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Prezenta invenţie se referă la un procedeu de obţinere a unor substraturi bionano-1

compozite hidratate cu componentă polipeptidică reticulată enzimatic, pentru creştere
celulară şi regenerare/modelare tisulară, într-o varietate de forme şi dimensiuni. Biocompo-3

zitele au faza organică pe bază de gelatină din piele din peşte de apă rece (GP), alginat de
calciu (AlgCa) şi fază minerală fosfo-calcică similară mineralului din ţesuturile dure.5

Dezvoltarea de noi substraturi pentru creşterea de celule şi regenerare/modelare
tisulară reprezintă o prioritate în domeniul biomaterialelor. Una dintre cele mai promiţătoare7

abordări, folosită şi în cadrul prezentei invenţii, constă în dezvoltarea unor substraturi inspi-
rate din caracteristicile compoziţionale, morfostructurale şi funcţionale ale matricei extra-9

celulare (MEC). MEC prezintă specificitate anatomo-fiziologică, şi constă într-o reţea hidra-
tată acelulară, complexă din punct de vedere compoziţional, în care sunt dispuse celule şi11

vase de sânge. În ţesuturile dure MEC este un material bifazic, bionanocompozit, a cărui
principală componentă organică este reprezentată de colagen. Proteoglicanii şi glicozamino-13

glicanii sunt, la rândul lor, constituenţi organici importanţi, cu rol în menţinerea apei în ţesut.
Faza minerală este reprezentată de cristale nanometrice de hidroxiapatită, formate pe fibrele15

de colagen. Colagenul este o proteină structurală intens investigată şi utilizată ca atare sau
în combinaţie cu alte componente, într-o gamă largă de aplicaţii biomedicale. Prin prelucra-17

rea soluţiilor de colagen se pot obţine geluri, filme, membrane şi acoperiri biofuncţionale,
exemple de procedee de obţinere fiind descrise în documentele: US 2012/0114763 A1,19

RO 122673 B1, US 2006/0199170 A1, RO 120820 B1. Utilizarea colagenului fibrilar în astfel
de produse este limitată de solubilitatea redusă a acestuia, concentraţia uzuală fiind mai21

mică de 4% (w/v), iar riscul de alterare structurală la sterilizare este crescut
(Parenteau-Bareil, R., Gauvin, R., & Berthod, F. (2010), Collagen-based biomaterials23

for tissue engineering applications, Materials (Basel)., 3(3), 1863-1887,
http://doi.org/10.3390/ma3031863). Gelatina păstrează avantajele compoziţionale ale25

colagenului, oferind posibilitatea de a creşte semnificativ conţinutul de proteină în diversele
tipuri de substraturi. În prezent se utilizează gelatina de origine bovină, porcină, recombi-27

nantă şi din piele de peşte. Avantajele utilizării gelatinei din piele de peşte (GP) în aplicaţii
biomedicale sunt evidenţiate recent deoarece oferă o soluţie unor constrângeri socio-cul-29

turale, şi elimină riscul de transmitere a unor boli precum encefalopatia spongiformă bovină,
datorită unei distanţe filogenetice mari şi absenţei unor patogeni comuni (Serafim, A.,31

Cecoltan, S., Lungu, A., Vasile, E., Iovu, H., & Stancu, I. C. (2015), Electrospun fish
gelatin fibrous scaffolds with improved bio-interactions due to carboxylated33

n a n o d i a m o n d  l o a d i n g ,  R S C  A d v . ,  5 ( 1 1 6 ) ,  9 5 4 6 7 - 9 5 4 7 7 ,
http://doi.org/10.1039/C5RA14361F).35

GP este utilizată pentru blocarea reacţiilor specifice de tip antigen-anticorp, avantajul
fiind lipsa reacţiilor încrucişate cu anticorpii de mamifere. În plus, gelifierea unor tipuri de GP,37

mai specific, gelatină din piele de peşte de apă rece, are loc la temperaturi reduse (sub 8/C),
permiţând o manipulare facilă la temperatura camerei a soluţiilor cu concentraţie mare39

