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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o compozitie pentru realizarea
nanofirelor pe baza de colagen obfinut din piele de
magar si la un procedeu de obtinere a acestora, nano-
firele fiind utilizate pentru obtinerea pansamentelor
medicale non - active. Compozitia conform inventiei
este constituita din urmatoarele elemente exprimate in
procente in greutate: 12% colagen sau amestec de
colagen - cheratina si 88% solutie de acid acetic in apa
la un raport volumic intre acid acetic si apa de 9:1. Pro-
cedeul conforminventiei consta tn obtinerea unei solutji
de lucru din elementele de mai sus, prin agitare timp de
6 ore la temperatura camerei la o turatie de 600 rpm,

solutia respectiva este introdusa ntr-o seringa fixata
intr-o pompad, apoi se electrofileaza solutia cu un debit
cuprins Tntre 0,6...0,8 mL/h, avand ca spinareta un ac
de inox fara varf cu diametrul interior de 0,168 mm,
care este legat la o sursa de Tnalta tensiune cuprinsa
intre 22,71...25,59 kV, cu distanta dintre capatul acului
si colector de 9...14 cm, rezultand nanofire cu diametre
variabile cuprinse intre 73,15...133,33 nm.
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NANOFIRE DIN COLAGEN DIN PIELE DE MAGAR SI PROCEDEU DE
OBTINERE

Inventia se referd la o compozitie de nanofire pe baza de colagen extras din piele de
magar si la un procedeu de obfinere a acesteia destinate pentru obtinerea pansamentelor
medicale non-active.

Pansamentele conventionale sunt pelicule transparente semi-permeabile care mentin
rdnile umede si promoveaza dizolvarea tesutului necrotic si formarea granularii, promovéand
astfel vindecarea ranilor, dar provocdnd exudate excesive in jurul plagii. Tratamentul
traditional al ranilor include materiale principale, cum ar fi pansamente din tifon de bumbac,
hidrogeluri si spume, pansamente compozite, pansamente neaderente, plase, tifon impregnat
sau materiale naturale precum frunze, si miere [1]. Bumbacul are capacitatea de a absorbi si
pastra exudatele, ceea ce conduce la degradarea pielii ranii, necesitatea schimbarii frecvente a
pansamentului, intirzierea in procesul de vindecare a rdnii si costuri ridicate pentru
managementul ranii. Alte dezavantaje ale pansamentelor traditionale se refera la
permeabilitatea scazutd la oxigen, atasarea lor la granulatiile nou crescute care provoaca
durere atunci cand sunt indepirtate, non-biomimetism si dificultatea de adaugare a
medicamentelor adecvate [2].

Pentru obtinerea de pansamente medicale se utilizeazd polimeri sintetici si
compozitele lor, de exemplu, poliuretani [3], polietilen glicol (PEG) [4], acid polilactic (PLA)
[5], policaprolactona (PCL) [6] si polimeri naturali, de exemplu, polizaharide [7] si proteine
[8].

Se cunoaste utilizarea polimerilor sintetici nebiodegradabili de tip silicon, poliuretan
si alcool polivinilic sub forma de spuma prin care cel putin o suprafata adera fizic la un strat
natural de colagen pentru fabricarea pansamentelor compozite pentru tratarea ranilor [9].
Principalul dezavantaj al utilizarii polimerilor sintetici in astfel de aplicatii constd in
dificultatea imitarii tesutului natural si probabilitatea respingerii prin mecanismele naturale de
apdérare ale organismului.

Metodele conventionale de fabricare a pansamentelor medicale prin turnare prin
injectie, casting sunt adecvate pentru productia de masd, dar nu pentru pansamentele
medicale multifunctionale care trebuie si prezinte concomitent accelerarea procesului de
vindecare dar si proprietiti bioactive. Un
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perioadd de timp, si fie biocompatibil, biodegradabil si sigur [10], sd aibd proprietati
mecanice suficiente similare cu pielea umand, activitdfi antimicrobiene, antioxidante, sd
sustind aderenta celulara pentru a proteja rana de factori externi, cum ar fi uscare si leziuni
mecanice [11, 12] si, de asemenea, si fie economic. Accelerarea vitezei de vindecare a ranilor
este o cerintd principald, deoarece previne aparifia cicatricii [13].

