flota de minimum patru ori in acest
interval de timp. Din ultima flota de clatire, fasciculele de tendon se decanteaza si apoi se
zvanta pe filtru ceramic, sub vid moderat.

Exemplul 1.3. Fluxul operatiilor de solubilizare a atelocolagenului biologic activ.

Fasciculele de colagen avansat defibrate, rezultate la finalul fluxului prezentat in
exemplul 1.2, se suspenda in 1000% solutie 0,01 M acid clorhidric chimic pur si se mentin
sub agitare eficienta, la 4°C, pe durata a 48+72 h, cu eventuale corectii ale pH-ului la
valoarea 2,0, prin adaos de solutie 1 M acid clorhidric chimic pur. La fiecare 12 h, suspensia
vascoasa ce rezultd se supune laminarii prin trecere repetata peste site din fir de otel
inoxidabil cu ochiuri de 1,5 x 1,5 mm, urmata de filtrare repetata prin filtre ceramice cu pori
avand diametrul mediu de 200 microni. Filtratul acid se colecteaza succesiv si se retine, iar
fractiile gonflate se introduc intr-o noua flot& acida, cu aceleasi caracteristici. Reziduul ramas
dupa ultimul tratament gonflant se indeparteaza.

Filtratele acide reunite, ce contin forme colagenice si debriuri tisulare cu dimensiuni
coloidale, se supun tratamentului enzimatic in vederea obtinerii atelocolagenului. in acest
sens, filtratul acid se termostateaza la temperaturi intre 20 si 35°C, sub agitare lenta, i se
adauga 0,01% azida de sodiu, iar apoi se dozeza, in fir subtire, sub agitare continua, o solutie
de 1+2,5 g/L pepsina, intr-un volum care s& asigure, la final, o concentratie de 6+18% pepsina
activa in flota de solubilizare. Tratamentul enzimatic se conduce, in conditii de termostatare
si agitare eficientd, timp de 6+36 h, functie de temperaturade lucru. La final, flota se lamineaza
prin trecere repetata peste site din fir de otel inoxidabil cu ochiuri de 1,5 x 1,5 mm, apoi se
filtreaza repetat prin filtre ceramice cu pori avand diametrul mediu de 200 microni. Solutiei
coloidale rezultate in urma filtrarii i se adauga, sub agitare eficientad, 50 g/L NaCl sub forma
solida si 6 g/L tris(hidroximetil)-aminometan (CAS 77-86-1), apoi se termostateazala 4+10°C
si se aduce la pH 7,5 prin neutralizare lenta cu solutie 4 M NaOH. Dupa stabilizarea pH-ului,
sistemul coloidal format se mentine static, la 4+10°C, timp de 4+12 h, pentru precipitarea
pepsinei si pentru separarea fractiilor proteice supraagregate. La final, sistemul coloidal se
decanteaz3, retindnd supernatantul, iar suspensia sefiltreaza, in cascada, peste filtre ceramice
cu pori avand diametrul echivalent de 200, 100 si 30 microni, retinand filtratul. Supernatantului
anterior separat i se aplica aceeasi filtrare in cascada, iar apoi cele doua filtrate se reunesc
si se supun centrifugarii la 7000 g, indepartand sedimentul.

Exemplul 1.4. Fluxul operatiilor de purificare primard a atelocolagenului biologic
activ.

Supernatantul rezultat la finalul fluxului prezentat in exemplul 1.3 se termostateaza
la 4+6°C, se aduce la pH 2,5, utilizand solutie 20% HCI in apa deionizata, iar apoi i se
adauga, sub agitare eficientd, 70 g/L NaCl sub forma solida. Suspensia formata in urma
solubilizarii sarii se supune maturarii, la 4+6°C, timp de 6+18 h, iar apoi se centrifugheaza
la 7000 g, indepartand sedimentul. Supernatantul se aduce la pH 7,5 utilizand solutie 20%
NaOH si apoi i se adaugd, sub agitare eficientd, alte 30 g/L NaCl sub forma solida.
Suspensia formata se matureaza si se centrifugheaza in aceleasi conditji, retinand atat
sedimentul, cét si supernatantul. Din sediment se poate recupera atelocolagenul de tip Ill.
in supernatant se adauga, sub agitare eficienta, alte 45 g/L NaCl sub forma solida, iar sus-
pensia formata se matureaza si se centrifugheaza in aceleasi conditii, retindnd sedimentul.
in vederea izolarii atelocolagenului de tip |, sedimentul se suspenda si se dizolva in 1000%
solutie 0,1 M NaOH si 0,1 M Na,EDTA, termostataté la 4+6°C, mentinand sub agitare solutia