(20...50%) (A. Serafim et al., 2015). Acest comportament reprezintă un avantaj de fabricare
important faţă de gelatinele mamifere ce necesită aport termic, şi a căror procesare este41

limitată la concentraţii mai mici (<20%). Solubilitatea gelatinelor în medii apoase, şi degrada-
rea prin mecanism enzimatic conduc la necesitatea fixării acestor substraturi prin reticulare,43

pentru anumite aplicaţii. Reticularea se poate realiza fizic, chimic sau enzimatic. Cele mai
utilizate metode chimice de reticulare a colagenului şi gelatinei se bazează pe: 1) reacţii între45

funcţiuni amină primară şi aldehide precum formaldehidă şi glutaraldehidă (Sung, H. W.,
Huang, D. M., Chang, W. H., Huang, R. N., & Hsu, J. C. (1999), Evaluation of gelatin47

hydrogel crosslinked with various crosslinking agents as bioadhesives: In vitro study,
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Journa l  o f  B iomed ica l  Ma te r ia ls  Research ,  46 (4 ) ,  520 -530 , 1

http://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4636 (19990915) 46:4 <520:AID-JBM10> 3.0.CO;2-9,
WO2009/109963 A1, WO2011/124640 A1), 2) reacţii cu carbodiimide (de exemplu, sistemul 3

EDC-NHS (EDC: 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimidă şi NHS: N-hidroxisuccinimidă))
(US 20120114763 A1, WO 2013/121429 A1) şi, mai recent, 3) prin fotopolimerizare cu 5

formare de reţea utilizând fotoiniţiatori, după modificarea în prealabil a proteinei prin introdu-
cerea de grupări polimerizabile C=C (Drăguşin, D.-M., Van Vlierberghe, S., Dubruel, P., 7

Dierick, M., Van Hoorebeke, L., Declercq, H. A., ... Stancu, I.-C. (2012), Novel
gelatin-PHEMA porous scaffolds for tissue engineering applications, Soft Matter,8(37), 9

9589, http://doi.org/10.1039/c2sm25536g; Hutson, C. B., Nichol, J. W., Aubin, H., Bae,
H., Yamanlar, S., Al-Haque, S., ... Khademhosseini, A. (2011), Synthesis and 11

characterization of tunable poly(ethylene glycol): gelatin methacrylate composite
hydrogels ,  T issue  Eng ineer ing .  Par t  A ,  77 (13-14) ,  1713-23 , 13

http://doi.org/10.1089/ten.TEA.2010.0666; Klotz, B. J„ Gawlitta, D., Rosenberg, A. J. W.
P., Malda, J., & Melchels, F. P. W. (2016), Gelatin-Methacryloyl Hydrogels: Towards 15

Biofabrication-Based Tissue Repair ,  Trends in Biotechnology,
http://doi.Org/10.1016/j.tibtech.2016.01.002; Loessner, D., Meinert, C, Kaemmerer, E., 17

Martine, L. C, Yue, K., Levett, P. A., ... Hutmacher, D. W. (2016), Functionalization,
preparation and use of cell-laden gelatin methacryloyl-based hydrogels as modular 19

t i ssue  cu l tu re  p la t fo rms ,  Na tu r e  P r o t o c o l s ,  1 1 ( 4 ) ,  7 2 7 - 4 6 ,
http://doi.org/10.1038/nprot.2016.037; Nichol, J. W., Koshy, S. T., Bae, H., Hwang, C. 21

M., Yamanlar, S., & Khademhosseini, A. (2010), Cell-laden microengineered gelatin
m e t h a c r y l a t e  h y d r o g e l s ,  B i o m a t e r i a l s ,  5 7 ( 2 1 ) ,  5 5 3 6 - 5 5 4 4 , 23

http://doi.Org/10.1016/j.biomaterials.2010.03.064; Serafim, A., Tucureanu, C, Petre,
D.-G., Dragusin, D.-M., Salageanu, A., Van Vlierberghe, S., ... Stancu, I.-C. (2014), 25