Se cunoagte formarea unui pansament medical multistrat din nanofire, cu diametrul
mediu cuprins intre 100-1000 nm, prin electrofilare, caracterizat prin aceea ca, un strat este
din chitosan, policaprolactond (PCL) sau acid polilactic (PLA), iar stratul de acoperire a
pligii este constituit din nanofibre absorbante, selectate din polimeri acrilici, alcool
polivinilic, gelatina, sau celuloza [14].

Desi polimerii sintetici pot fi sintetizati intr-o manierd controlatd, pentru obtinerea
proprietétilor fizico-chimice omogene, stabilitate si degradare controlata [15], totusi acestia
prezintd risc de toxicitate si sunt inerti din punct de vedere biologic, prin urmare nu oferd un
avantaj terapeutic agsa cum o fac polimerii naturali [16].

Polimerii naturali sunt utilizati pe scard largd pentru managementul rénilor si arsurilor
datoritd proprietatilor lor speciale, cum ar fi: biocompatibilitatea, biodegradabilitatea,
nontoxicitatea i asemanarea cu matricea extracelulara (ECM).

Colagenul este produs de fibroblaste si este cea mai abundentd proteind din corpul
uman. Poate fi gisit in oase, muschi, piele si tendoane. Colagenul este un biopolimer cu
proprietdti regenerative si de reconstructie tisulard intens studiat pentru proiectarea
pansamentelor naturale pentru rini. Biomaterialele care contin colagen stimuleazd si
recruteazd celule specifice (macrofage si fibroblaste), imbunatatind vindecarea ranilor [17].

S-a raportat utilizarea colagenului sub forma de gelatina, extras din piele de iepure
incércat cu diferiti agenti antimicrobieni comerciali, cum ar fi chitosan, AG425K si ZnO NP
pentru producerea de nanofibre electrofilate pentru obtinerea pansamentelor medicale pentru
rani, in contextul economiei circulare [18].

Cheratina reprezinta un grup de proteine care formeazi filamente bogate in cisteind,
componenta majord a parului, 14nii, copite, unghii, pene si coarne [19]. Cheratinele sunt
utilizate in materialele pentru pansamente medicale, deoarece sunt responsabile pentru
proliferarea organizata a keratinocitelor gi mentinerea integrititii acestora in epiteliu [20].

Pielea de magar (Equus asinus L.) se foloseste de mult timp ca materie prima pentru
prepararea unei gelatine (Colla corii asini) folosita ca aliment in tratarea anemiei in medicina
traditionald chineza de peste 2000 de ani [21]. Ge LK in piele de magar reprezi
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addugata, deoarece este 0 componentd abundentd si prezintd caracteristici biologic active.
Gelatina reprezintd un amestec de peptide si proteine obtinut prin hidroliza partiald a
colagenului. Din gelatina extrasd cu apd din pielea de magar au fost izolati peste 58 de
compusi, dintre care aminoacizi, proteine, polizaharide, substante volatile si substante
anorganice. Au fost detectati 18 aminoacizi cu o pondere de 51.94% si 82.03%, dintre care
hidroxiprolina intre 8.99%-11.23%. Din pilea de mégar avand un continut de proteine intre
74.56% si 84.94%, s-au extras colagen al (I), colagen a2 (I) si albumina serum de mégar cu
concentratiile de 12.6%, 11.67% si respectiv 19.6% din totalul proteinelor. Ca polizaharide,
dermatan sulfatul a fost izolat din pielea de magar. Oxidul de calciu (0,18%) si sodiu (0,53%)
reprezintd cel mai mare continut de substante anorganice gésite in pielea de mégar. In plus, s-
a raportat ca gelatina extrasd din piele de magar trateazd diverse boli hematologice, inclusiv
anemie, aleucocitoza, trombopenie, etc. in alt studiu [22], s-a raportat ci peptidele cu masa
moleculard mica obtinute din hidrolizate de gelatind din piele de mégar sunt un agent anti-
fotoimbétranire eficient la actiunea iradierii pielii la lungimea de undé din domeniul UVB, si
cresc sinteza procolagenului de tip L.

Electrofilarea este o tehnologie versatild pentru fabricarea nanofirelor netesute
continue, cu un raport suprafatd / volum de ~10 ori mai mare si proprietdti adecvate
(porozitate, suprafatd, diametru al fibrei) pentru obtinerea pansamentele pentru plagi.
Nanofirele fabricate prin tehnica de electrofilare trebuie sd absoarbad exudatele in exces, si
asigurare i sd mentind un mediu umed sau o vitezd adecvatd de transmitere a vaporilor de
apd, sd prezinte pori mai mici decéat fibrele produse folosind metodele traditionale si o buna
aderentd celulara pentru a sustine proliferarea celulard si a creste procesul de vindecare.
Tehnologia de electrofilare se bazeaza pe utilizarea unor concentratii adecvate de polimer si
solventi, care prezintd o vascozitate adecvatd, precum si pe optimizarea debitului solutiei, a
distantei de la ac la colector si a tensiunii de producere a nanofirelor astfel incat . sd se obtina
nanofire continue, evitdnd efectul de electrosprayere.