8



RO 126403 B1

coloidala formata, timp de 60+180 min. La final, solutia termostatata se acidifiaza lent, pana
la pH 2,5, adaugand in picaturi solutie 0,5+1,0 M HCI. in aceleasi conditii de termostatare,
in solutia acida se adauga o solutie saturata de NaCl, intr-un volum egal cu o treime din cel
al solutiei acide. Precipitatul format se supune maturarii timp de 6+12 h la temperaturi de
10+15°C, in conditii statice, iar apoi se separa prin centrifugare la 7000 g, retinand
sedimentul. Acesta din urma se resuspenda in 1000% solutie 0,01 M HCI, preparata utilizand
apa deionizata libera de pirogeni, termostatata la 4+10°C. Dupa completa solubilizare a
atelocolagenului, solutia coloidald obtinuta se filtreaza peste filtre sterile cu diametrul
echivalent al porilor de 30 microni, iar apoi se supune diafiltrarii prin membrane cu limita de
trecere de 100 kDa, asigurand schimbarea a 5+9 volume de solutie 0,01 M HCI, preparata
utilizand apa deionizata libera de pirogeni, racita la 4+10°C. La final, solutia coloidala de
atelocolagen biologic activ se supune maturarii statice, timp de 24+36 h, la 4+10°C, in
conditii sterile. Dupa maturare, din solutia coloidala se preleva probe in vederea stabilirii
concentratiei in atelocolagen si a fractiei de atelocolagen cvasi-nativ, prin determinarea
azotului total si, respectiv, pe cale polarimetrica sau fotocolorimetrica, in acest din urma caz
utilizand kitul SIRCOL®. in functie de concentratia efectiva in atelocolagen biologic activ,
solutia purificatad se aduce la un continut de 1,2+1,6 g/L atelocolagen cvasi-nativ, prin diluare
cu solutie 0,01 M HCI, preparata utilizadnd apa deionizata libera de pirogeni si racita la
4+10°C. La concentratiile specificate, solutiile astfel obtinute se pot stoca, in conditii sterile,
la 4+8°C, timp de cel putin un an. Daca stocarea se realizeaza in vase cu volume mari, de
peste 50 de litri, pe durate mai lungi decat un an, la fiecare patru luni depasire, se reco-
manda o repurificare efectuata conform descrierilor din exemplul 2.

Exemplul 2. Purificarea prin microfibrilare a atelocolagenului biologic activ.

invederea purificarii avansate a solutiilor coloidale de atelocolagentip |, biologic activ
sau pentru repurificarea acestora dupa perioade de stocare ce depasesc un an, cu mai mult
decat patru luni, volumul de solutie avut in vedere se imparte mai intéi in portii de 5+50 L,
pentru a permite controlul precis al parametrilor de lucru. Apoi, solutia coloidala ce urmeaza
a fi purificaté avansat se termostateaza la 5 + 1°C. In continuare, prin diafiltrare, aciditatea
solutiei se neutralizeaza lent, prin schimbarea progresiva a mediului de dispersie (care initial
este solutia 0,01 M HCI) cu solutii ale aceluiagi acid avand insa pH-ul crescut cu cate o
unitate la fiecare volum schimbat prin diafiltrare. Solutiile utilizate se termostateaza si ele la
5 + 1°C. Dupa ce se atinge valoarea 5 a pH-ului, mediul de dispersie se schimba, prin
diafiltrare cu tampon fosfat (1/15 M Na,HPO, si 1/15 M KH,PO,) avand pH-ul de 7,6 £ 0,2
unitati si tariaionica de 0,183 M. {n ultimul volum de tampon, taria ionica se ridicd 1a 0,983 M,
prin adaos de solutie 330 g/L NaCl intr-un volum care asigura o concentratie de 0,8 M NaCl
in solutia tampon. Solutia coloidala de atelocolagen astfel conditionata chimic se supune, in
conditii statice, incalzirii lente, cu o panta de 0,01+1°C/min, functie de volumul luat in lucru,
pana la 30 + 2°C, urmarind formarea flocoanelor de atelocolagen microfibrilar reconstituit.
Dupa atingerea temperaturii prescrise, sistemul coloidal se mentine spre maturare static3,
sub termostatare, timp de 2+8 h. La final, temperatura suspensiei se reduce lent, cu aceeasi
panta de 0,01+1°C/min, pana la 10 £ 1°C. La aceasta temperatura atelocolagenul micro-
fibrilat se separa prin centrifugare la 7000 g, retinand sedimentul. Acesta din urma se spala
apoi, in centrifugd, cu solutie de tampon fosfat ce are pH-ul de 7,6 + 0,2 unitati i taria ionica
de 1,43, similara celei anterior folosita, utilizand un volum egal cu cel al solutiei coloidale de
atelocolagen initial luaté in lucru. La final, sedimentul se ampasteaza si se resuspenda in
solutie 0,01 M HCI chimic pur, preparata utilizdnd apa demineralizata si libera de pirogeni,
asigurandu-se atingerea unui volum egal cu cel al solutiei coloidale de atelocolagen initial
luatd in lucru. Dupa completa solubilizare a atelocolagenului purificat, solutia coloidala
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obtinuta se filtreaza peste filtre sterile cu diametrul echivalent al porilor de 30 microni, iar apoi
se supune diafiltrarii prin membrane cu limita de trecere de 100 kDa, asigurand schimbarea
a 5+9 volume de solutie 0,01 M HCI, preparata utilizadnd apa deionizata libera de pirogeni,
racita la 4+10°C si sterilizata prin ultrafiltrare.