One-pot synthesis of superabsorbent hybrid hydrogels based on methacrylamide
gelatin and polyacrylamide, Effortless control of hydrogel properties through 27

composit ion design,  New Journal  of  Chemistry,  38(7) ,  3112
http://doi.org/10.1039/c4nj00161c; Yue, K., Trujillo-de Santiago, G., Alvarez, M. M., 29

Tamayol, A., Annabi, N., & Khademhosseini, A. (2015), Synthesis, properties, and
biomedical applications of gelatin methacryloyl (GelMA) hydrogels, Biomaterials, 31

http://doi.Org/10.1016/j.biomaterials.2015.08.045; Zhao, X., Lang, Q., Yildirimer, L., Lin,
Z. Y., Cui, W., Annabi, N., ... Khademhosseini, A. (2016), Photocrosslinkable Gelatin 33

Hydrogel for Epidermal Tissue Engineering, Advanced Healthcare Materials, 5(1), 108-
118, http://doi.org/10.1002/adhm.201500005). Reticulările cu carbodiimide, prin poli- 35

merizare cu formare de reţea sau enzimatice sunt preferate celor cu aldehide din perspectiva
reducerii riscului de potenţială toxicitate (Lai, J. Y. (2012), Biocompatibility of genipin and 37

glutaraldehyde cross-linked chitosan materials in the anterior chamber of the eye.
International Journal of Molecular Sciences, 13(9), 10970-10985, 39

http://doi.org/10.3390/ijmsl30910970; Lai, J.-Y., Li, Y.-T., & Wang, T.-P. (2010), In vitro
response of retinal pigment epithelial cells exposed to chitosan materials prepared 41

with different cross-linkers, International Journal of Molecular Sciences, 11(12), 5256-
5272, http://doi.org/10.3390/ijmsl 1125256) asociat uneori cu reticularea cu aldehide. 43

Dezvoltarea de bioadezivi, biomateriale injectabile şi de sigilare a rănilor a stimulat
găsirea unor metode de generare in situ, în condiţii fiziologice, a reţelelor macromoleculare 45

pornind de la precursori netoxici, precum colagen şi gelatină. WO 2013/121429 A1 se referă
la bioadezivi pe bază de gelatină combinată cu alginat, reticulabili in situ utilizând sistemul 47

EDC/NHS. O serie de bioadezivi pe bază de gelatină porcină şi alte componente, inclusiv
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alginat, a fost descrisă în Sung, H. W., Huang, D. M., Chang, W. H., Huang, R. N., & Hsu,1

J. C. (1999), Evaluation of gelatin hydrogel crosslinked with various crosslinking
agents as bioadhesives: In vitro study, Journal of Biomedical Materials Research,3

46(4), 520-530, (http://doi.org/10.1002/(SICI)1097-4636(19990915)46:4 < 520:AID-JBM10
> 3.0.CO;2-9), în care sistemul gelatină porcină - alginat a fost reticulat folosind carbo-5

diimidă, la pH de 4,5. În literatură sunt raportate şi alte sisteme gelatină-alginat, în care, spre
deosebire de prezenta invenţie, gelatina este reticulată cu aldehidă glutarică (Stancu, I.C.,7

Dragusin, D.M., Vasile, E., Trusca, R., Antoniac, L, Vasilescu, D.S. (2011), Porous
calcium alginate-gelatin interpenetrated matrix and its biomineralization potenţial,9

Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 22(3), 451-460,
https://doi.org/10.1007/sl0856-011-4233-7) sau nu este reticulată, fiind utilizată în principal11

ca agent porogen (Cuadros, T.R., Erices, A.A., Aguilera, J.M. (2015), Porous matrix
calcium alginate/gelatin with enhanced properties as scaffold for cell culture, Journal13

of the Mechanical Behavior of Biomedical Materials, 46, 331-342, http://doi:
10.1016/j.jmbbm.2014.08.026).15