Problema tehnici pe care o rezolva inventia, o reprezinta obtinerea unor compozitii de
nanofire pe bazd de colagen extras din pielea de magar, cu o suprafatd cat mai mare, folosite
pentru pansamentele medicale non-active, inlaturind posibilitatea pastrérii exudatului in jurul
plagii. Motivul obtinerii nanofirelor cu diametrul cat mai mic si a porilor c4t mai fini consta

in absorbtia rapida a exudatului si prevenirea patrunderii bacteriilor in zona plagii.

Prezenta inventie inldturd dezavantajele datorate utilizérii polimerilor sintetici
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din piele si par de magar, sub forma de granule, dizolvat intr-o solutie de acid acetic in apé la
un raport volumetric 9:1.

Procedeul de obtinere de nanofire de colagen din piele de mé&gar constd in
electrofilarea unei solutii de colagen, respectiv colagen-cheratind din piele si par de magar la
un debit al solutiei de 0,6...0,8 mL/h, tensiune +22,71....+25,59 kV si distanta dintre vérful de
ac-colector 9...14 c¢m, rezultdnd nanofire cu un diametru intre 73,15 nm....133,33 nm, utilizate
pentru obtinerea pansamentelor medicale non-active, pentru vindecarea ranilor.

Procedeul de obtinere a nanofirelor de colagen din piele de magar are loc intr-un
echipament de electrospinning, intr-un mediu ambiant cu temperatura de 27...30,2 °C si
umiditate relativa 27...28% si constd in prepararea unei solutii de lucru constituitd din 12%
(procente gravimetrice) colagen, respectiv colagen-cheratind sub forméa de granule, dizolvat
intr-o solutie de acid acetic in apd la un raport volumetric 9:1, prin agitare la temperatura
camerei timp de 6 h si 600 rpm. Solutia astfel preparaté se introduce intr-o seringa fixata intr-
o pompa de seringd, avand ca spinareta un ac de inox fara véarf, cu diametrul interior de 0,168
mm, care este legatd la o sursd de inalta tensiune de 22,71 ...25,59 kV, si este alimentatd cu
solutie cu un debit de. 0,6...0,8 mL/h, jetul instabil de solutie fiind proiectat citre un colector
tip disc cilindric, acoperit cu staniol, legat la pamant, astfel incat distanta dintre capatul acului
si colector este de 9...14 cm.

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

- se obtin nanofire continue pe baza de colagen extras din piele de magar, sub forméa de
gelatind, respectiv colagen-cheratind extrase din piele si par de magar, cu un confinut
ridicat de colagen, prin procedeul electrospinning, avand diametrul porilor controlat,
ceea ce le recomanda pentru realizarea de pansamente non-active, pentru tratamentul
ranilor;

- procedeul de obtinere a nanofirelor este simplu, versatil, reproductibil, are loc prin
electrofilarea solutiei de colagen, respectiv colagen-cheratina extrase din piele si par
de méagar la temperatura camerei, fird un consum energetic mare si fard solventi cu
potential toxic;

- se valorificd materia prima naturala, existenta, in detrimentul resurselor sintetice, din
surse petroliere, nebiodegradabile, cu performante reduse privind biocompatibilitatea.
Exemplele descrise in continuare se bazeaza pe rezultatele prezentate in fig. 1 si 2 si

tabelul 1:

- fig. 1, reprezintd imagini ale gelati
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- fig. 2, reprezintd imagini SEM (a), (b)
- tabelul 1 reprezinta proprietitile fizico-chimice ale colagenului extras din piele de
magar

Se prezinta in continuare 2 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1)

Pielea de magar se prelucreazi, in mod uzual, pentru indepartarea impuritatilor,
substantelor interfibrilare, a parului, pdna in stadiul de piele decalcificata, apoi pielea sub
forma de gelatina se spala succesiv pentru indepartarea sarurilor solubile, se mérunteste la o
masini de tocat, se imerseaza in 350 % (procente de greutate) apa si se incilzeste in baie de
apa, la 90 °C, timp de 5-16 ore. Extractul rezultat se filtreaza folosind o sitd metalica cu
dimensiunea porilor mai micd de 150 pm, se raceste (figura 1 (a), (b)) si se analizeaza
(Tabel 1), apoi se usuci in etuva la 60 °C, cand se obtine sub forma de granule (figura 1(c)).