Exemplul 3. Conditionarea finald a formelor de atelocolagen biologic activ.

Functie de gama de aplicatii intrevazuta pentru atelocolagenul biologic activ, solutiile
coloidale purificate, obtinute conform descrierilor din exemplul 2, sau forme derivate din
acestea, se supun conditionarii chimice si biochimice.

Exemplul 3.1. Conditionarea in vederea utilizarii in cosmetica.

Vizeaza pregatirea atelocolagenului biologic activ in vederea includerii sale in hidro-
geluri sau creme emoliente, sub forma dispersata sau incapsulata in lipozomi. in acest sens,
se porneste de la o forma atelocolagenicé derivata din solutiile coloidale obtinute conform
descrierilor din exemplul 2, respectiv, o pasta cu inalt continut de apa. Aceasta se prepara
prin microfibrilarea atelocolagenului biologic activ, urmand indicatiile din exemplul 2, pana
la spalarea sedimentului in centrifugd, cu solutie de tampon fosfat ce are pH-ul de 7,6 £ 0,2
unitati si taria ionica de 1,43. in continuare, sedimentul se separé, se depune in tavi scunde
din polipropilend, anterior sterilizate, iar apoi se supune, in conditii sterile, vibrarii cu
frecventa de 30+150 Hz si amplitudinea de 0.1+0,5 mm, timp de 20+60 min, in vederea
eliminarii apei de imbibitie excesiva, care se indeparteaza continuu pe la un colt inclinat al
tavii. Pasta rezultatd se supune maturarii sub vid moderat, la 4+10°C, timp de 6+12 h, in
conditii sterile. Apoi, pasta se cantareste si i se determina continutul de substanta uscata,
dupa care se introduce intr-un malaxor steril si termostatat la 4+10°C, in care s-a dozat
6+18% glicerina pura, raportat la masa de pastd umeda. Dupa o malaxare preliminara, in
pasta omogenizaté se dozeaza un amestec anterior preparat ce contine: 50+80% glicerina
purd, 4+12% propilenglicol izostearat (CAS 32057-15-1), 9+18% propilenglicol dioleat (CAS
105-62-4), 10+25% decil-metil-sulfoxid (CAS 3079-28-5) si 1,5+5% 2-brom-2-nitropropan-
1,3-diol (CAS 52-51-7), amestec in care cantitatile s-au calculat prin raportare la substanta
uscatd a pastei luata in lucru. Se aplica apoi o malaxare eficienta, in conditii de termostatare
la 10+15°C, timp de 45+120 min, indepartand apa care se separa. Pasta rezultata se
ultrasoneaza sub termostatare eficienta, timp de 10+30 min, la 22 kHz si o putere ultrasonora
de 350 W, indepartand si de aceasta data apa care se separa. La final, pasta se supune
maturarii sub vid moderat, la 4+10°C, timp de 6+12 h, in conditii sterile. Produsul rezultat se
impacheteaza, sub vid, in pungi din polietilena de inaltad densitate, sterilizate anterior prin
expunere la radiatie ultravioleta germicida (200+280 nm, 200 W), timp de 15+90 min. Pasta
se poate stoca, la temperaturi de 10+15°C, timp de 30+90 de zile, iar la temperaturi pozitive
de sub 5°C si in lipsa vibratiilor excesive, timp de cel putin un an.