O metodă bioinspirată de reticulare a colagenului şi gelatinei constă în folosirea

enzimelor ce participă la structurarea colagenului din ţesuturi (Ehrbar, M., Rizzi, S. C,17

Hlushchuk, R., Djonov, V., Zisch, A. H., Hubbell, J. A., ... Lutolf, M. P. (2007), Enzymatic

formation of modular cell-instructive fîbrin analogs for tissue engineering,19

Biomaterials, 28(26), 3856-3866, http://doi.Org/10.1016/j.biomaterials.2007.03.027).

US 2011/0110882 A1 descrie utilizarea transglutaminazei (TGase) pentru reticularea poli-21

peptidelor, inclusiv a gelatinei, vizând în special acţiunea hemostatică şi de sigilare tisulară,
cu stoparea pierderii de fluide corporale. Acelaşi document indică şi posibilitatea includerii23

alginatului în compoziţia de reticulat, rolul alginatului fiind însă numai de aditiv ce măreşte
viscozitatea precursorului ce urmează a fi reticulat. Spre deosebire de acest caz, în prezenţa25

invenţie, alginatul se utilizează pentru mimarea componentelor proteoglicani şi glicozamino-

glicani din MEC. US 2016/178611 A1 prezintă utilizarea reticulării cu TGase pentru gene-27

rarea de modele de investigare tumorală, constând din matrice tridimensionale pe bază de
gelatină (gelatină bovină, concentraţia 6%) pentru creşterea de sferoizi tumorali.29

US 2012/0270810 A1 descrie modificarea agenţilor de reticulare enzimatici pentru controlul
superior al proprietăţilor matricelor reticulate. Faţă de acesta, în prezenta invenţie se utili-31

zează TGase pentru reticularea enzimatică a gelatinei, cu formarea unui bionanocompozit.
Biocompozitele pe bază de colagen şi mineral fosfo-calcic similar fazei minerale din33

ţesuturile dure au fost investigate intens în ultimii ani, din dorinţa de producere a unor
substraturi implantabile, cu performanţe superioare, pentru umplerea defectelor osoase şi35

regenerare tisulară, aşa cum raportează în US 5455231 A, US 5231169 A, WO 1993/012736

A1, US 5320844 A. Asemenea materiale sunt recunoscute pentru stimularea aderării celu-37

lelor şi osteointegrării. WO 2016/156992 A2 raportează utilizarea TGase pentru reticularea
colagenului şi gelatinei, în vederea obţinerii unor compoziţii injectabile, scaffold-uri şi adezivi39

tisulari. Se menţionează şi posibilitatea combinării cu compuşi osteoconductivi, precum
hidroxiapatită şi fosfat tricalcic. În ultimii ani, atenţia specialiştilor s-a îndreptat către utilizarea41

unor procedee biomimetice sau bioinspirate de sinteză/fabricare, în care nanocristalele mine-

rale se formează direct în reţeaua macromoleculară fibrilară. RO 127725 B1, US 5320844 A,43

US 6384196 B1, US 6384197 B1, US 6300315 B1 şi US 6417166 B2 raportează generarea

de biocompozite colagen/mineral prin utilizarea precursorilor anorganici în compoziţie. US45