Colagenul astfel obtinut sub forma de gelatind se caracterizeaza prin concentratie in
substanta uscata de 11,89 %, taria cleiului de 321 g, conductivitate electrica 10,84 mS/cm, pH
=7,2 — Tabelul 1.

3 g granule de colagen sub forma de gelatina extrasa din piele de magar se dizolva in
25 mL solutie acid acetic in apd, la un raport volumetric 9:1. 10 mL din solutia rezultata se
introduc intr-o seringd de teflon de 20 mL prevazuta cu un tub i un ac metalic calibru G21
atasat la celdlalt capat, in cadrul echipamentului de electrospinning. Procesul de electrofilare
este considerat ca fiind stabil in urmatoarele conditii: debit solutie 0,8 mL/h, tensiune +22,71
kV, distanta dintre varful de ac la colector 14 cm, temperatura ambiantd de 27 °C si umiditate
relativad de 27%. Nanofirele se colecteaza pe un tambur acoperit cu folie de aluminiu.

Nanofirele obtinute prezintd un aspect omogen cu urmitoarea compozitie chimica:
65,71% (procente in greutate) C, 21,60% N, 8,70% O, 3,98% Ca si o dimensiune medie a
diametrului de 133,33 nm = 2,76 nm (Figura 2a).

Exemplul 2)

Conform procedeului descris la exemplul 1) se obtine colagenul sub forméde gelatina
extrasa din piele de mégar care se amesteca cu hidrolizat din par de mégar in proportie 1:1,
care se usuca in etuva la temperatura de 60 °C. Amestecul colagen-cheratina astfel obtinut se
caracterizeazd prin concentratie in substantd uscatd de 13 %, tdria cleiului de 421 g,

conductivitate electricd 9,04 mS/cm, pH = 9,1 — Tabelul 1.

relativi de 28%.
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Nanofirele obtinute prezintd un aspect omogen cu urmitoarea compozitie chimica:
54,34% (procente in greutate) C, 21,22% N, 12,22% O, 4,48% Na, 0,89% S, 6,82% Ca si o

dimensiune medie a diametrului de 73,15 nm + 3,37 nm (Figura 2b).




11

RO 137329 A0

Tabel 1 Caracteristici de textura si vascozitatea colagenului extras din piele de magar

Caracteristici Colagen extras din piele | Colagen-cheratinid extras din
de méagar piele si par de magar

Substanta uscata, % 11,80 13,00

pH (1:10), unitati pH 7,2 9,10

Térie, g 321,00 421,00

Relaxare, % 21,50 17,40

Vascozitate, CP 15,35 20,5

Conductivitate, mS/cm 10,84 9,04
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REVENDICARI

Compozitie pentru realizarea nanofirelor pe bazi de colagen obtinut din piele de mégar,
caracterizata prin aceea ci, este constituitd dintr-o solutie care contine 12% colagen,
respectiv amestec de colagen-cheratina si 88% solutie de acid acetic in apd la un raport
volumic 9:1 intre acid acetic si apa.

Procedeu de obtinere de nanofire pe bazi de colagen obtinut din piele de méagar, definite
in revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci, solutia de lucru se obtine prin agitare la
temperatura camerei timp de 6 h si 600 rpm, apoi se introduce intr-o seringa fixata intr-o
pompd de seringd, cu un debit de 0,6...0,8 mL/h, avand ca spinaretd un ac de inox fara
varf, cu diametrul interior de 0,168 mm, care este legata la o sursd de inalta tensiune de
22,71 ...25,59 kV, distanta dintre capatul acului si colector este de 9...14 cm, rezultdnd
nanofire cu diametrul intre 73,15 nm....133,33 nm, utilizate pentru obtinerea

pansamentelor medicale non-active, pentru vindecarea ranilor.
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Figura 1. Gelatina extrasa din piele de migar: a) ca atare; b) uscati; ¢) cu cheratina din

piar de migar
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Figura 2. Imagini obtinute prin microscopia electronica de baleiaj (SEM) si
dimensiunea diametrului nanofirelor de colagen din piele de mégar (a) si

colagen/cheratina din piele si par de magar (b).
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