Exemplul 3.2. Conditionarea in vederea utilizarii in ingineria tisulara.

Vizeaza pregéatirea solutiilor coloidale de atelocolagen biologic activ pentru generarea
de hidrogeluri si/sau de substraturi solide poroase, destinate obtinerii de medii pentru
cultivarea celulelor si liniilor celulare umane, specifice tesuturilor conjunctive. Se realizeaza
pornind de la solutiile coloidale obtinute conform descrierilor din exemplele 1.4 si 2, caroral li
se adauga, prin dializa sau prin diafiltrare, specii de interes biochimic in sprijinirea dezvoltarii
ex vivo a celulelor. Intr-o prima etap3, solutia coloidalad de atelocolagen biologic activ se
termostateaza la 5 + 1°C si apoi mediul de dispersie se schimba lent, prin diafiltrare, cu o
solutie de tampon HEPES avand pH-ul de 7,5 £ 0,3 unitati, in care s-au dozat cantitati de
agenti de conditionare echivalente cu 120+160 mM NaCl, 2,5+5,2 mM KCI, 3+9 mM glucoza,
30+120 mM acid ascorbic (CAS 50-81-7) $i 0,5+1,5 g/L hiclat de doxiciclina (CAS 24390-14-
5). Dupa o maturare de 6+18 h, la 4+10°C, in solutia coloidala se adauga, sub agitare lenta
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dar eficientd, cantitati de agenti de conditionare biochimica echivalente cu 0,5+1,5 g/L
hialuronat de sodiu (CAS 9067-32-7), 0,5+1,5 g/L condroitin sulfat (CAS 9007-28-7) si
0,1+1,0 g/L modulatori ai metabolismului celular, alesi din gama celor activi in raport cu
celulele sau liniile celulare ce urmeaza a fi cultivate. Toti agentii de conditionare se prepara
anterior, in conditii sterile, utilizand apa deionizata libera de pirogeni, la concentratiile maxim
posibile care le asiguré solubilitatea. In continuare, solutia coloidala se supune maturarii, prin
mentinere sub vid moderat (50+150 Pa), la 4+10°C, timp de 6+18 h, in conditii sterile. La
final, solutia coloidald se ambaleaza in recipiente din sticla, anterior sterilizate si clatite cu
apa deionizata sterild, liberd de pirogeni. Sub aceasta forma, solutile de atelocolagen
biologic activ se pot stoca timp de cel putin un an, la intuneric, in lipsa vibratiilor excesive i
la temperaturi de 4+8°C.
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Revendicari

1. Procedeu pentru extractia si purificarea atelocolagenului biologic activ, care se
aplica tendoanelor mamiferelor tinere si consta in parcurgerea succesiva a urmatoarelor
sase etape:

- preprocesarea tendoanelor, ca surse tisulare de colagen;

- defibrarea avansatd a tendoanelor anterior destructurate mecanic si decapate
enzimatic si chimic;

- solubilizarea enzimatica a atelocolagenului biologic activ;

- purificarea primara a atelocolagenului biologic activ;

- purificarea avansata a atelocolagenului biologic activ;

- conditionarea final& a formelor de atelocolagen biologic activ, in functie de aplicatia
vizata, caracterizat prin aceea ca:

- preprocesarea tendoanelor se realizeaza in urmatoarea succesiune: destructurare
mecanica, deshidratare controlatd, rehidratare prin socuri succesive hiper- si hipo-tone,
decaparea enzimatica a fasciculelor de fibre colagenice prin hidroliza proteinelor nefibrilare
si aformelor denaturate, decaparea chimica a fasciculelor de fibre colagenice prin eliminarea
debriurilor celulare si a speciilor biochimice mic-moleculare, in mediu acid oxidant si in
prezenta tensioactivilor,