20060204581 A1 şi US 6589590 B2 indică generarea mineralului în reţeaua polimerică prin
dubla difuzie a ionilor de calciu şi fosfat.47
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În prezent, numeroase substraturi pentru tratament plăgi şi regenerare tisulară sunt 1

obţinute/comercializate sub formă deshidratată/liofilizate, cu forme şi dimensiuni prestabilite,
care de multe ori limitează utilizarea sau presupun paşi suplimentari preparativi (de exemplu, 3

decuparea în forma şi dimensiunea dorite, hidratarea sau echilibrarea în mediu) înaintea
utilizării. Pulberea absorbabilă sterilă Gelfoam® (obţinută din burete absorbabil), din gelatină 5

porcină, este recomandată ca material hemostatic cu aplicaţii inclusiv în sângerări la nivelul
osului spongios, cu atenţionarea evitării aglomerării la nivelul cavităţilor osoase datorită 7

potenţialelor riscuri asociate gonflării materialului ("DESCRIPTION," n.d.). Un alt produs de
tip burete hemostatic din gelatină, SURGISPON, absoarbe de 40...50 de ori greutatea sa în 9

apă sau sânge, presupunând manevrare suplimentară, iar produsul este complet degradabil
în 3...4 săptămâni (2016-10-14, Absorbable Haemostatic Gelatin Sponge - Absorbable 11

Haemostatic Gelatin Sponge Exporter, Manufacturer &amp; Supplier, Ahmedabad, India,
ww.surgispon.com/absorbable-haemostatic-gelatin-sponge-719333.html). Alte produse 13

absorbabile pe bază de bureţi/particule de gelatină sunt Spongostan, Ethicon®

SURGIFOAM®, KolSpon® Plug. În acest context, principalul dezavantaj practic al produselor 15

existente este necesitatea efectuării unor etape preparative suplimentare înainte de utilizare,
precum şi riscul de gonflare necontrolată în situsul de aplicare. 17

În aceste condiţii, în prezent sunt necesare substraturi pentru stimularea biointeracţiu-
nilor cu celulele şi regenerare/modelare tisulară, cu manevrabilitate şi performanţe superioare. 19

Principala problemă tehnică rezolvată de prezenţa invenţie constă în posibilitatea de
generare in situ (în plăci de cultură, în matriţe cu formă şi dimensiunile adecvate utilizării 21

finale, sau direct în defecte tisulare cu formă şi dimensiuni variabile), printr-un procedeu
biomimetic, netoxic, a unor substraturi biocompozite hidratate, cu compoziţie şi 23

microstructură bioinspirate de MEC a ţesutului osos, care stimulează interacţiuni celulare şi
procese de regenerare tisulară. Faza organică a biocompozitelor descrise este formată din 25

GP care mimează colagenul din MEC, şi AlgCa care mimează componentele polizaharidice,
iar faza minerală este reprezentată de nanocristale de apatită similare mineralului din os. 27

Formarea reţelei macromoleculare stabilizate enzimatic (componenta GP) şi ionic (compo-
nenta AlgCa) are loc în paralel cu mineralizarea acesteia, cu generare de nanoparticule 29

fosfo-calcice similare fazei minerale osoase. Procedeul descris permite obţinerea substra-
turilor fără constrângeri legate de forma şi dimensiunile matriţei/defectului, în condiţii prepa- 31

rative blânde, biomimetice, permiţând şi o potenţială încărcare cu medicamente sau factori
bioactivi. 33

Procedeul conform invenţiei, de obţinere a unor substraturi bionanocompozite hidra-
tate, constă în aceea că: 35

a) se pregăteşte un amestec de polimeri ce conţine 10% gelatină de peşte, respectiv,
2% alginat de sodiu, procentele fiind exprimate gravimetric, prin combinarea în proporţie de 37

1:1 a unei soluţii de 20% gelatină de peşte în 65 mM tampon fosfat salin, şi a unei soluţii de
4% alginat de sodiu în 65 mM tampon fosfat salin, pH de 7,4 la 37/C; 39

b) se reticulează enzimatic gelatina de peşte, prin adăugarea peste amestecul de
polimeri obţinut la punctul a) de transglutaminază 5 unităţi/g gelatină de peşte, iar soluţia 41

astfel generată se toarnă într-un spaţiu de formă dorită, pentru definitivarea reticulării
gelatinei de peşte timp de 8 h la 37/C, şi obţinerea unei matrice polimerice de tip reţea semi- 43

interpenetrată;
c) se imersează sistemul rezultat la punctul b) într-o soluţie de clorură de calciu 45

0,45 M, timp de 2 h, în final obţinându-se bionanocompozite hidratate pe bază de hidrogel
gelatină de peşte - alginat de calciu mineralizat in situ, cu fază minerală fosfo-calcică, ce 47

permite aderarea şi proliferarea celulară.
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Tamponul fosfat salin se adaugă datorită conţinutului său de fosfat, ca precursor1

pentru generarea fazei minerale fosfo-calcice.
Difuzia clorurii de calciu produce trei tipuri de efecte: (i) reticularea alginatului de3

sodiu cu generare de alginat de calciu, (ii) formarea fazei minerale fosfo-calcice (prin com-
binarea calciului din clorura de calciu cu fosfaţi din tamponul fosfat salin) distribuită în5

matricea polimerică, şi (iii) inactivarea reacţiei de reticulare enzimatică a gelatinei de peşte.
Avantajele aplicării invenţiei faţă de stadiul tehnicii actual sunt următoarele:7

- uşurinţa de umplere a unor defecte tisulare, plăci de cultură şi matriţe cu diversitate
de forme şi dimensiuni, pentru inginerie tisulară/regenerativă;9

- reacţia de reticulare a proteinei la temperatură fiziologică;
- mineralizare derulată în paralel cu reticularea alginatului;11

- obţinerea acestor produse nu implică folosirea unor agenţi de reticulare ce conţin
grupări aldehidice, sau a altor compuşi ce pot genera un răspuns citotoxic;13

- produsul se obţine direct în stare hidratată, cu stabilitate în medii simulate, cât şi în
mediu de culturi celulare, şi poate fi conservat minimum 6 luni;15

- produsul interacţionează favorabil cu celule datorită compoziţiei şi structurii sale bio-
inspirate din MEC.17

Această invenţie prezintă potenţial de a fi implementată şi aplicată, ţinând cont de
interesul manifestat în prezent, de utilizare a unor metode netoxice de reticulare, fixare şi19

structurare, de obţinere a unor substraturi biocompatibile cu utilizări în culturi celulare şi
regenerare tisulară care să prezinte elemente compoziţionale şi microstructurale biomimetice21

sau bioinspirate, şi, foarte important, de eliminare a restricţiilor de formă şi dimensiune, sau
a necesităţii de pregătire/manevrare suplimentară a eşantioanelor.23

Se dau în continuare trei exemple de realizare a invenţiei în legătură cu fig. 1...3, ce
reprezintă:25

- fig. 1, bionanocompozit GP-AlgCa-mineral fosfo-calcic (exemplul 1): A - membrană
albă hidratată; B, C - caracteristici microstructurale la suprafaţa biocompozitului, specifice27

pentru bionanocompozite (microscopie electronică de baleiaj-SEM), B: 10000x, C: 50000x;
D - prelungiri celulare (preosteoblast MG63) aderate pe suprafaţa nanostructurată a biocom-29

pozitului la 72 h post-însămânţare (SEM 50000x);
- fig. 2, GP-AlgCa-fază minerală (obţinut în exemplul 2) cu aspect microstructural31

specific de bionanocompozit: A - caracteristici microstructurale în profunzimea biocompozi-
tului (fractură) (SEM 50000x); B - spectrul EDAX relevant pentru natura fosfo-calcică a fazei33

minerale din bionanocompozit, cu un raport Ca/P 1,5 similar apatitei biologice din ţesutul
osos; C - caracteristici microstructurale la suprafaţa biocompozitului, similare apatitei biolo-35

gice din ţesutul osos (SEM 50000x); D - prelungire celulară (preosteoblast MG63) aderată
pe suprafaţa biocompozitului la 24 h post-însămânţare (SEM 50000x);37