- defibrarea avansata a tendoanelor se realizeaza pe cale fizico-chimica, prin salturi
succesive de pH in raport cu pH-ul izoelectric al colagenului nativ, pentru a rupe legaturile
de hidrogen inalt ordonate din structura fibrelor colagenice;

- purificarea avansata a atelocolagenului biologic activ se realizeaza prin microfibri-
lare, proces care selecteaza doar macromoleculele de atelocolagen intacte si capabile de
agregare supramoleculara ordonata, separandu-le de formele denaturate ori afectate de
hidroliza la nivelul domeniului triplu helical.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, in etapa de prepro-
cesare a tendoanelor, acestea se impart in loturi egale, apoi se spala in flote de saramura,
la temperatura ambientald, in prezenta unui agent de chelatare a ionilor grei $i a unui ames-
tec de antibiotice; tendoanele spalate se zvanta si se ambaleaza sub vid, in 100% v/m ames-
tec apa:glicerinad:alcool etilic in rapoartele 50:30:20; tendoanele astfel ambalate se conge-
leaza la - 20°C, timp de maximum 6 luni; in vederea continuarii prelucrarii, loturi variabile de
tendoane se decongeleaza prin imersare in solutii de 7 g/L acetat de amoniu, la 4°C, se
spala cu apa deionizatd, se zvanta, se presara abundent cu un amestec solid de 30% NacCl,
60% Na,SO,, si 10% acetat de amoniu, se curaté prin periere energica, se spala in 400%
flota de 20% alcool etilic, se strivesc intre valturi metalice din otel inoxidabil, se supun
maturarii la rece, iar apoi se destructureaza individual prin periere cu perii rotative cu fire din
otel inoxidabil, sub jet de apa rece; fasciculele destructurate ce rezulta se suspenda in 600%
flota de 20% alcool etilic, se separa si se spala pe filtre cu solutie 20% alcool etilic, iar apoi
se matureaza 3+9 h, la temperatura ambientald, in 600% flota de 20% alcool etilic in care
s-au dozat 1% Triton X 100 si 0,8% Na,EDTA.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ¢a, pentru defibrarea
chimica a fasciculelor de tendon anterior destructurate, acestea sunt supuse unor socuri succe-
sive, hiper- si hipo-tone, in flote de 600% solutie salind de 10% NaCl, 10% Na,SO,, si 6%
acetat de amoniu, respectiv, in flote apoase de 600%, in care s-au dozat agenti de chelatare
a ionilor grei, inhibitori ai activitatii enzimatice a proteazelor i un amestec de antibiotice;
ambele tratamente se intind pe durata a cate 12 h, la temperaturi de 2+8°C, fiind repetate
alternativ de cate trei ori; dupa o spalare eficientd, se continua cu 0 decapare enzimatica in
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flotd de 600% ce contine 0,05+0,15% m/v tripsing, 4% NaHCO, si 0,2% Na,EDTA, la 32+35°C,
timp de 60+90 min, urmata de inactivarea enzimei prin spalare abundenta, pe filtru, cu solutie
slab acida calda; in vederea eliminarii debriurilor celulare, fasciculele de tendon se suspenda
in600% flota ce contine 1,5% acid peracetic si 2% Triton X 100, sub agitare, la 32+35°C, timp
de 4 h; fasciculelor de tendon li se aplica apoi 3+9 tratamente succesive, in 400% tampon
fosfat cu pH 7,8 siin 400% tampon citrat cu pH 3,4, pe durata a cate 3+8 h, intercaland clatiri
eficiente; in continuare, din fasciculele de tendon se elimina glicoz-amino-glicanii, prin tratament
cu 60+120 |U/L condroitinaza ABC, in flotd de 600% in care s-au dozat mai intéi 8+24 g/L
acetat de amoniu, iar pH-ul s-areglatla 7,3+8,0; dupa 3+6 h, enzima este inhibata adaugand
0,2+0,5 g/L ZnCl,-2H,0 si apoi clatind abundent.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, pentru solubilizarea
atelocolagenului biologic activ, fasciculele de tendon defibrate chimic se aduc in flota de
1000% solutie 0,01 M HCI chimic pur si se supun umflarii timp de 48+72 de h, la 4°C; sus-
pensia vascoasa rezultata se supune laminarii i filtrarii, la fiecare 12 h, colectand filtratele
si retratand fractia retinut3; filtratele reunite se incalzesc la 20+35°C si li se adauga 0,01%
azida de sodiu si 1+2,5 g/L pepsina; dupa o agitare lentd pe durata a 6+36 h, solutia
coloidala rezultata se lamineaza si se filtreaza in mod repetat, iar apoi enzima se inactiveaza
dozédnd 50 g/L NaCl sub forma solida si 6 g/L tris(hidroximetil)-aminometan; dupa
termostatarea la 4+10°C, filtratul se aduce lentla pH 7,5, mentinandu-se spre maturare timp
de 4+12 h; in continuare, solutia coloidala rezultata se filtreaza, recirculand-o, in cascada,
prin filtre avand pori cu diametrul echivalent de 200, 100 si, respectiv, 30 microni; la final,
filtratul se centrifugheaza la 7000 g, indepartand sedimentul.

5. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, pentru purificarea
prin microfibrilare, solutia coloidala de atelocolagen biologic activ se termostateazala5+1°C,
apoi se neutralizeaza lent, prin diafiltrare, schimband mediul de dispersie cu tampon fosfat
avand pH-ul de 7,6 £ 0,2 si taria ionica de 0,183 M; in ultimul volum schimbat, taria ionica
se creste pana la 0,983 M, utilizand solutie saturatd de NaCl in apa deionizaté libera de
pirogeni; solutia coloidala se incalzeste apoilent panala 30 + 2°C si se matureaza, in aceste
conditii, timp de 2+8 h; apoi temperatura suspensiei formate se aduce lent panala10+1°C
si se supune centrifugarii, retinand sedimentul; acesta se spalain centrifuga cu tampon fosfat
cu pH-ul de 7,6 £ 0,2 unitati, iar apoi se resuspenda in solutie 0,01 M HCI chimic pur, dizolvat
in apa deionizata sterila, libera de pirogeni; solutia coloidala obtinuta se diafiltreaza in conditii
sterile peste membrane cu limita de trecere de 100 kDa, asigurand schimbarea a 5+9 volume
de solutie 0,01 M HCI.

6. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, pentru conditionarea
atelocolagenului biologic activ in vederea utilizarii sale in aplicatii cosmetice, acesta se
microfibrileaza urmand partial procedura din revendicarea 5, pana la obtinerea sedimentului
prin centrifugare; sedimentul se elibereazd apoi de excesul de apa de imbibitie, se
matureaza sub vid moderat, la 4+10°C, timp de 6+18 h, apoi i se adauga, prin malaxare la
rece, in conditii sterile, 6+18% glicerina pura si apoi un amestec ce contine 50+80% glicerina
pura, 4+12% propilenglicol izostearat, 9+18% propilenglicol dioleat, 10+25% decil-metil-
sulfoxid si 1,5+2,0% 2-brom-2-nitropropan-1,3-diol, amestec in care cantitatile s-au calculat
prin raportare la substanta uscata a pastei luata in lucru; dupa o malaxare eficientd, la
10+15°C, timp de 45+120 min, pasta rezultata se ultrasoneaza timp de 10+30 min, la 22 kHz
si la o putere ultrasonora de 350 W, la final, pasta se matureaza sub vid moderat, la rece,
timp de 6+12 h, in conditii sterile, dupa care se impacheteaza sub vid, de asemenea in
conditii sterile.
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7. Procedeu conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca, pentru conditionarea
atelocolagenului biologic activ, in vederea utilizarii sale in aplicatii ale ingineriei tisulare, solutia
coloidala obtinuta conform revendicarii 5 se termostateaza la 5 + 1°C si apoi se diafiltreaza
in vederea schimbarii mediului de dispersie cu o solutie de tampon HEPES avand pH-ul de
7,5 £ 0,3 unitati, in care s-au dozat 120+160 mM NacCl, 2,5+5,2 mM KCI, 3+9 mM glucoza,
30+120 mM acid ascorbic si 0,5+1,5 g/L hiclat de doxiciclind; dupa o maturare de 6+18 h,
la 4+10°C, in solutia coloidala se adauga, sub agitare lenta, 0,5+1,5 g/L hialuronat de sodiu,
0,5+1,5g/L condroitin sulfat si 0,1+1,0 g/L modulatori ai metabolismului celular; la final, solutia
coloidala se supune maturarii, sub vid moderat, la 4+10°C, timp de 6+18 h, in conditii sterile,
dupa care se ambaleaza in recipiente din sticla, anterior sterilizate.
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