- fig. 3, evaluarea biocompatibilităţii materialelor obţinute conform procedeelor din
exemplele 1 şi 2, utilizând linia de preosteoblaste MG63: a) testarea in vitro a viabilităţii39

celulare prin testul MTT; b-e) imagini de microscopie de fluorescentă la 7 zile de la însămân-
ţare (roşu - coloraţie cu Phalloidin-TRCT pentru actină, verde - coloraţie cu Syber green41

pentru nuclei); b), d) mărire 5X, c), e) 20X.
În această invenţie s-au folosit următoarele materiale: alginat de sodiu din alge brune43

cu viscozitate medie, fosfat de sodiu dibazic, fosfat de sodiu monobazic, soluţie tampon de
fosfat de sodiu (TFS) 65 mM, pH de 7,4, gelatină din piele de peşte de apă rece, transglut-45

aminază microbiană 2U-5U/ml, HEPES (acid (4-(2-hidroxietil)-1-piperazin etan sulfonic))
soluţie de 25 mM, pH de 7,4, NaOH 1M, clorură de calciu dihidrat 450 mM, apă dublu47

distilată (aparat de bidistilare GFL), filtre de 0,2 :m (Merk Millipore), plăci de sticlă model
Bio-Rad Mini-PROTEAN cu spaţiator de 1 mm.49
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Se dau, în continuare, trei exemple de realizare a invenţiei, în legătură cu fig. 1, ce 1

reprezintă metode de realizare a gelurilor bionanocompozite GP-AlgCa-fază minerală, cu
caracteristici microstructurale de tip nanocompozit hidrogel GP-AlgCa încărcat cu fază 3

minerală similară celei din os, constând în cristale aciculare şi plachete cu morfologie şi
raport Ca/P specifice apatitei biologice (fig. 1A, B). 5

Exemplul 1
Pentru obţinerea unor membrane hidratate, cu grosime prestabilită, au fost folosite 7

o soluţie de 20% m/v GP şi o soluţie AlgNa de 4% m/v preparată la temperatura 70/C,
timp de 3 h, polimerii fiind dizolvaţi în TFS 65 mM, pH de 7,4. Cele două soluţii de polimeri, 9

20% m/v GP şi AlgNa de 4% m/v, sunt combinate în raport de 1:1, omogenizate timp de 2 h
la temperatura de 37/C, concentraţia finală de polimeri fiind 10%GP şi 2% AlgNa, apoi sunt 11

răcite pe baie de gheaţă până la T de 4/C, cu agitare continuă. Peste soluţia rece de polimeri
se adaugă Tgase sub formă de pulbere cu concentraţia finală de 5 unităţi/g GP, se omoge- 13

nizează în continuare pe baie cu gheaţă timp de 1 h. Soluţia finală este turnată între plăci de
sticlă între care se fixează un spaţiator siliconic, şi apoi se incubează la 37/C timp de 8 h, 15

pentru reticularea enzimatică a GP. Ansamblul este transferat în baie de clorură de calciu
de 0,45 M, şi incubat la temperatura camerei timp de 2 h. În timpul incubării în clorură de 17

calciu are loc, prin difuzia cationilor Ca2+, reticularea AlgNa cu formare de AlgCa în acelaşi
timp cu nucleerea fazei minerale fosfo-calcice de tip nano-apatită, distribuită uniform în toată 19

matricea polimerică (fig. 1). Membrana de biocompozit GP-AlgCa-fază minerală este spălată
cu apă bidistilată, pentru înlăturarea excesului de clorură de calciu şi clorură de sodiu. Mem- 21

brana obţinută este hidratată şi are dimensiuni predefinite corespunzătoare dimensiunii plă-
cilor de sticlă şi distanţei dintre acestea; reticularea enzimatică a GP stabilizează membrana 23

suficient pentru ca aceasta să îşi conserve forma şi după tratamentul cu clorură de calciu.
Membrana este albă şi catifelată (datorită prezenţei fazei minerale fosfo-calcice) (fig. 1A). 25

Exemplul 2
Membrana biocompozită este obţinută conform procedeului descris în exemplul 1, 27

cu următoarea deosebire: după etapa de reticulare/mineralizare descrisă în exemplul 1, după
îndepărtarea din baia de clorură de calciu, produsul este imersat în TFS (100 mM, pH de 7,4) 29

timp de 1 h, la temperatura camerei. Această etapă permite difuzia suplimentară a ionilor
fosfat din TFS în substratul mineralizat ce conţine cationi de calciu imobilizaţi fizic, condu- 31

când la încărcarea suplimentară a materialului cu mineral fosfo-calcic (fig. 2). Se observă o
densitate mai mare a cristalelor minerale distribuite în matricea polimerică, precum şi o 33

dimensiune mai mare a acestora faţă de materialul bionanocompozit obţinut în exemplul 1.
Toate materialele obţinute favorizează adeziunea celulelor pe suprafaţă (fig. 3). La 35

timpi de incubare până la 72 h nu se observă diferenţe semnificative de proliferare celulară
între probele analizate (o uşoară creştere se remarcă la compozitul obţinut conform exem- 37

plului 1). La timpii de incubare de 7 şi 14 zile se poate observa o mai mare diferenţă în
proliferare celulară în favoarea materialului obţinut conform exemplului 1 (fig. 3a). Imaginile 39

de microscopie de fluorescenţă sunt relevante pentru morfologia şi etalarea celulelor pe
substraturi (fig. 3 b-e). O aderare mai uniformă se poate observa pe compozitul obţinut 41

conform exemplului 1, în concordanţă cu rezultatele testului MTT.

Exemplul 3 43

Pentru obţinerea substratului în plăci de cultură, se procedează conform procesului
descris în exemplul 1 sau 2, cu deosebirea că turnarea soluţiei se realizează direct în 45

godeurile plăcii.
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Revendicări1

1. Procedeu de obţinere a unor substraturi bionanocompozite hidratate, caracterizat3

prin aceea că:
a) se pregăteşte un amestec de polimeri ce conţine 10% gelatină de peşte, respectiv,5

2% alginat de sodiu, procentele fiind exprimate gravimetric, prin combinarea în proporţie de
1:1 a unei soluţii de 20% gelatină de peşte în 65 mM tampon fosfat salin, şi a unei soluţii de7

4% alginat de sodiu în 65 mM tampon fosfat salin, pH de 7,4, la 37/C; b) se reticulează enzi-
matic gelatină de peşte prin adăugarea peste amestecul de polimeri obţinut la punctul a) de9

transglutaminază 5 unităţi/g gelatină de peşte, iar soluţia astfel generată se toarnă într-un
spaţiu de formă dorită, pentru definitivarea reticulării gelatinei de peşte timp de 8 h la 37/C,11

şi obţinerea unei matrice polimerice de tip reţea semi-interpenetrată; c) se imersează sis-
temul rezultat la punctul b) într-o soluţie de clorură de calciu 0,45 M, timp de 2 h, în final13

obţinându-se bionanocompozite hidratate pe bază de hidrogel gelatină de peşte - alginat de
calciu mineralizat in situ cu fază minerală fosfo-calcică, ce permite aderarea şi proliferarea15

celulară.

2. Procedeu conform revendicării 1, caracterizat prin aceea că spaţiul cu formă17

dorită este un vas Petri, o placă de cultură sau o placă de sticlă cu spaţiator.

3. Procedeu conform revendicării 1, caracterizat prin aceea că, pentru creşterea19

conţinutului de fază minerală a bionanocompozitelor hidratate, după etapa de reticulare şi
după îndepărtarea din baia de clorură de calciu, bionanocompozitul hidratat este imersat în21

tampon fosfat salin, 100 mM, pH de 7,4, timp de 1 h, la temperatura camerei.
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